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I. RESUMEN

En el pancreas se ha reportado la actividad de varios complejos enzimaticos que transforman
hormonas estereroideas. Se han empleado diversos modelos experimentales como la perfusion_in
vivo, los homogenados tisulares y el aislamiento de organelos subcelulares. Los datos obtenidos
en esos modelos, mas la evidencia de la presencia de receptores para hormonas esteroideas en el
tejido pancreatico y el comportamiento sexualmente dimorfico de algunos tumores, son una clara

evidencia de que los esteroides juegan un papel relevante en el funcién pancreética.

En modelos animales y en estudios epidemioldgicos en humanos se ha demostrado que los
androgenos influyen en la incidencia y en la prevalencia del cancer del pancreas. En la literatura
no se habia reportado en el pancreas la presencia del receptor para androgenos ni la presencia de
transcritos del gene que codifica para la expresion de la proteina. Utilizando técnicas de biologia
molecular como la trascripcion reversa (RT) acoplada a la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), y el analisis por Southern Blot nos propusimos identificar en el tejido pancreatico total la
presencia del acido ribonucleico mensajero especifico para el receptor de androgenos

(ARmRNA).

Para ese proposito se eligio como modelo experimental a la rata. Se prepararon lotes de animales
en las siguientes condiciones: adultas macho, adultas hembra, neonatales, y adultos machos
orquiectomizados y sustituidos con ciclopentilato de testosterona. Se obtuvo de cada lote de
individuos el RNA total de los siguientes tejidos; pancreas, prostata, vesiculas seminales, y
testiculos. A cada muestra se le analiz6 mediante la técnica de Northern blot para identificar la
hibridacion al DNA que codifica para el receptor de andrégenos. Los resultados de la hibridacion
fueron positivos en el pancreas para todos los grupos de estudio en el siguiente orden de
magnitud: hembras adultas y animales neonatales > machos adultos castrados > machos adultos

> machos adultos castrados y tratados con testosterona.



Estos resultados nos indicaron que el tejido pancreatico posee actividad de trascripcion del gene
del receptor de andrégenos, aunque la intensidad de la sefial obtenida fue mucho menor que la
observada en las muestras de RNA obtenidas de los 6rganos que se consideran dependientes de

andrégenos como la prostata y las vesiculas seminales.

Otro aspecto que no habia sido explorado y que nos propusimos investigar fue la capacidad de
sintesis de esteroides en el pancreas a partir del precursor comun que es el colesterol. Se
utilizaron dos enfoques experimentales, el primero consistié en la identificacion en homogenados
de tejido el producto de trascripcion especifico (MRNA) del gene del Citocromo P450scc (CYP
11A1) y el segundo y complementario fue el estudio cinético en mitocondrias aisladas de la
transformacion de colesterol en pregnenolona en condiciones basales y en presencia de la
aminoglutetimida como inhibidor enzimatico especifico. Los resultados obtenidos demostraron
que (a) el tejido pancreatico posee la actividad de trascripcion del gene CYP11A1, aunque en
menor proporcion que los tejidos tipicamente esteroidogénicos como la suprarrenal y el testiculo,
y (b) las mitocondrias aisladas del pancreas fueron capaces de transformar colesterol en
pregnenolona y que la adiciéon de aminoglutetimida al medio de reaccion bloquea la

transformacion.

En suma los resultados de ambos enfoques experimentales demuestran que en el pancreas existe
el gene y la actividad enzimatica necesaria para convertir colesterol en pregnenolona, la cual se
reconoce como el metabolito precursor de todas las hormonas esteroideas. En el aspecto médico,
existen muchas evidencias tanto epidemiologicas como clinicas de la relacion entre la exposicion
natural o farmacolégica a hormonas esteroideas y la aparicion o desarrollo de diversos tipos de
cancer, los mas notables son los de mama, endometrio y prostata. Sin embargo ha sido dificil el
demostrar que la progresion de un tumor va en relacion con las concentraciones circulantes de

esteroides.



En el caso del pancreas, el tumor Quistico Papilar (PCN) es una neoplasia extremadamente rara
de baja malignidad que afecta principalmente a mujeres jévenes. Este tumor es interesante por
que se ha relacionado su desarrollo y crecimiento a factores hormonales, principalmente a los
esteroides sexuales. Existen en la literatura datos contradictorios sobre la expresion de receptores

para hormonas esteroideas sexuales en ese tipo de tumores.

Con el objetivo de establecer alguna relacion entre las caracteristicas clinicas de ese tipo de
tumores pancreaticos, analizamos la presencia de receptores especificos para progesterona (PR),
y para las isoformas alfa y beta de estrogenos (ER alfa) y (ER beta) mediante técnicas de
inmunohistoquimica, en una serie de 7 tumores quisticos papilares de pancreas. E1 PR fue
positivo en 6 de 7 casos, el ER beta en 6 de 7 casos y el ER alfa en 2 de 7 casos. Estos datos
demuestran que el PCN expresa receptores para esteroides sexuales, que los datos en la literatura
que no daban como positivo al receptor de estrégenos era probablemente por que s6lo se habia
buscado la isoforma alfa, ya que la isoforma beta se encuentra presente en la gran mayoria de los

tumores analizados.

Tomada en su conjunto, la informacién obtenida en los modelos experimentales y en los estudios
de muestras de tumores humanos, nos llevan a concluir, que el pancreas es un 6rgano que
expresa receptores para hormonas esteroideas sexuales masculinas y femeninas, que tiene ademas
de la capacidad de biotransformar esteroides de sintetizarlos a partir de colesterol y que algunos

tumores probablemente su aparicion y/o desarrollo dependan de hormonas esteroideas.
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II. ABSTRACT

In pancreas the activity of several sex steroid transforming enzymes have been reported. That has
been obtained in perfused organs, total tissue homogenates and subcellular organelles. These data
concurrent with the description of the presence of ligand regulated steroid receptors, as well as
the sexually dimorphic behavior of some pancreatic tumors, are clear evidence in support of the

participation of steroid hormones in the pancreatic function.

Androgens influence the incidence and prevalence of pancreatic cancer in humans and animal
models. To our knowledge there has been demonstration of the presence of neither the androgen
receptor nor transcripts of the androgen receptor gene. Reverse transcription polymerase chain
reaction (RT-PCR) Southern blotting was employed for molecular detection and measurement of

the androgen receptor messenger ribonucleic acid (ARmRNA) in pancreas.

Total RNA obtained from pancreas, prostate, seminal vesicles, and testis of neonatal and adult
male and female rats as well as castrated males substituted with testosterone cyclopentilate,
analyzed by Northern blot technique. The levels of the AR transcripts obtained by RT-PCR in
various pancreatic samples were as follows: adult females and neonatal animals > castrated adult
males > adult males > castrated adult males substituted with testosterone. These results indicated
that the pancreatic tissue possessed transcriptional activity of the AR gene, although to a lesser

extent that the typical androgen responsive tissue (prostate and seminal vesicles).

The steroidogenic ability of the pancreas was demonstrated by two different methods: a) in tissue
homogenates, the identification of Cytochrome P450 gene (CYP11A1) transcripts after RT-PCR
and b) in isolated mitochondria by the Aminoglutethimide (AMG) dependent inhibition of

cholesterol-pregnenolone biotransformation.
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The results obtained in a series of independent experiments showed that (a) the pancreatic tissue
possessed transcriptional activity of the CYP11Al gene, although to a lesser extent that the
typical steroidogenic tissues, and (b) isolated mitochondria obtained from the pancreas were able
consistently to synthesize pregnenolone, furthermore, the addition of the specific inhibitor AMG
blocked its synthesis. On the whole, these findings are interpreted as clear evidence of the
activity of the Cytochrome P450scc enzymatic complex.

Epidemiological and clinical evidence suggest that steroid hormones are intimately involved in
the natural history of many cancers, including those of the breast, endometrium and prostate.
However, it has been difficult to demonstrate the progressive changes in tumor development are

related to circulation levels of steroids.

Papillary Cystic Neoplasm of the pancreas (PCN) is a low malignancy tumor affecting
predominantly young females. Sex steroid hormones have been involved in its development and /
or growth. Estrogen receptor (ER) has been scarcely found in this tumor. Expression of ER alpha
and beta isoforms and Progesterone receptor (PR) was analyzed immunohistochemistry using
isoform-specific ER and PR antibodies in paraffin embedded tissue blocks from seven cases of
PCN of the pancreas. ER alpha and ER beta were present in two and six tumors, respectively and
PR was identified in six tumors. ER beta expression predominated over the alpha isoform in
PCN. The presence of sex hormone receptors in pancreatic tumors that are predominant of young
females suggests the participation of gonadal steroids in the development and control of

pancreatic cancer.
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II1I. INTRODUCCION

Durante muchos afios la investigacién cientifica ha contribuido a la comprensién de la
participacion de las hormonas esteroideas en los mecanismos de regulacion, crecimiento y
diferenciacién de tejidos, asi como a su funcién en oOrganos sexualmente dimorficos. Las
hormonas esteroideas también estan involucradas en la historia natural de enfermedades y
neoplasias, entre los que se encuentra el cancer de prostata, de glandula mamaria y endometrio,
asi como en tejidos que clasicamente no se relacionaban los efectos de dichas hormonas tal es el

caso de algunos tumores del cerebro y pancreas.

En los mamiferos existen principalmente tres 6rganos endocrinos que se especializan en la
produccion de hormonas esteroides: la corteza adrenal, el ovario y el testiculo. Durante el

embarazo la placenta es una fuente adicional para la produccion de hormonas esteroideas.

La capacidad de las células esteroidogénicas para la biosintesis de esteroides especificos es
determinada por la presencia y actividad de complejos enzimaticos codificados en genes de
expresion tejido especificos. El nivel de expresion de cada enzima varia dependiendo de tres
caracteristicas: (1) la expresion celular y/o tisular que es determinada durante la etapa
embriogénica de diferenciacion celular; (2) la expresion basal en ausencia de cualquier tipo de
estimulacion hormonal; y (3) la expresion regulada por sefiales hormonales. Cada uno de estas

caracteristicas representa la funcionalidad de elementos que regulan distintos genes.

En el tejido pancreético de diversas especies, incluido el humano se ha descrito la actividad de
las enzimas 5-a-reductasa, la 3-B-hidroxiesteroideshidrogenasa, y 17-B-
hidroxiesteroideshidrogenasa, cada una de ellas involucradas en la biotransformacion de
hormonas esteroideas. La actividad de las enzimas antes mencionadas fue demostrada en un
modelo experimental de pancreas canino, el cual se aislo, y se prefundié con testosterona

radiactiva [°’HT]. Los resultados mostraron la conversién de testosterona en androstendiona y

estradiol ()
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Un complejo enzimatico de suma importancia en tejidos esteroidogénicos (corteza suprarrenal,
ovarios, testiéulos y placenta), es el citocromo P450scc. Este cbmplejo se localiza en la
membrana interna de las mitocondrias y tiene como funcién romper la cadena lateral del
colesterol para formar pregnenolona. Esta primera reaccion es considerada el paso limitante en la
biosintesis de todas las hormonas esteroides in vivo.

Parte de los objetivos de esta tesis fue demostrar en extractos subcelulares de péancreas la
expresion del gene CYP11A1 (citocromo P450scc), y su funcionalidad. Investigaciones recientes
han demostrado la presencia de este complejo en las células de la glia del cerebro en la rata, el
cual no es considerado un tejido esteroidogénico clasico (@)

Las hormonas esteroideas estan involucradas en el desarrollo y crecimiento de algunas
neoplasias, y recientemente se ha empezado a incluir el pancreas como un 6rgano que puede ser
también ser afectado. El cancer de pancreas en México ocupa el 4° lugar de los tumores malignos
mas frecuentes del aparato digestivo. Se conoce que el adenocarcinoma pancreético afecta mas a
individuos del sexo masculino, y estudios clinicos han demostrado que los pacientes presentan
alteraciones en el perfil de androgenos circulantes, encontrdndose una disminucién de
testosterona y un aumento de la dihidrotestosterona y androstendiona. Estos cambios en el perfil
androgénico han sido propuestos como un marcador tumoral para el diagnéstico y seguimiento
de la enfermedad (@}

Dentro de la gama de tumores de pancreas, el tumor quistico papilar (PCN), un tumor
extremadamente raro que se ha relacionado con los efectos de las hormonas esteroides sexuales.
Los primeros reportes en la literatura datan de 1911, actualmente se conoce que tiene una
incidencia casi exclusiva en mujeres (9:1), y la mayoria de los casos ocurren durante la vida
reproductiva. Comprender la fisiologia de las hormonas esteroideas en el pancreas, y la
dependencia hormonal en los tumores pancredticos, ayudaria a mejorar las estrategias

terapéuticas y podrian surgir otras alternativas terapéuticas.
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HISTORIA DEL PANCREAS

La primera descripcion del pancreas data del afio 300 A.C. por Herophilus de Caledonia, y asi
es nombrado durante los siguientes cuatro siglos como lo sefiala Rufus de Ephesus 100 afios

D.C.

El nombre pancreas se derivada del griego pan-(todo) y kreas-(carne)
Pdncreas: todo carne o carne fresca
El pancreas fue descrito en sélo 14 palabras griegas las cuales se enuncian en las lineas 175 y
176 del primer diccionario griego: ZEPI ONOMASI ASTQNTOYANOPRQIIOYMOP
I @N.
En la linea 175 se refiere a un tejido acostado a lo largo de la primera porcion del intestino, y en
la linea 176 como un tejido fresco y adiposo.
En los tratados de Aristoteles sobre historia animal la palabra pdncreas es considerada un

término popular en los estudios de zoologia (RGN

ONTOGENIA DEL PANCREAS
La ontogénesis del pancreas ha sido sujeta de controversia durante muchos afios, particularmente
en los ultimos 50 afos el tema de discusion ha sido la organogenia y la histogénesis de los islotes
de Langerhans. Su origen endodérmico fue establecido, se conoce que las células endocrinas de

los islotes se desarrollan de células epiteliales de los conductos pancreaticos .

Sin embargo el desarrollo de estudios citoquimicos y ultraestructurales asi como los mensajeros
quimicos producidos en estas células evidencié que pudieran formar parte del concepto de
células endocrinas APUD (Amine Precursor Uptake and Decarboxylation), este concepto se basa
en la capacidad de las células para captar aminoacidos y descarboxilarlos - Datos en la
literatura demuestran que las células APUD se derivan de la cresta neural, y se encuentran
localizadas en la mucosa del tracto eséfago gastrointestinal (GEP) asi como en los islotes

pancreaticos por lo que se determind que pertenecen al sistema enteroendocrino (GEP).



Mas tarde las células del sistema enteroenddcrino (GEP), fuerén agrupadas en un sistema de
células endocrinas diversas, que incluyen: células del aparato respiratorio, células del hipotalamo
(productoras de oxitocina), células principales de las glandulas paratiroides, células C de la
glandula tiroides, células cromafines de la médula suprarrenal, por lo que en la actualidad reciben
el nombre de sistema neuroendocrino difuso ' Esta denominacién se debe a que varias de las
substancias hormonales también se encuentran en las células nerviosas, donde intervienen como
cotransmisores en sinapsis y muchas de ellas con funcién paracrina - En el pancreas fetal
humano las primeras células que se observan son las células alfa y delta las cuales contienen
glucagon y somatostatina sugiriendo que estas células tienen un papel de suma importancia para
la diferenciacion de las células beta, sin embargo esta relacion cronoldgica y funcional de las

células no aplica en todas las especies animales.

La estructura insular de las células pancreaticas endocrinas depende de una matriz
tridimensional de colagena {8J y de varios factores como glucocorticoides, hormona de
crecimiento, prolactina, lactoégeno placentario y neurotrofinas los cuales influyen en el desarrollo

pancredatico.

Durante la vida fetal el pancreas sintetiza y almacena proteinas, como la gastrina (G), y la
colecistoquinina (CCK), ambos neuropéptidos gastrointestinales estan involucrados en la funcion
enddcrina y exocrina del pancreas - Se han descrito dos receptores para la CCK, denominados
CCK-1 y CCK-2. Ambos receptores se expresan en las primeras etapas de gestacion, mientras

que en la vida adulta unicamente se expresa el receptor tipo 2 (CCK-2) -
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ORIGEN EMBRIONARIO

En el humano el pancreas se desarrolla a partir de las yemas pancredticas dorsal y ventral de

células endodérmicas que surgen de la porcion caudal del intestino anterior.

La yema pancreatica dorsal forma la mayor parte del pancreas, aparece en primer lugar y se

desarrolla en sentido craneal a una ligera distancia de la yema ventral.

La yema pancreatica ventral se forma posteriormente, cerca de la entrada del conducto
colédoco en el duodeno y crece entre las capas del mensenterio ventral. A medida que el duodeno
rota hacia la derecha y adquiere forma de C, la yema pancredtica ventral es arrastrada en sentido
dorsal junto con el colédoco. Aproximadamente en la 7" y 8 semana de gestacién ambos esbozos
pancredticos se fusionan formando un solo 6rgano. El desarrollo de la glandula pancredtica se
completa durante el periodo posnatal. Cada etapa de desarrollo es regulada por varios mecanismo
enddgenos, los procesos moleculares que regulan el crecimiento del pancreas permanecen aun

desconocidos

El conducto pancreatico principal se abre con el conducto biliar, por medio de la ampula de Vater
y desemboca en el duodeno. La parte proximal del conducto dorsal puede persistir como un
conducto accesorio denominado conducto de Santorini y desemboca en el duodeno a nivel mas

craneal.

Entre la 10* y 11 semana de gestacion se desarrollan las células endocrinas de los islotes de
Langerhans, a expensas de pequefios grupos de células obscuras que aparecen entre las células
epiteliales de los conductos. Este proceso de brotacion contintia durante la etapa fetal, de manera

que pueden hallarse islotes en diversas etapas de diferenciacion (TSRO
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Estudios moleculares y bioquimicos durante el desarrollo gestacional en el pancreas humano han
demostrado que la sintesis y almacenamiento de enzimas pancreaticas, y de insulina ocurren al

menos en 3 etapas:

Iera. Estado de prediferenciacion (dia 11 de gestacion /20-25 somitas) cuando el pancreas
aparece como un diverticulo del tubo digestivo embrionario, no existe actividad enzimética

detectable.

2da. La protodiferenciacion (dia 12-14 de gestacion /35 somitas) la actividad enzimatica esta

presente y sus niveles son relativamente bajos en los rudimentos pancreaticos

Jera. El estado de diferenciacion embrioldgica (del dia 15 de gestacion hasta el término de esta)

la actividad especifica de proteinas exocrinas pancreéticas se incrementa en diferentes tiempos.

Existen ramificaciones secundarias a expensas de brotes endodérmicos, sus extremos forman
pequeiios brotes epiteliales que se unen para formar los conductos colectores, de los extremos de
estos conductos se forman los acinos pancredticos

Las fibras aferentes viscerales transportan sensaciones dolorosas relacionadas con la distension y
opresion del tejido. Estudios inmunohistoquimicos han demostrado la presencia de
terminaciones nerviosas (simpatica y parasimpatica) en la membrana basal de las células

endocrinas, tambien los capilares reciben terminaciones nerviosas las cuales controlan el rango
de perfusion sanguinea (OS2I
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ASPECTO MACROSCOPICO

El pancreas es una glandula rosada localizada en la zona retroperitoneal, sobre la pared posterior

del abdomen a nivel de las vértebras lumbares segunda y tercera.
El pancreas se divide anatdmicamente en 4 porciones: cabeza, cuello, cuerpo y cola.

