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ABREVIATURAS

AF (123, Factor de activacion.
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P4 Progesterona.

PAS: Acido periddico de Shift.

q: Brazo largo del cromosoma.

RE: Receptor a estrogenos.

REa: Isoforma alfa del receptor a estrogenos.

RFC: Receptores de factores de crecimiento.

RNA: Acido ribonucleico.

RP: Receptor a progesterona.

RP-A: Isoforma A del receptor de progesterona.

RP-B: Isoforma B del receptor de progesterona.

RT: Transcripcidn reversa.

RTM-MLYV: Transcriptasa reversa del virus de leucemia murino Moloney.
RT-PCR: Transcripcion reversa acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa.
RU486: 1 Ib-(4-pefil, dimetil-amino)-17b-hidroxi-17-(prop-1-inil)-estra-4,9, dien-3-ona.
S-100: Proteina acida 100% soluble en sulfato de amonio.

SNC: Sistema Nervioso Central.

TGF: Factor de crecimiento transformante.

U87MG: Linea celular de glioblastoma multiforme humano U87.
UV: Ultravioleta.

Medidas y Unidades
cm: centimetro.

g gramo.

Kb: kilo bases.
KDa: Kilo dalions.
M: molar.

min: milimetro.



mM: milimolar,

°C: Grados Celsius.

Pb: Pares de bases.

pH: Potencial de hidrogeno.
ng: Microgramo.

mg: miligramo.

rpm Revoluciones por minuto.

Soluciones.

Ca™": Calcio.

DEPC: Dietilpirocarbonato.

EDTA: Etilendiaminotetra acetato.

KCI: Cloruro de potasio.

MgCl;: Cloruro de magnesio.

MOPS: Acido3-[N-morfolino] propanesulfonico.
PBS: solucidén bufer de fosfatos.

TBE: Tnis borato y etilendiaminotetra acetato.
Tritén X-100: t-Octylphenoxypolyethoxyethanol.

Bases

a: Adenina.
¢: Citosina.
g: Guanina.
t: Timina.
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1. RESUMEN

La progesterona regula distintas funciones del Sistema Nervioso Central a
través de la interaccion con receptores intracelulares especificos (RP). Se han descrito
hasta el momento dos isoformas del RP en humanos con diferentc actividad
transcripcional: RP-A (94 kDa) y RP-B (116 kDa). El RP se ha encontrado en
diversos tumores cerebrales como astrocitomas, craneofaringiomas y meningiomas,
sin embargo se desconoce el patrén de expresion de las isoformas de este receptor en
los tumores cerebrales lo cual es fundamental para tratar de implementar una
alternativa para su tratamiento basada en la terapia hormonal. En este trabajo se
determiné la expresion de las isoformas del RP en astrocitomas y cordomas humanos
a nivel de la proteina por medio de la técnica inmunohistoquimica y a nivel del gen
con la técnica de transcripcion reversa acoplada a la reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR).

En el estudio inmunohistoquimico se analizaron 19 biopsias (13 astrocitomas y 6
cordomas). Se mostré que existe una expresion diferencial de las isoformas del RP en
los tumores cerebrales analizados, la isoforma B se expresé predominantemente en
los astrocitomas grado III (66%), en los astrocitomas grado IV (87%) y en los
cordomas (100%). En el estudio de la expresién de las isoformas por RT-PCR 18
muestras fueron analizadas (12 astrocitomas y 6 cordomas) debido a que la cantidad
de tejido en una muestra era muy pequefia para realizar la extraccién del RNA. 11
astrocitomas y 6 cordomas expresaron el gen del RP. Los resultados obtenidos por
RT-PCR muestran que la expresién de la isoforma B fue mas alta que la de A, lo cual
sugiere que la isoforma RP-B es predominante tanto en los astrocitomas grados 11l y
IV como en cordomas.

Estos resultados indican que tanto en astrocitomas como en cordomas RP-B se
expresa en mayor proporcion que RP-A, tanto a nivel del RNA mensajero, como a

nivel de la proteina.



2. INTRODUCCION

Existen numerosos tipos de tumores cerebrales que han sido tratados con
diversos procedimientos que son muy agresivos o comprometen el funcionamiento
cerebral. Una alternativa menos agresiva usada en el tratamiento del cancer de mama
es la terapia hormonal basada en el uso de antagonistas a hormonas esteroides como
el estradiol y la progesterona que inhiben el crecimiento tumoral. La progesterona
regula distintas funciones a través de la interaccion con su receptor (RP). Se han
descrito dos isoformas del RP en el humano: RP-A (94 kDa) y RP-B (116 kDa)
ambas se sintetizan a partir del mismo gen pero se expresan y se regulan de manera
tejido-especifica y pueden ejercer diferentes funciones. La presencia del RP se ha
mostrado por diversas técnicas en meningiomas, astrocitomas y craneofaringiomas.
Sin embargo, se desconoce el patron de expresién de las isoformas del RP en los
tumores cerebrales por lo que el conocimiento de dicho patrén es fundamental para
un abordaje hormonal de esta patologia.

Es por ello que el objetivo de este trabajo fue determinar la expresion de las
isoformas del RP en astrocitomas y cordomas a través del analisis tanto a nivel de la
proteina como a nivel del RNA mensajero.

Los resultados de este trabajo muestran una expresion diferencial de las isoformas del
RP en los tumores cerebrales tanto a nivel de la proteina como a nivel de RNA
mensajero que podria estar relacionada con los mecanismos moleculares involucrados

en el crecimiento de los mismos.



3. ANTECEDENTES.

3.1 Estructura y Funcion de las Hormonas Esteroides.

3.1.1 Generalidades.

Las hormonas esteroides son lipidos no saponificables hidrofébicos, solubles en
disolventes organicos que estructuralmente presentan en comun un niicleo quimico
basico, el ciclo-pentanoperhidrofenantreno (hidrocarburo ciclico constituido por
diecisiete atomos de carbono dispuestos en tres anillos de seis atomos de carbono y un
anillo de cinco atomos de carbono). El termino “esteroide” se deriva de la palabra
griega estéreos = solido; la mayoria de ellos se sintetizan en el ovario, el testiculo y
las glandulas adrenales utilizando al colesterol como precursor (Fig. 1).

Las hormonas esteroides desempeiian un papel muy importante en la regulacién
de multiples procesos biologicos en los mamiferos, entre los que destacan la
homeostasis hidrolitica, el dimorfismo sexual, la funcién reproductiva y la respuesta
al estrés. Entre las hormonas esteroides se encuentran los estrogenos, la progesterona,
los androgenos, los glucocorticoides, etc.

Estas hormonas modifican la actividad celular al interactuar con receptores
especificos, los cuales tienen una alta afinidad para cada hormona esteroide. Los
receptores a hormonas esteroides son moléculas proteinicas; la mayoria se localizan
en el nucleo de la célula y son parte de una familia de factores transcripcién que
regulan la expresion de genes especificos positiva o negativamente a través de la
interaccion con distintas secuencias en el DNA denominadas clementos de respuesta

hormonal (Zhang et al., 1996).
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Fig.1. Sintesis de los principales esteroides. 1) 20, 22 Desmolasa; 2) 33-OH-esteroide deshidrogenasa. 3) 17c-
hidroxilasa, 4) 17, 20-esteroide liasa (desmolasa), 5) aromatasa, 6) 17B-OH-esteroide deshidrogenasa, En ¢l
recuadro se encuentra la estructura del pregnano al igual que de las letras con las que s¢ denominan a cada uno de

los anillos de la estructura principatl de las homonas csteroides (A, B, C, D) {Gore-Langton ct al., 1988)




3.1.2 Progesterona.

La progesterona (4-pregnen-3,20-diona) pertenece al grupo de hormonas
esteroides, su nombre se deriva del latin: pro = a favor y gestare = llevar, lo que denota
el efecto de llevar o sostener el producto de la concepcion (Pérez-Palacios., et. al, 1985),
La estructura quimica de la progesterona (P;) y de sus metabolitos (derivados
hidroxilados o reducidos) es la del hidrocarburo pregnano, constituido por 21 atomos de
carbono (C-21; Fig.1). La P4 se sintetiza principalmente en el reticulo endoplasmico
liso en las células del cuerpo liteo en el ovario durante el ciclo menstrual (Hsueh et al.,
1984; Hutchison et al., 1986). Su sintesis esta regulada por numerosas hormonas como
la hormona luteinizante (LH), la hormona foliculo estimulante (FSH), las
prostaglandinas y los agentes (B-adrenérgicos (Graham et al., 1997). Otros organos
donde también se ha demostrado la sintesis de P4 son la corteza suprarrenal, la
placenta (Gorospe et al., 1985; Perrot-Applanat et al, 1982) y el testiculo, que
biosintetiza P4 como intermediario en la formacion de otras hormonas esteroides
(Weisz et al., 1980; Dalkin et al., 1992).

La sintesis de P4 se inicia con la conversion del colesterol a pregnenolona y
posteriormente a progesterona (Fig. 2), mediada por distintas enzimas que se

localizan en los tejidos u 6rganos anteriormente citados.

'CHB ICH3
C=0 C=0
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H HO
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Fig. 2. Biosintesis de la P, La biotransformacién de colesterol a P, implica tres cambios cstructurales cn la
molécula: a} Pérdida de un fragmento de seis atomos de carbono de la cadena fateral en ¢l C-17. b} la oxidacion
del grupo aicohol cn el C-3. ¢) La migracién del doble eniace del anillo B al anillo A. (I)= 20.22-esteroide
liasa, (2)= 3 cctoesteroide A®A’-isomerasa (Pérez-Palacios ct al.. 1985),




La P; puede reducirse para formar varios metabolitos (Fig. 3) los cuales
pueden incrementar, prolongar o terminar los efectos de la Py o bien proporcionar
mecanismos alternativos que modulen las acciones de 1a P, (Karavolas et al., 1990).
Existen dos tipos de metabolitos: metabolitos reducidos en el anillo A:

Dihidroprogestinas (58, Sa—progestinas), las cuales tiene una gran potencia

anestésica a nivel del sistema nervioso central y las tetrahidroprogestinas (reduccion

en los carbonos 5 y 3) que modulan el funcionamiento del aparato neuronal
relacionado con la produccidn y liberacion de la LH-RH. Existen otros metabolitos

reducidos en el carbono 20 y en el carbono 17, la 20a hidroxiprogesterona y la 17«

hidroxiprogesterona respectivamente, los cuales presentan numerosas actividades en

el organismo. Estos se sintetizan en el ovario, higado, rifion y placenta.

La P4 participa en un amplio rango de actividades biolégicas en numerosos
tejidos (Tabla 1). Sus efectos pueden ser estimuladores como en Ia liberacion de la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH; Ke et al., 1987), de la dopamina
(Dluzen et al, 1991) en la induccion de la lordosis (Schaeffer et al., 1990); en la
sintesis de uteroglobina (Beier et al., 1968), en la reaccién acrosomal y en el flujo de
Ca’" en el espermatozoide (Meizel et al., 1991; Tesarik et al.,1992) y durante la
diferenciacién sexual; o bien, inhibidores como en la contractilidad uterina (Csapo et
al, 1979) y la sintesis de norepinefrina inducida por AMPc en el hipotalamo (Petitti
etal., 1992).

Los principales organos blanco de la P, son: El stero, en donde regula su
proliferacion y diferenciacion; el miometrio, en donde controla su contractilidad y
mantiene las condiciones adecuadas para la implantacion del embrion (Graham et al |
1997); en el ovario, en donde interviene en la maduracién y liberacion del ovocito

maduro; en la gldandula mamaria, en donde promueve la proliferacion vy

diferenciacion del tejido alveolar de la misma, ademas de la secreciéon de leche

después del nacimiento (Graham et al., 1997). En el cerebro regula la excitabilidad
neuronal, el suefio, Ia reproduccion y la conducta sexual (Camacho-Arroyo et al., 1994,

1995 y 1999),



La P, participa también en la regulacion de la temperatura corporal durante en

el ciclo menstrual (Ganong et al., 1993).

(|3H3
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A) Metabolitos reducidos en el anillo A
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Fig.3. Principales metabolitos de 1a progesterona. Metabolitos reducidos en el anillo A reducidos en ¢l C3 ¥
C3, dihidroprogestinas y tetrahidroderivados, respectivamente, y metabolitos reducidos en los C-17 y C-20

sintetizadas por la 17o-csteroide hidroxilasa y la 20c-csteroide deshidrogenasa. respectivamente.



Tabla 1. Acciones fisiologicas demostradas para la P,.

Tejido Funcién

Liberacion del ovocito (1)
Utero/Ovario | Facilitacion de la implantacion (2)
Mantenimiento del embarazo (3)

Estimulacion de la regeneracion del estroma (4)

Glandula Desarrolio alveolar (5)
Mamaria Regulacton de la sintesis de leche durante el embarazo. (6)
Cerebro Regulacion de la respuesta sexual (7).

Excitabilidad neuronal, Suefio (8).

Pulmén Incremento de la ventilacién durante el ciclo menstrual y el

embarazo (9).

