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1. ABREVIATURAS
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Receptor a progesterona
Deshidrogenasas/reductasas de cadena corta
Coactivador de receptores a hormonas estroides
Factor de crecimiento tumoral a
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RESUMEN

2. RESUMEN

La progesterona (Ps) es una hormona esteroide secretada
principalmente por los ovarios. Sus érganos blanco principales son el utero, la
glandula mamaria y el cerebro, y aunque realiza sus efectos a través de
diversos mecanismos, la mayoria son mediados a través de la unién con su
receptor intracelular, el receptor a progesterona (RP).

Esta hormona participa en diversos procesos reproductivos tales como la
ovulacion y la conducta sexual, ademas de estar involucrada en procesos no
reproductivos como el aprendizaje y la neuroproteccion y en procesos
patolégicos como el cancer.

Se han realizado estudios in vitro donde se reporta que en las lineas
celulares U373 y D54 derivadas de astrocitomas humanos grado Il y grado IV
respectivamente, la P, induce proliferacion celular y que este efecto es
blogueado por el antagonista RU486, sin embargo, se desconoce la
participacion de la P, y el RU486 en el crecimiento de células derivadas de
astrocitomas humanos en modelos in vivo, por lo cual en este trabajo se
estudio el efecto de dichos compuestos sobre el crecimiento e infiltracion de las
células U373 implantadas en la corteza cerebral de la rata, a través de un
analisis histologico y pruebas motoras.

La administracion de P4 en nuestro modelo favorecio el crecimiento del
tumor asi como la infiltracion de las células U373 implantadas en la corteza
cerebral de la rata, mientras que el RU486 bloqued el efecto producido por la
P4, por lo cual se sugiere que el mecanismo de accion de la proliferacion e
infiltracion celular provocado por la P4 es mediado por la interaccion con el RP.

No se observaron diferencias significativas en el desempefio motor de
las ratas asociado a la progresion del tumor bajo ninguno de los esquemas de
tratamiento.

Estos resultados sugieren que la P4 a través de la interaccion con el RP
induce el crecimiento e infiltracion de los astrocitomas en un modelo in vivo sin

afectar el desempefio motriz.
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3. INTRODUCCION

Los gliomas son un grupo de tumores derivados de las células gliales
(astrocitos, oligodendrocitos y células ependimales) que se denominan
astrocitomas, oligodendrogliomas y ependimomas respectivamente, Yy
representan mas del 50% del total de tumores del Sistema Nervioso Central
(SNC), registrandose aproximadamente 6.5 casos por cada 100,000 personas
por afo. Los astrocitomas representan el 40% del total de tumores del SNC y
hasta el 70% de los gliomas. Dentro de ellos, el astrocitoma anaplasico (grado
lll segun la clasificacion de la OMS) (Louis et al., 2007) y el glioblastoma
multiforme (grado IV), son los méas frecuentes y de mayor malignidad en la
poblacién mundial. El pronostico depende de multiples factores como son el
grado de malignidad, la localizacion, el tamafio y el tiempo de evolucién, sin
embargo, presentan una baja tasa de recuperacion por lo cual el tiempo de
sobrevida en general, es muy corto. Los tratamientos como la neurocirugia y la
radioterapia no dan resultado en una alta proporcion de pacientes e incluso la
guimioterapia es poco exitosa logrando una modesta prolongacion de la
sobrevivencia (Osoba et al., 2000).

Se han encontrado diversos factores asociados con el desarrollo y
evolucion en el grado de malignidad de los astrocitomas (Sarkar et al., 2009).
Existen informes que sugieren que las hormonas sexuales, entre las que se
encuentra la progesterona (P4), pueden participar en el crecimiento de los
tumores cerebrales (Camacho-Arroyo et al.,, 2000; Gonzalez-Aguero et al.,
2001, 2007; Cabrera-Muiioz et al., 2011) a través de la interaccion con su
receptor intracelular (RP) y que la administracién de su antagonista, el RU486
bloquea los efectos de la P4 (Gonzalez-Aguero et al., 2007; Cabrera-Mufioz et
al., 2009, 2011; Ramaswamy et al., 2012).

Se han realizado distintos trabajos in vitro sobre los efectos de las
hormonas sexuales en lineas celulares derivadas de astrocitomas humanos,
sin embargo, no se han realizado estudios en modelos in vivo, por lo cual en el
presente trabajo se estudio el efecto de la P, y del RU486 sobre el crecimiento
e infiltraciébn tumoral en ratas implantadas con células U373 derivadas de

astrocitomas humanos grado Il en la corteza cerebral.



ANTECEDENTES

4. ANTECEDENTES

4.1. Progesterona

4.1.1. Estructuray funcién de la progesterona

La P4 (4-pregnen-3,20-diona) es una hormona esteroide de 21 atomos
de carbono derivada del colesterol. Es sintetizada en las células del cuerpo
luteo, la corteza adrenal, la placenta y en neuronas y células gliales del SNC
(Graham and Clarke, 1997; Schumacher et al., 2012). Su sintesis comienza
con la conversion de colesterol en pregnenolona por el citocromo P450scc,
localizado en la membrana interna de la mitocondria. Posteriormente la
pregnenolona se transporta al reticulo endopldsmico liso donde es convertida a
P4 por la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD) (Schumacher et al.,
2012) (Fig. 1).

La sintesis y secrecion de la P, se encuentra regulada por diversas
hormonas, entre las que se encuentran la hormona luteinizante (LH), la
hormona foliculo estimulante (FSH), la prolactina (PRL), prostaglandinas y

agentes 3 adrenérgicos (Graham and Clarke, 1997).

P450scc 3B-HSDs

Colesterol Pregnenolona Progesterona

Figura 1. Biosintesis de la P,4. El colesterol es convertido en pregnenolona en
una reaccion catalizada por el citocromo P450scc, en la que pierde un fragmento de 6
atomos de carbono de su cadena lateral. La pregnenolona se convierte en P, después
de la oxidacién del grupo alcohol en C-3 y del movimiento del doble enlace de C-5
hacia C-4, mediante la enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD)
[Modificado de Schumacher et al., 2012].

La P, es metabolizada a 5a-dihidroprogesterona (5a-DPH), la cual puede
transformarse en alopregnanolona o en epialopregnanolona (Fig. 2). Estos

metabolitos tienen actividad bioldgica, siendo la alopregnanolona un modulador
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alostérico positivo de los receptores GABAA en el cerebro, mientras que la
epialopregnanolona presenta un efecto inhibitorio sobre los mismos
(Schumacher et al., 2012).
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;ﬁ 5a—reductasa
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e 5a— dihidroprogesterona
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>
¥ Ha—»PHSE
HO ' H \
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(3@, 5 a- tetrahidroprogesterona) (3B,5a— tetrahidroprogesterona)

Figura 2. Metabolismo de la P4. La conversion de P, a 5a-dihidroprogesterona
(5a-DPH) es catalizada por dos isoformas de la enzima 5a-reductasa. La 5a-DPH
puede ser metabolizada a alopregnanolona por la 3a-hidroxiesteroide oxidorreductasa
(3a-HSOR), involucrando aldo-ceto reductasas (AKRs) para la conversion a
alopregnanolona, y deshidrogenasas/reductasas de cadena corta (SDRs) para
regresar de ésta a la 5a-DPH, la cual también puede convertirse en
epialopregnanolona mediante la 33-hidroxiesteroide reductasa (3-HSOR). La 3(a>p)
hidroxiesteroide epimerasa (HSE) cataliza la epimerizacién de alopregnanolona en

epialopregnanolona [Tomado de Schumacher et al., 2012].