La cabeza se encuentra rodeada por la arcada duodenal, en su parte anterior se localiza la vena
cava inferior, y en la parte posterior se localiza la vena mesentérica superior. La cabeza se une
con el cuerpo a través del cuello. El cuerpo ocupa la mayor parte de la glandula y se localiza
anterior a la arteria aorta abdominal. La cela del pancreas se extiende a lo largo de la pared
posterior del abdomen, localizandose anterior a la glandula suprarrenal y el rifién izquierdo,

llegando hasta el hilio del bazo.

La parte posterior del pancreas se halla desprovista de peritoneo, a excepcion de la cola, de esta
manera, la cabeza y el cuerpo son retroperitoneales y la cola intraperitoneal, recubierta por el
ligamento esplenorrenal. La relacion del pancreas con las estructuras vasculares casi siempre es
constante: la vena esplénica desde el hilio esplénico a través de la porcién postero superior de la
cola y del cuerpo, discretamente postero inferior a la arteria esplénica, la cual se observa anterior
a la cola del pancreas. La arteria gastroduodenal corre inferior a través de la superficie anterior

del pancreas entre la unién del cuello con el cuerpo.

El pancreas adulto mide de 20-25 cm de longitud por 4 cm de grosor, su peso varia entre 65-100
gramos. El volumen de la glandula esta ocupada por las células acinares 84%, los conductos 4%,

las células endocrinas 3% (islotes de Langerhans), los vasos sanguineos 5%, y el estroma 4 %
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- IRRIGACION E INERVACION

El aporte de sangre arterial que recibe el pancreas deriva de las arterias pancreaticoduodenales
supeﬁor e inferior y ramas pancreaticas de la arteria esplénica. Ramificaciones de estas arterias
conforman a las arterias interlobulares e intralobulares, estas arterias contribuyen con una o mas
arteriolas (vasos aferentes), en cada islote, formando cientos de capilares los cuales se
caracterizan por la presencia de zonas endoteliales muy aplanadas, de 0.1 pm o menos de
espesor, en las que hay fenestraciones de un didmetro promedio de 50 nm, que facilitan el

intercambio de materiales entre las células endocrinas y la sangre.

Las venas siguen a las arterias y se vacian en la vena porta o la vena esplénica. Los ganglios
linfaticos relacionados con el pancreas son los pancreatoduodenales, piléricos y mesentéricos
superiores.

Los nervios del pancreas aparecen en gran numero, partiendo del plexo celiaco y del plexo
mesentérico superior, las fibras son parasimpaticos desde el nervio vago, simpaticas de los
nervios esplacnicos y fibras aferentes viscerales, que principalmente transportan sensaciones

dolorosas relacionadas con la distension. Las ramificaciones nerviosas acompaian a las arterias

dentro de la glandula e inervan el tejido exocrino y los islotes.
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PANCREAS EXOCRINO
Acinos pancredticos
Estructura y morfologia celular

Tanto las glandulas salivales como la parte exdcrina del pancreas se derivan de evaginaciones del
endodermo, a partir del intestino embrionario durante la semana 14 de gestacion. El
conocimiento de la morfologia del acino se ha hecho por microscopia, demostrando actimulos

celulares de forma redonda u ovoide constituidos por una unica capa de células epiteliales.

Cada acino pancredtico estd formado de grupos de 15 a 100 células epiteliales (acinares) que
descansan sobre una lamina basal y una red de tejido conectivo. En preparaciones histolégicas
teflidas con hematoxilina eosina (HE), las células acinares tienen caracteristicas de células
epiteliales polarizadas de forma piramidal. En su porcidn apical se localizan una gran cantidad de
granulos de zimogeno empaquetados que representan el estado interno de secrecion enzimatica,

mientras que en la porcion basal se localiza el nticleo y los organelos celulares.

Las células acinares sintetizan cerca de 20 diferentes tipos de proteinas digestivas que son
secretados hacia la luz de los conductos pancreéticos, tienen ademas la capacidad de secretar un

liquido isotonico encargado del transporte de las proteinas de exportacion.

En los acinos se encuentra un segundo tipo celular perteneciente a las células ductales. Estas
células tienen caracteristicas epiteliales, su membrana contiene grados variables de
invaginaciones, y es importante comentar que estas células ductales manifiestan un grado

considerable de heterogeneidad morfolégica segin su localizacion a lo largo de los conductos

Finalmente, los acinos contienen células caliciformes esparcidas entre las células epiteliales que
revisten a los conductos interlobulares. Su funcion es sintetizar y secretar glucoproteinas de alto
peso molecular denominadas mucinas, las cuales al hidratarse forman moco que lubrica, hidrata

y protege a las células de la superficie epitelial.
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PANCREAS EXOCRINO
Acinos fisiologia

La secrecion exocrina del pancreas recibe el nombre de jugo pancredtico. Es elaborado por las
células acinares, centroacinares y epiteliales, contiene proteinas, iones como el potasio, sodio y
calcio, asi como bicarbonato. Este tltimo compuesto es altamente alcalino y es capaz de degradar
los componentes principales del alimento y neutralizar el pH acido gastrico, sin embargo la
composicion final probablemente refleja modificaciones a consecuencia del sistema ductual de la
glandula. Las proteinas del jugo pancredtico consisten en un grupo de 15 o mas enzimas y
proenzimas (zimdgenos), las cuales pesan entre 13,000 a 55,000 daltons y tienen un punto

isoeléctrico en el rango de 4.5 2 9.0

La funcion de las enzimas tripsina, quimiotripsina y carboxipeptidasas es degradar aminoécidos,
mientras que la ribonucleasa y desoxirribonucleasa actuan sobre las nucleoproteinas. La amilasa
pancredtica hidroliza a disacaridos el almidén, el glucogeno y la mayor parte de los demas
hidratos de carbono (no la celulosa). La lipasa hidroliza a los acidos grasos y al glicerol mientras
que la colesterolasa hidroliza a los ésteres de colesterol.

A excepcion de la lipasa, amilasa, ribonucleasa y desoxirribonucleasa muchas de las enzimas
proteoliticas son sintetizadas y secretadas como proenzimas inactivas en el jugo pancreatico y
luego son activadas en la luz intestinal por accion de la enzima enterocinasa. La enterocinasa es
secretada por el epitelio del intestino delgado en contacto con el quimo, actia sobre el

tripsindgeno y lo transforma en tripsina activa.

La regulacion de la secrecion exocrina es, en principio hormonal, pero también nerviosa. Las
hormonas que participan en dicha regulacion son: la secretina, la cual es secretada al torrente
sanguineo por las células enteroendocrinas (S) localizadas en el intestino delgado. Esta enzima

estimula la sintesis de bicarbonato y agua principalmente (Z5826).
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La colecistoquinina CCK, sintetizada por las células enteroendocrinas (I), localizadas en el
epitelio del intestino delgado. Esta hormona estimula la secrecion de gran cantidad de enzimas

digestivas, pero no aumenta la cantidad de jugo pancreatico.

La CCK es un péptido gastrointestinal al cual se le atribuye un papel importante sobre el
crecimiento del pancreas (IGMIIS2IN La interferencia con analogos que neutralizan la funcion de
la proteina (CCK), o el bloqueo del receptor, da como resultado la formacién incompleta del

organo.
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PANCREAS ENDOCRINO

Islotes pancredticos

Estructura y morfologia celular

Los islotes fueron descubiertos en 1869 por Paul Langerhans, y 20 afios después se conoce la

relacion funcional del metabolismo de los hidratos de carbono y la diabetes. En 1922 Banting y

Best aislaron el primer extracto de la insulina y su sintesis se realizé algunos afios después -

El pancreas endocrino estd constituido por acimulos de células ovoides denominados islotes
pancredticos que se encuentran dispersos en el tejido exdcrino. Aunque la distribuciéon de los
islotes es al azar, los l6bulos de la cola (en la porcién esplénica) contienen un nimero mayor de
éstos. En el pancreas humano como en la mayoria de los mamiferos, los islotes representan entre
2-3% del volumen total del tejido, equivalentes a 1 gramo. Existen evidencias que indican que el
tejido pancreatico contiene de 500 000 a 1 millon de islotes y cada uno con un diametro que
oscila entre 100-200 pm y estdn compuestos de varios cientos de células productoras de

hormonas.

La mayoria de los tipos celulares de los islotes fueron descritos originalmente sobre la base de los
componentes de tincion. Cuatro tipos diferentes de células endocrinas conforman el islote
pancreético, en base a su nomenclatura actual, se designan por letras mayusculas células A=alfa,

las células B=beta, las células D=delta y las células F=gama. (la denominacion anterior utilizaba

letras griegas) -

Estudios recientes basados en el contenido hormonal han demostrado la presencia de otros tipos
celulares como las células enterocromafines. Estas células secretan concentraciones bajas de
serotonina, su funcionalidad es poco conocida en pancreas y se cree que estas células pudieran

constituir el origen de tumores carcinoides -
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Las células A: representan aproximadamente el 20% de las células acinares en pancreas humano,
se localizan en la periferia del islote y a lo largo de los capilares, su funcion es la sintesis de
glucagon (Sl

Las células B: constituyen el 70% del total del tejido endocrino y se localizan principalmente en
la periferia y centro del islote. Histologicamente son identificadas por su afinidad con tinciones
selectivas como la seudoisocianina (la cual se une de manera especifica a la insulina localizada
en las vesiculas secretoras). Estas células son las encargadas de la produccion de insulina,
amilina - acido y-aminobutirico (GABA) - y factor de crecimiento neural (NGF), hasta
ahora descritos. {888l Ultraestructuralmente las células beta contienen numerosas vesiculas
secretoras de aproximadante 300 nm de didmetro, tienen caracteristicas electrodensas y cristales
poligonales o romboides que representan a las moléculas de insulina insoluble.

Las células D: se distribuyen de manera similar a las células alfa, conforman del 5-10% de la
poblacion celular en los islotes, en los roedores se localizan en la periferia del islote, tienen la
capacidad de sintetizar y secretar una isoforma de somatostatina (SEESON

Las células F: representan alrededor del 2-5% del islote, tienen como funcion la sintesis del

polipéptido pancreatico [l

Fotomicrografia de un corte de pincreas normal humano
Se observa la distribucion de acinos entre los cuales se localizan tres islotes pancreaticos
(fotografia adquirida de Novoscastra Laboratorios Ltd)
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Fotomicrografia de corte de pancreas normal humano.
Técnica de inmunohistoquimica: se muestra las células B secretoras de insulina, (donde se aplico anticuerpo
anti insulina), las células B se tifieron de rojo parduzco y se usé azul de metileno como coloracién de contraste
(24).

Fotomicrografia de corte de pancreas normal humano.
Técnica de inmunohistoquimica: se muestra las células A secretoras de glucagon, (mediante la aplicacion de
anticuerpo anti glucagon), las células A se tifieron de rojo parduzco y se usé azul de metileno como coloracion
de contraste (24).

26



Fotomicrografia de corte de pancreas normal humano.
Técnica de inmunohistoquimica: se muestra las células D secretoras de somatostatina, (mediante la aplicaciéon
de anticuerpo anti somatostatina), las células D se tifieron de rojo parduzco y se usé azul de metileno como
coloracion de contraste (24).

Fotografia de corte de pancreas normal humano.
Técnica de inmunohistoquimica: se muestra las células F secretoras de polipéptido pancredtico, (mediante la
aplicacion de anticuerpo anti polipéptido pancreatico), las células F se tifieron de rojo parduzco y se us6 azul
de metileno como coloracién de contraste (24).
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PANCREAS ENDOCRINO
Islotes pancredticos fisiologia

Como se menciono anteriormente las células del pancreas forman parte del concepto de “sistema

neuroendocrino difuso™ debido a que la mayoria de las células tienen similitudes estructurales y

funcionales, parecidas a las células del sistema endocrino gastrointestinal

Se ha demostrado que todas las células de los islotes estan representadas en la mucosa géstrica

con excepcion de las células B (beta) que se localizan exclusivamente en los islotes pancreaticos.

La interaccion entre las células es de suma importancia para el intercambio de moléculas como
iones, y glucosa entre otros. Esto se lleva a cabo a través de uniones comunicantes, por lo tanto
un estimulo puede inducir la liberacién de insulina, o la sincronizacion de la actividad eléctrica
entre las células beta, o al mismo tiempo tener un efecto sobre las células A y D inhibiendo o

estimulando la secrecion en cada una de ellas [@3)

La funcién principal de las células B (beta) es la sintesis de insulina -El gen que codifica esta
proteina se localiza en la region p-13 del brazo corto del cromosoma 11, bioquimicamente
constituida por dos cadenas polipeptidicas, denominadas A y B, unidas por dos puentes disulfuro,

un tercer puente intracatenario enlaza las posiciones 6 y 11 de la cadena A.

La insulina se sintetiza como preproinsulina, su RNA mensajero se traduce como un péptido de
109 aminoacidos, el cual es transformado por enzimas microsomales a proinsulina que contiene
86 aminoacidos que se repliegan sobre si a la altura del aminoéacido 35 formando los puentes
disulfuros, esta molécula es trasportada al aparato de Golgi y mediante dos endoproteasas, que
actian sobre los aminoacidos 3-arginina y 1-lisina, forman una molécula de 31 aminoacido
conocida como péptido C, el cual no tiene actividad bioldgica conocida. Se libera de las células

beta en cantidades equimolares a la insulina.
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La insulina tiene efectos sobre varios procesos metabdlicos en el musculo, higado y el tejido
adiposo. El efecto directo mas importante de la insulina es su capacidad para estimular el

transporte del glucogeno a través de casi todas las membranas celulares.

La secrecion de insulina se produce en respuesta a estimulos exdgenos, y depende sobre todo de
la concentracion de glucosa en la sangre. La glucemia elevada favorece la liberacién de insulina,
mientras que las glucemias normal o disminuida bajan la secrecion de insulina. Se ha demostrado
que la liberacion de insulina requiere calcio. Se ha propuesto que los granulos maduros que
contienen insulina en las células beta, se unen y alinen en los microtibulos que se contraen
después de la exposicion a concentraciones altas calcio intracelular, estimulando su secrecion.
Otro modulador importante en la secrecion de insulina es el cAMP, la glucosa induce
directamente su sintesis, sin embargo elevaciones de cAMP no estimulan la liberacion de
insulina en ausencia de glucosa por lo que se ha propuesto que existen otros estimulos para se
secrecion.

La adrenalina y noradrenalina ejercen regulacion hormonal, inhibe la secrecion de insulina por
unién con receptores alfa 2 adrenérgicos en las células B (beta), y la estimula por unién con
receptores beta adrenérgicos. En condiciones normales el efecto general de esta regulacion es
inhibidor.

La secrecion de insulina es estimulada por el péptido inhibidor gdstrico (GIP) liberado por las
células K de la mucosa del intestino delgado, se cree que es el factor intestinal fisiologico que
normalmente estimula la secrecion de insulina después de la ingesta de glucosa, y que

actualmente se denomina polipéptido insulinotropo dependiente de glucosa.
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La inervacion autonoma de los islotes también influye sobre la secreciéon hormonal, la
estimulaciéon de las fibras parasimpaticas aumenta la secreciéon de insulina (mediada por
acetilcolina como transmisor), mientras que la estimulacion de las fibras simpéticas inhibe la
liberacién de insulina por unién de la noradrenalina liberada por las terminales nerviosas a los

receptores alfa 2 de las células beta.

Las células A (alfa) tienen como funcioén la sintesis y secrecion de glucagon. La sintesis de esta
hormona es codificada por un gen que se localiza en el cromosoma 2, consta de 29 aminoécidos, se
deriva de una molécula de 160 aminoécidos. El proglucagon da origen a varios péptidos: (péptido
relacionado con glicentina, glucagon, péptido semejante a glucagon 1 (GLP-1, del ingles
glucagon-like peptide 1) y peptido semejante a glucagon 2 (GLP-2 del ingles glucagon-like
peptide 2). En las celulas alfa se sintetiza unicamente el glucagon. La concentracién de glucagon
en suero durante el ayuno, es en promedio, de 75pg/ml y su vida media varia de 3-6 minutos. Su
funcién principal es la liberacion del glucégeno almacenado (glucogendlisis), el mantenimiento

de la gluconeogénesis y la promocion de la cetogénesis mediante la activacion del cAMP en el

hepatocito @8)-

Las células D (delta) sintetizan un polipéptido denominado sematostatina constituido por 14
aminodacidos. Se conoce otro subtipo, secretado en el cerebro y en el aparato gastrointestinal
constituido por 28 aminodcidos, ambas isoformas se secretan en forma inactiva como
presomatostatina. Tiene como funcion regular la secrecién de otras hormonas sintetizadas en los
islotes - Para ejercer su accion cuenta con cinco receptores (SSTR)[@il los cuales estén
acoplados a la proteina G y son activados por fosfatasas. Su accion principal es la prolongacion
del tiempo de vaciamiento gastrico, la disminucion de la produccion de 4cido géstrico y gastrina,

la disminucién de la secrecidn exdgena del pancreas.
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Las células F (gama) se localizan en su mayor parte (80 a 85%) en la porcion posterior de la
cabeza del pancreas. Estudios moleculares y bioquimicos han demostrado que sintetizan el
polipéptido pancredtico (PP), hormona de 36 aminoacidos involucrada en la regulacion y secrecion
del pancreas exocrino. Dicho péptido es vertido a la circulacién mediante oscilaciones del tono
colinérgico que a su vez es regulado por la ingesta de alimentos y las concentraciones de glucosa
en la sangre. Los efectos fisiologicos del polipéptido pancreatico (PP) es la inhibicion de la
secrecion de bicarbonato y la relajacion de la vesicula biliar. La utilidad clinica del PP fue
marcador de neoplasias insulares, sin embargo puede elevarse en ausencia de tumores, en

enfermedades inflamatorias y en insuficiencia renal ()
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HORMONAS ESTEROIDEAS

Los esteroides son una subclase de lipidos que contienen una estructura basica de 4 anillos
unidos referidos como ciclopentanoperhidrofenantreno. Los esteroides comprenden una
subcategoria de compuestos quimicos que forman parte de una larga familia de substancias que

incluyen entre otras a las vitaminas A, E, K y al colesterol.

El colesterol (Chole=bilis stereos=solido) contiene 27 atomos de carbono y todas las hormonas
esteroides se sintetizan a partir de éste. Las células especificas en los tejidos esteroidogénicos
pueden sintetizar colesterol de nove a partir de acetato, 6 pueden movilizar ésteres el colesterol
intracelular o importar lipoproteinas del plasma. Cerca del 80% del colesterol celular proviene de
lipoproteinas circulantes. Existen dos tipos principales de lipoproteinas, las de baja densidad
(LDL) y las de alta densidad (HDL). Cada una se une a receptores especificos localizados en la
superficie celular que éstos se expresan en pequeiias vesiculas que unen a las LDL en circulacion

y se internalizan a la célula por endocitosis.