Hueso Regulacién de la masa del hueso (10)

(1) Susuki et al., 1994; (2) Graham et al., 1997; (3) Rothchild et al., 1983: (4) Clarke et al., 1993; (3)
Topper et al,, 1980; (6) Savourcte et al., 1990; (7) Camacho-Arroyo et al., 1995; (8) Camacho-
Arroyo et al., 1999; (9) Brodeur et al, 1986; (10) Wei et al., 1993,

Se han determinado dos diferentes mecanismos de accion por los cuales la P,
actua dentro de la célula, estos son conocidos como mecanismos £ENnOmicos y no
genomicos. El mecanismo genomico involucra la unién con su receptor mtracelular
especifico (RP) para regular la transcripcién de genes especificos. El mecanismo no
gendmico involucra la accion de la P, sobre bicapas fosfolipidicas, sistemas de segundos
mensajeros, interaccion con receptores membranales especificos e interaccién con

receptores a neurotransmisores como el GABAA (Mahesh et al., 1996; Fig. 4).
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Sintesis de Proteinas

Fig 4. Mecanismos genémicos y no gendmicos de accién de la  Progesterona 1) Unidn con un receptor
intracelular especifico (RP) regulando asi la transcripcion de genes especificos. Mecanismos no genomicos: 2) La
accion de la P4 sobre bicapas fosfolipidicas. 3) Sistemas de receptores acoplados a segundos mensajeros como el de
dopamina y los receptores de factores de crecimiento (RFC). 4) Intcraccién con receptores membranales a Py, 5)
Interaccion con receplores a neurotransmisores como ef GABA, (Mahcsh et al., 1996).




Una vez que la P4 y sus metabolitos han llevado a cabo su funcion en el

organismo, su catabolismo ocurre en dos etapas secuenciales:

1. La reduccion en el carbono 20 y del anillo A en los carbonos 5y 3.

2. La formacién de glucoronidos, donde se incrementa la polaridad de la molécula
formano compuestos hidrofilicos que facilitan su excrecién por via urinaria.

El proceso de reduccion de la P, ocurre inicialmente en el carbono 20 dando
lugar a la formacién de la 20y 20B dihidroprogesterona que tienen actividad
biolagica, posteriormente se reduce el anillo A en los Carbonos 5 y 3 lo cual resulta
en la formacién de ocho preganandioles o pregnantrioles los cuales al reducirse a

glucoronidos son excretados por la orina (Fig. 5).

CH3
H-C-OH3 COOH

Pregnantriol Glucorénido

Fig. 5. Principales catabolitos de la Progesterona.

10



Otro de los efectos estudiados de la P, es su participacion en el ciclo celular y para
ello se ha utilizando como modelo células de cultivo de cancer de mama T47-D (las
cuales son positivas para RP); Cuando se tratan estas células con P, se observa un
aumento en la progresion del ciclo celular, lo cual esta relacionado con una induccion
de genes asociados con la regulacion del ciclo celular como las ciclinas (CD-1;
Musgrove et al., 1991,1993), factores de crecimiento (EGF, TGF-a, TGF-B; Murphy
et al., 1986, Musgrove et al., 1993) y protooncogenes asociados con [a actividad
proliferativa (c-myc, c-fos; Wong et al.,1991; Musgrove et al., 1991). La induccién
det ciclo celular por progestinas se ve reflejada en un aumento del nimero de células
que entran a la fase S. Asi también, se ha observade que esta induccién pude ser
bloqueada con el antagonista del RP RU486 .

Las progestinas pueden inhibir también la expresion de genes involucrados en la
supresion del crecimiento celular como el gen p53. Se ha observado que hay un
decremento en la expresién de p53 producido por P, en células T47-D (Hurd et al.,
1995) sugiriendo que ésta puede estimular la proliferacion celular por medio de la

remocion de los efectos inhibidores de esta proteina.
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3.2 Receptor a Progesterona.

3.2.1 Generalidades.

LLa P4 lleva a cabo sus efectos en la célula a través de la interaccion con el receptor a
progesterona (RP), el cual pertenece a la superfamilia de receptores a hormonas
esteroides; cuyos miembros coordinan la morfogénesis y la homeostasis en respuesta a
la umion con su ligando (Kastner et al., 1990). El RP es un factor de transcripcion que
regula la expresion de genes a través de la interaccion con secuencias especificas en el
DNA (elementos de respuesta hormonal).

El RP humano es codificado por un solo gen localizado en el cromosoma 11g22-
23, el tamafio del ¢cDNA es de aproximadamente 90 kb y comprende 8 exones y 7
intrones (Fig. 6; Savouret et al., 1990; Misraht et al., 1993) y da lugar a un RNA
mensajero de 3014 pb (Theveny et al., 1987).

Estructuralmente, el RP estd compuesto por 5 dominios que llevan a cabo

diferentes funciones:

1) Dominio de transactivacién (A/B): Exon 1 (2380pb). Participa en la regulacion de
la transcripcidn de genes blanco.

2) Dominio de unién al DNA (C): Exones 2 (152 pb) y 3 (117 pb). Participa en la
Dimerizacion con otro receptor y en la unién al DNA a través de la presencia de dedos
de zinc.

3) Dominio de unién a proteinas de choque térmico (Hsp90; D): Exon 4 (306 pb)
Participa en procesos de estabilizacion del receptor y en la translocacion al nacleo.

4) Dominio de unidn al esteroide (E): Exones: 5 (145), 6 (131),7 (158) 8 (153 pb)

Interaccion con el ligando y funcién de transactivacion.
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Fig. 6. Estructura del gen del RP humano. El gen del RP esti constituido por una region promotora, una

region terminal de transactivacion, una region de union al DNA y una region de union a la hormona. Este gen
constituido por 8 exones produce una proteina que pesa 120 kDa (Mirashi et al.. 1993).

Se ha detectado la presencia del RP en diferentes tejidos del aparato reproductivo
de distintas especies de vertebrados, (aves, roedores, CONejos, perros, vacas, primates
superiores); en células de la granulosa en el ovario (Milgrom et al., 1970; Fiel et al.,
1972) en las trompas de faldpio, vagina, testiculo (Temer et al., 1977); en células de
musculo de arterias uterinas (Perrot-Applanat et al., 1988); asi como en el oviducto y
bolsa de Fabricio de pollo (Ylikomi et al., 1985; Gonzilez-Moran et al., 1998). El RP se
ha localizado también en la glandula mamaria tanto tejido normal como neoplésico
(Pollow et al.,1977; Horwitz et al., 1975) asi como en distintas areas del cerebro tales
como el hipotdlamo ventro medial, el area preéptica y la corteza cerebral (Warembourg
etal., 1989; Camacho-Arroyo et al., 1998). También se encuentra en timo (Pearce et al.,
1983), islotes pancreaticos (Green et al, 1978); en células osteoblasticas y pulmén
(Camacho-Arroyo et al., 1996).

El mecanismo general de accion del RP activado por ligando es el siguiente:

En ausencia del ligando especifico, el RP se encuentra transcripcionalmente
inactivo formando complejos oligoméricos con proteinas de choque térmico como las
Hsp (70, 90, 59) (Beato, 1987, Chambraud et al, 1990; Schowalter et al., 1991).
Cuando la hormona circulante entra por difusion a través de las membranas
citoplasmica y nuclear (Litwack et al., 1992) se une al receptor causando los distintos

cambios conformacionales que promueven la fosforilacion de éste (en residuos de
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dependiente de ciclina A) y la disociacion de las Hsp (Allan et al., 1992: Mirashi et
al., 1987, Passinen et al, 1999; Clemm et al., 2000).

El receptor fosforilado presenta una alta afinidad por sitios en el DNA denominados
elementos de respuesta, la formacion de esta uniéon permite reclutar factores de
transcripeion hacia la region promotora para iniciar y regular la sintesis del RNAm
(Mahesh et al., 1996; Beato et al., 1989). Una vez que se ha llevado a cabo la
transcripeion del gen, el RP y la maquinaria transcripcional se desensamblan del gen

blanco y el receptor regresa a la fase de inactivacion (Rodriguez et al., 1990; Fig.7).

e

Union a la hormona
Cambio conformacional
Dimerizacion
fosforilacion O

Reclutamiento de la maquinaria
Basal de transcripcion

Interaccién con el DNA
(ERP)

Modulacién de la transcripcién

RNAmM .S
Inactivacion

Fig.7 Mecanismo general de activacion del RP por su ligando. La P, entra al nicleo y se une a su receptor. Esta
union produce un cambio conformacional en el Teceptor que aumenta su afinidad al DNA vy asi el complejo ligando-
receptor interactiia con secuencias especificas llamadas clementos de respuesta hormonal  lo cual modifica ia
transcripcion del gen blanco (Giangrande ct al., 1997).
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El RP s regulado transcripcionalmente a la alta por estrogenos vy a la baja por P,
en muchos tejidos blanco, como el atero (Graham et al., 1997; Mendoza-Rodriguez et
al., 1999).

En otros estudios se demostré mediante Ia técnica de transcripcién reversa acoplada a la
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), que la expresion del gen del RP es
regulado por hormonas sexuales esteroides en el hipotalamo y la corteza cerebral, al
igual que en el itero en conejas adultas; presentando una regulacién a la alta por

estrogenos y a la baja por la misma P, (Camacho-Arroyo et al., 1996).
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3.2.2 Isoformas del RP.

En algunas especies de vertebrados (pollo, roedores y primates) se han
identificado dos isoformas del RP las cuales se han denominado A (80,000-94,000
daltones) y B (108,000-120,000 daltones; Schrader et al., 1981; Horwitz et al., 1996).
Ambas 1soformas son codificadas por el mismo gen pero son reguladas por distintos
promotores que son inducidos por estrogenos. En el ser humano (Kasnter et al., 1990;
Fig.8) y en la rata (Kraus et al, 1993) las isoformas del RP son originadas por
distintos mensajeros, mientras que en las aves se originan por un procesamiento
alternativo de un mismo RNA mensajero (Connely et al., 1989). Estudios
bioquimicos indican que ambas isoformas tienen la misma afinidad al elemento de
respuesta en el DNA (Christensen et al., 1991). El RP tiene la capacidad de unirse al
DNA como tres especies diméricas: AA, AB, BB. Se ha demostrado que la
transcripcion mediada por el RP no es igual cuando se .forman homodimeros o

heterodimeros e interactian con agonistas o antagonistas (Tora et al., 1988;

Las isoformas pueden tener diferentes funciones dependiendo del tipo celular,
del gen blanco y del promotor (Tung et al., 1993). En muchos sistemas celulares la
1soforma RP-B actia como un activador transcripcional de genes como el del virus
tumoral mamario de raton, el gen que codifica a la tirosina aminotransferasa yala
timidina cinasa, mientras que RP-A funciona como un fuerte represor de la actividad
transcripcional mediada tanto por RP-B, como por otros receptores a hormonas
esterotdes (Vegeto et al., 1993; Tung et al.,1993; Sartoirus et al., 1994, Clemm et al.,
1995).

Se ha determinado que las diferencias en la actividad transcripcional de las
1soformas del RP se deben a distintos factores:
I.- La diferencia mas importante entre las isoformas es que la isoforma A carece de los

primeros 165 aminoacidos presentes en la isoforma B (Graham et al., 1995).
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2.- La presencia de tres regiones con funciones de activacion (AF1, AF2 y AF3). Las
dos primeras estan presentes en ambas isoformas, mientras que AF3 solamente se
encuentra en RP-B (Giagrande et al., 1999).

3.~ La presencia de una region con funcion inhibidora localizada en la region adyacente
a AF que sdlo es funcional en RP-A. Estudios recientes han demostrado que esta regién
bloqueaa AFlya AF2, peronoa AF3 presente en RP-B (Huse, 1998; Wen, 1994).

4.-. Se ha observado que los dimeros formados por B:B tienen mayor capacidad de
unirse a secuencias blanco del DNA (Schoonen et al, 1998), mientras que los
heterodimeros son mas inestables y presentan diferentes propiedades de union al DNA.

5.- EI RP humano es fosforilado al menos en siete residuos de serina, tres de estos sitios
solo se encuentran en el RP-B, mientras que los otros cuatro los comparten ambas
1soformas (Takimoto et al., 1996; Bain et al., 2000; Zhang et al., 1998).

La diferente distribucion y regulacion de estos sitios de fosforilacion en las isoformas
del PR puede conferirles diferentes estados conformacionales, que los pueden hacer mas
o menos afines por las secuencias blanco y regular la transcripcién de un gen de manera
especifica,

Estas observaciones sugieren que un desbalance en la expresion o actividades
de ambas isoformas pueden tener importantes consecuencias en la capacidad de
respuesta a la P, La tasa de expresion de las dos isoformas varia en diferentes
organos y tejidos blanco (Ing et al.,, 1993; Castren et al.,, 1990) sugiriendo que la
expresion diferencial puede ser critica para la respuesta celular apropiada a la P,
(Camacho-Arroyo et al., 1998). RP-A es predominante en el Gtero de roedores (50:1)

asi como en el sistema reproductivo de monos y humanos (2:1; Lessey et al, 1983).

17




81

(L661 “Te 19 orounfnyg “[e 32 Jawisey) uotodLIOSURL ] 3P OUIULID) 9P OIS (VDL
"BULLOHO 1B 'DIUSWERANOSdSAI V-dY A -4 9P UQISONpRI) B] 3P O] 'Y-DLV A g-D LV ‘d [9P SI[RUOISUNY SOIUIWOp |-V ‘ausureanoadsal

V-dd & g-dy SewIojost se[ 9p uowdLISUEN B[ 3p OIUI 3P SONIS [W-1] & g-L] SWUSWERANSSdsal J3 [3p SEULjosI se ap seudjord se

U3 A uag [ Ud SOPISLOUTIWE SO] 3p A S35BQ SB[ 9p UQIOISOd B[ UBDIPUI SOISUNU SO "OUBIUNY J3 [2P SEULIOJOSI SE| 3p ugneziuedtQ g8y

BB L6 9£9 L68 o< 59l
V-dd
a 'UII0L
€ Y
BE ££6 9t9  L6S 9t< I
q-dd
a J q/v BUI101d
£ A 5
m
V-dd =P d-dd °p
elojowold uoiday elojoword _zﬂmmm
i
. v v
_ \.NIT vw_i [€+ I1L-
qd erge 9€T1 vrL
rs8 LEL S1 1
£— a v gz $
V=11 H-11
(13W) (32)
VYOl V-D1V g-O1v



3.3 CANCER.
3.3.1 Generalidades.

Una célula sana presenta una morfologia definida, tiene la capacidad de dividirse, se
comunica con las células que le rodean y responde a sefiales ambientales. El proceso de
division y de crecimiento esta determinado por el ciclo celular, que es el conjunto de
diferentes fases (G1, S, G2, M) en donde una célula madre se divide produciendo dos
células hijas con las mismas caracteristicas y funciones potenciales. En este ciclo estan
involucradas sefiales estimuladoras ¢ inhibidoras procedentes del exterior que regulan la
division celular (Gautier et al., 1992). Las fases en las cuales esta organizado el ciclo
celular son:

Gl Es la fase que se caracteriza por la sintesis de RNA y crecimiento celular.