Aproximadamente el 2% de la P4 circula de manera libre en el torrente
sanguineo, en tanto que el 80% esta unida a la albumina y el 18% a la
globulina fijadora de corticosteroides (Graham and Clarke, 1997; Ganong,
2006). La P4 tiene una vida media de 36.5 horas (Miller et al., 1999) y en el

higado se convierte a pregnandiol el cual permite la conjugacion para formar
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glucurénidos, que al ser de caracter hidrofilico facilitan su excrecion por la orina
(Ganong, 2006) (Fig. 3).

Pregnandiol Glucurénido

Figura 3. Conjugacion del pregnandiol con acido glucurénico, formando un conjugado

glucurénido.

La P, participa en un amplio rango de funciones bioldgicas en diferentes
tejidos, como ejemplo de ellas se encuentra la liberacion e implantacion del
ovulo fecundado, el mantenimiento del embarazo y el desarrollo de la glandula
mamaria. En el cerebro regula la conducta sexual, reduce la excitabilidad
neuronal, aumenta el suefio y presenta efectos neuroprotectores. También
participa en la ventilacion pulmonar, el crecimiento y la diferenciacion celular
(Suzuki et al., 1994; Camacho-Arroyo et al., 1995; Graham and Clarke, 1997;
Gonzalez-Arenas et al., 2003).

Otro de los efectos estudiados de la P4 es su participacion en el ciclo
celular y particularmente, la entrada en la fase S. Para ello se han utilizado
como modelo células de cancer de mama T47-D en cultivo, las cuales
expresan el RP. Cuando estas células se tratan con P, se observa aumento en
la progresion del ciclo celular, lo que esta relacionado con la induccién de la
expresion de genes asociados a este proceso, como la ciclina CD-1 (Musgrove
et al., 1991, 1993), los factores de crecimiento EGF, TGF-a, TGF- 3 (Murphy et
al.,, 1988; Musgrove et al.,, 1991) y los protooncogenes asociados con la
actividad proliferativa c-myc y c-fos (Wong and Murphy, 1991; Musgrove et al.,
1991). Este efecto puede ser bloqueado por el antagonista de la P, el RU486
(Skildum et al., 2005).
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4.1.2. Mecanismo de accion

La P, actia en sus células blanco a través de dos mecanismos
principales denominados gendmico y no genomico. El primero involucra la
interaccion de la P4 con su receptor intracelular, el RP, mientras que el
segundo requiere la interaccién de la P4 con canales ionicos y receptores
membranales (Burger et al., 1999), lo cual modifica la conductancia de iones
(Blackmore, 1993), induce la formacién de segundos mensajeros como el
AMPc, asi como la fosforilacion de proteinas, interaccion con receptores
membranales especificos e interaccion con receptores a neurotransmisores
como el GABAA (Camacho-Arroyo et al., 2007) (Fig. 4).

La via gendmica es la mas estudiada, en ésta la P, interactia con el RP
el cual se dimeriza y se une con elementos de respuesta a P, (ERP) ubicados
en los promotores de los genes blanco (Camacho-Arroyo et al.,, 2003). El
mecanismo en general consiste en que la P4 atraviesa la membrana celular por
difusion simple, ya que tiene caracter lipofilico, y en el ndcleo o en el
citoplasma se une a su receptor, la unidon provoca un cambio estructural en el
receptor que le permite disociarse de las proteinas de choque térmico (Hsp70,
90 y 56), lo que expone la region que le permite fosforilarse y dimerizarse,
resultando en una estructura con alta afinidad a secuencias especificas en el
DNA (ERP). Una vez unido al ERP, el complejo ligando-receptor facilita el
ensamblaje y la estabilizacion del complejo de pre-iniciacion de la transcripcion
en los promotores de genes blanco de P, como el VEGF y EGFR (Camacho-
Arroyo and Rodriguez-Dorantes, 2006) (Fig. 5).

Se ha observado que el RP interactia con correguladores que pueden
modificar la estructura de la cromatina y favorecer de manera indirecta la
interaccién del receptor con los factores generales de transcripcion. EI complejo
formado puede reclutar otros correguladores como los coactivadores de
receptores a hormonas esteroides (SRC), los cuales facilitan el proceso de
transcripcion mediante cambios en el patron de acetilacion de las histonas
(Prieto et al., 2003; Hernandez-Hernandez et al., 2010).
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Membrana celular

Figura 4. Esquema de los mecanismos de accién de la P,4. Los efectos de la P,
ocurren por dos diferentes mecanismos celulares: 1.- no genémico, que incluye
receptores membranales y canales i6nicos, cuya activacion inicia cascadas de
sefalizacibn mediante la intervencion de mensajeros intracelulares. mRP (0 mPR):
Receptor membranal a P4, G: Proteina G, afy: Subunidades de la proteina G, cAMP:
Adenosin monofosfato ciclico, PKA: Proteina Cinasa A, GABAAR: Receptor a GABA
tipo A, Ca®": Calcio, CI: Cloro, K*: Potasio, PTK: Proteina Tirosina Cinasa, MAPK:
Proteina Cinasa Activada por Mitdgenos, MEK: Cinasa de MAPK, PI3-K: Cinasa de
Inositol Trifosfato, PLC: Fosfolipasa C, DAG: Diacil glicerol, PKC: Proteina Cinasa C,
IPs: Inositol Trifosfato. 2.- genémico, en el que el complejo hormona-receptor (P4-RP)
se une con ERP ubicados en las regiones reguladoras de los genes blanco en el DNA,
y asi se modula directamente la expresion génica [Tomado de Camacho-Arroyo et al.,
2003].
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Membrana
celular

Huacleo

TATA

Figura 5. Mecanismo de accion gendémico de la P,. En estado basal, el RP esta
asociado con proteinas chaperonas como las de choque térmico HSP90 y HSP70.
Después de la union de la P, el RP se disocia de las proteinas chaperonas y se
dimeriza con otra molécula de RP. El receptor es fosforilado y forma complejos con
correguladores como el coactivador SRC-1 y el correpresor SMRT. El RP interactta
con el ERP en la region promotora de los genes blanco de la Py, lo cual también
induce fosforilacion del RP y la maquinaria de transcripcién basal es reclutada. A/B, C

y D son dominios del RP [Tomado de Camacho-Arroyo et al., 2006].