En condiciones fisiologicas el 20% de la capacidad esteroidogénica depende de la biosintesis de
colesterol intracelular. El colesterol intracelular libre es regulado por las lipoproteinas de baja
densidad LDL, estas lipoproteinas inhiben la sintesis de colesterol reduciendo la actividad de la
enzima hidroximetilglutaril Co-A reductasa (HMG-CoA), responsable de la biosintesis del
colesterol. La esterificacion de colesterol importado asi como el nimero de receptores para LDL,
en la superficie celular se regula a la baja. Se conoce que las lipoproteinas de alta densidad (HDL)

no son usadas para la biosintesis de esteroides -
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Un gran nimero de factores intervienen en la regulacion del acceso del colesterol a la membrana
interna en la mitocondria. Participan una proteina acarreadora de ésteres, de 13.5 kd, un péptido
activador de esteroidogénesis de 3.2 kd y una proteina de 8.0 kd. Este conjunto de proteinas son

capaces de enlazar al colesterol y transferirlo a la membrana interna en la mitocondria y

subsecuentemente iniciar el primer paso de la esteroidogénesis (8t

La pregnenolona se forma a partir del colesterol. El proceso se realiza eliminando al carbono 20
a través de una via de varios pasos intermedios, 20-hidroxicolesterol, 22-hidroxicolesterol y 20-
22 hidroxicolesterol. Tres diferentes enzimas estan involucradas, sin embargo una sola proteina
cataliza la reaccion completa. Esta enzima es la misma en todos los tejidos esteroidogénicos, se

localiza en la membrana interna de la mitocondria y recibe el nombre de citocromo P450scc.

Durante la ruptura del colesterol los electrones son transferidos por esta enzima a través de un
sistema que transporta electrones constituido por una proteina que no contiene un grupo heme y
que une al hierro el cual existe en forma soluble en la matriz mitocondrial. Esta proteina acepta
los electrones de NADPH vy los transfiere a la adrenodoxina reductasa localizada en la membrana
mitocondrial - El humano tiene un solo gen que codifica a la adrenodoxina reductasa,
aunque existen productos de corte y empalme que producen dos formas de RNA mensajero. La
importancia funcional de ambas isoformas se desconoce. Una vez iniciada la sintesis a partir del
colesterol, los productos finales dependen de las enzimas en el tejido especifico, asi se forman las

cuatro clases principales: glucocorticoides, mineralcorticoides, androgenos y estrégenos.
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Los esteroides sintetizados son vertidos a la circulacién o al sistema linfitico donde son
transportadas por proteinas como la SHBG (globulina de unién a las hormonas esteroides),
también llamada TeBG (proteina transportadora de hormonas esteroides sexuales). La SHBG o
TeBG es una glicoproteina de origen hepatico que pertenece a la familia de las globulinas, es
regulada entre otros factores por glucocorticoides, insulina, y prolactina. Otros tejidos donde se

ha demostrado su expresion son la placenta humana y el cerebro _

La ABP (proteina de union a andrégenos), es otro miembro de las proteinas trasportadoras de
esteroides. Es regulada por la hormona estimulante del foliculo (FSH) y los andrégenos,
mientras que las hormonas tiroideas y los estrogenos aumentan su sintesis. Ambas globulinas
(SHBG y ABP), se encuentran codificadas en un mismo gen, pero esta ultima es de origen
testicular (sintetizada por las células de Sertoli), las diferencias entre ambas son debidas a la
glucosilacion en el sitio de sintesis - La SHGB y la ABP interactian con proteinas localizadas
en la membrana plasmatica de los tejidos hormono dependientes generando sefiales de
transduccion que estimulan la actividad de la adenilato ciclasa y la acumulaciéon de AMPc

intracelular.

Existen factores que generan una modificacion en la capacidad de union de la proteina con sus
receptores, como los 4cidos grasos [@8) y los carbohidratos, los cuales se requirieren para el
reconocimiento del receptor con la membrana @8 Pardridge y col. @8 postulan que el
mecanismo de difusion de las hormonas esteroides a un érgano blanco depende de la velocidad
del flujo sanguineo, y de la velocidad de disociacion unidireccional del complejo entre la

proteina y el receptor, asi como la permeabilidad de la membrana a cada uno de los esteroides.
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RECEPTORES

Los receptores son proteinas que regulan la funcion de los genes en las células humanas. Estudios
realizados para calcular la cantidad de receptores que contiene cada célula blanco reportan que
son aproximadamente 10,000 moléculas, lo que representa el 0.01% del total de la masa celular
@ En el modelo clasico del mecanismo de accion hormonal los esteroides libres ingresan
desde el torrente circulatorio por difusion pasiva. Dentro de las células se unen a receptores
especificos, localizados en el compartimiento nuclear o citoplasmatico. En ausencia del ligando
los receptores se mantienen en una forma inactiva, asociados a complejos de proteinas de choque
térmico Hsp90 Hsp70 y Hsp60 - Una vez formado el complejo esteroide receptor, el
receptor sufre cambios en su conformacion que permite la formacion de dimeros del receptor. La
forma de dimero interactia con secuencias especificas del DNA de alta afinidad. Esas secuencias
se denominan elementos cis y estan localizados en el extremo 5°. La union del receptor al DNA

activa 6 reprime transcripcion de algunos genes.

Efectores

TRANSCRIPCION

Mecanismo de accién de los receptores para hormonas esteroides

Ligando: natural o artificial. Receptor: subtipos, isoformas, y variantes. 'fectores: elementos
de respuesta al DNA. co-reguladores, activadores, represores, asi como proteinas integradoras.
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Los elementos cis que regulan la expresion de los genes se dividen en 4 grupos principales:
promotores, elementos de respuesta a los esteroides (SER), silenciadores y estimuladores
independientes de las hormonas. Todos los receptores para hormonas esteroides comparten una
estructura basica similar constituida por:

1) Un dominio de union al DNA altamente conservado (DBD).

2) Un dominio de unién a la hormona (HBD) que es altamente conservado entre la familia de los
receptores para esteroides.

3) Una region localizada entre el DBD y HBD.

4) Un dominio amino terminal (N-terminal) que es la region hipervariable de los receptores -

Amino Terminal Carboxilo terminal
1
union al DNA
I'ransduccion union a

2

Modulacién de la trascripcién Sitio activo regién de control hormonal
Dimerizacion Dim

1. Propiedades de unién 2. Funciones

Estructura general de los receptores para hormonas esteroides.
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CITOCROMOS P450
Antecedentes historicos

El descubrimiento de la funcion fisiologica de los citocromos P450 se hizo en 1962 y atrajo la
atencion de muchos bioquimicos quienes fueron los encargados de investigar las propiedades
fisicas y quimicas de estas proteinas. Utilizando técnicas de espectro fotoquimica se demostro
por primera vez la participacion del citocromo P450 en la hidroxilacién de esteroides en el
carbono-21 por los microsomas en la corteza adrenal. Al mismo tiempo en diferentes bacterias se
demostro la presencia de los citocromos P450s. Su purificacion fue relativamente sencilla ya que

todos estos citocromos son solubles.

El citocromo P450 fue identificado en tejidos de vertebrados, invertebrados y plantas. En la
mayoria de los casos los citocromos se localizaron en la fraccion microsomal. El papel
fisiologico de esta familia de proteinas fue atribuido a enzimas que utilizaban NADH 6 NADPH

como fuente de equivalentes reductores para la reaccion de oxidacion.

En 1965, se demostr6 que el sistema de 11-B-hidroxilasa contenia el sistema de oxigenacion en
las mitocondrias en la corteza adrenal. El sistema de reductasa fue fraccionado por cromatografia
en una familia de proteinas ferrosas y una flavo proteina la cual era capaz de reducir a la proteina
ferrosa por NADPH. Esta proteina mostraba un espectro de absorcion similar a las ferrodoxinas,

lo cual la hizo merecedora de llamarse adrenodoxina.

Por otra parte, estudios sobre el citocromo P450 que contenia el sistema de oxigenasa en los
microsomas del higado demostrd que proteinas no férricas también estaban involucradas en este
sistema. Se consideraron dos componentes proteicos, el citocromo P450 y el citocromo NADPH

reductasa c, el cual transferia electrones desde NADPH al citocromo P450 (GOS70)
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P450 individuales.

Las familias estan designadas por nimeros romanos, las subfamilias por letras, y los P450
individuales por nimeros arabigos.

Los P450 que contienen mas del 59% de aminoacidos similares se designan por una misma
subfamilia genética, los P450 que contienen menos del 40% de aminoacidos similares

representan miembros de familias genéticas diferentes.

Los genes que codifican la super familia P450 deben tener las siguientes caracteristicas:

(1) Contener un grupo HEME no covalente.
(3) Usar equivalentes reducidos NADPH (algunas ocasiones NADH), y un dtomo de oxigeno,

obtenido del oxigeno atmosférico el cual tiene como funcién oxigenar al sustrato.

En los mamiferos los P450 se dividen en dos clases dependiendo de su localizacion intracelular y
de la enzima que recibe los electrones. Hay dos enzimas mitocondriales, el citocromo P450scc
(por sus siglas en ingles side-chain cleavage), y el citocromo 11-B-hidroxilasa - En el
humano el DNA sintetiza ambas proteinas mitocondriales. El genoma del citocromo P450scc se
localizada en el cromosoma 15 en la region 15q23-q24, constituido por 9 exones, 5 intrones y
contiene aproximadamente 20 Kb. Los citocromos P450 son proteinas altamente estables,
estudios in_vitre indican que los RNA mensajeros que codifican al citocromo P450scc, al
citocromo P450c11, al citocromo P450c17, y al citocromo P450c21 tienen una vida media que

fluctiia entre 5 a 30 horas.
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ESTRUCTURA QUIMICA
Citocromo P450scc

Estudios basados en la actividad enzimatica indican que cambios en las concentraciones

sanguineas de esteroides producen cambios en el nivel de enzimas esteroidogénicas especificas.

En el tejido testicular y adrenocortical la actividad enzimatica permanece constante durante la
vida adulta, aunque el nivel de esteroides secretados por estos dos 6rganos muestra fluctuaciones
temporales. En contraste en los foliculos del ovario la actividad de las enzimas en las células de
la granulosa cambia durante las etapas del desarrollo folicular. Como consecuencia los esteroides
ovaricos secretados fluctian durante el ciclo reproductor femenino. Fluctuaciones rapidas de
esteroides no reflejan cambios en el nivel enzimatico ya que estan determinadas por la regulacion

del substrato, el balance de la sintesis de nove y la degradacion metabolica normal.
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Estructura Citocromo P450scc

Estructura quimica del citocromo P450scc localizada en la membrana interna de la mitocondria.

39



EXPRESION DEL P450scc
Via esteroidogénica

En todos los tejidos esteroidogénicos el precursor a partir del cual se sintetizan las hormonas
esteroides es el colesterol, el citocromo P450scc se encarga del rompimiento de la cadena
colateral del colesterol y da lugar a la pregnenolona (P5), evento que se localiza en la membrana

interna de las mitocondrias en los tejidos esteroidogénicos.

El poder reductor para la reaccion del citocromo P450scc se aporta en forma de NADPH
mitocondrial a través de la enzima malica, el citrato deshidrogenasa dependiente de NADP"

(NADAP-ICDH) y la transhidrogenasa (TH).

El citocromo P450scc esta acoplado a una cadena respiratoria que consta de una flavo proteina
aceptora de electrones denominada adrenodoxina reductasa (AR), una proteina transportadora de

electrones con centro fierro-azufre, denominada adrenedoxina (adx) y el citocromo P450scc.

El citocromo P450scc se expresa en las tres zonas de la corteza adrenal, en el testiculo en las
células de Leydig, y en el ovario en las células de la granulosa de la teca interna, dependiendo del
estado de crecimiento del foliculo. Otros tejidos donde se ha reportado la expresion citocromo

P450scc es en placenta y cerebro.
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HORMONAS ESTEROIDEAS Y CANCER

Durante el pasado siglo muchas contribuciones cientificas se han realizado al estudio del cancer.

En 1966 el Premio Nobel de Medicina se otorgo al Dr. Charles Brenton Huggins quien demostro

la regresion de algunos tipos de neoplasias bajo manipulacién endocrina [#8l A partir de
entonces en la literatura cientifica se ha documentado la regresion en el tamafio de algunas
neoplasias como el cancer de prostata, de mama, de endometrio y ovario, posterior a tratamientos
con antagonistas de hormonas esteroides.

Se conoce que el aumento o disminucion en la expresion de los receptores a esteroides esta
intimamente relacionada al grado de diferenciacion de las células cancerosas, al grado de

invasion, y a la respuesta a los diferentes tratamientos hormonales.
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Diagrama donde se muestra los factores mds comunes y los organos blanco en el desarrollo de
enfermedades neopliasicas malignas -
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CANCER DE PANCREAS

El cdncer de pancreas ocupa un 10% de todas las neoplasias del aparato digestivo, su incidencia
se ha triplicado en los ultimos 40 afios, se desconoce la causa de este incremento. Ocupa el 14°
lugar de mortalidad entre los canceres mas comunes (incluyendo el cancer de pulmoén, de
glandula mamaria y colorrectal) -

Es mas frecuente en el sexo masculino 3:1 sobre el sexo femenino, sin embargo esta relacion
disminuy6 en la dltima década, lo cual pudiera indicar que actualmente las mujeres son
diagnosticadas mas oportunamente con esta neoplasia. La edad promedio son adultos mayores de
40 afios y su sobrevida a 5 afios es extremadamente baja alcanzando un 2%. Los mecanismos
moleculares y genéticos del cancer pancreatico permanecen ain desconocidos. Se han propuesto
factores etiolégicos asociados como el tabaquismo, alcoholismo y ciertos carcinogénicos
industriales (nitrosamidas). La dieta parece ser otro factor predisponente debido a los contenidos
elevados de proteinas y grasas, las cuales pudieran relacionarse con un incremento prolongado y
sostenido de la secrecion de enzimas pancreéticas como la colecistoquinina que tiene un efecto
trofico sobre las células pancreaticas. Es importante mencionar que enfermedades como la

pancreatitis crénica y la obstruccion ductual pudieran ser causas asociadas a la neoplasia.

REAS

~ Xenobioticos

m' i6n crém! ca

Ilustracion que muestra los factores mas comunes asociados en el desarrollo del cancer pancreitico
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OBJETIVO GENERAL

Identificar la actividad de sintesis de esteroides y la expresion de receptores para hormonas

esteroideas en el tejido pancreético.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Analizar la expresion de la transcripcion del gene para el receptor de andrégenos en el

pancreas utilizando modelos animales en diferentes condiciones endocrinas.

2. Demostrar la presencia de transcritos del gene CYPI1Al (citocromo P450scc), en
preparaciones de mitocondrias aisladas, y en homogenados de tejido pancreatico demostrar la

presencia y funcionalidad del complejo enzimatico P450scc.

3. Analizar que tipos de cé€lulas expresan receptores para el receptor de estrégenos en el pancreas

normal y tumoral usando técnicas de inmunohistoquimica.

HIPOTESIS

El desarrollo ontogénico del pancreas, plantea la posibilidad de que el pancreas tenga funciones
de sintesis y transformacion de hormonas esteroideas semejantes a las que ocurren en los
denominados tejidos esteroidogénicos clasicos. Existen evidencias experimentales que
demuestran la actividad de enzimas que transforman esteroides en el pancreas en diversos
modelos animales y en el humano. En el campo clinico se han relacionado ciertos tipos de
tumores pancredticos con el sexo y la edad de los individuos afectados. Por todo lo anterior se
propone que el pancreas tiene la capacidad de sintesis de hormonas esteroideas a partir de
colesterol. Ademas de sintetizar hormonas esteroideas el pancreas responde a los esteroides
sexuales como un tejido blanco, esta caracteristica se la confiere la presencia de receptores para

hormonas esteroideas.
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MATERIAL y METODOS

Reactivos para biologia molecular

Animales de laboratorio: ratas adultas machos y hembras de la cepa Wistar.
Reactivos y soluciones de Sigma-Aldrich.

RNA/later de Ambion.

GeneScreen plus membranas de DuPont.

Placas radiograficas (Kodak X-OMAT).

Reactivos para reaccion de polimerasa de Perkin Elmer.

Oligonucleétidos sintetizados por Gibco-BRL.

Reactivos para inmunohistoquimica

Poly-L-Lysine solucién de Sigma Diagnostics Inc.

Reactivos y soluciones de Sigma-Aldrich.

Anticuerpos primarios de Santa Cruz ( Bioselec S de R.L.).

Anticuerpos secundarios de INC.

Solucion diluyente de anticuerpos de Zymed Laboratories Inc.
3,3"diaminobenzidine tetrahydrochloride-plus kit de Zymed Laboratories Inc.

Metodologia empleada.

Extraccion de RNA.

Transcriptasa reversa (RT).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Disefios de oligonucledtidos.

Southern Blot.

. Técnica de inmunohistoquimica.
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DISENO EXPERIMENTAL
RECEPTOR DE ANDROGENOS

EXPERIMENTO # 1

Para realizar los estudios de biologia molecular del receptor de andrégenos se disefio un

experimento colocando grupos de animales (n=6) con las siguientes caracteristicas:

Grupo Caracteristicas Tratamiento
I (n=6) Neonatales -
11 (n=6) Ratas adultas hembras -
111 (n=6) Ratas adultas machos -
IV (n=6) Ratas adultas machos -
gonadectomizados
Ratas adultas machos Substituidos con
V (n=6) gonadectomizados ciclopentilato de testosterona
5 mg/Kg.

TABLA 1. Diseiio experimental para la expresion del receptor de andrégenos.
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EXPRESION DEL RECEPTOR DE ANDROGENOS
Extraccion de RNA total
Oligonucledétidos y reaccion de RT-PCR

En el experimento disefiado para la expresion del receptor de androgenos se utilizé como modelo
experimental a ratas de la cepa Wistar. Los grupos experimentales se prepararon como se
especifica en la TABLA 1. Después del sacrificio se obtuvieron por diseccion el péancreas,
prostata, vesiculas seminales y un fragmento de musculo diafragmatico. Se designaron como
tejidos control positivo para la expresion del gene del receptor de andrégenos (RA), prostata y
vesiculas seminales. Como tejido control negativo musculo diafragmatico, y tejido pancreatico
como experimental. Todos los tejidos se procesaron simultineamente, se aislo el &cido
ribonucleico total (RNAt) y su concentracion fue determinada por espectrofotometria UV.
Muestras de 20 pg de RNA fueron desnaturalizadas y sometidas a electroforesis en un gel de
agarosa al 1 % con formaldehido, para después ser transferidas a una membrana de nitrocelulosa
y fijadas (cross-linked), al vacio durante 2 horas a 80°C. La membrana fue prehibridada durante
18 horas a 42°C en una solucion de formamida al 50 %, 2X SSC (0.15M cloruro de sodio, 0.15M
citrato de sodio), 4X sol. de Denhart, 0.2 % sulfato dodecilico de sodio, (SDS) y 100 pg/ml de
acido desoxiribonucleico (DNA) desnaturalizado de esperma de salmon, para después ser
hibridada por 18 horas a 42°C empleando el método de random primer (Primer-it II, Stratagene,
La Jolla CA), y usando un fragmento del cDNA del receptor de androgenos marcado con [**P]-
dCTP, la actividad especifica aproximada de la marca fue de 1.3 x 108pmf’1.1g DNA. Después del
proceso la membrana fue colocada sobre una pelicula radiografica (Kodak X-OMAT) y expuesta

durante 24 horas a -70°C.
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El RNA total (1 pg) se utiliz6 como templado para la sintesis de DNAc mediante la reaccion
combinada de RT-PCR. Transcriptasa reversa (25 U), oligo (dt) (180 pmol), y de cada dNTP’s
(1.0 mM) del estuche comercial de (Perkin Elmer Thermostable rTth Reverse Transcriptase
RNA-PCR Kit). La amplificaciéon de cada DNAc por PCR se llevo a cabo con la Taq Polimerasa

(5.0 U), con 68 pmol de cada oligonucledtido en un volumen final de 100 pl.

