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RESUMEN

1. RESUMEN

La testosterona es una hormona esteroide del grupo de los andrégenos, que
participa en la regulacion de diversos procesos patoldgicos como el cancer. Se ha
demostrado una mayor expresion del receptor a andrégenos (RA) en pacientes con
astrocitomas humanos, que son los tumores cerebrales mas frecuentes y agresivos
en el ser humano, en comparacion con el tejido cerebral normal, sugiriendo la
posibilidad de que la sefalizacion del RA pueda desempefiar un papel importante
en el crecimiento de estos tumores. Los astrocitomas se presentan en una mayor
proporcion en hombres que en mujeres (3:2). Sin embargo, se desconocen las
causas de esta diferencia, por lo cual en el presente trabajo se determiné el efecto
de la testosterona sobre el crecimiento de células U87 derivadas de astrocitomas
humanos del mayor grado de malignidad. Para esto, las células U87 fueron tratadas
con testosterona a diferentes concentraciones (1 nM, 10 nM, 100 nM y 1 puM)
durante 5 dias. Los resultados mostraron que a partir al dia 3 de cultivo, la
testosterona (10 nM) disminuyé significativamente el nimero de células U87.
Posteriormente, al tratar a las células con flutamida (5 pM), un antagonista del RA,
se observo el mismo efecto que con la testosterona, ya que también disminuyé el
namero de células a partir del dia 3 de cultivo. Por otro lado, la flutamida no bloque6
el efecto de la testosterona, lo que sugiere que la flutamida podria tener un efecto
agonista sobre el RA o que la testosterona no lleva a cabo su efecto por medio de
la union con su receptor, sino a través de otros mecanismos. Finalmente, se
determind la expresion del RA en células U87 mediante la técnica de Western Blot.
Se observd que el RA se expresa en dichas células y que su expresion no es
regulada por andrégenos.

Los datos anteriores sugieren que la testosterona (10 nM) disminuye el nimero de
células U87 derivadas de astrocitomas humanos de grado IV, al igual que la
flutamida (5 uM). Ademas, la linea celular U87 expresa el RA y su expresion es

independiente de andrégenos.
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2. INTRODUCCION

Los gliomas son un grupo de tumores derivados de las células gliales, y representan
mas del 50% del total de tumores del Sistema Nervioso Central (SNC),
registrandose aproximadamente 6.5 casos por cada 100,000 personas por afio. Los
astrocitomas representan el 40-50% de todos los tumores del SNC y hasta el 70%
de los tumores gliales. El astrocitoma anaplasico y el glioblastoma multiforme
(grados Il y 1V, respectivamente) son las variantes mas malignas y frecuentes de
los tumores astrociticos. El pronéstico depende de multiples factores como son el
grado de malignidad, la localizacion, el tamafio y el tiempo de evolucion; sin
embargo, el tiempo de sobrevida de los pacientes con diagnéstico de gliomas
astrociticos de alta malignidad es corto. Estas lesiones son generalmente incurables
y, a pesar de los tratamientos y terapias existentes, dentro de los primeros 2 afios
después del diagnéstico, el 90% de los pacientes fallece (Pérez et al., 2001).

Se han encontrado diversos factores asociados con el desarrollo y evolucién
en el grado de malignidad de los astrocitomas (Sarkar et al., 2009). Existen informes
que sugieren que las hormonas sexuales pueden participar en el crecimiento de los
tumores cerebrales (Camacho-Arroyo et al., 2000; Gonzalez-Aguero et al., 2007).
El SNC es un importante blanco para esteroides sexuales como los andrégenos, los
cuales estan implicados en la regulacion de varios procesos fisioldégicos vy
patolégicos como el desarrollo, crecimiento, maduracién, diferenciacion y funcion
de las células cerebrales, incluyendo el crecimiento tumoral (Chang et al. 2014).