4.2. Receptores intracelulares a P4

4.2.1. Caracteristicas
La mayoria de las acciones de la P, estdn mediadas por el RP, que se
encuentra localizado en el citoplasma y en el nucleo (Camacho-Arroyo and
Rodriguez-Dorantes, 2006). EI RP es miembro de una superfamilia de factores
de transcripcién activados por su ligando, que incluye receptores para
hormonas esteroides, hormonas tiroideas, acido retindico, asi como receptores
huérfanos cuyo ligando no ha sido identificado. El gen que codifica al RP

presenta una sola copia de mas de 90 kb compuesta por 8 exones. En el
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humano se localiza en el cromosoma 11 (Rousseau-Merck et al., 1987; Misrahi
et al., 1993).

Existen tres dominios caracteristicos de todos los receptores esteroides,
que son la region N-terminal, el dominio de unién a ADN (DBD) y el dominio de
unién al ligando (LBD) (Fig. 6). Cabe resaltar que el LBD es un dominio
multifuncional que une a la hsp90, participa en la dimerizacion del receptor y en
la modulacion de la transcripcion. Ademas, se han identificado secuencias
especificas a las cuales se pueden unir las proteinas reguladoras y que
desempefian funciones de activacion (FA) o inhibicion (Fl) (Guiochon-Mantel,
2000).

1 744 1236 3545 bp
5 1 [2 ]3] a |s|s[7] s f ko

Figura 6. Representacion esquematica del gen del RP humano (hRP). Se

sefialan sus 8 exones. El exén 1 codifica el extremo N-terminal del receptor, los
exones 2 y 3 codifican el dominio de unién a DNA y cada uno de ellos, ademas,
codifica un dedo de zinc, y los exones 4 — 8 codifican el dominio de union al ligando
[Modificado de Schumacher, 2009].

4.2.2. Isoformas del RP

Se han descrito dos isoformas principales del RP, las cuales se
denominan RP-A (en el humano hRP-A, 94 kDa) y RP-B (en el humano hRP-B,
114 kDa). La isoforma A es una forma truncada de la isoforma B, ya que carece
de 164 aminoéacidos en la regién amino terminal. EI RP-A posee solamente dos
regiones con funciones de activacion (FA, 2), mientras que el RP-B contiene
ademas una tercera region (FA3) presente en el extremo amino terminal (Fig.
7). Ambas isoformas presentan una regién con funcion inhibidora (FI)
localizada en la regidn adyacente a FA; que sélo es funcional en RP-A (Guerra-
Araiza and Camacho-Arroyo, 2000). De hecho, la remocion del dominio FlI
convierte a RP-A en un fuerte activador de la transcripcién (Hovland et al.,
1998). Estudios cinéticos indican que la constante de unién de la P4 por RP-A'y

RP-B es de 1.2 nMy 0.9 nM, respectivamente (Raaijmakers et al., 2009).

10
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Las dos isoformas son codificadas por el mismo gen pero se transcriben
a partir de dos secuencias promotoras distintas que dan lugar a diferentes
MRNAs.

1 165 556 642 687 933 aa
hRPB  NH f pus DBD LBD = COOH
Faz FI Fi g Fi
556 933 aa
hRPA NH; = DBD LBD - COOH
F1 Fiiy Fa 2

Figura 7. Representacion esquematica de las proteinas del hRP-A y hRP-B.
FA; — FA; indica la localizacion de funciones activadoras y FI indica funciones
inhibidoras. El segmento de 164 aminoéacidos del extremo N-terminal del hRPB es
conocido como BUS [Modificado de Schumacher, 2009].

Las isoformas del RP pueden tener diferentes funciones dependiendo
del tipo de célula, del gen blanco y del promotor (Tung et al., 1993). En muchos
sistemas celulares RP-B actia como un potente activador transcripcional,
mientras que RP-A funciona como un represor de la transcripcion mediada
tanto por RP-B como por otros receptores a hormonas esteroides (Vegeto et
al., 1993; Tung et al., 1993; Conneely and Lydon, 2000). Lo anterior se debe a
gue RP-A tiene mayor afinidad por correpresores como SMRT y RP-B por

coactivadores como SRC-1 (Giangrande and McDonnell, 1999).

4.3. Antagonistas de la P4

4.3.1. Generalidades
Se han desarrollado diversos ligandos sintéticos que pueden competir
con la P4 en su unién con el RP, y de esta manera ser capaces de inhibir la
actividad del receptor. ElI primero de ellos en ser desarrollado fue la
mifepristona (RU486), la cual es un antagonista de progestinas vy

glucocorticoides. A partir de ahi, han surgido numerosos ligandos que exhiben
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un amplio espectro en su rango de actividad, desde antagonistas de P, puros
hasta ligandos con actividad de agonista-antagonista (Mahajan and London,
1997).

Las antiprogestinas fueron clasificadas en dos grupos basadas en sus
efectos sobre la funcién del RP in vitro (Fig. 8). Los compuestos de tipo |, que
incluyen la onapristona (ZK98299), previenen la asociacion del RP con los ERP
y actuan como antagonistas “puros”, mientras que los compuestos de tipo Il
cuyo ejemplo principal es el RU486, promueven la disociacion entre el RP y las
proteinas de choque térmico, la dimerizacion del RP y la unién al ERP, por lo
cual se ha propuesto que el mecanismo antagonista de dichos compuestos
implica un cambio conformacional en la estructura del RP, el cual impediria la
unién de la P4 a su receptor y la consecuente activacion de la transcripciéon
(Edwards et al., 1995). Se dice que éstos son antagonistas “impuros” o
agonistas-antagonistas parciales, ya que también pueden activar al receptor.
Se ha observado que en presencia de activadores de la proteina cinasa C
como el AMPc, el RU486 tiene actividad de agonista (Chwalisz et al., 2000).

Agonistas Antagonistas

° Tipo I Tipo I

Progesterona

COC2H5
- CH3

7K 98299

W\

R5020

7K 112993

Figura 8. Estructura quimica de agonistas y antagonistas del RP. Se muestra
la hormona progesterona, la progestina sintética R5020, la antiprogestina tipo |
ZK98299 vy las antiprogestinas tipo 1l RU486 y ZK112993. Se sefiala la posicion 115 en
la estructura del RU486 [Modificado de Edwards et al., 1995].
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4.3.2. Caracteristicas del RU486

El RU486 es un antagonista de la P4, que compite por el sitio de union al
RP con una constante de afinidad (Ki) media de 1.4 + 0.3 nM, mientras que la
Ki media de la P, es de 1.1 nM (Raaijmakers et al., 2009). Su principal
caracteristica estructural es el grupo fenil-aminodimetil en la posicion 11 del
esqueleto esteroide, el cual permite mayor interaccibn con una regién
especifica del sitio de union al receptor (Fig. 8) (Cadepond et al., 1997). El
RUA486 se une con gran afinidad tanto al RP (Ki= 1.7 nM) como al receptor a
glucocorticoides (Ki= 2.2 nM) (Raaijmakers et al., 2009).