S Fase de sintesis y replicacion del DNA.

G2 Fase donde la célula permanece poliploide.

M Fase donde el material genético se reparte en las células hijas.

Go  Periodo durante el cual la célula no se divide, pero cualquier estimulo apropiado
puede iniciar la proliferacion (Clement et al, 1991).

puede iniciar la proliferacion (Clement et al., 1991)

. Go. No hay division

celular

Reparticion del material

genético a las células hijas

G1
Sintesis de RNA y

Fase donde 1a célula

Permanece poliploide crecimiento celular
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El proceso de division celular esta en constante riesgo de mutaciones y cambios
que pueden alterar los mecanismos de regulacion celular. Un conjunto de mutaciones
en muchas ocasiones puede generar que una célula pierda capacidad de responder a
estimulos que regulan el ciclo celular, lo cual se manifiesta a través de sintomas que
provocan la duplicacion sin control de la misma. La masa resultante dafia los tejidos
sanos de su alrededor, invade las barreras que separan unos érganos de otros y pueden
establecer colonias en sitios cercanos o distantes. Toda esta patologia corresponde a la
enfermedad denominada cancer. El proceso neoplésico esta constituido esencialmente
por una enorme proliferacion celular anormal (tabla 2). En fases tempranas de su
desarrollo es de forma exponencial, es decir, todas las células proliferan; por lo que la
masa de estas células aumenta y se genera un desequilibrio en el aporte de nutrimentos y

sangre con respecto a las células adyacentes.

Tabla 2 Representacién del tipo de crecimiento que presentan las células
neoplasicas. El nimero de células neoplasicas y la masa aumentan con relacién al

numero de duplicaciones de las células.

Numero de Numero de Células Masa
replicaciones .
10 10°
20 10° 1 mm
30 10° 1 cm*
40 102 1 g**
50 10" 10g

(*) tumor palpable por primera vez, (**) 30 cm de diametro.
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Otra caracteristica importante de las células tumorales es que éstas no forman
sistemas tisulares ordenados ni 6rganos y su comportamiento patolégico esta
relacionado también con alteraciones de estructura de la membrana celular.
Dependiendo del estadie evolutivo de los tumores, se han clasificado como tumores
benignos o malignos.

Un tumor de caracter benigno se caracteriza por presentar menor tendencia a
invadir otros tejidos. Y aunque se dividen de manera incontrolada, la velocidad de
division de las células es lenta; Sin embargo, pueden evolucionar en tumores
malignos. En el caso de un tumor maligno las células presentan mayor agresividad,
adquiriendo la propiedad de acelerar su division celular. Estos tumores son altamente
invasivos de otros tejidos, donde contintan su crecimiento.

El cancer es un padecimiento que ha motivado un gran numero de
investigaciones con la finalidad de encontrar nuevas terapias para su tratamiento ya
que a pesar de los métodos empleados actualmente (como la quimioterapia,
radioterapia etc.,) no se ha podido combatir esta enfermedad. Es por ello que es
importante conocer los mecanismos que conducen al desarrollo de las células
neoplasicas y encontrar asi nuevas terapias menos agresivas y con mayor efectividad

curativa.
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3.3.2 Tumores Cerebrales.

Los tumores cerebrales son patologias numerosas y con multiples caracteristicas que
producen sintomas neuroldgicos como consecuencia de su tamafio, localizacion y
cualidades invasivas que destruyen los tejidos donde se localizan. Durante mucho
tiempo se han propuesto numerosos factores y teorias para explicar el origen de estas
neoplasias (factores causales, traumatismos, infecciones, enfermedades metabolicas,
exposicion a toxinas, etc.); Sin embargo, ain en la actualidad no se conoce de manera
clara su origen. El estudio de los tumores cerebrales comenz6 a finales del siglo pasado.
Miiller (1838) enuncid por primera vez que los tumores cerebrales podrian originarse a
partir de células embrionarias que permanecieron en el cerebro durante el desarrollo del
individuo. Cohnleim (1878) sugirié que la causa de los tumores era una anormalidad en
la disposicion embrioldgica de las células. Propone que los estimulos ambientales
podrian generar neoplasias en lugares donde hay una rapida diferenciacién de capas
germinales o una la migracion de células embrionarias mal situadas. En 1879, Sir
William Mckewen remueve por primera vez un tumor cerebral (De Vita 1995). Estos
estudios permitieron que Cushing en 1926 clasificara y describiera mas de 200 tumores
cerebrales.

Mas tarde, después de la segunda guerra mundial, se desarrollaron numerosas
técnicas para la localizacion, extraccion y terapias para los diversos tumores cerebrales
(De Vita 1995). En la actualidad, se poseen grandes avances en la localizacién y
tratamiento de los tumores cerebrales; a través de las Tomografias Computarizadas y de
la Resonancia Magnética Nuclear se puede conocer con exactitud el tamafio, la forma vy
la profundidad del tumor. Con respecto al tratamiento de los tumores del SNC se conoce
tambicn que, ademas de la quimioterapia y la radioterapia, se puede tratar a los pacientes
con terapia hormonal (como en los meningiomas); este tipo de tratamiento representa

otra alternativa menos agresiva para los pacientes.
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Las causas de los tumores cerebrales son variables. Entre éstas, se han identificado
Factores genéticos que incluyen mutaciones tanto en el incio del desarrollo del cerebro
o como en la etapa adulta (Haber ct al., 1994) asi como Factores ambientales como
agentes fisicos (exposicion a campos electromagnéticos), agentes quimicos (como en la
exposicion a diversas sustancias como acrilonitrilo, formaldehido, aceites lubricantes,
fenoles, solventes organicos, pesticidas); agentes biologicos como virus (Inskip, 1996).
Los tumores del Sisterna Nervioso Central (SNC) constituyen del 10 al 15% del total
de las neoplasias que mas frecuentemente se presentan en el ser humano (Felix, 1995).
De acuerdo con sus caracteristicas histologicas se dividen en primarios o secundartos.
Los tumores primarios corresponden a las neoplasias mas comunes, constituyendo del
50% al 60% de las neoplasias intracraneales (Valenzuela et al., 1990). En México, los
tumores primarios mas frecuentes del SNC son los astrocitomas que representan el 60
%, el segundo lugar son los meningiomas con el 20%, los adenomas pituitarios el tercer
lugar (18 %) y otros el 2% (Valenzuela et al.,, 1990). Los tumores cerebrales se

clasifican de la siguiente manera:

Tumores de células neurogliales: (Astrocitomas, Olgodendrogliomas y
Ependimomas).

Tumores formados por neuronas: (Neurocitomas).

Tumores meningoteliales: (Meningiomas).

Tumores intracranianos de origen (Fibrosarcomas, Condromas, Linfomas,

mesodérmico: Hemangioblastomas).

Tumores de restos embrionarios y por  (Craneofaringiomas, Cordomas,

defectos en el desarrollo: Meduloblastomas).

Tumores de la hipofisis: (Adenomas).

Tumores de Plexos Coroideos: (Papilomas plexos coroides).
Tumores de las raices nerviosas: (Neurofibromas, Schwannomas) .
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En general, los tumores cerebrales es que se presentan con mayor frecuencia en

adultos entre los 30 y 50 afios (Fig 9), y la mayoria se presentan indistintamente en

hombres y en mujeres, sin embargo, se ha observado que los astrocitomas son mas

frecuentes en hombres y los meningiomas en mujeres (tabla 3).

TIPOS TUMORALES

MEDULOBLASTOMAS
CRANEOFARINGIOMAS
PAPILOMA PLEXOS COROIDES
GLIOMAS CPTICOS
OLIGODENDROGLIOMAS
EPENDIMCMAS
GLIOBLASTOMAS
ASTROCITOMAS

MENINGIOMAS
SCHWANNOMAS

ADENOMAS HIPOFISIARIOS
CARCINOMAS METASTASICOS
CORDOMAS

INTERVALG [

TOTAL
E— MAYOR
] FRECUENCIA
O
.
[ |
I -]
[ L |
4 I ]
C . —
I I .-
(| ]
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[ |
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EDAD (afios)

FIG.9 Edades mas frecuentes donde sc ha detectado la aparicion de tumores cerebrales en el ser
humano (De Vita et al., 1995). [J Intervalo total de edad M@ Mayor frecuencia de aparicion.
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Tabla 3. Relacion de aparicion de tumores cerebrales entre Hombres (H) y Mujeres (M)

TIPO DETUMOR H/M | TIPODE TUMOR H/M | TIPODE TUMOR H/M

Meduloblastomas 5:2 Ependimomas 6:5 | Craneofaringiomas  2:1
Oligodendrogliomas 9:7 Pinealomas 3:1 Epidermoides 5:2
Astrocitomas 3:2 Angioblastomas 2:1 Teratomas 7.4
Glioblastomas 2:1 Meningiomas 1:2 Angiomas 2:1

Cordomas 1:1

Los tumores invaden y destruyen el tejido normal, muchos de sus efectos afectan
funciones sensoriales, motoras y cognoscitivas, incrementan la presion intracraneal,
forman edemas cerebrales y compresion de tejidos del cerebro, nervios craneales vy
vasos cerebrales.

El tratamiento de los tumores cerebrales depende de la patologia y localizacién
o la recurrencia del tumor. Asi hay casos que pueden tratarse con un solo tipo de
terapia o con terapias multiples para reducir la masa del tumor, entre las que se

incluyen la extraccion del tumor por cirugia y la terapia de radiacion.
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Tipos de tumores cerebrales

Astrocitomas

Los astrocitomas se originan de los astrocitos, que son células gliales de forma
estrellada y con grandes prolongaciones citoplasmicas, se encuentran junto a vasos
sanguineos, oligodendrocitos, neuronas y sus prolongaciones. Constituyen alrededor del
70% de todos los gliomas y el 45% de todos los tumores primarios del SNC en el
mundo. Se localizan en cualquier parte del encéfalo espectalmente en la corteza
cerebral. Microscopicamente tienen una apanencia uniforme con alta actividad
proliferativa de los astrocitos (Nguyen et al., 1984)

Mientras mas malignos presentan mayor delimitacion, en tanto que los benignos
son difusos e infiltrantes, con tendencia a formar cavidades largas o seudoquistes.
Los astrocitomas, se clasifican en grado I y 1l cuando son benignos o de bajo grado de
malignidad como los astrocitomas difuso, fibrilar, protoplasmatico y pinocitico.

Los astrocitomas de grado IIl son ulticelulares, presentan un notable
pleomorfismo y anaplasia, con células multinucleadas y mitosis atipicas abundantes sin
presentar extensas zonas de necrosis como en el grado IV. Son positivos a la prueba de
la proteina fibrilar acida glial. Los pacientes tienen una probabilidad de sobrevivencia
del 50% aun con tratamiento de radioterapia. Los astrocitomas de grado IV comunmente
llamados gliomas, presentan una rapida evolucion, son malignos y estan localizados en
los hemisferios cerebrales, ganglios basales y talamo, principalmente. Estos tltimos
hasta de 5 cm, presentan areas hemorragicas con células redondas pequeiias, ovoides
hasta agregados celulares grandes. Existe secrecion de factores estimulantes de
proliferacion de vasos sanguineos (factores angiogénicos) y presentan ademas células
con grandes cantidades de filamentos, desprovistas de desmosomas y nucleolos
prominentes. Las personas que desarrollan este grado de tumor tienen pocas esperanzas

de vida.
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Resultados de analisis de mapeo de cromosomas han demostrado que los astrocitomas
presentan mutaciones frecuentes en los cromosomas 7q, 9p, 10p, 10q (Ransom et al.,

1992).

Cordomas

Son neoplasias malignas raras (3-4 %) originadas de restos o vestigios de la notocorda y
tienen la capacidad de desarrollarse dentro de los huesos. La gran mayoria de los
cordomas se originan en la region sacrococcigea y areas esfenoide-occipital,
presentandose en el clivus en un 40% de los casos y en el resto se distribuyen a lo largo
de la columna vertebral (Heffelfinger et al., 1973), en donde invaden y destruyen el
hueso (Mankin et al., 1985). Son neoplasias multilobulares de consistencia dura, con
hemorragias focales de consistencia cartilaginosa y gelatinosa dispuestas en nidos,
1obulos o cordones de células rodeados por estroma de tejido conectivo con presencia de
mitosis anormales y sin la presencia de pleomorfismo y anaplasias (Escourolle et al.,
1971).

Histoquimicamente son positivos a la tincion de PAS e inmunohistoquimicamente a
la proteina citoqueratina S-100 y al antigeno epitelial de membrana. Debido a su
mahignidad, este tipo de tumores puede ser recurrente con poca respuesta a la
radioterapia y con esperanza de sobrevivencia de 5 a 8 afios. El 50% de los cordomas

puede ser metastasico a otros érganos como los pulmones, el higado y la piel.
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3.3.3 Receptor a progesterona y tumores cerebrales

Numerosos estudios han detectado la expresion de los distintos receptores
a hormonas esteroides en tumores cerebrales. £l RP ha sido detectado en
astrocitomas (Khalid et al,, 1997; Poisson et al., 1983; Brentani et al., 1984),
craneofaringiomas (Honegger et al., 1997), meningiomas (Caroll et al., 1993;
Bouillot et al., 1994), schwannomas y cordomas (Stojkovic et al., 1992), lo cual
ha sugendo que uno de los factores que podrian estar involucrados en el
crecimiento de estos tipos de tumores podria ser la Py.