Se han realizado distintas investigaciones in vitro sobre los efectos de las
hormonas sexuales en lineas celulares derivadas de astrocitomas humanos, sin
embargo, no se han realizado investigaciones sobre el efecto de los andrégenos
sobre el crecimiento de estos tumores. Por lo que en este trabajo se determiné el
efecto de la testosterona sobre el crecimiento de células U87 derivadas de

astrocitomas humanos de grado IV.
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3. ANTECEDENTES

3.1. Tumores cerebrales

Los tumores cerebrales son la segunda causa de muerte por enfermedades
neurolégicas (Micheli et al.,, 1996). La incidencia anual de tumores cerebrales
primarios a nivel mundial es de aproximadamente siete por cada 100 mil individuos
(Furnari et al., 2007; Xie, 2009), de los cuales los gliomas representan el 70%
(Schwartzbaum et al., 2006). Muy poco se conoce acerca de la etiologia de estos
tumores. No obstante, varios informes han asociado estas neoplasias con factores
genéticos, ocupacionales y ambientales (Micheli et al., 1996). Las evidencias de los
primeros estarian fundamentadas en la incidencia familiar y la relacionada con el
grupo sanguineo; Selversten y Cooper han encontrado una asociacion entre
gliomas y el grupo sanguineo A. En trabajadores del caucho, plasticos y quimicos,
asi como también en los granjeros fueron descritas relaciones ocupacionales. Asi
mismo, la oncogénesis secundaria se ha asociado a la exposicion de radiaciones,
ya sea terapéutica o accidental; en especial con sarcomas, gliomas y meningiomas.
También se han relacionado glioblastomas en adultos con traumatismos de craneo
sufridos previamente. Infecciones del SNC, en particular virales (papovavirus y
retrovirus) han sido asociadas con un mayor riesgo tumoral (Micheli et al., 1996).

3.2. Gliomas humanos

Los gliomas son tumores neuroectodérmicos que tienen caracteristicas de
células gliales y se clasifican de acuerdo a su perfil inmunohistoquimico en:
astrocitomas, oligodendrogliomas vy oligoastrocitomas, de los cuales, los
astrocitomas son los mas comunes (Furnari et al., 2007).

Los glioblastomas representan aproximadamente del 60 a 70% de los gliomas
malignos, los astrocitomas anaplasicos del 10 a 15%, y los oligodendrogliomas

anaplasicos y oligoastrocitomas anaplasicos el 10%; tumores menos comunes tales
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como ependimomas anaplasicos y gangliogliomas anaplasicos representan el resto
(Louis et al., 2007).

No se ha identificado la causa subyacente para la mayoria de los gliomas
malignos. El tnico factor de riesgo establecido es la exposicion a radiacion ionizante
(Fisher et al., 2007). Hay pruebas que sugieren una asociacion entre factores
inmunoldgicos y gliomas. Los pacientes con atopia tienen un menor riesgo de
gliomas, y pacientes con glioblastomas que tienen altos niveles de IgE parecen vivir
mas que aquellos con niveles normales, pero la importancia de estas asociaciones
aun no es clara (Wen et al., 2008). Polimorfismos de genes que afectan el dafio y la
reparacion del DNA, asi como la regulacién del ciclo celular, también se han
implicado en el desarrollo de los gliomas (Fisher et al., 2007).

Aproximadamente el 5% de los pacientes con gliomas malignos tienen una
historia familiar de gliomas. Algunos de estos casos familiares se asocian a
sindromes genéticos raros, tales como neurofibromatosis tipos 1 y 2, el sindrome
de Li-Fraumeni (mutaciones de la linea germinal en p53 asociadas con un mayor
riesgo de varios tipos de cancer), y el sindrome de Turcot (poliposis intestinal y

tumores cerebrales) (Farrell et al., 2007).