Una vez que el RU486 se ha unido al RP, la interaccion del receptor con
la proteina de choque térmico 90 y con p59 se hace mas fuerte y a partir de alli
puede ocurrir: 1.- que las proteinas chaperonas no permitan que el RP se una
al ERP ¢ 2.- que el RP si se una al ERP pero sufra un cambio conformacional
gue no permita reclutar a la maquinaria transcripcional (Fig. 9) (Mahajan and
London, 1997).

Membrana
celular
Membrana nuckear

Ho hay

Progesterona /—
v ~ @ hs &p&ﬂarl-lﬂl
[ p59+HnI P - i6n al
v '@ Ei) 6 @ hsp . ::Pna
@ @ ..,
59+HB:|
.. hsp k a&w—“ ADN Cambio
e

ERP conformacional

;ﬂ%

‘:? -;:‘; =

Figura 9. Mecanismo de accién del RU486. En ausencia de ligando el RP se
encuentra unido a proteinas chaperonas, las cuales cubren el dominio de unién al
DNA. El RU486 presenta mayor afinidad por el RP que la P4 por lo cual se une
preferentemente al receptor. Una vez unido, las chaperonas se disocian del RP y este
altimo se une al ERP. EI RU486 no permite el inicio de la transcripcion ya sea porque
la chaperona se vuelve a unir al receptor e impide la unién al ERP, o porque éste sufre
un cambio conformacional que no permite la interaccibn con la maquinaria
transcripcional. Chaperonas: proteinas de choque térmico (hsp), p59, complejo hsp-
inmunofilina (HBI). ERP: elemento de respuesta a P, [Modificado de Mahajan and
London, 1997].
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La conformacion adquirida al unirse el antagonista no permite la
interaccion con coactivadores y promueve el reclutamiento de correpresores. El
RUA486 tiene una vida media de aproximadamente 20 horas (Mahajan and
London, 1997).

Se sabe que las hormonas esteroides influyen en el desarrollo y
crecimiento de varios tipos de céncer, por lo cual el entendimiento de la
dependencia hormonal de este padecimiento puede brindar herramientas para
la elaboracién de nuevas terapias (Ahmad and Kumar, 2011).

4.4. Tumores cerebrales

4.4.1. Astrocitomas

Los astrocitomas son neoplasias que se originan a partir de un tipo de
células gliales llamadas astrocitos. Este tipo de tumores son los mas comunes
y agresivos del ser humano y representan mas del 60% del total de tumores
cerebrales primarios.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha elaborado una
clasificacion que establece una escala de progresion de acuerdo a las
caracteristicas histologicas del tumor (Louis et al., 2007).

e Astrocitoma pilocitico (grado I):

Es un tumor bien delimitado, de crecimiento lento, que suele ser quistico y
se presenta generalmente en nifios y adultos jovenes. Histologicamente
estd compuesto por proporciones variables de células bipolares compactas
y células multipolares laxas, con microquistes y cuerpos granulares. Afecta
mas comunmente al nervio oOptico, quiasma o6ptico, hipotdlamo, talamo,
ganglios basales, hemisferios cerebrales, cerebelo y tronco cerebral. La
reseccion quirdrgica total de un astrocitoma pilocitico solamente esta
limitada por la proximidad del tumor a alguna estructura critica, por lo cual
es la principal estrategia terapéutica. En la mayoria de los casos donde el
tumor ha sido extraido total o parcialmente, las probabilidades de una

sobrevida mayor a 20 afios son de mas del 85% (Tihan and Bloomer, 2010).

14



ANTECEDENTES

e Astrocitoma difuso (grado II)

Se caracteriza por un crecimiento lento e infiltracion en estructuras
cerebrales vecinas. Generalmente afecta a adultos jévenes con un pico de
incidencia entre los 30 y 40 afos y tiende a evolucionar en forma maligna a
astrocitoma anaplasico y glioblastoma. Histolégicamente esta compuesto
por astrocitos fibrilares bien diferenciados. Las células tumorales se pueden
acumular bajo la piamadre o alrededor de neuronas dafadas (satelitosis).
Se localiza en cualquier regiéon del SNC pero con més frecuencia se
encuentra en los hemisferios cerebrales, tallo cerebral y médula espinal. El
tratamiento puede incluir reseccidn quirdrgica, quimioterapia y/o radioterapia
y la media de sobrevivencia después de la intervencién quirdrgica va de 6 a
8 afos (Arko et al., 2010).

e Astrocitoma anaplasico (grado III)

Este tipo de tumor puede surgir a partir de un astrocitoma difuso o
manifestarse de novo sin la presencia de un precursor. Es el grado mas
comun de astrocitoma y tienden a progresar a glioblastoma. Se caracterizan
por presentar una alta actividad mitGtica, atipia nuclear y lesiones
difusamente infiltrantes. No presentan proliferaciéon vascular (Tihan and
Bloomer, 2010). Se localizan preferentemente en los hemisferios cerebrales
y el promedio de edad de los pacientes es de 40 afios. La media de
sobrevida es de 2 a 3 afos y generalmente esta determinado por el tiempo
requerido para la progresion a un tumor de grado 1V (Arko et al., 2010).

e Glioblastoma (grado V)

Se puede generar a partir de un astrocitoma difuso 6 anaplasico, sin
embargo, lo mas frecuente es que aparezca de novo. Se caracteriza por
presentar astrocitos poco diferenciados, atipia nuclear, mitosis elevada,
trombosis vascular, proliferacion microvascular y necrosis. Es altamente
infiltrante. La incidencia pico se presenta entre las edades de 45 a 70 afos
y afecta principalmente a los hemisferios cerebrales. El tratamiento consiste
principalmente en la reseccién quirdrgica del tumor, asi como radio y/o
guimioterapia, sin embargo, dada su capacidad infiltrante, es practicamente
imposible la extraccion total del tumor por lo cual el tiempo de sobrevida es

de menos de 1 afio (Brandes et al., 2008).
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Los sintomas més comunes ocasionados por este grupo de tumores
son: déficit neurolégico progresivo, debilidad motora, dolor de cabeza y
convulsiones (Brandes et al., 2008).

Las alteraciones encontradas en los astrocitomas son resultado de la
acumulaciéon de anormalidades genéticas, incluyendo aberraciones
cromosOmicas, mutaciones, asi como amplificaciones y rearreglos génicos. Un
gen particularmente susceptible a sufrir modificaciones es el gen supresor de
tumores p53, que juega un papel fundamental en la apoptosis, respuesta
celular ante dafios al DNA, arresto del ciclo celular y neovascularizacion.
También se han encontrado alteraciones en la via del retinoblastoma y
defectos en cascadas de factores de crecimiento como PDGF (factor de
crecimiento derivado de plaquetas) y EGF (factor de crecimiento epidérmico)
(Sauvageot et al., 2007).