En los meningiomas, la posibilidad de que su crecimiento este reguiado
por las hormonas sexuales se sugiere por observaciones epidemiolégicas como:

1.-Mayor incidencia en mujeres que en hombres (Fig. 9; Kepes, 1982),

2.-Incremento en los sintomas durante la fase latea, pero no durante la

fase proliferativa del ciclo menstrual (Bozzetti et al., 1995; Halper et al.,

1989)

3.-Crecimiento del tumor durante el embarazo pero disminucion al término

del mismo (Pliskow, 1995).

4.-Asociacion entre la presencia de los meningiomas vy el cancer de mama

(Halper et al., 1989; Grunberg et al., 1991).

Los primeros estudios reportados en los cuales se determiné la presencia
de receptores a hormonas esteroides en meningiomas fueron realizados por
Donell en 1979, quien detecto la presencia del receptor a estrogenos en cuatro de
seis meningiomas, mas tarde, Poisson en 1983 detecto la presencia del RP en 4
meningiomas. Posteriormente, el RP ha sido estudiado tanto in vivo como in
vitro. Dentro de los estudios realizados més destacados se encuentran los de
Markwalder (1983), Blankenstein (1983) e Ironside (1986), quienes demostraron
la unidn especifica del receptor con la Py a través de ensayos de competencia.

Blankenstein (1995), Brandis (1993) y Press (1988) demostraron la presencia del
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RP por ensayo de competencia utilizando anticuerpos policlonales dirigidos
contra el RP, observando una correlacion directa entre la intensidad de la marca
con los niveles del RP.

En afios recientes, con la utilizacion de anticuerpos monoclonales y
técnicas como la inmunohistoquimica, el analisis de Northern blot, la hibridacion
in situ 'y el RT-PCR se ha demostrado la presencia del RP, tanto a nivel de la
proteina como a nivel de mensajero, en la mayoria de los tumores sélidos de
meningiomas, asi como en cultivos primarios de los mismos (Blaauw et al., 1995;
Halper et al., 1989; Grumberg et al., 1987; Hayward et al., 1984; Michelsen et al.,
1969; Spetrs et al., 1997).

La asociacion de los meningiomas con las hormonas esteroides brinda la
posibilidad de la aplicacion de una terapia hormonal como ocurre en el cancer de
mama donde la presencia tanto del receptor a estrogenos (RE) como del RP en los
tumores representan un buen prondstico para que los pacientes respondan
favorablemente a una terapia hormonal a través de la utilizacion de agentes
antiestrogénicos y antiprogestagenos.

Diversos estudios in vitro han sustentado el posible uso del
antiprogestageno mifepristona o RU486 (I 1b-(4-pefil,dimetil-amino)-17b-
hidroxi-17-(prop-I-inil)-estra-4,9, dien-3-ona, compuesto con alta afinidad por ¢l
RP y el receptor a glucocorticoides) como tratamiento de los meningiomas: En
1987, usando cultivos primarios de meningiomas, Olson demostré una inhibicién
del crecimiento de las células en un 18% al 36% en los tres tumores analizados.
El mismo grupo de investigacién usando un modelo de ratones demostré la
desaparicion de los nodulos implantados en dos de tres ratones después de la
administracién de RU486.

Matsuda y colaboradores (1994) examinaron el efecto antitumoral de la
RU486 y de otro agente antiprogestageno llamado onapristona tanto in vivo
como in vitro. En el caso de los estudios in vitro ambos antiprogestagenos

tuvieron efectos citostaticos en 3 cultivos primarios de meningiomas obtenidos de
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pacientes tratados con diferentes dosis de estos antiprogestagenos. En el caso de
los estudios in vivo se implantaron células de meningiona en la capsula subrenal
de ratones hembra que fueron tratadas diariamente durante un mes con ambos
antiprogestagenos obteniendose una inhibicién del 50% del crecimiento. Los
estudios en paciente humanos tratados con antiprogestagenos son muy limitados
y sus resultados son muy preliminares. Dentro de ellos destacan los realizados por
Grunberg en 1991, quién tratd a 14 pacientes con meningioma con RU486 via
oral (tabletas de 200 mg) a diferentes intervalos de tiempo entre 2 meses a 2 afios
y mediante tomografia computarizada o resonancia magnética nuclear observo
una regresion del tumor por tomografia computarizada o resonancia magnética en
un 35% de los individuos tratados con RU486, sin embargo, en tres casos obtuvo
una progresion del tumor. Lamberts en 1992, demostré que el tratamiento de
meningiomas progresivos con RU486, (200 mg por dia durante 6 meses en 10
pacientes) produce una estabilizacion y una fuerte regresion de los tumores en
Sels casos.

Muchos estudios han encontrado una relacion inversa entre Ia malignidad
de los meningiomas y la presencia del RP. En muchos casos meningiomas
malignos carecen de RP en comparacién con los meningiomas benignos, los
cuales presentan mayor expresion del RP (Brandis et al., 1993).

Otro punto a favor de la utilizaciéon de una terapia hormonal en estos
tumores es la recurrencia, ya que, aunque este tipo de tumores son curables
mediante cirugia, pueden recurrir en un 74% de los casos cuando no son extraidos
en su totalidad (Rubistein et al., 1994; Carroll et al., 1993), lo cual obliga al uso
de la radioterapia o de la quimioterapia.

Los astrocitomas representan el 45% de todos los tumores intracranianos,
en ellos se ha demostrado que aproximadamente el 50% de los astrocitomas
presentan RP en una proporcién menor de expresién que con los meningiomas
(Paoletti et al, 1990). Pero no se ha encontrado relacién entre la edad, sexo o

estado reproductivo de los pacientes. Se ha observado que existe una relacion
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entre ¢l grado evolutivo de tumor con la expresion del RP. Asi tumores de bajo
grado evolutivo (astrocitomas grado I y II) presentan menor expresién de RP en
comparacion con tumores mas agresivos (grados 111 y IV), en los que hay una
mayor expresion (Caroll et al., 1993; Khalid et al, 1997, 1994; Magrassi et al.,
1992), lo cual apoya la teoria de que en este tipo de tumores el RP participa en el
crecimiento del mismo. Esta expresion es inversa a la que se observa en otros
tumores tipicamente regulados por hormonas esteroides como el cancer de
mama, neoplasias endometriales y meningiomas (Assimakopoulou et al., 1998).

En los astrocitomas sélo se tiene un estudio in vitro realizado por Pinski en
1993, en el que se trata a diferentes grupos de ratones macho inoculados con la
linea celular de astrocitoma de alto grado de malignidad U87MG con la
antiprogestina RU486 a diferentes concentraciones durante un mes. Los
resultados del experimento indican que la administracién de RU486 (0.5mg/dia)
provoca una reduccién significativa en el volumen del tumor a una semana de
tratamiento en comparacion con el control.

En el caso de los craneofaringiomas cuyo pico de incidencia se presenta en
la pubertad se ha sugerido que las hormonas esteroides regulan su desarrollo
(Sorva et al,, 1991). Honegger (1997) determind la expresién del RP en 3 cultivos
primarios de craneofaringiomas por RT-PCR, ademis de examinar el papel
funcional que tiene la P; sobre el crecimiento de los craneofaringiomas. Este
autor sugiere que la presencia del mensajero del RP participa en la transduccién
de sefiales y asi influye en eventos intracelulares. En este tipo de tumores, al
contrario de los observado en otros, la P, inhibe su crecimiento; sin embargo, el
numero de casos es pequeiio, lo cual hace necesaria su comprobacién con otros
estudios con un mayor niimero de casos. Asi, la P; puede tener un papel
importante en ¢l desarrollo y control de las neoplasias en el cerebro. La
manipulacion hormonal de los tumores es considerada una importante ¢strategia

terapéutica.
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4. Planteamiento del Problema.

El cancer es la segunda causa de muerte en México. Los tumores
cerebrales se encuentran entre las primeras 12 causas de muerte por cancer. Los
tumores cerebrales son una enfermedad que se ha tratado con diversos métodos
como la radioterapia, quimioterapia y neurocirugia. Sin embargo, estas estrategias
son muy agresivas y pueden comprometer el funcionamiento cerebral

La presencia del RP se ha mostrado por diversas técnicas en tumores
cerebrales como en meningiomas, astrocitomas y craneofaringiomas. En el caso
de los meningiomas, se ha demostrado una relacién inversa entre la malignidad y
la presencia del RP, tumores malignos carecen de RP mientras que los benignos
expresan RP, esto crea la posibilidad de utilizar una terapia hormonal, en los
casos en los que por la localizacién del tumor no se recomiende la neurocirugia.

La P4 regula distintas funciones a través del RP del cual se han descrito
dos 1soformas RP-A y RP-B que regulan distintos genes involucrados en la
proliferacion celular y su activacion especifica tiene distintos efectos incluso
opuestos en ¢l crecimiento de muchos tipos de cancer dependiendo tanto del
contexto celular como del tipo de isoforma que expresa el tumor.

Desafortunadamente, se desconoce cual es el patrén de expresion de las
isoformas del RP en los distintos tipos de tumores cerebrales, lo cual es
fundamental para el disefio adecuado de un tratamiento hormonal de los tumores
cerebrales. Es por elio que en este trabajo se estudié la presencia de las isoformas
del RP en astrocitomas y cordomas humanos, con la finalidad de establecer el
patron de expresion de las isoformas del RP, tanto a nivel de Ia proteina, como a
nivel del gen; para asi proporcionar informacién que sustente la implementacion

de una terapia de caracter hormonal en este tipo de tumores cerebrales.
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5. HIPOTESIS.

En los astrocitomas y en los cordomas humanos, las isoformas del RP presentaran
un patron de expresion diferencial relacionado con el tipo y la evolucion del

tumor.

6. OBJETIVOS.

General:

-Conocer la expresion de las isoformas del RP en astrocitomas y cordomas

humanos.

Particulares:
-Determinar por inmunochistoquimica la presencia de las isoformas del RP en

astrocitomas y cordomas en el ser humano.

-Evaluar la expresion de las isoformas del RP en astrocitomas y cordomas

por RT-PCR.

- Relacionar los datos de expresion de las isoformas del RP a nivel de la

proteina y a nivel del gen.

-Relacionar la expresion de las isoformas del RP en los astrocitomas con el

grado de evolucion tumoral.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Obtencién de las muestras.

Las muestras tumorales se obtuvieron de pacientes sometidos a neurocirugia en el

Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia de la Secretaria de Salud (LN.N.N.), a
los cuales se les practico previamente un estudio de tomografia computarizada por
medio de la cual se obtuvo la localizacion, la longitud y el volumen de cada tumor.
Una vez obtenidas las biopsias se dividieron en dos partes iguales, una para el analisis
inmunohistoquimico y otra para el andlisis por RT-PCR (Fig, 10). Las muestras se
colocaron en criotubos NUNC de 1.8 ml ¢ inmediatamente se SUMmeErgieron €n nitrogeno
liquido para su preservacion hasta el momento de su analisis.

Las biopsias analizadas en este estudio fueron las siguientes:

Tipos tumorales Numero de muestras
Astrocitomas
1 6
1A% 7
Cordomas 6
Total 19

*Los datos histopatoldgicos de los pacientes se encuentran registrados en el
Apéndice.
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7.2 Analisis inmunohistoquimico de las isoformas del receptor a progesterona.

7.2.1 Cortes de las biopsias.

Las biopsias se descongelaron y se fijaron en paraformaldehido al 4% durante toda la
noche. Las muestras fueron deshidratadas en un aparato desecador (Autotechnica)
donde las muestras se pasaron secuencialmente en formaldehido al 4%, etanol al 96%,
etanol absoluto, etanol absoluto-xilol y terminando con xilol 2 veces, 2 min c/u. A
continuacion fueron colocadas en el aparato de inclusion Reichet HistoSTAT
(paraplast, tissue-tek, VIP Processing enbebbing Medium.

Se realizaron tres cortes del tejido a 6 pm en un micrétomo y se colocaron en
portacbjetos previamente tratados con Poly-L-lisina (ver apéndice). Se utilizaron 5
series de laminillas por tumor para determinar la presencia del RP, las 2 primeras para el
RP-AB y RP-B sin contratincion, la tercera y cuarta para el RP-AB y RP-B
contratefiidas con hematoxilina de Harris y la altima para el control negativo (sin
anticuerpo primario).

Los cortes se desparafinaron en una estufa durante 1 h. a 60°C, y se hidrataron
transfiriéndolos en xilol durante 10 min. posteriormente a xilol/alcohol (1:1) y en
lavados sucesivos de alcohol etilico absoluto, al 96°, al 75° al 50° y por ultimo, agua
destilada. Para la recuperacién de los epitopes, las laminillas se colocaron en una
solucion de citrato de sodio (10 mM pH 6.0) y se calentaron 2 veces en el horno de
microondas a 600 w durante ~ 45 seg agregando 1 min. més a partir del inicio de la
ebullicién, dejandolos entre cada calentamiento de S a 10 min. para enfrarse y reponer
el citrato que se evaporo al calentarse. Las muestras se¢ lavaron con bufer de fosfatos

PBS 1X (50 mM, pH 7 .4) 3 veces, durante 5 min.
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7.2.2 Incubacidn con anticuerpos y revelado.