Como controles internos negativos se utilizo:

Musculo diafragmatico (experimento #1).

Como control internos positivos se utilizo:

Prostata y vesiculas seminales (experimento #1).

Diseiio de los Oligos: Con base en la secuencia del DNA del receptor de androgenos
previamente descrita por Lubahn [@l§ se disefiaron y sintetizaron los oligonucledtidos para
generar el fragmento del DNAc del receptor de androgenos. Los pares de oligos utilizados se
muestran en la pagina 46.

También se sintetizaron oligonucledtidos para generar un fragmento del DNAc del gen

constitutivo de la ciclofilina.
Ciclofilina CF-1 Sentido 5°- CCC CAC CGT GTT CTT CGA CAT-3’
Ciclofilina CF-2 Antisentido 5°’- AGG TCC TTA CCG TTC TGG TCG-3’

Cada una de las reacciones de amplificacion del receptor de andrégenos y de ciclofilina, se llevo
a cabo en el termociclador automatico (Perkin Elmer) y consistio de 1 ciclo de 2 minutos a 95°C,
seguido de 32 ciclos (2 minutos a 95°C, 2 minutos a 55°C, 2 minutos a 72°C), finalizando con 1

ciclo de 10 minutos a 72°C.

48



Southern blot. Los productos de la reaccion de RT-PCR (10 pl) fueron separados por
electroforesis en un gel de agarosa al 1 % y visualizados empleando una tincion de bromuro de
etidio. El tamafio de los productos se determin6é por comparacion directa con el corrimiento
simultaneo de los fragmentos del DNA de oX174RF DNA/Hae III (marcador molecular),
posteriormente se transfirieron por capilaridad a membranas de nylon en presencia de SSC 10X
(citrato de sodio 0.3M, NaCl 3M). Los acidos nucleicos se fijaron covalentemente a la membrana
mediante la exposicion a luz ultravioleta durante 1 minuto. La membrana se prehibridé en SDS 7
% y fosfatos (Na2HPO4) 0.30 M durante 1 hora a 65°C. Al término del tiempo se adiciono la
sonda interna especifica para el receptor de androgenos (RA), o ciclofilina segin el caso,
marcadas con [*2P]-dCTP. Al termino de 18 horas de hibridacion, las membranas fueron lavadas
en altas condiciones de astringencia (SSC 2X, SDS 0.1 %), a temperatura ambiente y durante 5
minutos a 65°C. Después del proceso de hibridacién la membrana fue expuesta en una placa de

rayos X (Kodak X-OMAT) durante 10 minutos, y se realizé el analisis densitométrico.
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DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS
ANDROGENOS
SUBTIPOS

Receptor andrégenos tipo-B
1 918aa

NH2 DBD COOH

Receptor de andrégenos tipo-A
1 730aa

NH2 DBD COOH

FIGURA 3. Subtipos del receptor de andrégenos tipo Ay B

Oligonucleotidos para el receptor de andrdgenos isoforma tipo-B

A 3 Sentido: 5> CAC AGG CTA CCT GGT CCT GG 3

B
>

A 6 Antisentido: 5’ CGC ATC AAG CTG GAG AAC CCG ¥

ad
-

Tamaiio del fragmento obtenido: 865 pb

Oligonucleotidos para ciclofilina
Sentido: 5> CCC CAC CGT GTT CTT CGA CAT ¥

[
L

Antisentido: 5> AGG TCC TTA CCG TTC TGG TCG 3’

4
-

Tamaiio del fragmento obtenido: 453 pares de bases (pb).
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EXPRESION DEL GENE CYP11A
Extraccion de RNA total

EXPERIMENTO # 2

El modelo experimental fue disefiado con ratas hembras adultas de la cepa Wistar, de
aproximadamente 300 gramos de peso. Se sacrificaron y se obtuvieron por diseccion el pancreas,
las gldndulas suprarrenales, los ovarios, y un fragmento de musculo esquelético. Los tejidos
designados como tejidos control positivo para la expresion del gene CYPI11Al fueron las
glandulas suprarrenales y los ovarios, como tejidos control negativo musculo esquelético y
diafragmatico, y el tejido pancreatico como problema. Todas las muestras de tejido fueron
procesadas simultdneamente. Se aislé el 4cido ribonucleico total (RNAt) y su concentracién fue
determinada por espectrofotometria UV. Muestras de 20 pl fueron desnaturalizadas y sometidas
a electroforesis en un gel de agarosa al 1 % con formaldehido, para después ser transferidas a una
membrana de nitrocelulosa y fijadas (cross-linked), al vacié durante 2 horas a 80°C. La
membrana fue prehibridada durante 18 horas a 42°C en una solucién de formamida al 50 %, 2X
SSC (0.15M cloruro de sodio, 0.15M citrato de sodio), 4X sol. de Denhart, 0.2 % sulfato
dodecilico de sodio (SDS), y 100 pg/ml de 4cido desoxiribonucleico (DNA) desnaturalizado, de
esperma de salmon. La membrana fue hibridada por 18 horas a 42°C empleando un fragmento de
1.2 Kb del cDNA P450scc mitocondrial, (donado por el Dr. Ken I. Morohashi, Kyhushu University,
Fukuoka Japon) marcado con [*2P], la actividad especifica aproximada de la marca fue de ~1-1.5
x 10® cpm/jig DNA, empleando el método de random primer (Primer-it II; Stratagene, La Jolla

CA, USA). Después del proceso de hibridacion la membrana fue colocada sobre una pelicula

radiografica (Kodak X-OMAT), y expuesta durante 24 horas a -70°C.
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Oligonucledtidos y reaccion de RT-PCR

El RNA total (150 ng), de péancreas, musculo esquelético, glandulas adrenales y ovarios se
utilizaron como templados para la sintesis de DNAc mediante la reaccion combinada de RT-
PCR. El método utilizado para la técnica combinada de RT-PCR fue el protocolo de Perkin
Elmer Thermostable rTth reverse transcriptas Kit. A cada reaccion de RNA, se adiciond, 0.2 mM
de cada dNTP’s (A,C,G, y T), 0.75 uM de oligo (dT), 1.0 mM MnCl y 5.0 U de transcriptasa
reversa en un volumen final de 20 pL. La amplificacién de cada DNAc por PCR se llevo a cabo

adicionando la enzima Taq Polimerasa (5.0 U), y 0.75 de cada oligonucledétido.

Diseiio de los Oligos: A partir de la secuencia del citocromo P450scc, se disefiaron y se
sintetizaron los oligonucledtidos generando un fragmento del DNAc del citocromo P450scc. (se

muestran en la pagina 50).

Controles internos negativos: Musculo esquelético y musculo diafragmatico (experimento #2).
Agua estéril.
Controles internos positivos: Glandulas suprarrenales y ovarios (experimento #2).

Control interno del kit: pAW 109 RNA (308 pb) (experimento #2).

Las reacciones de amplificacion se llevaron en el termociclador automatico (Perkin Elmer), y
consistié en 1 ciclo de 2 minutos a 95°C, seguido de 35 ciclos (1 minutos a 95°C, 1 minutos a

60°C), finalizando con 1 ciclo de 7 minutos a 60°C.
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Southern blot. Los productos de la reaccion de RT-PCR (20 pl) fueron separados por
electroforesis en un gel de agarosa al 2 % y visualizados empleando una tincién de bromuro de
etidio. El tamafio de los productos se determino por comparacion directa con el corrimiento
simultaneo de los fragmentos del DNA de @X 174RF DNA/Hind III (marcador molecular). Estos
productos fueron transferidos por capilaridad a membranas de nylon, y prehibridados e

hibridados bajo condiciones similares a las descritas para el receptor de androgenos.

Secuenciacion. Los productos de RT-PCR de los tejidos se analizaron por secuenciacion directa.
Los productos fueron secuenciados en ambas hebras usando el Amplicycle sequencing kit (Perkin
Elmer Roche, Branchburg, NJ, U.S.A). Los productos de secuenciacion se analizaron en un gel de
poliacrilamida-urea al 8 % , el gel fue expuesto en una pelicula radiografica Kodak XAR-5

durante 8-16 horas a temperatura ambiente.
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DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS
Citocromo P450scc

Se disefiaron y se sintetizaron dos oligonucleétidos a partir de la secuencia del cDNA del gene
CYP11A reportada por Morohashi y col. -

El primero correspondio a la secuencia de los nucledtidos 238-258. Sentido: 5° GAG AAC TTC

CAG AAG TAT GGC.
1 gggcgctgaa tacagtcaca

el ttcccccacg <t gtcaaaggct
121 ggctggg ctcagggtyg cccactggcg
181 = tgagatcecccoce tectocctggtg
241 ac aaagtccacc
301 gecccgattta cagggagaag ctcggcaacg
361 atgtggccct tctoctttaag tccgagggoec
421 gggtcgoccta tcaccagtat taccagagac
481 cctggaagaa agaccgggtg gccctgaacc
541 actttttgcc cctgttggat gcagtgtctce
601 tcaagaaggc ggdctccgga aattactcggk
661l ccoctttgagtc catdactaac gtcatttttg
721 tgaacccocga ggcoccocfgagcga ttcattgatg
781 ccatgctcaa ccttcocgccocca gacctgttcocc
841 atgtggctgec atgggaggtg attttcagta
901 gggaattgag acagaaagga agtgttcacec
961 tgggagacag caagatgthoco ttcocgaggaca
1021 gaggggtgga cacgacgtdc atgaccctgcoc
1081 tgaaggtaca ggatatgcact cgggcagagdg
1141 acatggccac gatgctacag\ctggtccccc
1201 gacttcaccoe catctcaegtg coaotgcaga
12€61 attacatgat Ltocctgoccaag
1321 ccaccttctt cttcgacccg
1381 acatcaccta cttccggaac
1441 ggatcgctga gctagagatg
1501 aaatccaaca cctcagcgat
1561 ccatctcott caccttaectgg
1621 tggocctgcag ccacatggga
1681 cagtcgtctg tcococcaagtcce tgctecct\ttc
1741 tctcagtggt caccttcctc agctcagitg
1801 caataaacag ctgaaccatc g

gctgtgggga
accagacctt
agggagctgg
acaatggctg
ttcaccatgt
tggagtcggt
ccaacccaga
ccataggagt
aggaggtgat
gggacttcgt
gggacatcag
gggagcgcca
ccatctacca
gtaotgttcag
aagctgacat
acgattacacg
tcaaggccaa
agtggcactt
tcttggctgoc
tcctcaaaga
gatatcttgt
aagtggccat
acccaacccg
gctggggtgt
tcatcaatat
cattcaacct
aggaagcaac
ggggtggggc
tgcccagcct
ggccactcct

cagcatgctg
tctgagtgccoc
catctccacoc
gctaaacctg
ccagaattto
ttatgtcatc
acgattcctc
cctgttgaag
ggctccagag
cagtgtcctg
tgatgacctg
ggggatgctg
gatgttccac
gaccaagacc
atacacccag
tggcatgctc
cgtcacagadg
gtatgagatg
gcggcaccadg
cagcatcaaqg
aaatgacttyg
ctatgctctg
atggctgagoc
gcggcagtgt
gotggagaaca
cattctgatg
ccagcagtga
ccatggggtaoc
gctcagcagg
cttcacccac

taccatitct
cagaagtatg
gaccctgaag
atcccgcocct
aagtcggcag
gccaccaaga
cacaggcgca
ttccgoctttg
gaggaagtag
accagcgtcoc
tggaaggacac
aacttctact
tacagactcc
atgctggcag
gocacgcaacc
gocccagggag
gagacactaa
gttcocttaogag
ggccgagagc
aaagacaaga
ctgggacggc
ttcagagttg
cctgaaaagc
tCcagagagga
tctgcatctt
ttgaatgggt
cccatggaga

El segundo a la secuencia de los nucledtidos 553-570. Antisentido: 3° GCC CTG CTG CTT
GAT GCG.
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ACTIVIDAD DEL CITOCROMO P45scc
Extraccion de mitocondrias.

Se utilizaron los pancreas de perros mestizos para obtener las mitocondrias mediante
centrifugacion diferencial. El 6rgano se extrajo mediante cirugia, y se mantuvo a 4°C en una
solucion con pH 7.4 que contenia manitol 0.3M, HEPES 10 mM, EDTA 1 nM y 0.2 % de
albimina de suero bovino (BSA) libre de acidos grasos. El pancreas se limpi6 de tejido conectivo

y grasa, se cortd en pequeiios fragmentos fue homogenizado y posteriormente centrifugado.

La fraccion mitocondrial fue separada y suspendida en 2 ml de la misma solucion suplementada
con 3 mg/ml de BSA. La preparacion se incub6 por 10 minutos a 4°C y se centrifugé a 10,800 x
g durante 10 minutos, en un volumen final de 40 ml. Se separ¢ el precipitado y se resuspendi6 a

una concentracion final de 20 mg de proteina /ml.

La viabilidad de las mitocondrias fue evaluada por el consumo de oxigeno en la cadena
respiratoria empleando un electrodo tipo Clark. El valor medio del control respiratorio fue de 6.5

(n=3) y la relacion promedio ADP/O de 2.5, usando malato-glutamato como sustrato.

La actividad del P450scc fue evaluada por la velocidad de sintesis de pregnenolona en funcién
del tiempo. La cinética de produccion de pregnenolona se hizo en 10 experimentos
independientes. En cada uno de ellos se incubaron en forma simultanea dos series, una que se
consider6é como la condicion control y la otra en presencia del inhibidor especifico de la reaccion,
aminoglutetimida (AMG). Los resultados se expresan como promedio y la dispersion del valor

de los 10 experimentos para cada serie, y para cada uno de los tiempos de muestreo.
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Mitocondrias de pancreas

P5 pmol/mg proteina.
=
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--

o a0 20 30 E
TIEMPO
(Minutos)
I SERIE Sin Aminoglutetimida. SERIE Con Aminoglutetimida.

INCUBACION MITOCONDRIAL
Las mitocondrias intactas (Smg/ml de proteina) fueron pre incubadas durante 10 minutos a 30°C
en una solucion preparada con sacarosa (0.25 M), cloruro de potasio (20 mM), amortiguador de

fosfatos (10 mM), pH 7.4, trilostano (50 uM), colesterol (200 pg), y BSA (10 mg).

Una serie fue incubada en presencia de 1mM de DL-aminoglutetimida (inhibidor especifico del

complejo citocromo P450scc). La reaccion se inici6 con la adicion de malato 10mM.
Del medio de incubacion se tomaron alicuotas de 100 pl a los tiempos 2,5,10,15,20 y 30 minutos,

las cuales fueron depositadas en tubos que contenian 1ml de hexano. Las alicuotas fueron

guardadas a -4°C hasta el momento del analisis.
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Cuantificacion de Pregnenolona.

Se cuantifico la concentracion total de pregnenolona presente en el medio de incubacion
mediante radioinmunoanalisis especifico en fase liquida. La sensibilidad del método fue de 31.25
pg/ml con un coeficiente de variacion a esa dosis de 14 %. El rango dindmico de la curva

estandar se marco de 31.25 a 1000 pg/ml.
Los coeficientes de variacion intra e inter analisis fueron de 11 y 15 % respectivamente.

Los resultados que se discuten posteriormente, se calcularon empleando un programa de cémputo

desarrollado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) {9}
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ESTUDIOS DE INMUNOHISTOQUIMICA
EXPERIMENTO # 3

Para los estudios de inmunohistoquimica se obtuvieron datos del archivo de patologia del
Instituto Nacional de Ciencias Medicas y Nutricion Dr. “Salvador Zubirdn” y del Instituto Nacional
de Cancerologia, de los ultimos 10 afios, previa autorizacion. Los expedientes clinicos de 40
pacientes con neoplasia pancredtica fueron revisados obteniéndose datos clinicos, estudios de
laboratorio y gabinete. La estirpe histologica de cada una de las muestras tumorales fue ratificado

mediante la tincion de hematoxilina/eosina (HE).

PROTOCOLO

1. Cada muestra fue sumergida en xilol durante 10 minutos.

2. Posteriormente pasan por una serie de alcoholes en diferentes concentraciones 100 %, 90 %,
80 %, 70 %, durante 5 minutos en cada alcohol.

3. Se bloquea la peroxidasa endogena con perdxido de hidrogeno al 3 % diluido en agua, durante
10 minutos.

4. Se realizan lavados con buffer de fosfatos 3 X 2 minutos cada uno.

5. Se cubre el tejido con el ler anticuerpo durante 24 horas a 4°C.

6. Al término del tiempo de incubacién con el ler anticuerpo, se realizan lavados con una
solucion amortiguadora de fosfatos 3X 2 minutos.

7. Un lavado de 5 minutos con una solucién amortiguadora de fosfatos albimina al 5 %.

7. Se cubre el tejido con el 2do anticuerpo durante 60 minutos a temperatura ambiente.

8. Se realizan lavados con solucion amortiguadora de fosfatos 3 X 2 minutos y 1 lavado de 5
minutos con una solucién amortiguadora de fosfatos albimina al 5 % .

9. Se revela con Diaminobenzidina (DAB), se contratifie, se deshidrata y finalmente se realiza el
montaje con resina sintética (Depex, Eukitt), por ultimo se coloca un cubreobjetos para proteger

la preparacién.
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NOTA * Los tejidos control negativo son procesados sin adicionar el ler. anticuerpo, este es
remplazado por una soluciéon amortiguadora de fosfatos pH 7.4

ANTICUERPOS PRIMARIOS
e Para en receptor de estrégenos isoforma alfa(a): se tilizo inmunoglobulina monoclonal
de raton. (F-10): sc-8002. Péptido bloqueador sc-8002P (Santa Cruz Biotechnology).
e Para el receptor de estrogenos isoforma beta(f): se utilizo inmunoglobulina policlonal
de cabra. (N-19): sc-6820. Péptido bloqueador sc-6820P (Santa Cruz Biotechnology).
o Para el receptor de progesterona (PR): se utilizo inmunoglobulina monoclonal de ratén.

(C-20): sc-539. Péptido bloqueador sc-539P (Santa Cruz Biotechnology).