El tratamiento de los gliomas depende de su tamafio, localizacion,
alcance de reseccion y grado histolégico, sin embargo, como ya se menciono,
en los astrocitomas de grados Il y IV no se ofrece una perspectiva de curacion
a largo plazo. Es por ello que se esta trabajando en la busqueda de nuevas
estrategias de tratamiento que sean eficaces y mejoren la sobrevida de los

pacientes.

4.5. P,y astrocitomas

Se han realizado estudios donde se reporta que el RP se expresa de
manera diferencial en los astrocitomas dependiendo del grado de evolucion de
los mismos, observando una relacion directa entre el contenido de RP y el
grado del tumor. También se encontr6 que aunque la mayoria de los
astrocitomas expresan ambas isoformas del RP, la isoforma predominante en
astrocitomas grados Ill y IV obtenidos de biopsias de pacientes mexicanos es
el RP-B (Gonzéalez-Agtero et al., 2001); sin embargo, en estudios realizados en
lineas celulares de astrocitomas grado IV se ha observado que la isoforma

predominante es RP-A (Gonzalez-Aguero et al., 2007).
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El RP participa en la regulacion del crecimiento celular en tumores
cerebrales, ya que la administracion de P, incrementa la proliferacion celular en
cultivos de astrocitomas humanos, mientras que su antagonista, el RU486
bloquea los efectos de la P4y con su sola administracion inhibe el crecimiento
celular (Gonzalez-Aguero et al., 2007).

En diversos tipos celulares el RP se encuentra regulado tanto por
estradiol (E;) como por Py, siendo que el contenido de RP en células U373
(astrocitoma humano de grado IIl) aumenta después de tratarlas con E,, lo cual
no se observa en las células D54 (astrocitoma humano grado V). Esto dltimo
podria estar relacionado con los cambios génicos y metabdlicos que ocurren en
el grado de evolucion mas avanzado de los astrocitomas. Mientras tanto, la P,
actlia como un regulador a la baja del RP por un mecanismo de protedlisis
dependiente de ligando, ya que cuando la P4 se une a su receptor induce su
fosforilacion, lo cual es una sefal para la degradacion por la via ubiquitina-
proteosoma (Cabrera-Mufioz et al., 2009).

El mecanismo molecular a través del cual el RU486 ejerce sus efectos
en las lineas celulares de astrocitomas humanos aun no esta completamente
entendido, sin embargo, se ha observado que la disminucién del niumero de
células posterior a la administracion de dicho compuesto no es debida a
apoptosis, por lo cual es posible que los efectos sean ocasionados por un
retraso en la replicacién del DNA, inhibiendo de esta manera el avance del ciclo
celular (Gonzalez-Aguero et al., 2007).

Adicionalmente, se han realizado experimentos in vitro con células
obtenidas de pacientes con endometriosis, en los cuales también se observé
gue el RU486 presenta actividad antiproliferativa. En este estudio se sugiere
gue la actividad podria estar relacionada con las propiedades antioxidantes de
dicho compuesto, ya que inhibe la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) las cuales se ha observado que pueden activar algunas vias de
sefalizacion involucradas en proliferacion celular, por ejemplo, aumentando la
actividad de la proteina cinasa C, asi como la expresion de ciertos
protooncogenes (Parthasarathy et al., 1994; Murphy et al., 2000).

Por otro lado, Klijn y colaboradores elaboraron una lista con los posibles

mecanismos de accién de las antiprogestinas en el cancer de mama,
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padecimiento en el cual también se ha reportado que inhiben la proliferacion

celular. Entre dichos mecanismos se mencionan los siguientes:

e Bloqueo del ciclo celular en la fase Go/G1

e Induccion de la fragmentacion del DNA

¢ Regulacién a la baja de bcl-2 (proteinas que regulan la apoptosis)

e Induccion de la sintesis de TGF-f (proteina que participa en el control
del crecimiento celular, proliferacion celular, diferenciacién y apoptosis).

e Bloqueo de la secrecion de VEGF inducida por P4
Estos generalmente ocurren por via del RP ya que se ha observado que

existe una relacion directa entre la concentracion del receptor y el efecto

antitumoral que ejercen las antiprogestinas (Klijn et al., 2000).
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se han realizado estudios in vitro donde se reporta que en las lineas
celulares derivadas de astrocitomas humanos U373 y D54 la P4 induce
proliferacién celular, y que este efecto es bloqueado por el antagonista RU486.
De hecho, se observdé que la sola administraciéon del RU486 inhibié el
crecimiento celular, lo cual podria ser importante para establecer una terapia
para el tratamiento de estos tumores. Sin embargo, la participacion de la P,y el
RU486 en el crecimiento de células derivadas de astrocitomas humanos no se
ha estudiado en modelos in vivo, por lo cual en este trabajo se estudi6 el efecto
de dichos compuestos sobre el crecimiento de las células U373 implantadas en
la corteza cerebral de la rata, a través de un andlisis histolégico y pruebas

motoras.

6. HIPOTESIS

Si la P4 favorece la proliferacion de los astrocitomas humanos grado lll,
entonces su antagonista el RU486 inhibira dicha progresién en un modelo in
vivo, lo cual podra ser observado a nivel motor y mediante un analisis

histolégico.

19



OBIJETIVOS

7. OBJETIVOS

7.1. Objetivo general

Estudiar el efecto de la P, y del RU486 sobre el desarrollo de
astrocitomas humanos grado Il a partir de células U373 implantadas en

la corteza cerebral de la rata.

7.2. Objetivos particulares

Evaluar el desarrollo de un tumor formado a partir del implante de
células de astrocitoma humano grado Il bajo distintos tratamientos (P4,
RU486 y P, + RU486) mediante analisis histologicos.

Establecer la participacion del RP en el mecanismo de proliferacion

celular inducido por P4 mediante el tratamiento con RU486.
Determinar si la administracion de P, y/lo RU486 modifica las

deficiencias motoras inducidas por la progresion de un tumor

desarrollado a partir de células de un astrocitoma humano grado |II.
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8. METODOLOGIA

8.1. Cultivo celular

La linea celular U373, derivada de astrocitomas humanos grado lll, se
cultivd en medio DMEM con rojo fenol suplementado con suero fetal bovino
(SFB) al 10% y se incubo6 a 37°C en una atmosfera 95% aire / 5% CO, y 95%
de humedad. EI medio se cambié cada 48 horas hasta alcanzar una
confluencia celular de 70 — 80%. Una vez obtenida dicha confluencia, se conté
el nimero de células en una camara de Neubauer, se separaron 120,000
células U373 y se centrifugaron a 3,500 rpm durante 3 minutos.