Para inactivar las peroxidasas endogenas, los cortes se incubaron en peroxido de
hidrogeno al 3% en PBS, 30 min. Para facilitar la entrada de los anticuerpos las
laminillas se incubaron con Triton X-100 al 0.05% en PBS 30 min. y por ltimo para
bloquear proteinas inespecifcas se incubaron en una solucion de suero normal de cerdo
al 1% en PBS, 45 min. (entre las dos primeras incubaciones se realizaron dos lavados
con PBS 5 min. en cAmara humeda a temperatura ambiente).

La incubacion de las laminillas con el anticuerpo primario se realizé durante 24 h a
4°C en camara himeda de la siguiente forma:

2 laminillas con el anticuerpo monoclonal RP-AB * (apéndice)

2 laminillas con el anticuerpo monoclonal RP-B

1 laminilla con suero normal de ratdn 1:2000 (control negativo)

Los anticuerpos se prepararon en una solucién de gelatina al 1%, triton X-100 0.3% en
PBS, la concentracion final Jos anticuerpos fue de 4 pg/ml.

Para revelar la reaccion antigeno-anticuerpo se utilizé el Kit de revelado Universal
Dako Lsab+peroxidasa para ello, los tejidos se incubaron consecutivamente con el
anticuerpo secundario biotinilado y con el complejo Streptoavidina-Peroxidasa que une
al segundo anticuerpo y a su vez presenta sitios libres que al interaccionar con las
moléculas de un cromégeno durante 45 min. en la cAmara himemeda (entre cada una
de las incubaciones se realizd dos lavados con PBS 5 min. ¢/u). Por ultimo se utilizo

3-3'-Diaminobencidina disuelta en H,O, al 1 %y PBS durante 12 min. en oscuridad.

Transcurrido el tiempo se eliminé el exceso de cromégeno vy los cortes se lavaron
durante 5 min. en agua destilada. Una serie de cortes se contratifieron con
hematoxilina durante 45 seg. y se lavaron en agua corriente y se sumergieron en

carbonato de litic ImM por unos segundos para la eliminacion del exceso de
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hematoxilina, posteriormente se lavaron con agua corriente y junto con la otra serie

que no se contratind, se deshidrataron como se describe a continuacion.

7.2.3. Deshidratacion y Montaje.

Los tejidos se lavaron sucesivamente durante 2 min. en cada caso con alcohol etilico
a diferentes concentraciones iniciando con dos lavados de alcohol etilico al 70%, al
85%, al 90%, Absoluto, etanol absoluto/Xilol (1:1), por Gltimo, se colocaron en Xilol
absoluto durante %> min. Las muestras se fijaron con resina de balsamo de Canada y se

colocaron en una estufa a 60° C durante 1 h.

7.2.4.- Evaluacién de los datos obtenidos.
Se observaron las laminillas en un microscopio foténico a diferentes aumentos (200,
400, 1000X) con lo cual se determind la localizacién, intensidad y distribucion de la

inmunoreactividad tomando en cuenta los siguientes parametros:

Localizacion: Nuclear o citoplasmica.

Intensidad:
Inmnunoreactividad Designacion
Ausencia Negativo
Ligera (+)
Moderada (++)
Fuerte (+++)

Se realizé un conteo al azar de diez campos por laminilla a 400X obteniendo asi el

promedio de células inmunoreactivas para ambas isoformas.
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7.3 Analisis de la expresion del gen de las isoformas del receptor a progesterona.

7.31 Extraccion del RNA total.

Se extrajo el RNA total de 18 biopsias de las 19 (debido a que la cantidad de
tejido en un caso no fue suficiente para la extraccion) a través del método de
guanidina-isotiocinato/fenol/ cloroformo usando el reactivo TRIzol (apendice) de la
siguiente manera.

En tubos de vidrio nuevos y estériles se colocd el tejido y se le afiadié el

reactivo de TRIzol (1ml de TRIzol por cada 100 mg de tejido). La ruptura

celular se realiz6 en un homogenizador de tejidos (Polytron) a 4°C. El
homogenado se virti6 en tubos eppendorf de 1.5 ml nuevos y estériles a los que
se les agregaron 200 pl de cloroformo por 1 ml de homogenado, se agitaron
con vortex por 30 seg y se centrifugaron 15 min. a 12000 rpm a 4°C.
obtenuendo tres fases: una inferior de color rojo compuesta por

fenol:cloroformo, otra superior acuosa incolora donde se encuentra el RNA y

una interfase donde, se encuentran el DNA vy las proteinas. Se recupero la fase

incolora, se colocd en otro tubo eppendorf'y se agregd un volumen equivalente
de isopropanol manteniendose a 4°C durante toda la noche.

Posteriormente para precipitar el RNA las muestras se centrifugaron por 15

minutos a 12000 rpm a 4°C, se removid el sobrenadante y el precipitado se

lavé con etanol al 75% y se centrifugd a 7500 rpm durante 8 minutos a 4°C,

Se removié el sobrenadante, se dejé evaporar el etanol por completo y la

pastilla de RNA de cada muestra se resuspendié en un volumen de H,0+DEPC

proporcional a la cantidad de pastilla obtenida. Una vez disuelta la pastilla las

muestras se mantuvieron a -20°C hasta el momento de su analisis.

38



7.3.2 Cuantificacion y electroforesis del RNA total.

La cuantificacion del RNA de las muestras se realizo de la siguiente manera:

Se hicieron 2 diluctones 1:500 en H,O-DEPC vy se leyd la absorbancia a las
longitudes de onda de 260 y 280 nm en un espectrofotémetro (UV 160U, UV-visible
recording  spectrophotometer, Shimadzu). Posteriormente se determind la
concentracion de RNA tomando en cuenta que 1 umidad de absorbancia a 260 nm =
40 pg/ml de RNA. También se determiné la pureza del RNA por medio de la relacion
de absorbancias obtenidas a 260 y 280 nm (260/280 nm). El valor de esta relacién en
el que se considera puro el RNA es entre 1.8 y 2.0. La integridad del RNA fue
verificada por electroforesis en geles desnaturalizantes de agarosa al 1%:

1. La preparacion del gel consistio en pesar la cantidad necesaria de agarosa y
disolverla en un volumen de H,O-DEPC en un matraz Erlenmeyer. Se colocé en
el horno de microondas y se irradié durante 3 min a 600 w. Posteriormente se
agregé el formaldehido y el MOPS 1X (apéndice), se mezcld la solucion y se
virtid en el molde de la camara de electroforesis con el peine de los carriles ya

incluido y se solidificé a temperatura ambiente.

Concentracion final
Agarosa 1%
Formaldehido 6%
MOPS 1X
H,O+ DEPC *

() ver apéndice.
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2. La preparacion de las muestras para el corrimiento electroforético fue la siguiente :

El RNA de cada muestra se mezcl6 con la formamida, el formaldehido y el MOPS
y se calent6 a 75°C por 5 minutos, se coloco inmediatamente en hielo por 5 minutos y
posteriormente se agregaron el amortiguador de carga (apéndice) y el bromuro de
etidio.

Concentracidn final

RNA 3pg
Formaldehido 50 %
Formamida 6.5 %

MOPS 1 X

Amortiguador de carga 1 X
Bromuro de Etidio 25 ug

3. Se cargaron las muestras en el gel y se separaron a 60 voltios por 90 minutos. Se
observaron las muestras en un transiluminador de luz ultravioleta par determinar la

integridad del RNA.
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7.3.3 Transcripcion reversa acoplada la reaccién en cadena de la polimerasa

(RT-PCR).

Transcripcion Reversa.

Se realiz6 la técnica de transcripcion reversa de las muestras donde el RNA se
encontré ntegro. Cuatro microgramos de RNA fueron utilizados en la reaccion para

productr una sola cadena de ¢cDNA en un volumen de reaccién de 20 ui

contenia:
Concentracion final
RNA Total 4 pg
Buffer RT (5 X) 50 mM Tris-HCI pH 8.3
75 mM KCI
3 mM MgCl,
DTT (100 mM) 10 mM
dNTPs (10 mM) 0.5 mM de cada ANTP
RTM-MLYV (200 U/ul) 400 unidades
Oligo dT 0.05 g

La reaccion se incubd a 37°C por 60 min. cuando se concluyd, las muestras se
congelaron a —20°C. El control negativo consistié de una muestra de agua en lugar del
RNA.

Sintesis de Oligonucledtidos.

Para amplificar las isoformas del RP se disefiaron dos pares de oligonucleétidos
tomando en cuenta la secuencia del cDNA para el RP de humano (Milgrom 1987).Un
par de oligonucledtidos se disefi¢ para amplificar una region comuin para ambas
isoformas del RP, correspondiente al dominio de unién a la hormona RP A+B con
una secuencia: 5' -[GCT ACG AAG TCA AAC CCA GTJ-3' (sentido) y 5' -[CAC
CAT CCC TGC CAA TAT C]-3' (antisentido) amplificando el segmento entre +2677
y 2952+ de 273 pb . El otro par de oligonucledtidos se diseiié para amplificar una
region unica para la isoforma B del RP con una secuencia: 5' -[TGA CTG AGC
TGA AGG CAA AG]-3' (sentido) y 5' -[CGA CAG CGA CTG CTG GTC]-3'
(antisentido) amplificando el segmento entre +176 y + 418 de 242 pb.
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También, se utilizaron un par de oligonucledtidos para amplificar el gen de la
enzima Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH; Tso, 1985), que se usé
como un control de carga de RNA. La secuencia fue 5' -[CCT GCA CCA CCA ACT
GC]-3' (sentido) y 5' -|[CAA TGC CAG CCC CAG CA]-3' (antisentido) amplificando
el segmento +517 a +969 de 453 pb.

Reaccion de Amplificacion de las isoformas al RP.

Se realizo la reaccién de PCR con 6.6 1l de reaccién de RT, para amplificar los
fragmentos de las isoformas del RP y del gen de la GAPDH en un volumen de

reaccion 50 ul que contenia:

Concentracion final
Bufer de PCR 20 mM Tris-HCI pH 8 .4
50 mM KCI
MgCl, (50 mM) 1 mM
dNTPs (10 mM) 0.2 mM
Oligo sentido 0.5 mM
Oligo antisentido 0.5 mM
Taq DNA polimerasa 2.5 unidades
Agua cbp 40 pl

Una muestra de cDNA de endometrio humano se utilizé como control positivo,
la cual también sirvié para poder estandarizar las condiciones de amplificacién de las
isoformas del RP en humano. En los controles negativos se utilizo agua en lugar del
producto de RT asi como sin cDNA.

La amplificacion de las isoformas del RP se realizé en un termociclador (Perkin
Elmer GeneAmp PCR System) con una etapa inicial de desnaturalizacion a 94°C por

5 min. seguida por 30 ciclos 94°C por | min para desnaturalizacién, 60°C por | min
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para la hibridizacion de los oligonicledtidos con el templado, 72° C por | min. para

la extension y, por ultimo, una etapa final de extension de 72°C por 5 min.

7.3.4 Electroforesis de los productos de RT-PCR.

Los productos de amplificacion de las isoformas del RP se analizaron por
medio de la electroforesis en geles de agarosa al 2% preparados con Tnis borato
EDTA (TBE al 0.5X, ver apendice). La preparacion del gel consistio en pesar la
cantidad necesaria de agarosa y disolverla en 180 ml. de TBE 0.5X en un matraz
Erlenmeyer calentandola en el homo de microondas durante 3 min a 600 W.
Posteriormente, se agregaron de 2.5 ml de bromuro de etidio 10 mg/ml (0.2 pg/ml
concentracion final), se mezclo la solucion, se vertio en el molde de la camara de
electroforesis y se dejo solidificar a temperatura ambiente.

Se cargaron en el gel 25 pl de los productos de amplificacién de PCR de las muestras
mas amortiguador de carga para DNA 6X y se separaron a 60 voltios por 90 minutos
en el amortiguador TBE 0.5X. El gel tefiido con bromuro de etidio se observd en un
transilumnador de luz ultravioleta donde sc apreciaron las bandas esperadas de la
amplificacion de las isoformas del RP y se les tomo una fotografia con negativo

(Polaroid Co.Cambridge, MA) para ser analizadas posteriormente por densitometria.

7.3.5 Analisis densitométrico.

La intensidad de las bandas de amplificacion de las isoformas del RP y de
GAPDH fueron cuantificadas usando el programa de computadora Collage, New
York, USA. El nivel de expresion de la isoformas del RP fue normatizado con los

datos obtenidos de GAPDH.
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Recuperacion de los epitopes Reaccion de Transcriptasa Reversa
Bloqueo de proteinas inespecificas Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Incubacion con anticuerpo primario Electroforesis en geles de agarosa
que reconoce a ambas isoformas del J,

RP-A+B o solamente a RP-B Analisis densitométrico

'

incubacién con anticuerpo secundario

v

Incubacion con el complejo estreptoavina-peroxidasa

v

Revelado con cromégeno

v

Analisis microscopico

Fig. 10. Diagrama de flujo de los métodos
inmunchistoquimico y de RT-PCR

empleados en el estudio
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8. RESULTADOS

En el presente trabajo se estudid la expresion de las isoformas del RP en 19
tumores cerebrales humanos de los cuales 13 fueron astrocitomas y 6 cordomas por
medio de las técnicas de inmunohistoquimica y RT-PCR.

De los 13 astrocitomas analizados, 6 casos fueron de grado Il 'y 7 de grado 1V,
en este tipo de tumores predominaron los casos de sexo masculino (8/13) con un’
rango de edad de 25-73 afios y un promedio de 45 afios y las 5 mujeres presentaron
un rango de edad de 30-59 aiios con un promedio de 45 afios de edad. Por altimo en
los 6 cordomas que se analizaron predominaron los casos de sexo femenino (5/6) con
un rango de edad de 17-56 afios con un promedio de 37 afios. El Gnico hombre fue de

56 afios de edad (Tablas 4 y 5).

INMUNOHISTOQUIMICA.