3.3. Astrocitomas

Los astrocitomas son tumores neuroepiteliales que se originan de los
astrocitos (Badash, 2009; Daumas-Duport et al., 1998). Son las neoplasias
cerebrales primarias mas comunes en humanos, al constituir el 45% de todos los
tumores del SNC (Daumas-Duport et al., 1988). Se presentan principalmente en
adultos de entre 50 y 70 afios y poseen un alto potencial de malignidad (Gonzélez-
Aguero et al., 2001). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha elaborado una
clasificacibn que establece una escala de progresion de acuerdo a las
caracteristicas histoldgicas del tumor (Louis et al., 2007).
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e Grado | (Astrocitoma pilocitico)

Es un tumor relativamente delimitado, de lento crecimiento y se presenta
principalmente en nifios y adultos jovenes. Afecta mas comunmente al cerebelo,
seguido por el hipotalamo, nervio y quiasma oOptico, tdlamo, ganglios basales, tallo
cerebral y hemisferios cerebrales. Histolégicamente se caracterizan por un patron
bifasico de tejidos compacto y laxo. Las zonas compactas consisten de densos
agregados de astrocitos bipolares alargados, mientras que las areas esponjosas
consisten de astrocitos multipolares redondos en asociacion con microquistes y
granulos eosinofilicos. En ocasiones puede observarse proliferaciéon vascular
glomerular, sin embargo, no es considerada como una sefial de malignidad. Las
células que componen al astrocitoma presentan fuerte inmunopositividad a la
proteina acidica fibrilar glial (GFAP) (Sarkar et al., 2009). Estos tumores usualmente
pueden ser eliminados mediante reseccidon quirdrgica (total o parcial) y/o
radio/quimioterapia (Bristol, 2009). En la mayoria de los casos donde el tumor ha
sido extraido total o parcialmente, las posibilidades de una sobrevida mayor a 20
afios son de més del 85% (Tihan and Bloomer, 2010).

e Grado Il (Astrocitoma difuso)
Se caracteriza por un crecimiento lento e infiltracidbn en estructuras cerebrales
vecinas. Generalmente afecta a adultos jovenes con un pico de incidencia entre los
30 y 40 afios y tiende a evolucionar en forma maligna a astrocitoma anaplasico y
glioblastoma. Histolégicamente estd compuesto por astrocitos fibrilares bien
diferenciados. Las células tumorales se pueden acumular bajo la piamadre o
alrededor de neuronas dafadas (satelitosis). Se localizan en cualquier region del
SNC pero con mas frecuencia se encuentra en los hemisferios cerebrales, tallo
cerebral y médula espinal. El tratamiento puede incluir reseccion quirlrgica,
quimioterapia y/o radioterapia y la medida de sobrevivencia después de la
intervencion quirdrgica va de 6 a 8 afios (Arko et al., 2010). En general, la media de

sobrevivencia de los pacientes es de 5 afios (Louis et al., 2007).
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e Grado Il (Astrocitoma anaplasico)

Se localizan preferencialmente en los hemisferios cerebrales y usualmente afectan
a adultos de entre 40 y 60 afios de edad. Estan histolégicamente caracterizados por
atipia nuclear, aumento celular y actividad proliferativa significativa. Sefiales
adicionales de neoplasia incluyen células tumorales multinucleadas con
anormalidades en la mitosis y positivas a GFAP. Los astrocitomas anaplasicos son
el grado de astrocitoma mas comun y tienden a progresar a tumores grado IV en
tiempos cortos (Sarkar et al., 2009). El tratamiento inicial estandar incluye, la
maxima remocion posible del tumor sin causar deficiencias neuroldgicas (en la
mayoria de los casos resulta muy poco efectiva), radioterapia y/o quimioterapia
(Buckner et al., 2007). La media de sobrevida es de 2 a 3 afios y generalmente esta
determinado por el tiempo requerido para la progresién a un tumor de grado IV (Arko
et al., 2010).

e Grado IV (Glioblastoma multiforme)
Es el tumor primario del SNC de mayor frecuencia y malignidad. Cominmente se
presentan en adultos entre las edades de 45 a 70 afios (Daumas-Duport et al., 1988)
y de forma preferencial en los hemisferios cerebrales (Sarkar et al., 2009), ganglios
basales y tAlamo. Se caracteriza por presentar astrocitos poco diferenciados, atipia
nuclear, mitosis elevada, trombosis vascular, proliferacion microvascular y necrosis.
(Brandes et al., 2008).