8.2. Implante de células tumorales en el cerebro de larata

Se trabajé con ratas macho adultas de la cepa Wistar de 250 — 300 g de
peso. Cada rata se anestesio con una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital
sodico (30 mg/kg) y se colocd en el aparato estereotaxico. Se desinfecto la
parte superior de la cabeza del animal con un algodén empapado en Isodine® y
se rasur0 el éarea. Posteriormente se realizO una incision en direccion
anteroposterior y se retrajo el tejido. Se gote6 un poco de agua oxigenada
sobre el craneo y se raspo con el bisturi para retirar el tejido conectivo del
mismo. Se localizaron las coordenadas 1.6 mm anterior y 3 mm lateral
izquierdo con respecto a Bregma correspondientes a la corteza cerebral motora
y se realizé un trépano en ese sitio. Posteriormente se insertdé una canula, la
cual estaba conectada a una microjeringa que contenia 120,000 células U373
en un volumen de 2 uL, y éstas se inyectaron a lo largo de 2 minutos a través
de la canula. Se dejaron pasar 5 minutos para permitir el asentamiento de las
células implantadas y se extrajo la canula. Se colocé cera para hueso suficiente
para cubrir el sitio de trepanacion. Finalmente, se gote6 gentamicina sobre la
superficie craneal y se suturd la piel. El animal se dejé en recuperacion con
alimento y agua ad libitum. El antibiético enrofloxacina (10 mg/kg) fue agregado

al agua de beber durante las siguientes 48 horas.
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8.3. Tratamientos

De manera aleatoria se formaron 4 grupos experimentales con 7 ratas
cada uno y se trabajé con los siguientes esquemas de tratamiento (por rata):

Grupo 1: 1 mg de P4

Grupo 2: 5 mg de RU486

Grupo 3: 5 mg de RU486 + 1 mg de P4

Grupo 4: vehiculo (propilenglicol)

La administracion de los tratamientos se realiz6 diariamente, por via
subcutdnea durante 20 dias, e iniciaron 18 dias después del implante de
células U373.

La preparacion de las hormonas se llevd a cabo disolviendo 1 mg de Py
(RBI) en 80 pL de propilenglicol y 5 mg de RU486 (SIGMA) en 240 uL de

propilenglicol.

8.4. Pruebas motoras

A lo largo de 30 dias (5 dias antes del tratamiento, durante el mismo y 5
dias después del tratamiento) se realizaron algunas pruebas de fuerza y
equilibrio a las ratas. Ya que el implante de células U373 se realizd en la
corteza motora del hemisferio izquierdo en la zona que controla el movimiento
de la extremidad inferior y que los impulsos motores viajan de manera
contralateral desde la corteza hasta la médula espinal, la primera prueba de
fuerza consistid6 en colocar a la rata en un espacio abierto, sujetar entre 2
dedos la pata inferior derecha y valorar la fuerza con la que intento retirarla
comparando con la otra extremidad. La segunda prueba consistié en colocar a
la rata en una reja en posicion vertical y observar de qué manera usé su pata
inferior para trepar y sostenerse, en comparacion con el resto de las
extremidades. Finalmente, para evaluar el equilibrio de la rata, ésta se sujetd y
se volte6 de manera que quedara en posicidén dorsal y se considerd el tiempo

gue tard6 en recuperar su posicion. La calificacion de todas las pruebas se
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realiz6 con una escala numérica (1, 2, 3) que correspondié a un pobre,
mediano y alto desempenio, respectivamente. En la primera prueba, al sujetar
la pata de la rata la reaccion esperada es que intente retirarla ejerciendo fuerza
con la misma, sin embargo, en algunos casos, la rata intentaba escapar sin que
se sintiera ninguna presion proveniente de la pata estudiada, a este tipo de
comportamiento se le calific6 como 1. A partir de esto, las calificaciones 2 y 3
se asignaron con base en la fuerza ejercida por la rata con la pata derecha (ya
gue el implante del tumor fue en la corteza cerebral izquierda) siendo el 2 una
fuerza intermedia y el 3 el mejor desempefio.

Para la segunda prueba la calificacién de 1 se aplicé a aquellas ratas
gue no utilizaron su pata derecha al momento de trepar por la reja, es decir,
gue no se sujetaban de los barrotes o que incluso la mantuvieron de manera
laxa durante toda la prueba. La calificacion de 2 correspondio a ratas que si
utilizaron su pata para trepar, pero frecuentemente se soltaban y resbalaban, y
la calificacion de 3 se asigno a las ratas que no tuvieron ninguna deficiencia en
la pata derecha al momento de trepar por la reja.

Finalmente, en la tercera prueba, al colocar a la rata en posicién dorsal
se esperaba que se incorporara de manera inmediata. Se asigné como
parametro que las ratas que tardasen 10 segundos 6 mas en incorporarse se
calificarian como 1, aquellas que lo hicieran entre 1 y 9 segundos se calificarian

como 2y las que lo hicieran de manera inmediata, como 3.

8.5. Andlisis histolégicos

Después de 20 dias a partir de la dltima administracion, las ratas fueron
sacrificadas con una sobredosis de pentobarbital sodico (80 mg/kg)
administrado por via intraperitoneal. Se dej0 pasar este lapso de tiempo para
asegurar que los efectos de las hormonas fueran duraderos y que pudieran
observarse aun cuando las ratas ya no se encontraban bajo tratamiento. Cada
rata fue perfundida con 500 mL de solucion salina y 500 mL de formalina

(solucién de formaldehido al 4% y cloruro de sodio al 0.81% en agua

23



METODOLOGIA

desionizada) y se les extrajo el cerebro, el cual se conservé en formalina hasta
el momento del corte.

Se realizaron cortes de 10 ym de grosor a la altura del sitio de implante
con un criostato (Leica CM1850) a -18°C y posteriormente se tifieron con el
método de Nissl, cuyo procedimiento se enlista a continuacion:

e Los cortes montados en portaobjetos se colocaron de manera
secuencial en recipientes de vidrio que contenian los siguientes
reactivos
1.- Etanol al 70% durante 2.5 minutos
2.- Etanol al 80% durante 2.5 minutos
3.- Etanol al 95% durante 2.5 minutos
4.- Agua destilada durante 2.5 minutos
5.- Colorante (violeta de cresilo) durante 15 minutos
6.- Etanol al 95% bajo agitacion
7.- Etanol al 95% con 20 gotas de acido acético al 10% bajo agitacion
8.- Alcohol absoluto durante 2.5 minutos
9.- Xilol durante 2.5 minutos

e Finalmente se cubrieron los cortes con un cubreobjetos utilizando la

resina PolyMount (Polysciences, Inc.) y se dejaron secar durante 24

horas a temperatura ambiente.

Los cortes tefiidos se observaron al microscopio y se cuantificd el area
de los tumores asi como la distancia de infiltracion de los mismos usando el
programa Image-Pro Plus 7.0 (MediaCybernetics). Para identificar a las células
tumorales como primer paso se ubico el sitio de implante, que en la mayoria de
los casos se observé como una ligera depresion en el tejido e incluso, en
algunas muestras, fue notoria la trayectoria que siguio la canula a través de la
corteza cerebral. A partir de alli se procedié a examinar el tejido circundante
donde pudieron observarse distintas texturas y arreglos. Las células U373 se
identificaron por presentar una coloracion mas intensa, asi como variaciones en
morfologia y tamafio celular. También se observé que en algunas ocasiones el
tejido tumoral tenia apariencia mas laxa que el tejido sano y con mayor

cantidad de tejido fibroso.
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Para cuantificar la infiltracion se midi6 la distancia a partir del sitio del

implante hasta el punto central del tumor.