La inmunoreactividad a las isoformas del RP fue localizada en el micleo tanto
de las células de los astrocitomas como de los cordomas analizados, (Figs. 11y 12) lo
cual pudo ser comprobado al comparar cada ensayo positivo con su control negativo
(incubado sin el anticuerpo primario) y observar la ausencia de tincién en los
controles negativos (Figs. 11y 12).

El 89.4% del total de los tumores analizados (17/19) mostro
mmunopositividad a las isoformas del RP y el 10.5 % de los casos (2/19) fueron
negativos para ambas isoformas. No se encontrd relacion entre la edad, sexo,
localizacién del tumor y la expresién de las isoformas al RP. Con respecto a la
distribucién de las isoformas del RP, el 63.1% (12/19) de los casos expreso la
isoforma B predominantemente y el 36.9% de los casos la isoforma A.

El namero de células inmunoreactivas detectadas con el anticuerpo que solo
reconoce a la B fue muy similar al observado en las laminillas incubadas con el

anticuerpo que reconoce a ambas isoformas (Tablas 4 y 5).
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Fig.12. Determinacion inmunohistoquimica de las isoformas del RP en un cordoma. Cortes de 6um
de una biopsia se¢ incubaron con anticuerpos monoclonales que reconocen respectivamente: A)
Ambas isoformas (RP A+B), B y C) Solamente al RP-B y D) control negativo, el cual fue incubado
con suero normal de ratén. Las flechas indican algunos niclcos inmunoreactivos. (A,B,D): 400x: (D):
1000x.
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Cuatro astocitomas grado Il presentaron inmunoreactividad para ambas
isoformas del RP (4/6), dos casos fueron negativos. Mientras que en los astrocitomas
grado IV todos los astrocitomas (7/7), presentaron inmunoreactividad para ambas
isoformas del RP y solo un caso fue negativo para el RP-B. Con respecto a la
intensidad de la marca como en el nimero de células inmunoreactivas por campo
tanto para los astrocitomas grado [l como IV se observé una relacion directa entre
ambas, esto es, que campos con pocas células inmunoreactivas presentaron una
intensidad de marca ligera y por el contrario campos con un gran nimero de células
inmunoreactivas presentaron una intensidad de la marca muy fuerte.

Asi, el estudio de la expresion de las isoformas del RP por
inmunohistoquimica reveld que todos los astrocitomas grado 1 postttvos para RP
expresaron predominantemente la isoforma B. En los siete astrocitomas grado 1V que
fueron positivos para el RP, cuatro expresaron predominantemente la isoforma B

mientras que tres expresaron predominantemente la isoforma A.

Todos los cordomas analizados presentaron inmunoreactividad para las
isoformas del RP (6/6). La intensidad de la marca fue directamente proporcional al
numero de células por campo asi 4 presentaron inmunoreactividad ligera de 5-18
células por campo, un caso presenté inmunoreactividad moderada con 56 células por
campo y 1 caso mostr6 inmunoreactividad fuerte con 74 nicleos por campo (Fig 12).

Con respecto a la expresion de las isoformas del RP por inmunohistoquimica,
cuatro cordomas expresaron predominantemente la isoforma B y los otros dos casos

restantes la isoforma A.
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RT-PCR
Obtencion del RNA .

Se extrajo ¢l RNA total de 18 tumores (12 astrocitomas y 6 cordomas) y de una
muestra de endometrio humano (utilizado como control positivo) usando tioctanato de
guanidina-fenol-cloroformo (Trizol), solamente en una muestra no se pudo extraer el
RNA debido a que fue muy poca la cantidad de tejido para poder realizar la extraccion.
Para observar la integridad del mismo se realizo una electroforesis de las muestras. En el
gel se observaron las bandas correspondientes a las subunidades 28S y 18S del RNA
ribosomal en buenas condiciones lo cual sirvi6 como método cualitativo para poder

continuar con la amplificacion del gen.

Determinacion de las condiciones éptimas de amplificacion.

Se establecieron las condiciones Optimas para la amplificacion de las
isoformas del RP en humano; para ello se realizaron amplificaciones a varias
temperaturas de alineamiento (55, 58, 60 y 62°C) de los oligonucledtidos especificos
de las isoformas del RP humano y de la enzima GAPDH utilizada como control
intemo en muestras de endometrio y se utilizaron 30 ciclos de amplificacion. Se
obtuvo una sola banda de 242 pb para RP-B, otra de 270 pb para RP-AB vy otra de
453 pb para GAPDH. Se determiné que la mejor temperatura de alineamiento fue la
de 60°C.(Fig. 13). En el control negativo no se observo mnguna sefial de

amplificacion.
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Fig. 13. Electroforesis de los productos de RT-PCR de una muestra de endometrio humano con
diferentzs temperaturas de alineamiento (55, 58, 60 y 62°C) para la amplificacién dei fragmento de RP-AB, RP-
B y GAPDH humano. La electroforesis muestra los producios de amplificacién de ambas isoformas vy de
GAPDH a partir de RNA de una muestra de endometrio humano. (M) marcador de peso molecular de bajo
rango.

Determinacion de la expresion de las isoformas del RP en Astrocitomas

Se determind la expresion de las isoformas del RP en 12 astrocitomas, 6 de
grado lll y 6 de grado IV. En 5 astrocitomas grado III hubo amplificacion para ambas
isoformas del RP (RP-A+B y RP-B). En un caso no hubo amplificacion del mensajero
del RP, ni se detecté la proteina (Fig 14). En otro caso hubo amplificacién del
IMENSajero pero no se detecté la proteina (Tabla 5). En todos los astrocitomas grado
[V hubo amplificacion para el mensajero de ambas isoformas del RP

La figura. 14 muestra una electroforesis representativa en geles de agarosa de
los productos de amplificacion por RT-PCR de las isoformas del RP de un

astrocitoma grado IV que fue positivo tanto para RP-AB como para RP-B y se
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E

muestra también, un astrocitoma grado I en donde no hubo amplificacién para
ambas isoformas. En ambos casos se amplificé el gen de GAPDH utilizado como

control interno

Astrocytoma IV Astrocytoma III Endometrium

(41]
+
<
x
o

PR-B
GAPDH
PR A+B
PR-B
GAPDH
PR A+B
PR-B
GAPDH

Fig 14. Electroforesis de los productos de amplificacion de las isoformas del RP por RT-PCR en un
astrociloma grado III y otro grado 1V, Carril 1 marcador de peso molecular de 100 pb, Carril 2-4 amplificacién
de los fragmentos de RP-AB (273 pb), RP-B (243 pb) y GAPDH (453 pb) de un astrocitoma grado IV. Carril
5-7 amplificacion del fragmento de RP-AB, RP-B y GAPDH de un astrocitoma grado 11 v del carril 8-11 la
amplificacion de RP-AB, RP-B y GAPDH una muestra de endometrio humano como control positivo. En el
caso del astrocitoma grado [V como en la muestra de endometrio se observa las bandas correspondientes para
cada una de las isoformas analizadas. En el astrocitoma grado III no hay amplificacion de las isoformas del
RP, solo de GAPDH.



En fa figura 15 se muestra el nimero de astrocitomas grados 11 y IV que
expresaron las isoformas del RP basandose en los resultados del analisis
densitométrico de los productos obtenidos por RT-PCR. De los cinco astrocitomas
grado 11I que fueron positivos por RT-PCR todos expresaron predominantemente RP-
B, mientras que para los seis astrocitomas grado IV que fueron positivos por RT-

PCR, dos expresaron RP-A y cuatro RP-B.

No. de casos

Fig. 15. Numncro de astrocitomas grados III y IV que expresaron las isoformas del RP basandose
en los resultados del analisis densitométrico de los productos obtenidos por RT-PCR. Los cinco
astrocitomas grado I que fueron positivos por RT-PCR expresaron predominantemente RP-B,
micntras que para los scis astrocitomas grado IV que fueron positivos por RT-PCR, dos expresaron

RP-A y cuatro RP-B.
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Determinacion de la expresion de las isoformas del RP en Cordomas

Se determind por RT-PCR la expresion de las isoformas del RP en 6
cordomas. En los 6 casos se detectdo la expresion de ambas isoformas del RP
(tabla 5). La figura 16 muestra una electroforesis representativa de los productos de
~amplificacion por RT-PCR de las isoformas de] RP en geles de agarosa de un
cordoma el cual resulto positivo para la amplificacién de ambas isoformas del RP al

tgual que la muestra de endometrio utilizado como control positivo.

|o
M

g @
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Maoaa
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Fig 16. Electroforesis de los productos de amplificacién de las isoformas al RP por RT-PCR en un
cordoma. Carril | marcador de peso molecular de 100 pb, Catril 2,3 amplificacion de los fragmentos de RP-AB
(273 pb) y RP-B (243 pb) dc un cordoma, Carril 4y5 amplificacion del fragmento de RP-AB y RP-B de una
muestra de endometrio humano utilizada como control positivo. En el caso del cordoma como de la muestra de
endometrio sc observa la amplificacion de las bandas correspondientes para cada una de las isoformas
analizadas.
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En la figura 17 se muestra el numero de cordomas que expresaron las isoformas
del RP basandose en los resultados del analisis densitométrico de los productos
obtenidos por RT-PCR. De los seis cordomas que fueron positivos por RT-PCR, dos

expresaron predominantemente RP-A y cuatro expresaron RP-B.

No. de casos
)
1

RP-A RP-B

Fig. 17. Numero de astrocitomas grados III y IV que expresaron las isoformas del RP basandose
en los resultados del analisis densitométrico de los productos obtenidos por RT-PCR. De los seis
cordomas que fucron positivos por RT-PCR, dos expresaron predominantemente RP-A y cuatro

expresaron RP-B.
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9. DISCUSION.

En el presente estudio se determind la expresién de las isoformas del RP en
astrocitomas y cordomas humanos, por medio de las técnicas de inmunohistogquimica
y RT-PCR. Los resultados demuestran que ambas isoformas del RP se expresaron
tanto en astrocitomas como en cordomas y en ambos casos la isoforma predominante
fue RP-B.

La P, participa en distintos procesos fisiologicos en el Sistema Nervioso Central
entre las que destacan la excitabilidad neuronal, la reproduccién, y las conductas
asociadas a esta (Camacho-Arroyo et al, 1995); muchas de esas acciones estan
reguladas por su receptor intracelular especifico. Numerosos grupos de investigacion
han reportado la expresion del RP en distintos tumores cerebrales como los
meningiomas, los astrocitomas, los craniofaringiomas y otros (Carroll et al., 1993;
Waelt1 et al., 1989; Hsu et al., 1997, Morgan et al., 1991).

La interrogante de conocer si las hormonas esteroides regulan el crecimiento de
las distintas neoplasias cerebrales ha sido investigada durante muchos afios, partiendo
de la observacion de que hay tumores cerebrales que se presentan con mayor
frecuencia en un sexo que en otro, tal es el caso de los meningiomas, los cuales son
mas frecuentes en mujeres y el de los astrocitomas que son més frecuentes en hombres
(Plunkett et al., 1999). En los astrocitomas analizados en este estudio se confirmé esta
misma observacion, ya que 8 de los casos fueron hombres y 5 mujeres.

En los astrocitomas analizados en el presente trabajo utilizando las técnicas de
inmunohistoquimica y RT-PCR se encontré un alto porcentaje de expresién del RP
(89.4%), que es mayor a los reportados en la literatura: Paloleti, 1990 (2%), Poisson,
1990 (25%); Stojkovic, 1989 (28%); Brentani, 1984 (33%); Assimakopoulou et al.,
1998 (49%) y Carroll, 1995 (59%).

Con respecto a la relacién entre la expresion medida por inmunohistoquimica
del RP y los distintos grados de malignidad de los astrocitomas estudiados, se encontrd

un mayor porcentaje de expresion del RP en los astrocitomas grado IV (85%) en
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comparacion con los de grado IIl (66.6%) esta informacion concuerda con la obtenida
anteriormente por Assimakopoulou (1998) quien encuentra que 45% de los
astrocitomas grado Il y el 59% de los grado IV expresaron RP. En cuanto al analisis
por RT-PCR, los resultados de trabajo muestran que en astrocitomas grado III, el 83%
presento el mensajero del RP y en el caso de los de grado IV, el 100%. Carroll en 1995
observo la misma tendencia ya que reporté un 32% de casos positivos para los de
grado 11l y un 62 % en los de grado I'V. Una postble explicacion a la alta expresion del
RP en tumores mas avanzados estaria en que pudiera ser el resultado de la
desdiferenciacion celular entre un grado y otro, como el cambio en la actividad

transcripcional de las células tumorales.

En este trabajo se determind una expresion similar de las isoformas RP tanto a
nivel de la proteina como a nivel de mensajero, esto sugiere que la expresion del RP
esta regulada a nivel transcripcional. Sin embargo, esto fue diferente en dos casos que
fueron positivos por RT-PCR pero negativos por inmunohistoquimica. Este resultado
puede deberse a la baja expresion del RP que solo puede detectarse por técnicas mas
sensibles como la RT-PCR. Otra posibilidad es un control postranscripcional o que
por la afta desregulacién celular que se presenta en estos grados tumorales la proteina
haya sufrido protelisis en estos astrocitomas y no sea detectada. En el caso del tumor
en el que se detectd el RP por inmunohistoquimica y no por RT-PCR, esto puede
deberse a que el gen del RP presente mutaciones en la region de reconocimiento para
la secuencia de los oligonucleotidos y que no se pueda amplificar el mensajero, pero si
se detecte la proteina; también puede deberse a la inestabilidad del mensajero del RP
(Tonn, 1997) o a la alteracion de factores de transcripcion que regulan el promotor del
RP.