Los glioblastomas pueden desarrollarse por progresion a partir de gliomas de
menor malignidad (“glioblastoma secundario”) o desarrollarse de novo a partir de
células madre cancerosas, es decir, sin evidencia de una lesién previa de menor
malignidad (“glioblastoma primario”), los cuales representan aproximadamente el
90% de los casos (Furnari et al., 2007). Morfologicamente, los glioblastomas
primarios y secundarios son indistinguibles entre ellos. Clinicamente, los
glioblastomas secundarios tienden a ocurrir en pacientes jovenes (con una media
de 45-50 afios), mientras que los glioblastomas primarios ocurren mayormente en
pacientes de edades mas tardias (Sarkar et al., 2009). La sobrevida de los pacientes

con glioblastoma multiforme (GBM) es corta, generalmente fallecen dentro del
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primer afio después del diagndstico (Louis et al., 2007). Estos tumores son muy
resistentes a la radioterapia y quimioterapia y debido a su alta capacidad para
infiltrarse, en especial al parénquima cerebral, generalmente no es posible realizar
reseccion quirurgica (Hadjipanayis et al., 2009).

En general, los primeros sintomas a causa de estos tumores pueden incluir:
dolores de cabeza y vomito debido al aumento en la presion intracraneal, cambios
visuales, ataques, cambios de personalidad, demencia o problemas con la memoria,
el aprendizaje, la concentracion y problemas motores. Los sintomas subsecuentes
varian dependiendo de la localizacion del astrocitoma (Badash, 2009) y se ha
reportado que la sobrevivencia de los pacientes esta inversamente relacionada al
grado del tumor (Daumas-Duport et al., 1988).

Las alteraciones encontradas en los astrocitomas son resultado de la
acumulacion de anormalidades genéticas, incluyendo aberraciones cromosémicas,
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 en la expresion de genes como ciclina D1 que participa en
el control del ciclo celular, asi como alteraciones en la funcién del receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR) y en el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) que promueve la angiogénesis (Ichimura et al., 2004).

El tratamiento para los astrocitomas mas agresivos es muy pobre, de modo
que el cuidado médico radica principalmente en el manejo paliativo de los pacientes.
Es por esto que en muchos casos se busca ofrecer a los pacientes tratamientos
experimentales o alternativos, entre los que se encuentran quimioterapia intrarterial,
inmunoterapia génica y tratamientos endécrinos (Edward et al., 2005).

Estas neoplasias son mas frecuentes en hombres que en mujeres en una
proporcion de 3:2, la cual es més evidente en los astrocitomas de mayor grado de
evolucion (Schwartzbaum et al.,, 2006). Esta diferencia en la prevalencia de
astrocitomas relacionada al género se ha observado mas acentuada a partir de los

14 afios cuando la mujer ya presenta la menstruacion y declina a los 50 afios cuando



ANTECEDENTES

se presenta la menopausia, sugiriendo que las hormonas sexuales pueden estar
implicadas en el crecimiento de los astrocitomas (McKinley et al., 2000).

El SNC es un importante blanco para esteroides sexuales como los
andrégenos, los cuales estan implicados en la regulaciéon de varios procesos

fisiologicos y patoldgicos, incluyendo el crecimiento tumoral (Chang et al., 2014).

3.4. Estructura y funciones de la testosterona

Los andrégenos son hormonas sexuales que regulan la diferenciacion y
maduracién de los 6rganos reproductivos masculinos, asi como el desarrollo de las
caracteristicas secundarias masculinas. El principal andrégeno es la testosterona,
una hormona esteroide de 19 atomos de carbono derivada del colesterol (Basu,
2010) (figura 1).