8.6. Analisis estadistico

A los datos de area de los tumores se les realizé un analisis a través de
la prueba ANOVA, seguida por una prueba de Dunnet y una prueba de
Bonferroni para la comparacion entre grupos.

Los resultados de infiltracion se analizaron con la prueba chi cuadrada y
los datos de los estudios motores con la prueba Kruskal — Wallis seguida por
una prueba de Dunn. Se utilizé el programa Prisma 4.0 en todos los analisis

estadisticos para calcular los valores de probabilidad.
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9. RESULTADOS

En el presente trabajo se estudiaron los efectos de la P, y el RU486
sobre la progresién de astrocitomas humanos grado Il implantados en la
corteza cerebral de ratas. Para ello se cuantifico el area de los tumores y la
longitud de infiltracion después de un esquema de administracion de 20 dias
con P4, RU486, P, + RU486 y propilenglicol. También se realizaron pruebas
motoras con el fin de evaluar si la progresién del tumor se relaciona con

alteraciones a nivel motor.

En la figura 10 se observa que en las ratas administradas solamente con
propilenglicol el tumor se mantuvo alrededor del sitio de implante, mostrando
mayor cantidad de tejido fibroso organizado de una manera mas laxa, células

de menor tamafio y de forma mas variada en comparacion con el tejido sano.

Figura 10. Efecto de la administracién de propilenglicol sobre el crecimiento e

infiltracién de células U373 implantadas en la corteza cerebral de la rata. A.-
Observacion a 20X. El area del tumor se enmarca en amarillo. B.- (40X). Notese la
diferencia en tamafio y forma de las células tumorales (®) con respecto al tejido sano
(Q).
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En la figura 11 se muestran los cortes histolégicos de las ratas tratadas
con P4, las cuales mostraron un mayor desarrollo del tumor, asi como
infiltracion del mismo hacia estructuras mas profundas del cerebro. Cerca del
sitio de implante, se pueden observar células pequefias de forma ovalada y
alargada. La infiltracion ocurri6 de manera vertical, con una ligera inclinacion
con respecto al sitio de implante. Al llegar al cuerpo calloso se form6é una
alteracion en el tejido, donde éste perdidé su estructura y ya no se pudieron
identificar cuerpos celulares, observandose solamente tejido amorfo que podria

corresponder a una necrosis cerebral.

A. B.

il i .-p‘-_-?_uyM:;' r "';ﬁ,.’— :,f T I e NSO f;,L.;_,.
Figura 11. Efecto de la administracion de P, sobre el crecimiento e infiltracion
de células U373 implantadas en la corteza cerebral de la rata. A.-Observacion a 4X. El
tumor abarca desde la corteza cerebral hasta el cuerpo calloso (). B.- (20X). Células y
tejido tumoral en la corteza cerebral. C.- (4X). Infiltracion del tumor (<«) a estructuras

internas del cerebro. D.- (10X). Detalle del tejido tumoral.
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Las ratas que fueron tratadas con RU486 (Fig. 12) mostraron desarrollo
tumoral alrededor del sitio de implante con una ligera infiltracion. Las células
tumorales presentaron formas y tamafos variados, en comparacion con el
tejido sano. En general, se observaron células pequefias, redondas o con
bordes alargados, escaso tejido conectivo y algunas areas con tejido
necrosado, pero a diferencia de las ratas tratadas con P, éste se encontrd
solamente en la superficie las cerebro y aislado del resto del tejido, ademas de

presentar un area considerablemente menor.

Figura 12. Efecto de la administracion de RU486 sobre el crecimiento e

infiltracion de células U373 implantadas en la corteza cerebral de la rata. A.-
Observacion a 20X. Tejido tumoral, con algunas regiones de tejido amorfo. B.- (40X).
En el centro se observan células U373 (e ) rodeadas de tejido sano (- ). C.- (20X).

Infiltrado de células tumorales. Las células U373 se muestran enmarcadas en amatrillo.
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En la figura 13 se muestran los cortes histolégicos de las ratas que
recibieron el tratamiento conjunto de P, + RU486. La morfologia de las células
tumorales es similar a la descrita en los casos anteriores, células pequefias con
extremos ligeramente alargados, aunque en este caso se encontr6 mas
variedad de formas. De igual manera, se observo un mayor numero de células
en este tratamiento que en los casos anteriores, y éstas, al parecer, se
encontraban sin tejido fibroso de soporte. También se observé infiltracion de
células tumorales la cual fue menor que la encontrada en las ratas tratadas con

P,y ligeramente mayor que en el tratamiento con RU486.

Figura 13. Efecto de la administracion de P, + RU486 en células U373

implantadas en la corteza cerebral de la rata. A.- Observacion a 20X. Las células
implantadas se encuentran enmarcadas en amarillo. B.- Observacion a 40X. A la
izquierda se encuentran las células tumorales () y a la derecha el tejido sano ().

C.- Observacion a 20X. Infiltraciéon del tumor enmarcado en amarillo.
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El tratamiento con P, aumenté de manera significativa el area del
astrocitoma provocado por el implante de células U373 en la corteza cerebral
de la rata, asi como la longitud de infiltracién y el nimero de ratas que la
presentaron (Figs. 14 y 15). El RU486 bloqueé el efecto de la P4.

En el caso del area del tumor cabe mencionar que a pesar de que los
tratamientos de RU486 y P, + RU486 comparados con el vehiculo son
estadisticamente similares, se observa una tendencia hacia un menor

desarrollo del tumor en los grupos tratados con RU486 (Fig. 14).
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Vehiculo P4 RU486 P4 + RU486
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Figura 14. Efectos de la P, y el RU486 sobre el area de los tumores
provocados por el implante de células U373 en la corteza cerebral de la rata. Los
resultados son expresados como media + S.E.M. n vehiculo= 4; n resto de los

tratamientos= 7. *p<0.001 vs todos los grupos.

En cuanto a la infiltracion del tumor (Fig. 15) se observa que el 100% de
las ratas tratadas con P, mostraron migracion celular hacia estructuras internas
del cerebro, mientras que de los animales que recibieron los tratamientos con
RU486 y P, + RU486 solo el 28.6 y 42.9% respectivamente, presentaron
infiltracion tumoral. Las ratas administradas con vehiculo no mostraron

migracion de las células U373.
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Figura 15. Porcentaje de animales que mostraron infiltracion de los tumores
provocados por el implante de células U373 en la corteza cerebral de la rata bajo el
efecto de P, y RU486. n vehiculo= 4; n resto de los tratamientos= 7. *p<0.05 vs. todos

los grupos.