El RP es regulado a nivel transcripcional por el receptor de estrégenos en muchos
tejidos blanco (Graham et al., 1997; Mendoza-Rodriguez, 1999). En el presente trabajo
se determino la expresion del RP pero no del RE, sin embargo los resultados obtenidos

con estas mismas muestras en nuestro laboratorio mostraron que la expresién del RE
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es baja en los astrocitomas tanto de grado I (66%) como grado IV (85.7%); por lo
que, se puede sugerir que en este tipo de tumores la expresion del RP es independiente
de los estrogenos lo cual concuerda con lo observado en meningiomas (Blankenstein

et al., 1995; Assimakolopoulou et al., 1998).

La caracterizacién de los receptores a hormonas esteroides en los tumores
cerebrales debe ser considerada para la aplicacion de una estrategia terapéutica ya que
la presencia del RP como de otros receptores a hormonas esteroides han sido
correlacionada con la respuesta clinica a terapias hormonales en alrededor del 70% de
los pacientes con cancer de mama (Grumberg et al., 1991; Lamberts et al., 1992). Es
por ello, que se han desarrollado diversas investigaciones en las que se ha querido
establecer cual es Ia respuesta del tumor en presencia de agonistas o antagonistas a
hormonas esteroides. Por ejemplo, en el tratamiento de lineas celulares de
glioblastoma humano como la U87MG con RU486, se observa una clara disminucion
en el crecimiento del tumor. Sin embargo, estudios in vitro con modelos animales, asi
como los experimentos con pacientes humanos, ain no aportan datos concluyentes
sobre las condiciones Optimas para la aplicacién de una terapia hormonal para estos
tumores.

En este trabajo se encontré que los astrocitomas grado 111 como grado IV
expresan predominantemente la isoforma RP-B tanto por inmunohistoquica como por
RT-PCR. Esta expresién diferencial de las isoformas ha sido reportada en otros
tumores por Fujimoto 1997, quien reporta que hay una alteracién en la expresion del
RNAm de las isoformas del RP en canceres de endometrio, cervix y ovaricos en etapas
menos avanzadas y metastasicos. Siendo RP-B la isoforma que tiende a expresarse en
tumores metastaticos en comparacion con la isoforma RP-A, la cual se expresa mas o
en la misma proporcién que RP-B en tumores menos avanzados, esto sugiere que la
transcripcion de] RNAm de RP-A  disminuye con la evolucién tumoral, mientras que

la del RP-B aumenta en tumores malignos.
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Por otro lado, la activacion de RP-B y no 1a de RP-A en lineas de cancer de
mama tnduce la expresion de la monooxidasa que contiene flavina, la cual esta
involucrada en la activacion metabdlica de drogas como el tamoxifen a intermediarios
cancerigenos (Miller et al., 1997).

Ademas, la activacion de la sobreexpresion de RP-A en células de cancer de
mama modifica tanto la expresion de genes regulados por P,;, como la morfologia de
las células (McGowan et al., 1999), asi, la activaciéon de RP-A y RP-B puede traer

varios efectos en la progresion del tumor y la metastasis

En los cordomas se obtuvieron mas pacientes del sexo femenino que del
masculino. Aunque en este tipo de tumores no se ha encontrado ain alguna tendencia
a mayor aparicion en hombres o mujeres, algunas observaciones reportan que al ser
tratados con radioterapia, las mujeres presentan menor tiempo de sobrevida
comparadas con los hombres (tiempo medio de vida para las mujeres 7 afios 2 meses y
para los hombres 11 afios 9 meses; O Connell et al., 1994), lo mismo sucede con las
mujeres postmenopéusicas en comparacion con las premenopausicas, lo que sugiere
una relacion entre el desarrollo de los cordomas y las hormonas esteroides.

En los cordomas analizados se demostré la expresion de las isoformas del RP
en este tipo de tumores cerebrales. Esté resultado concuerda con los reportados por
Martinez en 1984 y Stojkovic (1990), aunque en ambos casos solo se analizé un tumor
utiizando el ensayos de unién. Este es el primer trabajo donde se demuestra
claramente la expresion del RP en cordomas tanto a nivel del RNAm como a nivel de
la proteina con la utilizacion de la técnicas inmunohistoquimica y RT-PCR. Todos los
cordomas expresaron ambas isoformas el RP sin embargo, la expresion de RP-B fue
mayor que RP-A tanto por RT-PCR como por inmunohistoquimica. La expresion
similar de las isoformas del RP medida tanto a nivel de la proteina como a nivel del
mensajero sugiere que la expresion del RP en cordomas puede ser regulada a nivel

transcripcional.
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Se ha encontrado una relacion directa entre la malignidad de otros tumores
cerebrales y la presencia del RP (Brandis et al., 1993). En los meningiomas la
expresion del RP es considerada como un factor pronéstico favorable (Hsu, 1997), sin
embargo, hasta e] momento no se ha establecido una relacion entre la presencia del RP
y el grado de malignidad de los cordomas. En el presente trabajo se determiné la
expresion del RP pero no del RE, Sin embargo, por resultados obtenidos en nuestro
laboratorio con estos mismos tumores se detect6 1a expresion del RE-a en el 100% de
los casos por lo que puede sugerirse que en este tipo de tumores la expresién del RP
esta regulada por los estroégenos lo cual requierc de futuras investigaciones para su
comprobacion.

La importancia de conocer como se expresan las isoformas del RP en los
tumores del Sistema Nervioso Central, es debida al hecho de que Ia P, puede provocar
distintas respuestas celulares dependiendo de la expresién de una isoforma o de otra.
En el presente trabajo RP-B predominé en los astrocitomas de grado 11 y 1V asi como
en los cordomas estudiados. Esta expresion concuerda con otros tumores de alto grado
de malignidad como el caso de tumores metastasicos del endometrio y en las lineas
celulares derivas de cancer de endometrio los cuales expresan predominantemente RP-
B (Kumar et al, 1998). La predominancia de una isoforma sobre otra también puede
contribuir en la progresion del tumor y el desarrollo de la metastasis.

Este es un cstudio en el que se determiné la expresion de las isoformas de RP en
astrocitomas y cordomas y que puede ser la base para otras investigaciones que lleven
a entender los mecanismos que regulan la expresion de las isoformas del RP tanto en -
cordomas y astrocitomas y su posible participacion en el crecimiento tumoral.
Eventualmente, se espera encontrar nuevas alternativas para el control de los tumores

cerebrales y mejorar la esperanza de vida de los pacientes.
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10. Conclusiones

-Los astrocitomas y los cordomas humanos presentan una expresion

diferencial de las isoformas del RP.

-La isoforma B del RP se expresa predominantemente en astrocitomas y en

cordomas humanos tanto a nivel del RNAm como a nivel de la proteina.

-No hay relacion entre la edad, sexo y localizacion del tumor y la expresion

de las 1soformas del RP.
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12. APENDICE

Datos de los pacientes

ASTROCITOMAS.

No. DE TUMOR EDAD/ SEXO LOCALIZACION EVOLUCION
1 30/F Lobule Tempo- parictal 6 mescs
2 3UF Lébulo Tempo- parictal 3 meses
3 55/F Lébuio Tempo- parictal 2 meses
4 26/M Léobulo Tempo- parictal 20 dias
5 3T Lobule Tempo- parictal 5 dias
0 62/M L.obulo Frontal 5 afios
7 45/F Fosa Temporal 6 meses
8 59/F Loébulo Frontal | afio
9 25M Mcédula Espinal 3 meses
10 45/M Lobulo Frontal 1 afio
11 47/M Fosa Temporal 5 meses
12 48/M Fosa Temporal - 3 mcses
13 73/M Laébulo Frontal 6 meses

CORDOMAS

No. DE TUMOR EDAD/ SEXO LOCALIZACION EVOLUCION
1 17/F Petroclivar 6 mescs
2 INF Esfenoides 1 afio
3 I8/F Clivus 3 mescs
4 40/F Esfenoides 2 mescs
5 56/F Lobulo Frontal 3 meses

L 6 36/M Clivus 1 afio




I1) REACTIVOS

o Oligo (dt) 12,14 Primer (Gibco BRL)

25ug; 0.5pug/ul (STOCK) E874 Tesis W
o dNTPS (Gibco BRL) T BE g muf-ﬁ.,i;'i;
dATP (deoxiadenosina trifosfato) 100mM QTEL"
dGTP (deoxiguanosina trifosfato) 100mM

dTTP (deoxitimiosina trifosfato) 100 mM

dCTP (deoxicitosina trifosfato) 100 mM

a Transcriptasa Reversa M-MLV (Gibco BRL)

Reversa transcriptasa del virus de leucemia murino de Moloney

200 U/ul

o Reactivo de TRIzol (Gibco BRL)

Tiocinato de guanidina

Fenol -cloroformo

I1I) SOLUCIONES

A) Inmunchistoquimica

1.-Solicién de Poly-L-lisina.
Las laminillas se lavaron con alcohol al 90 % y se colocaron en una solucién 1:10 de Poly-
L-lisina durante 30 min, la cual permite la adhesion de los tejidos. Transcurrido el tiempo

s¢ sacudieron fuertemente y se colocaron en la estufa para secarlas durante 1h a 60°C.
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2.PBS 11X

Un htro de PBS 1X se prepar6 de la siguiente manera;

Solucion A: 800 ml de una solucion 10 mM de fosfato de sodio dibasico (NayHPQ,, 1.13
g) y 150 mM de cloruro de sodio (NaCl 7.01g), aforar y ajustar pH (pH 7.2-7.4) con la
solucién B.

Solucion B: 200 ml de 10 mM de fosfato de sodio monobasico (NaHPO,, 0.27g) y 150 mM
de cloruro de sodio (NaCl, 1.75 g).

3. Cromégeno.

Se prepar6 con 980 ul de la solucién-sustrato (Bufer de citratos-fosfatos y peroxido de
hidrogeno) y 20 pl de diaminobencidina de. Kit Universal Dako Lsab+peroxidasa esta

solucion se preparé 10 a 15 min antes de su aplicacion.

4.Citrato de Sodio 10 mM, pH 6
Pesar 2.28g de citrato de sodio y disolver en 800 ml de H,O y ajustar con acido

clorhidrico a pH 6 y aforar a un litro.

S.Amortiguador de carga para RNA 6X (Loading Buffer),
30 % Glicerol.

I mM EDTA (pH 8.0).

0.25 % azul de bromofenol

0.25% Xilen cianol.
6.-EDTA 0.5 M

Agregar 186.1 g de EDTA (Etilendiaminotetra acetato) a 800 ml de H,O destilada, agitar

hasta que se disuelva. Ajustar el pH a 8.0, aforar a 1000 ml y esterilizar en autoclave.
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7. H,0 + DEPC
Disolver 1 ml de dietilpirocarbonato (DEPC) en 9 ml de alcohol etilico absoluto y aforar a
1000 ml con H2O destilada. Poner en baiio de temperatura constante a 37 C por dos horas

y esterilizar en autoclave

8. MOPS

0.1M MOPS (actdo 3-[N-morfolino] propanesulfénico
40 mM de acetato de sodio

5mM EDTA

Preparar con H20+DEPC vy esterilizar por filtracion

9. TBE 10X
0.5 M Tris base
0.5 M acido bonico

10 mM EDTA

Para preparar TBE 5X 500ml

Tris base 27g
Acido bdrico 13.75¢
20.0 ml de EDTA 0.5 M 10 ml
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IV) GELES DE AGAROSA (1.1 %)

Condiciones desnaturalizantes.

Reactivo Concentraciéon |50 ml 120 mi 140 ml 180 ml
Inicial

Agarosa 100% 0.55¢ 1.32 ¢ 1.54 ¢ 198 ¢

MOPS 12X 4.16 ml 9.98 ml 11.64 ml 14.96 ml

Formaldehido |37 % 8.10 ml 19.44 m] 22.63 ml 29.09 mi

H20+DEPC |0.1% 37.70 mi 90.48 ml 10556 ml  [135.00 ml

(2%) no desnaturalizantes

Reactivo Concentracion 50 ml 120 ml 140 ml 180 ml

Inicial
Agarosa 100% lg 24¢ 28¢g 36g
TBE 5X 5 ml 12 ml 14 ml 18 ml

V) Anticuerpos

*Receptor a Progesterona Ab-3 NyoM arkirs

Anticuerpo monoclonal de raton

MS-193-P1 (100 ng)

Reconoce a dos proteinas una de 116 KDa y de 81 KDa, identificado como el sitio de
union de la hormona del RP humano en el C-terminal . Es una lgG, obtenida de
carcinoma endometrial humano. Inmunoreactividad nuclear

*Receptor a Progesterona Ab-6 NioM \riEgrs MS-196-P1 (100 ug)

Anticuerpo monoclonal de raton

Reconoce solamente a una proteina de 116 KDa que detecta el N- terminal del RP-B. Es
una lgG;;, obtenida de carcinoma endometrial humano

inmunoreactividad nuclear.
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Summary

Steroid hormone receptors are involved in the regulation of tumor growth. Two progesterone receptor (PR) isoforms
have been identified in humans: a larger form (PR-B) and the N-terminally truncated one (PR-A}. PR isoforms can
exert opposite functions and are differentially regulated by estrogens. PR have been detected in several brain tumors
including chordomas. however. it is unknown which PR isoform is expressed in brain tumors. The aim of this study
wis 1o determine by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) and by immunohistochemistry the
expression pattern of PR isoforms in chordomas as well as its correlation with the expression of estrogen receptor
(ER-a}. All studied chordomas expressed both PR and ER-e. PR-B was the predominant isoform in chordomas
both at the mRNA and at the protein level, These data suggest that PR-B should be the predominant PR isoform

expressed in human chordomas.

Introduction

Chordomas are slow-growing. locally invasive, and
potentially malignant tumors arising from intraosseous
notochordzl remnangs. About 40% of these tumors
originate in the ¢livus and are commonly seen in
adults [1.2]. The complete extirpation of chordomas
is almost impossible due 10 their location and extent.
Local recurrence has been observed in a high percent-
age of cases [1]. There are very few data about the
hormonal characterization of chordomas [3.4].