ANTICUERPOS SECUNDARIOS

o Se utilizo anti inmunoglobulina de raton marcado con biotina peroxidasa (marca ICN
cat. 689311).

e Se utilizo anti inmunoglobulina de cabra marcado con biotina peroxidasa (marca ICN
cat. 689332).

e Revelador: DAB-Plus Reagent Set. ( Zymed cat. 002020)
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SOLUCIONES UTILIZADAS PARA INMUNOHISTOQUIMICA

SOLUCION SALINA BALANCEADA

NaCl 6.83 gramos

KCl 0.20 gramos

Na,HPOy, 1.15 gramos

KH,HPO, 0.20 gramos
AGUA DESTILADA 1000 ml

* Ajustar el pH con NaOH IN6 HCI1 N

HIDROXIDO de_SODIO IN

NaOH 4.0 gramos
AGUA DESTILADA 100 ml
ACIDO CLORHIDRICO 1 N
HCI 8.28 ml
AGUA DESTILADA 100 ml

SOLUCION SALINA de_FOSFATOS pH 7.2

Na,HPOy, 1.48 gramos
KH,PO, 0.43 gramos
NaCl 7.0 gramos

AGUA DESTILADA 1000 ml

SOLUCION SALINA de FOSFATOS
con ALBUMINA SERICA BOVINA pH 7.2

Na,HPOy4 1.48 gramos

KH,PO, 0.43 gramos

NaCl 7.0 gramos

ALBUMINA 1.0 gramos
AGUA DESTILADA 1000 ml




FIJADORES

PARAFORMALDEHIDO AL 4% en SOLUCION de FOSFATOS 0.1 M pH 7.4

a) Fosfato monobasico NaH,PO, 2.75 gramos
AGUA DESTILADA 100 ml
b) Fosfato dibasico Na, HPO, 2.83 gramos
AGUA DESTILADA 100 ml
Mezclar Solucion a 9.5 ml
Soluciéon b 40.5 ml
PARAFORMALDEHIDO AL 8%
Paraformaldehido 4.0 gramos
AGUA DESTILADA 50 ml

la solucién con 2 gotas de NaOH 1 N.

fosfatos pH 7.4

PEROXIDO de_HIDROGENO

Mezclar 4.0 gramos de paraformaldehido en 50 ml de agua destilada a 60°C, aclarar
Los 50 ml de paraformadehido al 8 % se mezclan con 50 ml de amortiguador de

La solucién final: paraformaldehido al 4 % solucion amortiguadora de fosfatos.

INHIBIDORES
Peroxidasa endogena

Peroxido de Hidrogeno 1 ml
AGUA DESTILADA 9 ml
ACIDO PERYODICO
Acido peryédico 0.028 gramos
AGUA DESTILADA 100 ml

METANOL/ PEROXIDO de HIDROGENO (H;0-)

Metanol

97 ml

H;0; 3%)

3ml
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CROMOGENOS

Substrato revelador para peroxidasa con 3,-3"-Diaminobencidinatetrahidrocloruro (DAB)

Solucion Tris-malato a) Tris-malato 2.42 gramos
AGUA DESTILADA 100 ml
Soluciéon de HCI 37% b) HCI 0.83 ml
AGUA DESTILADA 100 ml
MEZCLAR Solucion a 5.0 ml
Solucién b 8.0 ml
AGUA DESTILADA 7.0 ml

e A 9.9 mldela mezcla agregar 0.1 ml de peréxido de hidrégeno al 30%.
e A 10 ml restantes agregar 0.005 gramos de DAB.

e La solucion que contiene DAB se le agregan 0.1 ml de la que contiene peréxido de

hidrogeno, inmediatamente antes de su uso.

Substrato revelador para peroxidasa con 3-Amino-9-Etil carbazol (AEC).

AMORTIGUADOR _de ACETATOS 0.2 M, pH 5.0

a) Acido acético glacial CH;-COOH 11.55 ml
AGUA DESTILADA 1000 ml

b) Acetato de Sodio anhidro CH;3-COONa 16.41 gramos
AGUA DESTILADA 1000 ml
MEZCLAR Solucién a 14.8 ml
Soluciéon b 35.2 ml

e Disolver 20 mg de (AEC) en 0.5 ml de N-Dimetil-formamida.

e Seagrega 9.5 ml de amortiguador de acetatos pH 5 y 3 gotas de H,0, al 3 %
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RESULTADOS
RECEPTOR DE ANDROGENOS

EXPERIMENTO #1

RINAt PANCREAS RATA NEONATAL (n=6)

FIGURA 1

Extraccion de RNA total de pdncreas bajo diferentes condiciones experimentales. El numero de
experimentos n=6y en cada grupo de ratas experimentales n=6

En el panel superior se muestra por duplicado RNA total, de 1 experimento donde se aprecia las
bandas de RNA de 28s y 18s. El carril 1 y 2 corresponde a pancreas de animales hembras
normales, carril 3 y 4 pancreas de animales machos normales, carril 5 y 6 pancreas de animales
machos gonadectomizados, carril 7 y 8 pancreas de animales machos gonadectomizados y
substituidos con testosterona.

El panel inferior, se muestra el RNA total de pancreas de animales machos neonatales.
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FIGURA 11

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Analisis del RNA por Northern Blot. carril 1: vesiculas seminales de animales machos
intactos, carril 2: vesiculas seminales de animales adultos machos gonadectomizados, carril 3:
control negativo carril 4: prostata de animales adultos machos gonadectomizados, carril 5:
prostata de animales adultos machos intactos, carril 6: vesiculas seminales animales machos
intactos, carril 7: vesiculas seminales de animales adultos machos gonadectomizados, carril 8:
pancreas de animales adultos machos carril 9: pancreas de animales adultos machos
gonadectomizados.

9.4 Kb

FIGURA III
1 2 3 4 5 6 7 8
9400pb
2320pb
560pb

RT-PCR. En el carril 1 se muestra el marcador de peso molecular A/Hind III, el carril 2
pancreas de animales neonatales, el carril 3 pancreas de animales adultos, el carril 4 el pancreas
de animales machos castrados, el carril 5 corresponde a pancreas de animales machos intactos, el
carril 6 pancreas de animales machos gonadectomizados y substituidos con testosterona, el carril
7 tejido testicular, y en el carril 8 control negativo (RNA sin RT-PCR). Los productos de la
reaccion tienen una longitud de aproximadamente 860 pb, que corresponde a la prediccion
tedrica del segmento amplificado del cDNA del RA.
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FIGURA IV

Southern blot de los productos del RT-PCR. El carril 1 corresponde a pancreas de animales
neonatales, el carril 2 pancreas de animales hembras intactas, el carril 3 pancreas de animales
machos castrados, el carril 4 pancreas de animales machos intactos, el carril 5 pancreas de
animales machos castrados substituidos con testosterona, el carril 6 testiculos.

Se realizo analisis densitométrico de los productos de RT-PCR del receptor de androgenos. Los
datos se expresan como el area total bajo la curva calculada por el método trapezoide.

Tejido de origen mm’
Pincreas hembras 1,561
Pancreas machos (neonatal) 1,523
Pancreas de machos gonadectomizados 978
Pancreas de machos intactos 584

Pincreas de machos gonadectomizados y
tratados con testosterona 144

Testiculo 344
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FIGURAV

Productos de RT-PCR de Ciclofilina utilizando los mismos DNAs. En el carril 1 pancreas de
animales neonatales, el carril 2 pancreas de animales adultos, el carril 3 el pancreas de animales
machos castrados, el carril 4 corresponde a pancreas de animales machos intactos, el carril 5
pancreas de animales machos gonadectomizados y substituidos con testosterona, el carril 6 tejido
testicular, y en el carril 7 vesiculas seminales. Los Oligonucledtidos utilizados CF1/CF2 (453 pb), e
hibridados con la sonda para ciclofilina [32P], descritos en Material y Métodos.

FIGURA VI

Receptor andrégenos cDNA

Ciclofilina cDNA

El perfil densitométrico del Southern blot de ciclofilina fue similar en el pancreas obtenido del
grupo de animales machos intactos y castrados.
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RESULTADOS
CITOCROMO P450scc

EXPERIMENTO #2

FIGURA 1

1.2 Kb

Analisis de Northern blot. Se muestra en el carril 1 y 2 péancreas, en el carril 3 y 4 musculo
esquelético. en el carril 5y 6 ovario, enel carril 7y 8 glandula suprarrenal. Un fragmento de
1.2 Kb del cDNA P450scc mitocondrial de bovino marcado con [32P] fue usado como sonda.
(Tiempo de exposicion 30 minutos).
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FIGURA II

”' 12K

Andlisis de Northern blot. Los tejidos presentados son: el carril I péancreas , el carril 2
musculo esquelético, el carril 3 glandula suprarrenal, y carril 4 ovario. Se aprecia una
hibridacion positiva solo en los carriles 3 y 4.

FIGURA 111

——- : g 330pb

Los productos obtenidos del RNA total después de la reaccion de RT-PCR, mostraron una
longitud de 330pb que corresponde al segmento amplificado del cDNA del citocromo P450scc y
se muestran en la Figura IIl. En el carril 1 (agua destilada, control interno negativo) en el carril
2 (muestra de pancreas de 5 pl ), en el carril 3 (musculo esquelético, tejido control negativo para
la presencia del P450scc) en el carril 4 (glandula suprarrenal), en el carril 5 (ovario) en el carril
6 marcador de peso molecular (eX174).
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FIGURA IV

Electroforesis de productos de PCR directo. En el carril 1 agua destilada (control interno
negativo) en el carril 2 pancreas, carril 3 musculo esquelético (tejido control negativo para la
presencia del P450scc), carril 4 glandula suprarrenal, carril 5 ovario, carril 6 diafragma, carril 7
DNA gendémico, carril 8 marcador de peso molecular.

Como se aprecia en la Figura IV, no existen productos de hibridacion en las muestras, lo cual se
interpreta como una ausencia de contaminacion por DNA.

FIGURAV

330pb

Analisis de Southern blot. El carril 1 (agua destilada, control interno negativo), carril 2
corresponde al tejido pancreatico (5 pl de muestra), se observa una hibridaciéon menos evidente,
carril 3 (musculo esquelético, tejido control negativo para la presencia del P450scc), el carril 4
(tejido adrenal), y en el carril 5 (ovario), se observa una hibridacién intensa, ambos tejidos
positivos expresan el citocromo P450scc.
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Las concentraciones basales de pregnenolona (antes del inicio de la reaccion) fueron de 25.76+-

8.19 pmol/mg de proteina mitocondrial para la serie control y de 23.12 +- 6.80 pmol/mg de

proteina para la serie con AMG, el analisis estadistico demostré que no existieron diferencias

entre ambas series (p=0.29).

La reaccion se inicio con la adicion de malato como agente donador de equivalentes reductores.

A partir de ese momento se iniciaron las colecciones seriadas de las alicuotas como se describio

en material y métodos.

Como se muestra en la siguiente tabla, los valores promedio de ambas series a diferentes tiempos

de muestreo fueron comparados mediante un analisis de la varianza (ANOVA). Se comproboé que

existian diferencias estadisticamente significativas a partir de los 2 min de incubacion. El valor

promedio, la desviacion estandar y el valor de “p” fueron calculados para cada tiempo.

TIEMPO CONTROL AMINOGLUTETIMIDA
(minutos) Pregnenolona pmol/mg (AMG) Pregnenolona Valor de p
proteina pmol/mg proteina

0 25.76+- 8.19 23.12+-6.80 0.294
2 28.55+-6.67 20.99+-10.43 0.032
5 30.26+-12.79 20.45+-4.69 0.036
10 36.80+-12.10 17.33+-5.11 <0.001
15 28.09+-7.56 16.18+-8.23 <0.001
20 29.18+-7.87 15.93+-8.49 <0.001
30 29.22+-8.72 13.34+-6.08 <0.001
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La cinética de produccion de pregnenolona fue totalmente diferente al comparar ambas series. En
ausencia del inhibidor (serie control), las concentraciones de pregnenolona presentes en el medio
de incubacion aumentaron en funcion del tiempo, alcanzando concentraciones maximas (1.5

veces el valor basal) a los 10 min de iniciada la reaccion.

En la serie incubada en presencia de inhibidor (AMG) se observo una disminucion constante de

la concentracion basal en funcion del tiempo.

La actividad del citocromo P450scc se estimé como el porcentaje de cambio de las
concentraciones basales de pregnenolona en el medio. En la serie control al final del periodo de
incubacion este mantuvo un cambio positivo del 19.5 %, mientras que en la serie con AMG, las
concentraciones de pregnenolona disminuyeron en un 45.6 %. La actividad del producto de la
expresion del citocromo P450scc fue demostrado por la capacidad de las mitocondrias del

pancreas de transformar el colesterol en pregnenolona.
Esta transformaciéon fue dependiente del tiempo y tuvo un comportamiento cinético bifasico,

caracterizado por un componente rapido que presento su maximo a los 10 minutos, seguido de

una fase de meseta.
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RESULTADOS
DE INMUNOHISTOQUIMICA

EXPERIMENTO # 3

Fotomicrografia de pancreas normal humano.
En el panel A se observa la inmunolocalizacién del receptor de estrégenos alfa en células que
conforman el islote pancreatico.
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Fotomicrografia de pancreas normal humano.

En el panel B se observa la misma inmunolocalizacion del receptor de estrogenos alfa en
células que conforman el islote. Material incluido en parafina, revelado con DAB y contratenido
con Hematoxilina
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Fotomicrografia de pancreas normal humano.

En el panel C se observa tejido control positivo (corte de ovario humano), del receptor de

estrégenos alfa

pancreas normal humano.

de

Fotomicrografia

enos beta. Material
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Panel D, corte de tejido pancreatico donde se muestran dos islotes pancreaticos con péptido
como control interno del anticuerpo para el receptor de es

neutralizante,

incluido en parafina, revelado con DAB y contratefiido con hematoxilina.



Fotomicrografia de pancreas normal humano.

En el panel A se observa la inmunolocalizacion del receptor de estrégenos beta en células que
conforman el islote pancreatico. Material incluido en parafina, revelado con DAB vy
contratefiido con hematoxilina.

Fotomicrografia de pancreas normal humano.

En el panel B se observa la inmunolocalizacién del receptor de estrégenos beta en el endotelio
de los vasos sanguineos entre los acinos pancreaticos. Material incluido en parafina, revelado
con DAB y contratefiido con hematoxilina.
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Fotomicrografia de pancreas normal humano.

anticuerpo del receptor de estrogenos beta. Material incluido en parafina, revelado con DAB y
contratenido con hematoxilina.

El panel C muestra un islote pancreatico con péptido neutralizante como control interno del
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Fotomicrografia de pancreas normal humano.

En el panel D se observa tejido control positivo (corte de carcinoma de glandula mamaria),
para el

receptor de estrégenos beta. Material incluido en parafina, revelado con DAB y
contratefiido con hematoxilina.
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DISCUSION

La relacion entre el adenocarcinoma del pancreas y alteraciones en el perfil de androgenos en el
plasma de hombres fue lo que llevo a nuestro laboratorio a investigar de una manera propositiva
la conexién entre las hormonas esteroideas y la fisiologia y patologia del pancreas. En 1987,
Robles-Diaz y col -demostraron que en un grupo de 22 pacientes con cancer del pancreas
habia cambios en el perfil de andrégenos del plasma, caracterizados por testosterona baja, y una
relacion testosterona/dihidrotestosterona (T/DHT) menor a 5. Esos cambios no se observaban en
pacientes con cancer de otras partes del tubo digestivo o en pacientes con pancreatitis cronica. En

ese tiempo se propuso la relacion T/DHT como un marcador tumoral del pancreas.

La especificidad y la sensibilidad de la relacion T/DHT se evalud, comparandola contra el
marcador antigénico CA 19-9. En 21 casos de cancer de pancreas y 62 controles con canceres
digestivos diferentes a pancreas y con enfermedades no malignas pancreatobiliares, la
especificidad de la relacion T/DHT como marcador tumoral fue del 98 %, significativamente
mejor que el 79 % obtenido cuando se uso el antigeno CA19-9 -. Estos datos confirmaban
que cambios en los androgenos estaban relacionados con el adenocarcinoma del pancreas. No

estando claro si las alteraciones de los andrégenos eran causa o efecto de la neoplasia.

En los modelos experimentales de cancer del pancreas inducidos por la inyecciéon de mitégenos
(azaserina), la incidencia era mucho mayor en animales macho @), lo que llevé a suponer que
algin factor hormonal, probablemente de origen testicular influia en la susceptibilidad a la
formacion de tumores. En 1987 el mismo grupo de investigadores demuestra que la
susceptibilidad de las ratas a desarrollar tumores pancreaticos inducidos por la azaserina es
mediada por testosterona (B8)-

Si en los casos clinicos se tenian alteraciones de andrégenos, y los modelos experimentales
demostraban que la testosterona facilitaba el desarrollo de tumores pancreéticos, lo que quedaba

por demostrar era que el pancreas tuviera la capacidad de transformar o metabolizar esteroides.
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La actividad de dos enzimas que transforman esteroides, la 5 alfa reductasa y la aromatasa habia
sido detectada en homogenados pancreaticos libres de células. Los tejidos analizados provenian
de sujetos adultos normales, de fetos humanos y de tumores -. En 1990 se describié por
primera vez la actividad conjunta del complejo enziméatico 3-beta hidroxiesteroide
deshidrogenasa—delta 5-4 isomerasa en el pancreas .. En ese estudio de describid y caracterizé
la actividad enzimdtica en mitocondrias de pancreas canino, demostrando la conversion de

pregnenolona a progesterona y de dehidroepiandrosterona a delta 4 androstendiona.

Estas evidencias experimentales fueron ampliadas con la demostracion de la actividad de la 17-

B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, por la conversion in_vive de testosterona en androstendiona,

5-a- dihidrotestosterona y estradiol en un modelo de perfusién en pancreas canino (.

Con las evidencias experimentales no queda duda de que el pancreas es un 6rgano que tiene la
capacidad de transformar esteroides y que expresa la actividad de las enzimas responsables de la
sintesis de progestadgenos, androgenos y estrogenos. Estas rutas metabolicas caracterizan a los
denominados o6rganos esteroidogénicos, siendo los mas estudiados las glandulas suprarrenales,
los ovarios, los testiculos y la placenta. Una caracteristica de los tejidos esteroidogénicos es la
capacidad de transformar colesterol en pregnenolona. Esta transformacion es dependiente de la
actividad de un complejo enzimatico, ubicado en la membrana interna de las mitocondrias
denominado Citocromo P450scc y que esta codificado en el gen CYPI11A1 del cromosoma 15
humano.

Uno de los objetivos de este trabajo de tesis fue dilucidar si el pancreas podria ser considerado
bajo el criterio antes sefialado un 6rgano esteroidogénico. Empleando el modelo de péncreas
canino, que ya habia sido utilizado con éxito para demostrar la presencia de enzimas que
transforman esteroides, demostramos que las mitocondrias aisladas tienen la capacidad de utilizar

al colesterol como sustrato para la formacion de pregnenolona.
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Esta reaccion se ha utilizado como indicativa de esteroidogénesis en la glandula suprarrenal y su
cinética se ha estudiado en presencia de inhibidores especificos de la reaccion.. Los datos que
obtuvimos en una serie de 10 experimentos demostraron: 1) la conversion de colesterol en
pregenolona, 2) que la produccion de pregnenolona es dependiente del tiempo de la reaccion, 3)

que la reaccion enzimatica es susceptible de ser inhibida con aminoglutetimida.

Todos estos datos concuerdan con los reportes de experimentos semejantes realizados en
glandulas suprarrenales, cuerpo liiteo y testiculo {88). La conclusion de estos experimentos fue
que las mitocondrias de pancreas expresan actividad de Citocromo P450scc. Faltaba demostrar la
presencia del transcrito del gen para afirmar sin lugar a dudas que no se trataba de una reaccion
semejante, o de una cadena de reacciones codificadas por diversos genes. El siguiente enfoque
experimental fue identificar en homogenados de tejido pancredtico el mensajero especifico del
gen CYP11A1. Para ese proposito se utilizé el modelo experimental de la rata y se amplificaron

las sefiales moleculares empleando las técnicas de RT-PCR.