Por otro lado, es muy notable el incremento en la migracion que se
observa en las ratas tratadas con P4 siendo la distancia media con este
tratamiento de 1119 + 45.6 um. Con el tratamiento de RU486 es de 82.2 + 35.4
um y con el de P4 + RU486 de 121.6 + 43.3 um. Los resultados obtenidos de
los tratamientos con el antagonista no presentan diferencias significativas entre

ellos, sin embargo, es importante destacar que nuevamente el RU486 bloqued

el efecto de la Pa.

Posteriormente se realizaron 3 pruebas motoras para determinar el
efecto de la progresion del tumor en la conducta motora de la rata, sin
embargo, no se observaron diferencias significativas en el desempefio de la
rata bajo los distintos tratamientos en ninguna de las pruebas realizadas (Fig.
16).
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Figura 16. Efectos de la P, y RU486 sobre la habilidad motora de ratas con

tumores provocados por el implante de células U373 en la corteza cerebral. Los

resultados son expresados como media + S.E.M. n vehiculo= 4; n resto de los

tratamientos = 7.
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10. DISCUSION

En el presente estudio se determind el efecto de la administracion de P4
y su antagonista, el RU486 en ratas macho previamente implantadas con
células de astrocitoma humano grado Il en la corteza cerebral del hemisferio
izquierdo. Los resultados constaron de tres puntos principales que fueron la
medicion del area de los tumores, la longitud de la infiltracion de los mismos y

la realizacién de pruebas motoras.

Respecto al primer punto, se encontré6 que la P, aumenta de manera
significativa el crecimiento del tumor. Estos resultados concuerdan con lo
observado en experimentos in vitro realizados en la linea celular U373 en
cultivo (Cabrera-Mufioz et al., 2011; Gonzalez-Agtero et al., 2007; Inoue,
2002). Adicionalmente se ha reportado que en células U373, la P4 incrementa
significativamente la fase S del ciclo celular (Gonzalez-Aguero et al., 2007), lo
cual podria explicar el aumento en la proliferacion celular, y por lo tanto, en el
area del tumor. También se observo que el RU486 bloqueé el efecto de la Py,
ya que en las ratas a las que se les administro el tratamiento conjunto de P4 +
RU486 el tamafo del tumor fue significativamente menor al observado en
aquellas administradas solo con P4 Este resultado concuerda con lo ya
reportado en estudios in vitro en nuestro laboratorio (Cabrera-Mufioz et al.,
2011; Gonzalez-Aguero et al., 2007) y sugiere gue los efectos de la P4 en los
astrocitomas ocurren a través de la via genomica, mediados por su receptor
intracelular. Como ya se habia mencionado, existe una distribucién diferencial
del RP de acuerdo al grado de evolucion del tumor, encontrandose una relacion
directa entre el contenido de RP y el grado del tumor (Gonzéalez-Aguero et al.,
2001). Cabe mencionar que la isoforma predominante tanto en cultivo celular
como en biopsias de astrocitomas humanos grado Ill es el RP-B, el cual es un
potente activador transcripcional (Gonzalez-Aguero et al., 2001, 2007).

Otro punto importante es la tendencia que se observa en los grupos
tratados con RU486 y con P, + RU486 hacia un menor crecimiento del tumor

comparando con el vehiculo. Aunque en este trabajo la diferencia entre ellos no
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fue significativa, seria interesante continuar con los estudios sobre este punto

de una manera mas especifica y a un mayor tiempo.

En cuanto a la infiltracion de las células tumorales, la P4 increment6 de
manera significativa la distancia y el nimero de animales que mostraron
migracion de las células U373 en el cerebro de la rata. Los resultados
obtenidos en este trabajo no han sido reportados en astrocitomas, sin embargo,
existen estudios en cancer de mama donde se observa que tanto la P, como el
E, incrementan la migracion e invasion en las lineas celulares MCF7 y T47D y
que el tratamiento con RU486 disminuye significativamente la migracién en
esas células (Epstein Shochet et al., 2012; Diaz et al., 2012). El blogueo del
efecto de la P4 sobre la migracién del tumor por parte del RU486 también se
observo en este trabajo, por lo que podriamos suponer que dicho efecto ocurre
a través de la interaccion de la P4 con el RP.

Las ratas tratadas con RU486 y P, + RU486 presentaron infiltracion de
las células tumorales, mientras que aquellas que solo recibieron el vehiculo no
mostraron migracion de las mismas. Esto podria sugerir que el RU486 participa
en la activacion de ciertos genes que promueven la migracion y/o invasividad
de las células U373, sin embargo, es necesario realizar estudios referentes a
este aspecto de la biologia de los tumores.

Un punto interesante con respecto a este tema es el aspecto del tejido
infiltrado. En las ratas tratadas con P4 (Fig. 11) se puede observar como éste
perdié su morfologia, convirtiéndose en un tejido amorfo con caracteristicas de
necrosis en el cual ya no se pueden identificar cuerpos celulares. Algo similar
ocurre en las ratas administradas con el tratamiento conjunto de P, + RU486
(Fig. 13), pero en menor medida y con una menor cantidad de tejido afectado,
mientras que en las ratas tratadas con RU486 (Fig. 12) las células infiltradas
conservan su morfologia y no hay tejido dafiado.

Por otro lado, se han realizado estudios acerca de las rutas de migracion
de los astrocitomas, donde se reporta que éstos tienen vias preferenciales que
viajan a lo largo y dentro de fasciculos nerviosos paralelos y entrecruzados. Se
han llevado a cabo estudios en ratas donde se observé que en los tumores

implantados en la corteza cerebral la direccibn de migracion fue a través del
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cuerpo calloso pudiendo penetrar profundamente en el mismo, lo cual

concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo (Laws et al., 1993).

Finalmente, respecto a las pruebas motoras no se observaron cambios
significativos relacionados a la progresion del tumor en ninguno de los
tratamientos. Esto pudo ser debido a que las pruebas elegidas no fueron lo
suficientemente finas para reflejar un dafio a ese nivel, ademas de que la
escala de calificacion (1, 2 y 3) fue muy estrecha y no permiti6 que hubiera
gran variacion entre los resultados. De igual manera, la forma de cuantificar el
desempefio fue un tanto arbitraria, por lo cual convendria establecer nuevas
caracteristicas para analizar, asi como un esguema mas cuantitativo para
hacerlo. Ademas seria importante evaluar la conducta motora a un mayor

tiempo de evolucion tumoral.

35



CONCLUSIONES

12. CONCLUSIONES

La P4 favorece el crecimiento e infiltracion de un tumor provocado por el
implante de células de astrocitoma humano grado Il en la corteza cerebral de

la rata.
Los efectos de la P, sobre la proliferacion e infiltracion de los

astrocitomas en la corteza cerebral de la rata ocurren a través de su interacciéon

con el RP.
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