It has been reporied that after proton beam irradi-
ation therapy of chordomas women present a lesser
survival time as compared to men and that post-
menopausal patients have shortened survival times than
premenopausal ones suggesling arelationship between
sex steroid hormones and chordomas behavior {5.6].

Steroid hormones are involved in several physiolog-
ical and pathological processes in the brain including
the regulation of tumor cell growth [7-9). Progesterone
exerts many of its effects through the interaction with
specific intracellular receplors (PR) [10.11], These

receptors are ligand-induced transcription factors that -

regulate the expression of several genes by interact-
ing with cognate DNA sequences called hormone-
responsive elements [11,12}.

Two PR (PR-A and PR-B) isoforms have been
described in humans {13.14]. PR-A (94kD) is a
N-terminally truncated form of PR-B (114 kD). PR-A
and PR-B are synthesized from the same gene and
are generated from either alternative transcriptional
or translational start sites [15.16). PR isoforms are
differentially expressed in various regions of the rat
brain [17.18]). In the same cell PR isoforms can reg-
ulate different genes and exert distinct functions [19).
PR isoforms are differentially regulated by estradiol in
several brain regions (17,20].

PR have been detected in several human brain tumors
such as meningiomas, astrocytomas and craniopharyn-
giomas {21-24], Two studies have demonstrated the
presence of PR in chordomas, one case per study,
by using binding techniques [25.26); however, it is
unknown which PR isoform is expressed in brain
tumors. The aim of this study was to determine both
at the mRNA and at the protein level the expression
pattern of PR isoforms in chordomas, as well as its
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correlation with the expression of estrogen recepior o
1ER-&r) which huas not been detected in these brain
nnors.

Materials and methods

Six biopses of chordomas from Mexican patients were
analyzed. The patients signed a consent form of the
National Institute ot Neurology and Neurosurgery in
order o allow the performance of the study. The loca-
tion and the size of each tumor were obtained by
computerized tomography. Biopses were obtained by
stereotactic procedures. Once they were excised, they
were immediately preserved in N, liquid uniil analysis,

RNA ixolation and RT-PCR

Total RNA was isolated from each biopsy with
the single-step method based on guanidine isothio-
cyanate/phenol/chloroform extraction using TRIzol
reagent (Gibco-BRL, Inc) [27). RNA concentration
was determined by absorbance at 260nm. and its
imegrity was verified by electrophoresis on 1.1%
denaturing agarose gels in the presence of 2.2M
formaldehyde. Total RNA was reverse transcribed
i0 synthesize single strand c¢DNA as previously
described [20]). Ten pl of RT reaction were subjected to
PCR in order to simultaneously amplify PR gene iso-
forms. The sequences of the specific primers unique
tfor PR-B amplification segment (from +i76 to +418)
were 5-{TGA CTG AGC TGA AGG CAA AGE-Y in
the sense primer and 5'-[CGA CAG CGA CTG CTG
GTC}-3 inthe antisense one [28]. The primers used for
commaon PR-A and PR-B amplification region (from
+2677 10 +-2952) cormesponding to the hormone bind-
ing domain were 5-[GCT ACG AAG TCA AACCCA
GT]-3 inthe sense and 5'-iCAC CAT CCC TGC CAA
TAT C]-3" in the antisense [28]. The 50 pd PCR reac-
tion included: 10 pul of synthesized cDNA, 20 mM Tris-
HCl (pH 8.3}, 50 mM KCi. 1 mM MgCl., 0.2mM of
each ANTP, 0.5 uM of each primer, and 2.5 units of
Tag DNA polymergse. Human endometrium was used
as a PR positive expression control. Negative controls
without RNA and with non-retrotranscribed RNA were
inciuded in 2ll the experiments.

After an initial denaturation step at 95°C for 5 min,
PCR reaction was performed for 30 cycles. The cycle
profile for PR isotorms amplification was: 95°C. 1 min;
00 C. I min: and 72 C. | min. A final exiension cycle

was performed w 72 C for Smin. The number of
performed cycles was within the exponential phase
of the amplification process. All PCR products were
always studied and analyzed 1ogether throughout the
experiments. Twenty-five ul of PCR products were
separated on 2% agarose gel and stained with ethidium
bromide. The image was captured under a UV transil-
iuminator with a Tvpe 6635 negative film (Polaroid Co..
Cambridge. MA).

fmmunohistochemisiry

Tissues were fixed in 4% paraformaldehyde in sodium
phosphate buffer PBS (150 mM, pH 7.4) for 4 hat room
temperature; then they were dehydrated and embedded
in paratfin. [mmunohistochemical detection of ER-or
and PR isoforms was carried out by using the Universal
Dako Lsab + peroxidase kit (Dako Corp., CA). Mono-
clonal antibodies used were ER Ab-10, PgR Ab-4
or PgR Ab-6 (Neo Markers. CA). which respectively
recognize the ligand binding domain of ER-a, both PR
isoforms, and just PR-B {29.30].

Serial sections of 6 um from each biopsy were
mounted on slides coated with poly-L-lysine (Sigma,
St. Louis, MO}. They were deparaffinized and rehy-
drated through graded concentrations of alcohol to dis-
tilled water. Then the slides were transferred to sodium
citrate buffer (10mM, pH 6.0) and incubated in a
microwave oven at 600 W for two cycles. Once the
shides boiled. they were irradiated for | min more in
each cycle. Slides were cooled between microwave
iradiations for 3 min. They were washed twice with
50mM PBS pH 7.4, and incubated successively with
3% hydrogen peroxide in PBS for 30 min at room tem-
perature in a humid chamber: 0.0530 min 1% normal
swine serum + 1% hydrogen peroxide in PBS for
30 min: ER Ab- 0. PgR Ab-3 or PgR Ab-6 (4 pg/ml)in
PBS containing 0.3% triton X-100 and [% gelatin for
24 h at 4°C. Sections were incubated with biotinylated
secondary antibody for 45 min at room temperature and
with conjugated streptavidin-peroxidase for 45 min.
Sections were washed twice with PBS among incu-
bations. Peroxidase activity was revealed with 3.3'-
diaminobenzidine chromogen solution in the presence
of hydrogen peroxide for 10 min. After washing with
distilled water, sections were dehydrated and cover-
slipped with Canada Balsam without counterstaining.
Immunchistochemical controls consisted of adjacent
sections incubated with preimmune mouse serum
instead of primary antibodies.



The number of immunvreactive cells and the stain-
tng intensity was counted in, at least, ten random
fields/section at 400 x magnification. Immunoreactive
cells were considered those with brown staiming ot
the nucleus. The staining intensity was characterized
as absent (—) less than 10% of statned cell nucien:
wedk 4+ ). moderate (-3 or intense (+-+-) when
1007, 3t-70% and 71-100% of cell nucler were
stained respectively.

Results

We uassessed PR isoforms gene expression in six
biopses of human chordomas from five women and
one man with a meun age of 40.6 vears {range,
17-36 vears} by using RT-PCR and immunohisto-
chemistry (Table D), [n all PCR amplifications single
bands ot 273 and 242 bp comresponding to the expected
size fragments of PR-A+B and PR-B were obtained
(Figure |). No bands were observed in the negative
cantrols. The identity of each PCR product was con-
firmed by nucleotide sequencing and Southern blot
analyses (data not shown). The results obtained by
Southern blot were very similar to those observed
in the anulyzed films obtained from the gels stained
with ethidium bromide. PR gene was expressed in all
the studied chordomas (Tabie 1), Although both PR
isoforms were expressed in chordomas, we observed
that PR-B at the mRNA level was the predominant
expressed isotorm.

PR isoforms as well as ER-o expression was
determined in chordomas at the protein level by imm-
unchistochemistry. ER-a and PR 1soforms immunore-
activity was localized in the nucleus of chordoma cells
(Figure 23, A cleur comrelation between the number of

immunoreactive cells and the staining intensity was
observed in all cases. Thus. tumors that presented
the highest number of immunoreactive cells, also pre-
sented the most intense immunostaining. There was
no difference in immunosiaining between women and
man biopses. ER-« and PR isoforms were detected in
atl chordomas (Table t). As in the case of RT-PCR
studies PR-B isoform was the predominant one in most
tumors (4/6) since the number of immunoreactive cells
detected with the antibedy that only recognizes PR iso-
form was similar to that observed with the antibody
that recagnizes both PR isoforms (Table 1).

Discussion

Our results demonstrate that PR isoforms as well
as ER-« are expressed in human brain chordomas.
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Figure I. PR isoforms expression in chordemas. A representative
assay of a simultaneous PR A+B and PR-B RT-PCR from total
RNA of a human chordoma is shown. Human endometrium was
vsed as a positive control. Molecular weight marker of [} bp
DNA ladder (M),

Tuhie . Determination of PR isoforms and ER-a expression in human chordomas

Patient  Sex  Age Localization PCR

Immunohistochemistry

{years)

PR A+B PR-B PR A+B PR-B ER-«
{ F i7 PC Positive Positive  (+) 20 (+)5 (++17
2 F 37 S Posiuve Positive  (+)7 (+)5 (++)13
3 S 38 C Positive Positive  (++} 56 {++) 13 (++)12
4 40 S Positive Positive  (+) 13 (+)11 (+-+) 20
3 F 56 FL Positive Positive  (+++4+}74 (+++)74 (++135
6 M 56 C Positive Positive (+) i8 {+) 18 {(++) 20

In the case of RT-PCR studies we amplitied fragments of PR A+B, PR-B and GAPDH using total RNA iso-
lated from chordomas. PR isoforms and ER-a expression was determined in chordomas at the protein level
by immunohistochemustry. Data indicate both the number of immunoreactive cells detected with the anti-
budies that recogmize both PR isoforms (PR A+B). PR-B and ER-a and the intensity of the immunoreaction
{+ 1 weak. (++) moderate. (++-+} intense. (PC)Y petroclivar, (5) sphenoid, (FL) fronial lobe. {C) clivus.



Fronre 2. Immunohistochemical determination of sex steroid hormone receptors in a chordoma. A chordoma biopsy was incubated with
monoclonal anubodies that respectively recognize ER-a (a). both PR isoforms (PR-AB) (b), and PR-B (c.d). A negative control incubated
wqth o mouse preimmune serum is shown (). Arrows show immunoreactive nuclei. (a—c.e): d00x: (d): 1000 x.

v
We confirmed and extended the information about
the presence of sex steroid hormone receptors in
chordomas [25.26]. We found that the predominant PR
isoform expressed in chordomas was PR-B.
Allchordomas expressed both PR isotorms but PR-B
expression was higher than that of PR-A as assessed by

RT-PCR and immunohistochemistry. The similarity of
PR isoforms expression pattern both at the mRNA and
at the protein level suggests that PR expression in chor-
domas should be regulated at the transcriptional levei.

The importance of knowing which PR isoform is

expressed in human brain wmors is due to the fact



that progesterone can exert different functions in a
cell. depending on the expression pattern of PR iso-
torms [13.14.19]. The activation of PR-B, but not
that of PR-A. in breast cancer ceil lines induces the
cypression of flavin-containing monooxvgenase which
v imolved in the activation of drugs to carcinogenic
mtermediates {31], Moreover. the activation of over-
exvpressed PR-A in breast cancer cell lines markedly
modities both the expression of PR-regulated genes
and the morphology of these cells [32]. These changes
have been associated to a metastatic ste of breast
vells. Thus. the activation of PR-A or PR-B may exen
ditterent etfects on tumor progression and metastasis.
We suggest that the hormonal approach 1o the treat-
ment of brain tumors should include the determination
of the expression pattern of steroid hormone receptor
isoforms. According to our data PR-B is the isoform
mainly involved in the putative effects of progesterone
in chordomas.

An inverse relationship has been found between the
malignancy of other brain tumors such as meningiomas
angd the presence of PR, In many cases malignang
meningiomas lack PR whereas benign ones possess
these steroid receptors [33]. Indeed, PR expression in
meningiomas is considered to be a favorable prog-
nostic factor [34]. At the moment this relationship
cannot be esiwablished in chordomas since it is not
known the role of sex steroid hormones in chordomas
growth.

In contrast to the higher incidence of meningiomas
in women [35] there is nol a gender difference
in chordomas incidence or during specific hormonal
slates when progesterone levels are very high such as
in pregnuncy as it also occurs in meningiomas {36],
however, it has been suggested that steroid hormone
receplor status should be one of the factors involved in
the significantly lesser survival time in women as com-
pared 10 men after proton beam irradiation therapy of
chordomas [3.6]. Interestingly, it was shown that posi-
menopausal patients have shortened survival times than
premenopausal ones. suggesting that changes in hor-
monal milieu that cccur at menopause may coniribute
10 the poor outcome [6].

We also demonstriked ER-o expression in human
chordomas. To our knowledge, this is the first time
that ER-ce is detected in chordomas. In contrast with
other brain tumors such as meningiomas and gliomas
where ER expression is controversial or not expressed
in all the analvzed wmors [22.37.38], we found that
all studied chordomas consistently express ER-a. This

A

suggests a funcuional role of estrogens in chordomas
growth, but this deserves further investigation.

Although the finding that ER-a was co-expressed
with PR suggests that the tatter should be regulated by
estrogens, we cunnat rule out the possibility that PR
isoforms expression be estrogen-independent in chor-
domas since inother brain tumors such as meningiomas
and astrocytomas PR expression is independent of that
of ER-a [38.39]. Therefore. PR isoforms regulation by
estrogens in chordomas deserves further research.

In conclusion. our data indicate that PR-B is the pre-
dominant expressed isotorm in human chordomas and
that these brain tumors express ER-ar.
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