OH

O
Figura 1. Estructura de la Testosterona. Hormona esteroide de 19 atomos de
carbono. Presenta un doble enlace entre C4 y C5, una cetona en C3 y un radical
hidroxilo (OH) en C12.

La testosterona y otros androégenos tienen actividad biologica en
practicamente todos los tejidos en el cuerpo. Las funciones y efectos importantes
de los androgenos incluyen (Yen, 1991):

e La masculinizacion o diferenciacion sexual masculina de los conductos de

Wolff (genitales internos), genitales externos, y el cerebro en el feto humano.
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e Acciones anabdlicas, tales como estimulacion del crecimiento lineal del
cuerpo, retencion de nitrégeno, y desarrollo muscular en el adolescente y
hombre maduro.

e Estimulacion de la maduracion de los genitales externos y Organos
accesorios sexuales, incluyendo el pene, el escroto, la prostata, y las
vesiculas seminales.

e Induccién de la ampliacion de la laringe y engrosamiento de las cuerdas
vocales.

e Estimulacion del crecimiento del vello facial, axilar y pubico, asi como la
recesion del cabello y la calvicie temporal.

e Facilitacion de la libido y la potencia sexual.

e Estimulacion o supresion de proteinas érgano especificas en tejidos como el

higado, el rifidn, y las glandulas salivales.

Los androgenos son necesarios para el correcto desarrollo y funcion de
numerosos tejidos, incluyendo el SNC. Ademas, hay evidencia que indica que la
pérdida de androgenos relacionados con la edad puede contribuir al desarrollo de
trastornos neurodegenerativos, incluyendo la enfermedad de Alzheimer. Tanto la
testosterona como su metabolito, la dihidrotestosterona, tienen acciones amplias en
el SNC, tales como la diferenciacion de las neuronas en el hipotalamo y la corteza
cerebral, la arborizacion dendritica del hipocampo y la excitabilidad, la mejora en el
crecimiento de las neuritas, y el mantenimiento de la morfologia de las neuronas
motoras (Nguyen et al., 2007).

También, la testosterona es esencial para mantener la espermatogénesis y la
fertilidad masculina (Walker, 2010). Ademas influye en determinados aspectos de
estado de animo y cognicion. Los niveles bajos de testosterona se asocian con una
conducta docil, mientras que los niveles altos se correlacionan con el

comportamiento impulsivo y agresivo (Almeida et al., 2004).
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3.4.1. Metabolismo de la testosterona

Los testiculos tienen dos funciones principales: la produccion de
espermatozoides y la produccion de hormonas masculinas, principalmente la
testosterona. En el caso de las mujeres, esta hormona es producida en cantidades
significativamente menores en los ovarios (Dorantes, 2012).

Los componentes del testiculo en donde se dan estos procesos estan
separados a nivel estructural, pero interrelacionados entre si y requieren de un eje
hipotalamico-hipofisario intacto para el inicio y mantenimiento de su funcién. Desde
un punto de vista cuantitativo, el andrégeno mas importante es la testosterona.
Alrededor del 95% de ésta es secretada por las células de Leydig de los testiculos
hacia la circulacion sistémica; 5% deriva de las glandulas suprarrenales (Dorantes,
2012; Yen, 1991). Pequefias cantidades de otros esteroides potentes, tales como la
dihidrotestosterona (DHT) son secretados por los testiculos, pero contribuyen poco
al contenido global de androgenos de la sangre en los hombres. Esto estd en
marcado contraste con la mujer, en los que la DHT constituye una fraccion
significativa de los andrégenos totales de circulacion. La androstenediona un
precursor de la testosterona, también es secretada por los testiculos, pero solo es
conocida su importancia en hombres como un precursor plasmético, por ejemplo,
de estrégenos (Yen, 1991). Las concentraciones plasmaticas promedio de

testosterona, asi como los niveles urinarios se muestran en la tabla 1.