Como se demuestra en la seccion de resultados, las muestras de ovario y suprarrenal produjeron
bandas de aprox. 330 pb que corresponden a la talla esperada para al fragmento del cDNA, las
muestras de musculo esquelético resultaron negativas y las muestras de pancreas produjeron en el
Southern blot una banda de hibridacién similar a las de ovario y suprarrenal. Para confirmar la
autenticidad del gene se secuencio el cDNA de la muestra de pancreas hibridada y se compar6 en
su secuencia con la reportada para el exon Il y parte del exon I . El analisis de las secuencias fue
idéntico, lo que autentificé la presencia de transcritos del gene CYP11Al en el pancreas. En
suma, se puede afirmar que la conversion de colesterol a pregnenolona en las mitocondrias

aisladas del pancreas se debe a la actividad enzimatica del citocromo P450scc.
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ESTA TESIS NO SALE
OE LA BIBLIOTECA

Si bien ha quedado definido que el pancreas es un érgano esteroidogénico, faltaba demostrar el
efecto que tienen los esteroides sexuales sobre el tejido pancreatico. Ya se ha comentado que los
androgenos favorecen la aparicion de neoplasias en modelos experimentales y que
epidemioldgica mente algunos tipos de tumores se presentan con diferente frecuencia en hombres
y en mujeres. Una posible explicacion para el comportamiento sexualmente dimorfico tendria
que estar dado por la presencia de receptores para esteroides en el pancreas. Con base en la
informacién de la literatura y debido a que no existian reportes que hubieran demostrado la
presencia del receptor de androgenos (AR) en el tejido pancreatico, nos propusimos investigar la

expresion y regulacion de ese receptor empleando como modelo experimental a la rata.

El receptor de androgenos, es un regulador especifico de la trascripcion de algunos genes y se
activa y regula su sintesis por la presencia de ligandos, tipicamente testosterona (#7). Con base en
este hecho, se disefiaron los diferentes grupos experimentales. Se buscaron condiciones donde las
concentraciones de testosterona fueran muy bajas (animales neonatales, hembras adultas y
machos adultos castrados), medias (machos adultos intactos) y altas (machos adultos castrados y
tratados con testosterona exdgena a dosis farmacolégica). Esto con el objeto de observar la
regulacion por sustrato de la expresidon del receptor en los tejidos blanco (prostata, vesiculas

seminales y testiculo) y en el pancreas como tejido problema.

Como era de esperarse, la expresion del receptor de andrégenos se observo de acuerdo a lo
previamente descrito, en las muestras de los tejidos blanco {#8). En ninguna de las muestras de
pancreas se aprecio sefial de hibridacion por el analisis de Northern blot. Ante este dato negativo
se plantearon las siguientes posibilidades; a) el pancreas no expresa la misma molécula receptora
para andrégenos presente en los tejidos sensibles a testosterona o, b) el nivel de expresion esta

por debajo del limite de deteccion del Norther blot.
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Se decidié recurrir como primera instancia a una técnica de amplificacion de la sefial de
transcripcion, combinando la trascripcion reversa del RNA total extraido de las muestras de
pancreas con la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR). Esta técnica habia sido utilizada

con éxito en la identificacién de la expresion de algunos genes en el ovario de la rata [§9).

Después de someter las muestras de pancreas a RT-PCR, el analisis de Southern blot reveld
sefiales positivas de hibridacion al cDNA del AR. Como se mostr6 en la seccion de resultados, el
patrébn de hibridacion vari6 en forma inversamente proporcional a la concentracion de
testosterona de los animales donantes. Esas variaciones en la expresion del mRNA del AR
reflejaban el efecto regulador a nivel geonémico del sustrato sobre la expresion del gene, tal
como se presenta en los tejidos blanco. Para eliminar la posibilidad de que los cambios en la
expresion fueran debidos a un error experimental, se coamplificé en la misma serie de muestras
al mRNA del gene de la ciclofilina. La hibridacién de la ciclofilina fue constante en todas las
muestras, por lo que inferimos que las variaciones observadas en el AR fueron debidas al

diferente ambiente androgénico de los animales y no al proceso de amplificacion de la sefial.

Se concluyo en este experimento, que a) la actividad transcripcional del AR en el pancreas esta
presente, aunque en mucho menor proporcidon que en los tejidos considerados como dependientes
de andrdégenos, y b) que aun a pesar de la baja expresion génica, ésta se regula por la presencia
del ligando especifico. Estas dos caracteristicas se interpretaron como indicativas de la

funcionalidad del AR en pancreas.
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Hay ya evidencias experimentales de la respuesta del pancreas como organo blanco de
andrégenos. En estudios recientes se ha demostrado que la testosterona aumenta los niveles del
mRNA de insulina in_vive e in vitro, que las concentraciones circulantes de testosterona modulan
la secrecion de la insulina, y que en cultivo de islotes tratados con testosterona se incrementa la

actividad del gene promotor de la insulina (B0)

Desde el punto de vista clinico, la incidencia de tumores pancreéticos esta relacionada con el
sexo y la edad de los individuos. Un ejemplo de este dimorfismo sexual es la incidencia del
adenocarcinoma. Durante la edad reproductiva (hasta los 45 afios de edad), la frecuencia es tres
veces mayor en el sexo masculino, pero después de los 55 afios la frecuencia es igual en ambos
sexos ({@@#6). Estos cambios sugieren que factores gonadales, muy probablemente los esteroides
sexuales tienen un papel importante en la predisposicion o proteccion para la aparicion de este

tumor.

El aparente efecto protector de los estrégenos en las etapas tempranas de la carcinogénesis
experimental ha sido descrito en algunos modelos experimentales @ pero no se ha esclarecido
si es por el efecto anti-androgenico de los estrogenos o una propiedad intrinseca de estos ultimos
compuestos. Los datos clinicos sugieren que es la primera posibilidad (efecto antiandrogénico) la

que pudiera estar relacionada con el efecto antitumoral.

A los esteroides ovaricos (estrogenos y progesterona) también se les ha involucrado en el
desarrollo de tumores pancredticos. Existen reportes en la literatura de casos clinicos, en los que
tumores del pancreas, predominante quisticos, se presentan con mayor frecuencia en el sexo

femenino (9.5 a 1) y preferentemente en mujeres en edad reproductiva -
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Uno de estos casos es el tumor quistico-papilar (PCN), el cual es una neoplasia de baja
malignidad y en el cual se ha sugerido la presencia de receptores para estrogenos - Con el
objetivo de relacionar el efecto de los esteroides ovaricos en el desarrollo del PCN y debido a la
poca informacion existente en la literatura con ese tipo de tumores, se decidi6 investigar en una

serie de PCN la expresion de los receptores para progesterona y estrogenos.

Se consiguieron muestras de PCN incluidas en parafina, en las cuales se utilizo la técnica de
inmunohistoquimica. El objetivo fue inmunolocalizar la proteina receptora utilizando anticuerpos
especificos contra el receptor de progesterona (PR), y de los subtipos, alfa y beta del receptor de
estrogenos (ER). En el 85 % de los casos (6 de 7 muestras estudiadas) se identifico el PR. En el
caso del ER, se observo que la isoforma beta del receptor se expresa en el mismo porcentaje que
el PR, pero la isoforma alfa, solo se identifico en el 2 8% de los casos (2 de 7). La baja expresion
del ER alfa en este tipo de neoplasia, puede ser la causa por la que algunos autores reportaban
como ausente a este receptor, ya que la mayoria de los estudios reportados se hicieron antes de la
clonacion del ER beta humano @8] Esta diferencia en la expresion de las isoformas del ER, es

una manifestacion de la actividad tejido especifico de los estrégenos como ha sido descrita para

otros tejidos -

La predominancia del ER beta puede estar relacionada con la baja malignidad del tumor, como se
demostrado en el céncer de mama - A diferencia del tejido pancreatico normal donde los
receptores de expresan principalmente en las células de los islotes, en el tejido tumoral los
receptores se inmunolocalizaron en las células acinares. Con estos resultados podemos concluir
que los esteroides ovaricos tienen receptores especificos en el tejido pancredtico, y que el
receptor de estrogenos expresa las dos isoformas conocidas, pero en forma preferencial la
isoforma beta. La caracterizacion del tipo de receptores presentes en el pancreas, y su capacidad
de regularse, abren la posibilidad de ensayar terapias hormonales especificas en aquellos

pacientes con tumores no resecables, metastasicos o recurrentes.
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CONCLUSIONES -

. En homogenados de pdncreas de animales en diversas condiciones endocrinas se
demostro la presencia del mRNA del receptor para andrégenos. Aun cuando la expresion
genética del receptor de androgenos es baja, las concentraciones del mRNA especifico
cambiaron dependiendo de la concentracion de andrégenos en el medio. Estos cambios son
similares a los reportados en tejidos que responden a los androgenos. Estos resultados se
interpretan como una evidencia de la funcionalidad del receptor de androgenos en el
pdncreas.

. Empleando la reaccion acoplada de la transcriptasa reversa y la reaccion en cadena de
la polimerasa fue posible demostrar en un andlisis de Southern Blot, la presencia de los
productos de transcripcion para el gene CYPIIAI

. El producto de trascripcion del gene CYPIIAI en el tejido pancredtico, es de talla
similar al expresado en los tejidos esteroidogénicos (ovario y glindulas suprarrenales)

L) Se demostro en preparaciones de mitocondrias aisladas por la transformacion in vitro
de colesterol en pregnenolona que el complejo enzimdtico citocromo P450scc tiene actividad
en el tejido pancredtico.

. La presencia de los transcritos del gene CYP1IAI y la actividad de su producto de
traduccion son evidencia de la actividad esteroidogénica de novo del pincreas

. Se demostro por inmunohistoquimica la presencia del receptor de estrogenos y del
receptor de progesterona en pdncreas humano. Se demostro que la forma predominante de

expresion del receptor de estréogenos es la isoforma beta.

El pancreas es un organo esteroidogenico, responde al efecto de hormonas esteroides, y tiene

un comportamiento sexualmente dimorfico.
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mary: Androgens influence the incidence and preva-
e of pancreatic cancer in humans and animal models.
o our knowledge there has been molecular demonstra-
on of the presence of neither the androgen receptor (AR)
or transcripts of the AR gene. Reverse-transcription
olymerase chain reaction (RT-PCR)-Southern blotting
as employed for molecular detection and measurement
the androgen receptor messenger ribonucleic acid (AR
‘mRNA) in pancreas. Total RNA obtained from pancreas,
prostate, seminal vesicles, and testes of neonatal and
adult male and female rats, as well as castrated males
bstituted with testosterone cyclopentylate, was ana-
lyzed by Northern blot technique. Positive hybridization
I to AR cDNA was obtained in all tissues assayed but not
.. in the pancreas. However, a clear AR *?P cDNA hybrid-
- ization signal was obtained in pancreatic tissues after

cDNA synthesis using RT-PCR-Southern blotting. The
levels of the AR transcripts obtained by RT-PCR in the
various pancreatic samples were as follows: adult females
and neonatal animals > castrated adult males > adult
males > castrated adult males substituted with testoster-
one. These results indicated that the pancreatic tissue
possessed transcriptional activity of the AR gene, al-
though to a lesser extent than the typical androgen re-
sponsive tissues (prostate and seminal vesicles). In con-
clusion, transcriptional activity of the AR gene in the pan-
creas seemed to be modulated by the androgenic milieu in
the tissue similar to that reported for the classical andro-
gen-responsive organs. Key Words: Androgen receptor—
Reverse transcription—Polymerase chain reaction—Rat
pancreas. ;

The pancreas is a mixed secretion gland, under
the influence of peptide and steroid hormones. Ex-
periments with azaserine-induced pancreatic tu-
mors have demonstrated that orchiectomized rats
developed fewer and smaller atypical acinar cell
nodules and that this protective effect of orchiec-
tomy is partially reversed with testosterone treat-
ment (1). The finding of sex steroid biosynthetic
enzymes in pancreatic tissue (2,3) and the demon-
Stration of testosterone biotransformation by the
isolated perfused pancreas strongly suggest the par-
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ticipation of androgens in the pancreatic function.
Binding proteins for estrogens, progesterone, and
androgens have been described in normal and ma-
lignant tissue (4), but to our knowledge definitive
evidence at the molecular level for the androgen
receptor (AR) has not yet been provided. In the
present communication, we attempt to detect,
quantify, and determine the regulation of AR mes-
senger RNA (mMRNA) in the pancreas of animals in
different "'endocrine conditions using reverse-
transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)
ampliftcation.

METHODS

Five groups of six Wistar strain rats each were
formed as shown in Table I.
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RNA extraction. Pancreas, prostate, seminal ves-
icles, and testis were removed immediately after the
animals were sacrificed, tissues were homogenized,
and total RNA was isolated by the guanidine
isothiocyanate~LiCl method (5). RNA concentra-
tion was determined by spectrophotometric analy-
sis.

Northern blot. Twenty micrograms of total RNA
for each sample was fractionated by electrophoresis
on a 1% agarose gel and then transferred onto a
nitrocellulose membrane and cross-linked at 80°C
for 2 h. Prehybridization was performed by over-
night incubation at 42°C in buffer (6). The mem-
brane was then hybridized to a AR cDNA which
was labeled with dCTP «-*?P by either nick trans-
lation (7) or random priming methods (8). After hy-
bridization the membrane was washed under high-
stringency conditions (6) and exposed to x-ray film
at —70°C using an intensifying screen.

RT. Total RNA extracted from each pancreatic
tissue was reverse transcribed to synthetize
stranded cDNA. Briefly, 1 pg of total RNA was
incubated for 60 min at 42°C with 25 U of AMV
reverse transcriptase (Promega) in a 20-pl reaction
volume containing 50 mM Tris-HCI (pH 8.3), 50
mM KCl, 10 mM MgCl,, 10 mM dithiothreitol
(DTT), 0.2 mM spermidine, 1 mM for each ANTP
and 180 pmol of random hexadeoxynucleotide prim-
ers.

Oligonucleotide primers. The sequences of the oli-
gonucleotide primers for PCR are shown in Fig. 1.
Exons A through H are represented. The primers
set flanked the AR cDNA sequence from base 383
to base 1248 as numbered by Lubahn et al. (9) and
corresponded to the N-terminal domain of AR. The
predicted size of the AR PCR product was about
865 bp. :

PCR. The single-strand cDNA synthetized by RT
was subjected to PCR. Twenty microliters of cDNA
was amplified with 68 pmol of each primer and 5 U
of Taq DNA polymerase (Promega) in a 100-p! vol-
ume. The reaction was performed for 32 cycles.
Each cycle consisted of an incubation period of 2
min at 95°C, 2 min at 55°C, and 2 min at 72°C, with

TABLE 1. Groups of Wistar strain rats studied (n = 6)

Group | Neonatals

Group 11 Adult females

Group 111 Adult males
* Group IV Adult gonadectomized males

Group V Adult gonadectomized males substituted with

testosterone cyclopentylate, 5 mg
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A

B _-f__c:_ ; D e dpdiala

m‘ Amplified fragment

Nucleotide sequence of the primers:

i
s bt

A3 CcCACAQGAQCTACCTGATCCTAG
5 3

FIG. 1. Structure of the AR ¢cDNA and the primer set for |
PCR. The primer set flanked the AR ¢cDNA sequence from b
383 to base 1248 and corresponded to the N-terminal domair
AR. The predicted size of the AR PCR product was calculy
as about 865 bp. Boxes A through H represenis the exons
the AR.

the last phase of 72°C of ‘the last cycle extended
10 min.

Southern blot. Ten microliters of PCR products
each sample was applied on a 1% agarose gel a
subjected to electrophoresis, then transferred t
nitrocellulose membrane and cross-linked to 8(
for 2 h. The membrane was then hybridized un«
conditions similar to those described for the Nor
ern analysis.

RESULTS

To assess the extent of expression of the AF
pancreas, we compared by Northern analysis
specific mRNA’s hybridization obtained in diffel
tissues. As shown in Fig. 2, RN A samples extrac
from androgen-responsive organs (seminal vesic
and prostate) exhibited a positive hybridizat
with the specific cDNA of the AR. It was clea
those samples that the different levels of expres:
of the AR mRNA corresponded to the endoc!
status of the animal. At low levels of circula

‘androgens (gonadectomized animals) the hybrid

tion signal was markedly increased, and in the p

-—AR

FIG. 2. Northern analysis of RNA prepared from differer
sues. 1, seminal vesicles, intact adult males; 2, seminal ves
gonadectomized adult males; 3, negative control tissue: 4.
tate, gonadectomized adult males: 5, prostate, intact adult @
6, seminal vesicles. intact adult males: 7. seminal vesicle
nadegtomized adult males: 8. pancreas, adult males: 9, panc
gonudectomized adult males. Molecular weight marker
shown on the left.
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ce of phyaiologicm levels (.\f' androgens lhe_hy-
jdization signal was less e:\-';dcm._ These findings
e interpreted as “down regulation™ of the AR
.pre“"- - Wy the ligand steroid. The mRNA ob-
I;'ne-- G :mncr_cu{i‘c tissue analy zed b)“Nonhem
ot did not show evidence of hybridization to AR
INA. To explore further the possibility of a low
vel of expression of the AR in pancreatic tissue,
.yond the detection limit of the Northern analysis,
g‘appliﬁd to the mRNA samples extracted from
ancreas the RT-PCR. which recently. was success-
dly employed to detect specific gene expression at
w RN A levels in rat ovary (10). Total RNA ex-
acte: 1 the pancreas of neonatal animals and
dult femules. adult males. castrated adult males,
nd castrated adult males substituted with testos-
srone, as well as testicles (positive control sam-
le), were reverse transcribed and the DNA prod-
icts amplified by PCR. Testicle RNA not reverse
ranscribed was used as a negative control sample
n these experiments. After standardization of the
oupled reactions, we obtained RT-PCR products
f ak 60 bp. which corresponded to the pre-
ficted s12<2 of the AR PCR product for exon A (Fig.
§). The amplified region of exon A is located in the
ess homologous region among the steroid hormone
eceptor gene superfamily and therefore increased

T 2 A-8 6 7 8

FIG. 3. RT-PCR products from total RNA. 1. MHindIll; 2,
Pancreas. neonstul animals, 3. pancreas. adult females; 4, pan-
Creas, castruted adult males. 5. pancreas. intact adult males: 6.
Pencreas. gonadectomized adult males treated with testosterone:

' adult 1esticle. ®. pegative control sampies {(RNA not reverse

Tanscertbed). The RT-PCR products were about 860 bp. which

e - ded 1o the predicted size of the AR PCR product

l: Jatne the primer sel of ohgonucicotides selected for
on A
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the specificity for the identification of the AR.
When the samples were analyzed by Southern blot-
ting, a clear AR **P ¢cDNA hybridization signal was
obtained (Fig. 4). As shown in Table 2, the levels of
the AR transcripts obtained by RT-PCR in the var-
ious pancreatic samples presented the following
pattern: adult females and neonatal animals > cas-
trated adult males > adult males > castrated adult
males substituted with testosterone. These varia-
tions in mRNA expression for pancreatic AR in-
deed reflected physiological changes induced by the
androgenic environment at genomic level. The
specificity of androgen regulation upon its own re-
ceptor was assessed by a coamplification experi-
ment using, in addition to the AR, the constitutive
protein cyclophilin (11). As shown in Fig. 5, the
densitometric profile of the Southern blot of cyclo-
philin was similar in pancreas obtained from either
intact or castrated males.

DISCUSSION

Androgens induce development and maintenance
of male reproductive tract tissues through their in-
teraction with a specific receptor. The AR is a
ligand-activated and trans-acting regulator of spe-
cific gene transcription (12). Studies on the AR have
recently been facilitated by the cloning of AR
¢DNA. The AR has a domain structure character-
istic of the steroid receptor family, with the greatest
sequence similarity to the progesterone, mineralo-
corticoid, and glucocorticoid receptors (13). The
use of AR ¢DNA probes in Northern blot analysis
has confirmed the presence of AR mRNA in repro-
ductive and nonreproductive tissues, but little is
known about the hormonal regulation of AR
mRNA, particularly in the nonclassical androgen-
responsive tissues.

Pancreatic cancer affects more men than women;
several clinical and experimental studies have fo-
cused on the possible role of androgens as indica-

——

AR
0.886 Kb

Southern blot analysis of RT-PCR products from pan-

FIG. 4.
creatic RNA. 1, neonatals; 2, adult females: 3, castraled males:
4. intact males: 5. castrated males + leslosterone: 6, testicle.
The position of the theoretical AR segment is marked at the
night.

Pancreas, Vol 11, No 3. 199



244 V. DIAZ-SANCHEZ ET AL.

TABLE 2. Densitometry analvsis of the AR transcripis
obiained by RT-PCR in pancreas

mm®
Female 1.561
Neconatal 1:.523
Gonadectomized males 978
Intact males 584
Gonadectomized males + lestosterone 144
Testes 344

Results are expressed as the total area under the curve calcu-
lated by the trapezoidal method.

tors and/or etiological factors in pancreatic carcino-
genesis (14). Low serum testosterone levels have
been found consistently in patients with pancreatic
carcinoma. Moreover, a low testosterone/dihydro-
testosterone ratio has been described, suggesting
increased tesiosterone untabe by the tumor and in-
creased biotransformation to the reduced metabo-
lite Sa-dihydrotestosterone (15). In experimental
models of pancreatic carcinogenesis, the tumor
growth rate is stimulated by testosterone, whereas
it is inhibited by antiandrogens or castration (16).
These studies suggest that testosterone exerts a
trophic effect on the pancreatic carcinoma. AR is
detectable using conventional ligand binding meth-
ods or Northern blot analysis in early-stage human
prostatic adenocarcinomas, in Dunning R3327 G
and H rat tumors, and in the LNCaP human meta-
static prostate tumor cell line (17); however, in the
nonclassical androgen responsive tissues, the ex-

F1G. 5. RT-PCR_ Southern blotting of the AR aad cyclophilin
({C). 1. hybndization with AR ¢DNA: 2, Hybridization with C
c¢DNA. A, Pancreas, intact males; B, pancr=as, casirated males.
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pression of the AR could be below the detectjq
limit. A strategy to increase the seasitivity for i
detection of steroid receptlor genes was rcponedb'
Hirata et al. This group reported, for the S\rage
receptor in brain tissue. that using mRNA (T.pc;
Southern blotting assay, the sensitivily increaseq
least 10*-fold (18). In the present study we followe
a similar approach to detect and quantify the a
mRNA in the pancreatic tissue. Positive hybridiz
tion to AR ¢DNA was obtained in pancreat
mRNA only after cDNA synthesis and amplific
tion using RT-PCR. The pancreatic tissue e:
pressed loss iranscniplional activity of the AR yer
than the typical androgen-responsive org .a1s. hoy
ever, the transcriptional activity of the AR gene
the nancreas appears to be modulated by the andr.
genic milieu, similar to that reported for androg:
target organs (19). The results prescnted here
demonstrate that in the pancreas, although the g
netic expression of the androgen receptor is loy
the levels of specific mRMNA changed dependi
upon the androgen concentration, similar to thatr
ported for androgen-responsive tissues. = o+ {in
ings are inlerpreted as e¢vidence of the functionali
of the AR in pancreas and gives further suppon
the hypothesis of an androgen dependency of soa
pancreatic tumors in animal models. Whether a
drogens contribute to the genesis ¢l pancreatic ca
cer or modulate its development in humans d
serves further investigation.
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Summary: In pancreas, the activities of several sex steroid—
transforming enzymes have been reported. Data have been ob-
tained in perfused organs, total tissue homogenates. and sub-
cellular organelles. These data, concurrent with the description
of the presence ol ligand-regulated steroid receptors, as well as
the sexually dimorphic behavior of some pancreatic tumors, are
clear evidence in support of the participation of steroid hor-
mones in the pancreatic function. In this study. the steroido-
genic ability of the pancreas was demonstrated by two different
methods: (a) in tissue homogenates, by the identification of
cytochrome P-450scc gene (CYP11A) transcripts after reverse
transcription—polymerase chain reaction amplification (RT-
PCR); and (b) in isolated mitochondria by the glutethimide-
dependent inhibition of cholesterol-pregnenolone biotransfor-

mation. The results obtained in a series of independent experi-
ments showed that (a) the pancreatic tissue posscssed
transcriptional activity of the CYPIIA gene, although 1o a
lesser extent than the typical steroidogenic tissues. and (b) iso-
lated mitochondria obtained from the pancreas were able con-
sistently to synthesize pregnenolone; furthermore. the addition
of the specific inhibitor aminoglutethimide (AMG) blocked its
synthesis. On the whole, these findings are interpreted as clear
evidences of the activity of the cytochrome P-450scc enzymatic
complex {P450scc), responsible for the transformation of cho-
lesterol into pregnenolone and considered the first and limiting
step in steroid biosynthesis. Key Words: Cytochrome
P-450scc—Pancreatic mitochondria—Pregnenolone biosynthe-
sis.

In human pancreatic tissue (adult and fetal), steroid-
transforming enzyme activities such as the aromatase
complex and the Sa-reductase have been found in cell-
free homogenates as well as in the mitochondrial frac-
tion of subcellular preparations (1). In canine pancreas,
we previously reported the activity of the 173-hydroxy-
steroid-dehydrogenase (2), and in the same experi-
mental model, the activity of the 3B-hydroxy-steroid-
dehydrogenase also was reported (3). These findings
taken together are strong evidence that in the human as
well as in the dog pancreatic tissue, there is a very active
biotransformation of steroid hormones. Furthermore in
dynamic studies such as the isolated perfused canine
pancreas. infused [*H]testosterone is readily transformed
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into other |3H]C-19 (mainly androstenedione) and
[3H]C-]8 steroid metabolites (4). Although species-
specific differences must not be disregarded. it is very
likely that in human pancreas. the same conversion takes
place. In support of this supposition is the finding that
male patients with pancreatic carcinoma show alterations
in the circulating androgen profile. There is no experi-
mental evidence in human pancreas to show that the
same phenomenon takes place; however, male patients
with pancreatic carcinoma show alterations in the andro-
gen profile. The changes are characterized by low tes-
tosterone, high androstenedione serum concentrations
and a low testosterone/dihydrotestosterone (T/DHT) ra-
tio (5). This distinctive serum androgen profile is seen
only in male subjects with adenocarcinoma and has been
proposed as a potential tumor marker for diagnosis, as
well as for follow-up purposes (5.6).

All of these experimental and clinical data strongly
suggest a role for steroid hormones in the physiology/
pathology of the pancreas and the possibility that the
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pancreas, in addition to its well-documented ability to
transform steroids, could also be capable of synthesizing
steroid hormones from cholesterol.

Cytochrome P-450scc, (P450scc) is the enzyme that
catalyzes the side-chain cleavage reaction of cholesterol
to yield pregnenolone; this is described as the first and
rate-limiting reaction in the biosynthesis of steroid hor-
mones (7). It is well known that P450scc is localized in
the inner mitochondrial membrane of the steroidogenic
tissues, such as those from adrenal cortex, ovaries, testes,
and placenta, and constitutes the expression protein of
the CYP11A gene (8-10). Recent immunochemical and
biochemical studies showed that P450scc is also present
in mitochondria from other tissues such as the white-
matter cells of the brain (11,12). To investigate whether
the pancreas has the capacity to synthesize steroid hor-
mones from cholesterol, we looked for specific tran-
scripts of the CYP11A gene in tissue homogenates and
for the conversion of cholesterol into pregnenclone in
isolated mitochondria preparations.

METHODS

Preparation of mitochondria

Pancreatic mitochondria were isolated from the pan-
creas of male mongrel dogs by differential centrifugation
(13). The pancreas was excised, cleaned of fat and con-
nective tissue, and chopped while suspended in cold iso-
lation medium (IM) prepared with 0.3 M mannitol, 10
mM HEPES., | mM EGTA, and 0.2% fatty acid-free
bovine serum albumin (BSA), adjusted to pH 7.4. The
pancreatic tissue was gently homogenized in a Polytron
(0.2 of maximal power) for 10 s and then centrifuged.
The mitochondrial pellet (light brown) was separated and
resuspended in 2 ml of IM supplemented with 3 mg/ml
of BSA and incubated in ice for 10 min; the volume was
adjusted to 40 ml with IM and centrifuged at 10,800 g for
10 min. The final mitochondrial pellet was resuspended
to a final concentration of 20 mg protein/ml. determined
by the method of Lowry et al. (14) by using bovine
serum albumin (fraction V) as standard.

Incubation procedure

[ntact mitochondria (5 mg/ml protein) were preincu-
bated for 10 min at 30°C in a medinum composed of 0.25
M sucrose, 20 mM KCI, 10 mM phosphate buffer pH 7.4,
5 mM MgCl,. 15 mM triethanolamine buffer pH 7.4, 50
pM trilostane, 200 pg cholesterol, and 10 mg BSA.
Where indicated, 1 mM pi.-aminoglutethimide (AMG re-
action inhibitor) was added. The reaction was started by
adding 10 mM malate. At the times indicated, 100-p.l
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aliquots were transferred into | ml hexane to stop the
reaction. All samples were kept at 4°C until analyzed.

Pregnenolone quantification

Total pregnenclone was extracted from the incubation
media aliquots by adding 10 ml of diethyl ether and
shaking for 1 min. Organic solvent extracts were evap-
orated to dryness, and the solid residue was resuspended
in 2 ml of phosphate-buffered saline, pH 7.2, 1% gelatin.
Duplicate aliquots of 0.5 ml were assayed for their preg-
nenolone concentration. Pregnenolone was measured by
a liquid-phase radioimmunoassay as described by Shears
and Boyd (15). Sensitivity of the assay was 31.25 pg/ml
with a coefficient of variation of 14%. The working
range of the standard curve was from 31.25 to 1,000
pg/ml. Within- and between-batch variation was 11 and
15%, respectively. Data reduction and data analysis were
performed by using a four-parameter logistic transforma-
tion of the standard curve (16).

Expression of P450scc messenger RNA

Total cellular RNA was obtained from pancreas, skel-
etal muscle, adrenals, and ovaries of adult Wistar rats, by
the method of Chomczynski and Sacchi (17). Samples of
total RNA (20 pg) were denatured and electrophoresed
on 1.0% agarose gels containing formaldehyde (final
concentration. 6.0%). Samples were transferred to hy-
bridization membranes (GeneScreen; DuPont, Boston,
MA, U.S.A.) and subsequently cross-linked tor 2 h at
80°C under vacuum. Membranes were prehybridized for
16—18 h at 42°C in 50% formamide, 2x 0.15 M sodium
chloride. and 0.015 sodium citrate (SSC), 4x Denhardt’s,
0.2% sodium dodecyl sulfate (SDS), and 100 pg/ml de-
natured salmon sperm DNA, and hybridized for 16—-18 h
at 42°C in 50% formamide, 4x Denhardt’s, 120 mM
sodium phosphate, pH 6.8, 0.1% SDS, 10 mM ethylene-
diaminetetracetic acid (EDTA), and 100 ng/ml salmon
sperm DNA, by using a 1.2-Kb fragment of the bovine
mitochondrial P450sce complementary DNA (cDNA;
kindly provided by Dr. K. Morohashi, Kyhushu Univer-
sity, Fukuoka, Japan), labeled with **P. The labeled
¢DNA probes were prepared (to ~1-1.5 x 10® cpm/pg
DNA) by using a random primer-labeling kit (Prime-it II;
Stratagene. La Jolla, CA, U.S.A.) and [*°P]deoxycyto-
sine triphosphate (dCTP; s.a. 3.000 Ci/mmol; DuPont-
NEN) (18).

After overnight hybridization, the membranes were
washed in 2x SSC at room temperature (2x 15 min) and
then with 0.1x SSC plus 0.1% SDS at 50°C for 15 min
twice. The washed membranes were then exposed to Ko-
dak X-OMAT film at —=70°C by using intensifying
screens (19). Oligonucleotide primers were designed
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from the P450scec cDNA sequence reported by Moroha-
shi et al. (20). Forward primer 5'GAG AAC TTC CAG
AAG TAT GGC corresponded to 238-258 nucleotides,
and reverse primer 5'GCC CTG CTG CTT GAT GCG
corresponded to the reverse complement of 553-570
nucleotides. This-set of primers was used for reverse
transcriptase—polymerase chain reaction (RT-PCR) and
sequence analysis.

The method for RT-PCR was performed as described
in the protocol from the Perkin-Elmer Thermostable rTth
Reverse Transcriptase RNA-PCR Kit. The reaction was
carried out on ~150 ng total RNA extracted from the
pancreas, skeletal muscle, adrenals, and ovaries. Sterile
distilled water and pAW109 RNA (308 bp) were used as
negative and positive internal controls, respectively.
Each RT reaction contained in addition to each RNA, 0.2
mM of each (A, C, G, and T) dNTPs, 0.75 pM of the
reverse primer, 1.0 mM MnCl,, and 5.0 units of the rTth
DNA polymerase diluted with water and buffer 1x up to
20 wl. The reaction mixture was incubated at 70°C for 10
min, and then diluted with 80 .l of a solution of 1.8 mM
MgCl,, 0.8x chelating buffer, and 0.15 pM of the for-
ward primer. PCR sequential cycles of amplification
were performed by using a Perkin-Elmer Thermocycler
for 35 cycles, each cycle consisting of 1 min at 95°C and
1 min at 60°C, the first step of 2 min at 95°C and the final
step of 7 min at 60°C.

Southern blot analysis

Twenty-microliter aliquots of the amplified PCR prod-
ucts were separated by electrophoresis on a 2% agarose
gel and visualized by ethidium bromide staining. Band
sizes of the products were determined by the mobility of
DX 174RF DNA Hindlll fragments. The amplified
DNAs were transferred to nylon membranes and then
hybridized under conditions similar to those described
earlier.

Sequence analysis

The nucleotide sequence of the RT-PCR product from
the pancreas was determined through direct sequencing
by the dideoxynucleotide chain-termination method (21).
The RT-PCR product was sequenced in both strands by
using an Amplicycle Sequencing Kit (Perkin Elmer-
Roche, Branchburg, NJ, U.S.A.). Products of the se-
quencing reaction were analyzed on an 8% urea—
polyacrylamide gel. After electrophoresis, the gels were
dried and exposed to Kodak XAR-5 x-ray films for 8-16
h at room temperature.

RESULTS

Mitochondrial viability was estimated by measuring
oxygen uptake through the respiratory chain by using a

Clark-type electrode. Mean respiratory control value was
6.5, and the mean ADP/O ratio was 2.5 by using malate-
glutamate as substrate. The kinetics of cholesterol side-
chain cleavage to yield pregnenoclone was evaluated in
10 separate mitochondrial preparations. Pregnenolone
production (pmol/mg protein) was assessed in serial
measurements of two sets of tubes at 0-, 2-, 5-. 10-, 15-,
20-, and 30-min incubation. One set was the control con-
dition, and the second had AMG as specific reaction
inhibitor. Pregnenolone mean baseline values were simi-
lar for the control and the AMG group (25.76 + 8.19
pmol/mg and 23.12 = 6.80 pmol/mg of mitochondrial
protein, respectively; p = 0.29). P450scc activity was
triggered by the addition of malate, as a source of reduc-
ing equivalents to the mitochondrial preparations. The
pattern for the time course of pregnenolone biosynthesis
in the control was totally different from that in the AMG-
treated mitochondria. In the absence of the specific
P450sce inhibitor, pregnenolone concentrations in-
creased as a function of time. reaching peak concentra-
tion values (1.5 times the baseline value) at 10 min of
incubation, whereas in the AMG-treated mitochondria, a
constant decline in pregnenolone levels was found
throughout the sampling period. Individual values ob-
tained in each experiment were pooled and subjected to
a statistical test [tz test within analysis of variance
(ANOVA)], finding that, indeed, between both series,
there were significant differences in the amount of as-
sayable pregnenolone, from 2-min incubation time on-
ward. Mean pregnenolone concentrations, standard de-
viations, and p values for both sets of conditions are
presented in Table 1.

Specific binding of the P430scc ¢cDNA was observed
in the Northern blot analysis only for RNA samples ob-
tained from adrenals and ovaries (positive tissues for the
presence of P450scc), whereas RNA samples obtained
from skeletal muscle and pancreas did not show evidence

TABLE 1. Pregnenolone concentrations (mean * s.d.
n = 10) in the conditioned media after incubation of
pancreatic mitochondria in control conditions and in the
presence of aminoglutethimide

Time of Control Aminoglutethimide
sampling pregnenolone pregnenolone
(min) (pmol/mg protein) {pmol/mg protein) p Value®
0 25.76 £ 8.19 23.12+£6.80 0.294
2 28.55 £ 6.67 20.99 £ 10.43 0.032
5 30,26 £12.79 2045 £4.69 0.036
10 36.80£12.10 17.33£5.11 <(.001
15 28.09 £ 7.56 16.18 £ 8.23 <0.001
20 29.18+7.87 1593 £8.49 <0.001
30 2022 £8.72 13.31 +£6.08 <(.001

“p Values were calculated by a paired 7 test within analysis of
variance.
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of specific binding of the labeled probe by this method
(Fig. 1). Further to explore the possibility of a low level
of expression ol the P450scc gene in these tissues, a
reverse transcription of RNA to ¢cDNA was attempted,
followed by subsequent amplification by using RT-PCR.
After the RT-PCR reaction, the resulting products were
size-fractionated by electrophoresis through 2% agarose
gel, transferred to nylon filters, and subjected to hybrid-
ization, as described in Materials and Methods. Adrenal
and ovarian samples displayed bands of ~330 bp. corre-
sponding to the expected molecular weight of the ampli-
fied ¢DNA fragment. The skeletal muscle sample re-
mained negative, and the pancreas sample produced a
hybridization band similar to those observed for adrenal
and gonadal samples (Fig. 2). In a Southern blot analysis,
positive hybridization with the specific probe for
P450sce was confirmed for adrenal, ovary, and pancreas
samples, as shown in Fig. 3. To eliminate the possibility
that the hybridization signals corresponded to genomic
DNA. a direct PCR (no RT reaction) was used as a
control. The RT-PCR products from the pancreatic tissue
were eluted and subjected to further amplification and
sequence determination. Sequence analysis of the cDNA
fragment demonstrated that the nucleotide sequence,
spanning the whole exon 11 and parts of exon I and exon
111, was identical to that reported for the rat P450scc gene
(data not shown).

DISCUSSION

The demonstration of the activity of sex steroid—
transforming enzymes in pancreatic tissue (1-3). the evi-
dence of [*H]|testosterone biotransformation into (*H|C-
19 and ['H]C-18 metabolites by the isolated perfused
organ (4), and the presence of functional steroid recep-
tors in tissue homogenates (22) are strong experimental

1 2

3 4

FIG. 1. Northern blot analysis: —1350 ng of RNA were applied in
lunes as follows: (1) pancreas, (2) skeletal muscle. (3) adrenal gland,
and () ovary. A | .2-Kb fragment of the bovine mitochondrial P450sce
CDNA labeled with P was used as probe.
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FIG. 2. RT-PCR products from wotal RNA. Ten pl of the product
was applied in lunes as follows: (1) water, (2) pancreas, (3) skeleta
muscle, (4) adrenal, (5) ovary, and (6) the molecular weight marke:
X174, The RT-PCR products were ~330 bp, which corresponded 1«
the predicted size ol P430sce cDNA fragment generated as described ir
Methods.

evidence that the pancreas is indeed an organ with great
similarities to the classic steroidogenic tissues. Choles-
terol, as the precursor in steroid biosynthesis, is trans-
ferred from blood and largely stored as cholesterol esters
within the steroidogenic cells. When required, it is re-
leased and passes into the mitochondria, where it is trans-
formed into pregnenolone by the cytochrome P450scc
enzyme encoded by the CYPI1IA gene. Mitochondria
isolated from pancreatic tissue homogenates are capable
of synthesizing pregnenolone. This event occurs as a
biphasic process, characterized by a rapid component ol
~10-min duration, followed by a secondary relatively
slow phase.

This kinetics of cholesterol conversion is similar (o
that found in bovine and dog adrenals, although in the
latter, pregnenolone synthesis occurs in a much shorter
period of seconds (13). Biotransformation of cholesterol
into pregnenolone is prevented by AMG. the amino-
derivative of the hypnotic drug glutethimide. AMG is a
recognized inhibitor of the cholesterol side-chain cleav-
age enzvme (P450sce) in mitochondrial preparations
Irom adrenals, corpus luteum, testes, and brain (23). The
drug has two enantiomers. D and L, and both are active.
When the racemic mixture was used for binding to cor-

1 3

2

4

5

330pb

FI1G. 3. Southern blot analysis of RT-PCR products: (1) water, (2]
pancreas, (3) skeletal muscle, (4) adrenal. and (5) ovary. The boving
mitochondrial P450sce ¢cDNA labeled with 7P was used as probe.



PREGNENOLONE BIOSYNTHESIS IN PANCREAS 4

pus luteum mitochondrial P450 and inhibition of
P450scc, an 1Cs, (half-maximal inhibition) value of 26
pM was reported (24). The proposed mechanism of ac-
tion of AMG is the interaction of the primary amine with
the cytochrome at a site near or within the heme pros-
thetic group. This prevents the binding of the substrate to
the enzyme and therefore the reduction of P450scc, a
necessary step preceding the oxidation of the substrate
(25). Pancreatic mitochondria incubated in the presence
of AMG showed a time-dependent decrease in the
amount of pregnenolone released to the incubation me-
dia, which was detectable as early as 2 min after the
addition of malate. Because the amount of AMG added
to the incubation media (1 mM) was well above the
reported 1Cq,. the inhibition of pregnenolone synthesis
persisted throughout the incubation period, yielding al-
most half the amount of the pregnenolone present before
the beginning of the reaction. These data are consistent
with the results reported in comparable experiments with
mitochondria obtained tfrom adrenal glands (13,26) and
reveal the presence of an enzymatic complex that has the
same mechanism of action as that of P450scc for the
conversion of cholesterol to pregnenolone. The expres-
sion of the CYPIIA gene is well documented in the
“classic’ steroidogenic tissues, such as those from adre-
nal cortex, testes. ovary, and placenta (27). In another
group of organs such as submandibular glands, stomach,
intestine, and brain, the finding of CYP11A gene tran-
scripts has been related to steroidogenic activity (28).
The biochemical evidence presented here gives support
to the assumption that the inhibition of pregnenolone
biosynthesis observed in the presence of AMG is in fact
due to the impaired activity of the P450scc enzymatic
complex.

In this study, by using the coupled reaction of RT-PCR
and Southern blotting, it was possible to demonstrate the
presence of transcripts of the CYPI 1A gene in pancreas.
This genetic evidence gives further support to the as-
sumption that the inhibition of pregnenclone biosynthe-
sis observed in the presence of AMG is in fact due to the
impaired activity of the P450scc enzymatic complex. It
might be that the pancreatic steroidogenic activity is re-
lated to paracrine or autocrine regulatory processes or
both. In support of this hypothesis, there is the finding
that in some tissues, pregnenolone acts as a noncompeti-
tive antagonist on the y-aminobutyric acid (GABA ) re-
ceptors (29). Indeed, in pancreatic islets, GABA is pre-
sent at concentrations comparable to those in the central
nervous system, and specific GABA , receptors also are
expressed in human pancreatic tissue (30). The role of
steroid hormones in the physiology of the pancreas is
scantily explored. To our knowledge. this is the first time
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that the activity of the CYPI11A gene is demonstrated ir
the pancreatic tissue. This finding establishes a new
scope for future studies on the physiology and patholog)
of the pancreas and may contribute to the understanding
of the changes occurring in the serum androgen profile ir
male patients with pancreatic cancer. Whether the steroic
synthesis is relevant only in male pancreas deserves fur
ther investigation.
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Introduction: Papillary cystic ncoplasm (PCN) of the pancreas is
a low-malignancy tumor affecting predominantly young females.
Sex steroid hormones have been involved in its development
and/or growth. Estrogen receptor (ER) has been scarcely found in
this umor. although there is some evidence suggesting expression
of the beta-isoform. Unlike ER, progesterone receptor (PR) ex-
pression has been consistently observed. Immunohistochemical
analysis of the two isoforms of ER has not been performed in this
tumor. Aim: To characterize expression of ER isoforms with an
immunohistochemical method. Methodology: Expression of ER-
alpha, ER-beta, and PR was analyzed by immunohistochemistry
using isoform-specific ER and PR antibodies in paraffin-
embedded tissue blocks from seven cases of PCN of the pancreas.

Results: Most patients were young females. ER-alpha and El
beta were present in two and six tumors, respectively. PR w
identified in six tumors. Conclusions: ER-beta expression pr
dominates over the alpha-isoform in PCN of the pancreas. Th
finding supports the idea that previous negative results on E
expression were a consequence of the use of antibodies with 1
anti-beta activity. The role of ER-beta in the milieu of facto
promoting the development and aggressiveness of PCN needs
be elucidated to address novel diagnostic and therapeutic a
proaches. Key Words: Pancreatic neoplasms—Papillary cyst
neoplasm—Estrogen receplor—Progesterone receptor—Ilmmun
histochemistry.

Papillary cystic neoplasm (PCN) of the pancreas consti-
tutes a tumor with low malignancy potential and accounts
for 1-2.59% of all pancreatic neoplasms (1,2). It affects
mainly women (female:male ratio, 9.5:1) in their second
and third decade of life, usually presenting with an indolent
clinical course (1.3). Tumors are characteristically large
{mean diameter, 10.3 cm) and mostly benign, although a
malignancy rate of 15% has been reported (3). Knowledge
about its cellular origin remains obscure. Exocrine acinar,
endocrine, and embryonal origins have been proposed (4).

Due to the high prevalence of PCN in young fertile
women, the possibility of a role for sex steroids in its de-
velopment and/or growth has been investigated (2,5-7).
These hormones are involved in the control of the normal
and cancerous exocrine pancreas (8—12), and a higher rate
of growth of PCN has been documented under states of
increased sex steroid stimulation, such as pregnancy (7).
Various studies have investigated the presence of estrogen
receptors (ER) or progesterone receptors (PR) in PCN by
using immunohistochemical staining, with controversial
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findings. However, expression of PR has been more co:
sistently reported.

Originally, effects of estrogens were believed to be m
diated by a single receptor, and the search for estroge
involvement in the pancreas was limited to this “classic
receptor. However, in 1989 Carbone et al., using a ligar
assay, tound that, in PCN, most of the steroid was bound
a newly identified ER (type Il or B-isoform), with very lo
binding to the previously addressed “classic” ER (type I
a-isoform). Also, identification of ER using immunohist
chemistry yielded negative results in the same cases (12
These findings offered an explanation for the negative r
sults obtained in the search for ER by available immun
histochemistry: antibodies used in immunostaining we
raised against the specific a-isoform sequences, thus ove
looking the B-isoform (13,14).

The more recent cloning of the human ER-B (15) and tl
advent of immunohistochemical commercial kits for i
identification have permitted a better characterization of st
steroid receptor expression profiles in several neoplasm
Identification of such a profile in PCN could give us val
able information about its origin and could be useful
defining tumoral behavior, in determining a prognosis, at
in predicting responsiveness to medical treatment, as h
been reported for other tumors (16-19).

The purpose of this study was to characterize the expre
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FIG. 1. A: Estrogen receptor-beta—ncgative control in a papillary cystic
tumor of the pancreas. B: Estrogen receptor-beta—positive control in a
breast carcinoma (Avidin-biotin complex). .

sion of ER isoforms in PCN, with an immunohistochemical
method, using a- and B-specific antibodies. Expression of
PR was also investigated.

MATERIAL AND METHODS

Paraffin-embedded tissue blocks from seven patients with
PCN of the pancreas referred to a third-level hospital be-
tween June 1994 and June 2000 were retrieved for immu-
nohistochemical analysis. The clinical records of these pa-
tients were reviewed, and 4-pm—thick representative tissue
slices from each case were prepared for the study. These
were stained with hematoxylin and eosin to confirm the
diagnosis of PCN. For immunohistochemistry, the system
streptavidin-biotin was used, performed in Ventana's auto-
mated stainer (NexEs, Tucson, AZ), using Ventana’'s basic
DAB detection kit for mouse/rabbit antibodies (standard
procedure) and open secondary kit for goat antibodies,
where donkey anti-goat biotinylated secondary antibody
(Santa Cruz, CA, diluted 1:100) with 30-minute incubation
was used. Antigen retrieval was performed using 10 mM
EDTA buffer pH 8 in a microwave pressure-cooker. In the
automated stainer, primary incubation time was 32 minutes.
Horse serum was used for blocking non-specific staining.
The following primary antibodies were used: anti ER-a (F-
10) (mouse monoclonal, Santa Cruz, CA, cat No. sc-8002)
epitope mapping at the carboxy terminus of ER-a of human
origin, non—cross-reactive with ER-3; anti ER-B (N-19)
(goat polyclonal, Santa Cruz, CA, cat No. sc-6820) epitope

ESTROGEN RECEPTORS IN PANCREATIC NEOPLASMS 259

mapping at the amino terminus of ER-B of human origin
specifically; and anti PR (AB-52) (mouse monoclonal,
Santa Cruz, CA, cat No. sc-810) specific for PR-A and
PR-B of human origin. All primary antibodies were diluted
1:100. Evident nuclear staining was considered positive.
Breast carcinoma tissue served as a positive control for
ER-a and ER-B and endometrium for PR. The same were
used for negative controls, stained without the primary an-
tibodies. Microphotographs of both positive and negative
controls for ER-B are shown in Figure I.

RESULTS

Histologically, all tumors had the characteristic features
of PCN (Figures 2 and 3). ER-a and ER-B were present in
two and six tumors, respectively, while PR was present in
six (Figure 4). Demographic and main clinical information
as well as immunohistochemistry results for each case are
presented in Table 1. Six of the tumors were found in young
fertile women; the other tumor was present in a 75-year-old
man. Clinical data from two patients (cases 6 and 7) were
not available. Except for the male patient, there was no
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FIG. 2. The wmor is composed of polygonal cells arranged in a solid
pattemn. Larger cells with foamy cytoplasm are also seen (Hematoxylin &
cosin stain).
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FIG.3. This area shows the pseudopapillary patiem characteristic of this
neoplasm (Hematoxylin & cosin stain).

smoking or alcoholism history. Signs of feminization were
not evident in the male patient. Menstrual abnormalities
were not present in female patients, and a history of hor-
monal contraception was recorded only in case 3, a patient
who was pregnant at the moment of PCN diagnosis. This
previously reported case (7) showed a tumor size increase of
140% in about 5.5 weeks. Four patients underwent a
Whipple resection, and one of them (case 5) died of uncon-
trolled bleeding immediately after surgery. In this case, neo-
plastic involvement of the mesocolon was found. In case 1,
the tumor was considered unresectable because of local ex-
tension into mesenteric vessels and porta vein by CT scan;
however, a biopsy was performed, and a diagnosis was es-
tablished. None of the patients had evidence of node in-
volvement or metastases. No recurrences were detected, and
increase in tumor size was noted only in case I.

DISCUSSION

Expression of estrogen and progesterone receptors in
PCN of the pancreas has been matter of a long debate since
their presence was first described in 1987 by Ladanyi (5).
Results of previously published studies (2-7,13,14,20-35)

analyzing ER and PR expression are depicted in Table 2.
When summarizing these results, irrespective of the meth-
odology used in the study, it can be observed that 6 of 139
(4%) tumors were reported to express ER, while 91 of 118
(77%) were positive for PR.

In the current study, we documented the predominant
expression of ER- over ER-a (six and two mmors tested
positive, respectively), as well as the presence of PR in six
of seven cases of PCN, through an immunohistochemical
method using ER isoform-specific antibodies. The predomi-
nant finding of ER-f8 supports the theory that negative re-
sults in previous studies evaluating expression of ER were a
consequence of the use of antibodies without anti- activity,
as has been previously suggested (13,14). Therefore, ER

% . Sk Uy '4"4,_ o ‘ i _q_" o~
FIG. 4. Immunostaining for estrogen receptors-beta (A) and -alpha (B)
and progesterone receptor (C). All of them are diffusely positive in the
nuclei (Avidin-biotin complex). *

s
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TABLE 1. Clinicopathologic findings in seven patients with papillary cystic
neoplasm of the pancreas

Greatest

Case Age Chief Localization  diameler
no, Sex - (yn) complaint of the tumor (cm) ER-a ER-B PR
1 M 75  Weight loss Head 9.1 - + +
2 F 2] Abdominal mass Head 10 - + -
3 F 21 Abdominal pain Head 12 - - -
4 F 18  Abdominal pain Head 72 + + +
5 F 16 Abdominal mass Head 10 + + +
6 F 14 NA Head 4.7 - + +
7 F 24 NA NA NA - - +

NA. not available.

expression in PCN should be a more frequent phenomenon
than has been reported. This evidence, as well as the high
prevalence of PCN in women and its rapid growth under
conditions of elevated estrogen and progesterone circulating
levels—as occur in pregnancy (7)—seems to indicate a sex-
hormone dependency of the tumor. Still, occurrence of this
tumor in males suggests that these hormones might not be
the only factor required for its development. However, the
possibility of an increased estrogenic microenvironment in
tumoral pancreatic tissue can not be discarded, especially
when taking into account the fact that the pancreas is an
organ capable of converting androgens into estrogens
through aromatase activity (36) or transforming a weak es-
trogen (estronc) into a more active one (estradiol) via 173-
hydroxysteroid dehydrogenase function (37).

Since the synthesis of PR is considered to be induced by
estrogens (38), the common finding of PR in the absence of
ER had suggested that the former could be expressed in an
estrogen-independent manner, as has been proposed for the
T47D breast cancer carcinoma cell line (39), meningioma
cells (40), and gastric cancer cells (41). However, these
reports were done before the cloning of the ER-B, and there-
fore the expression of this receptor isoform was not inves-
tigated. Now, the knowledge that ER-f is expressed in
T47D (42), meningioma (43), and PCN (as was observed in
the current study), suggests the possibility that estrogen, by
means of this receptor, might participate in the induction of
PR synthesis.

Experimental data about the role of ER-B in inducing PR
are still under debate. One study demonstrated that ER-«

TABLE 2. Results of published lirerature evaluating sex hormone receptors in
papillary eysiic neoplausm of the pancreas

ER PR
Reference n Sex Method expression  expression

Ladanyi (1987) (5) 1 F BA 1 1
Miecttinen (1987) (20) 2 F IHC 0 NE
De Lagausie (1988) (21) 1 F IHC (1] 1
Wrba {1988) (22) 1 F IHC"/BA 0 1
Yamaguchi (1989) (23) 14 13F/1 M {8( n NE
Carbone {1989) (13) 2 F IHC/BA o 2
Doglioni (1990) (24) 1 T IHC 0 1
Katz (1990) (25) 1 F BA n 0
Stémmer (1991) (26) 5 F IHC NE 5
Klippel (1991) (27) 2 M IHC 0 0
Pettinato {1992) (28) 15 7 THC 0 0
Jorgensen (1992) (29) 2 F IHC 2 NE
Paes de Lima (1993) (30) 5 ? THC 1 NE
Nishihara (1993) (6) 3 2F1 M IHC/BA 0 s
Zamboni (1993) (31) 10 9F 1M IHC 0 10
Skarda (1994) (32) 1 F BA 0 1
Mao (1995) (3) 3 g IHC 0 NE
Grant (1996) (33) 1 F IHC 0 |
Remadi (1996) (34) 1 F IHC 0 1
Lee (1997) (14) 6 F THC 0 6
Ohiwa (1997) (35) 1 M IHC 0 0
Morales (1998) (7) 1 F THC/mRNA 0 11
Lam {1999) () 8 TFI1 M IHC 0 0
Kosmahl (2000) (4) 57 IHC 0 57

“THQ performed for ER.

“IHQ was negative, but high levels of ER-B and low levels of ER-o were found by BA.
“THQ was positive in three patients and BA was positive in two.

“Two of 59 patients were excluded; gender of the included ones was not specified.

IHC. immunohistochemistry; BA, binding assay; NE. not evaluated.
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knockout mice are able to express PR in the brain, suggest-
ing that ER-p may be responsible for PR expression (44).
However, it has also been shown that ER-B knockout mice
arc unable to downregulate PR in the uterus, suggesting that
repression of PR might be an ER-B mediated event (45).
These conflicting results evidence the tissue-specific bio-
logic activities of estrogen, which adds complexity to the
mechanisms of action of this hormone (46) and to the role
of ER-B in PR induction in the PCN and other pancreatic
neoplasms.

Because PCN of the pancreas is a low-malignancy nco-
plasm, a conservative surgical resection is the currently rec-
ommended therapeutic approach (47,48). Fifteen percent of
patients present with metastasis or invasion of adjacent
structures, and tumor recurrence after resection has been
reported (2,3,14). However, no useful marker of prognosis
has been identified. Zamboni et al. proposed that a positive
PR status could be a marker of a good prognosis (31), as it
has been demonstrated in patients with meningiomas (17).
Most patients reported in the present series were positive for
PR, including the two patients with extrapancreatic inva-
sion. Thus, PR prognostic utility may be limited, which is in
accordance with the findings of a more recent report of six
cases of PCN. In that report it was concluded that PR status
does not appear to be useful in predicting aggressive behav-
ior (14).

Recently, ER-B has been shown to decrease gradually in
relation to a more malignant phenotype in colon (49) and
breast cancer (50), thus suggesting that it may constitute a
marker of low malignancy or good prognosis. Moreover, it
has also been implicated in inhibition of angiogenesis (46),
which is related to solid tumor growth and invasiveness
(51). These findings lead us to suppose that ER-$ is not a
simple spectator in the milicu of factors promoting the de-
velopment of PCN. Rather, it might constitute a repressor of
progression to malignancy. If this proves to be true, and a
tissue-specific function of ER-f and PR in PCN is charac-
terized, specific hormonal therapy addressed to ER-3 or PR
might constitute a novel therapeutic approach in PCN in
those patients with unresectable, metastasized, or recurrent
tumors. However, clarifying the role of ER-f3 in PCN biol-
ogy demands more studies.
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