Hombres Mujeres

Testosterona

Plasma (ng/dI) 700 40

Orina (ug/dia) 70 4
Androstenediona

Plasma (ng/dI) 120 170
Dihidrotestosterona

Plasma (ng/dl) 45 20

Tabla 1. Niveles de andrégenos en hombres y mujeres (Yen, 1991).

10
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Con excepciéon de las primeras semanas de vida fetal, la produccion de
testosterona depende de la secrecién hipofisaria de hormona luteinizante (LH), que
a su vez es controlada por un factor regulador de origen hipotalamico; la produccion
de este Ultimo esta inhibida durante la nifiez y empezara a generarse de manera
pulsatil durante la pubertad. Este factor sintetizado por el hipotdlamo se llama
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) y es un péptido compuesto de 10
aminodcidos. Las células de Leydig tienen receptores de membrana especificos
para LH, los cuales estan acoplados a proteinas G y contienen siete dominios
transmembranales. La unién de LH al receptor estimula la secrecion de androgenos
en las células de Leydig (Dorantes, 2012).

La testosterona y la DHT son los principales andrégenos biol6gicamente
activos. La testosterona se sintetiza en las células de Leydig a partir del colesterol
circulante o de novo a partir de acetato. El colesterol es hidroxilado en los carbonos
20 y 22, transformandose en 5-pregnenolona, a partir de la cual se originan los
demés progestagenos (Flores, 2005; Jara, 2003).

Los andrdgenos se forman a partir de los progestagenos, actuando en primer
lugar la enzima 17-hidroxilasa (CYP17). Asi surge la dehidroepiandrosterona
(DHEA) desde la 17-hidroxipregnenolona y la 4-androstenediona a partir de la 17-
hidroxiprogesterona. Posteriormente actua sobre ambas la enzima 1783-
hidroxiesteroide (HSD 17@) deshidrogenasa para formar, respectivamente, 5-
androstenediol y testosterona (Jara, 2003).

En la sangre, los andrégenos y estrégenos pueden existir en forma libre o
unidos a proteinas séricas. Aunque cerca del 38% de la testosterona esta unida con
albamina, la principal proteina transportadora es la globulina fijadora de hormonas
sexuales (SHBG). Alrededor del 2% de la testosterona circulante no esta unida con
proteinas seéricas, puede entrar a las células y ejercer sus efectos metabdlicos.
Ademas, parte de la testosterona unida a proteina puede disociarse de esta Ultima
y entrar a los tejidos blanco (Dorantes, 2012).

En los tejidos blanco, la testosterona sale de la circulacion y atraviesa la
membrana celular. En la mayor parte de las células blanco de los andrégenos, la

testosterona es convertida a un andrégeno mas potente, la DHT, por la isoenzima
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microsomal 5a-reductasa. Ademas, una pequefia fraccion de testosterona puede
ser convertida a estradiol por medio de una reaccion de aromatizacién catalizada
por la enzima aromatasa (figura 2) (Dorantes, 2012). La testosteronay la DHT se
unen a la misma proteina especifica, el receptor a androgenos (RA), pero la DHT
ademas de ser un andr6geno mas potente que la testosterona, se une con mayor
afinidad a este receptor. Esta mayor afinidad resulta de la lenta disociacion de la
DHT con el receptor (Yen, 1991). La produccion de DHT ocurre en varios tejidos del
tracto reproductivo masculino, incluyendo la glandula prostética, las vesiculas
seminales, y la piel, donde los andrégenos estimulan el crecimiento y la division
celular. En contraste, en musculo y rifién, la testosterona actda sin cambios.
Finalmente, los androgenos son metabolizados a esteroides conjugados
relativamente inactivos (por ejemplo, sulfatos y glucuronidos), que son excretados

del cuerpo a través de la bilis u orina (Yen, 1991).

12



ANTECEDENTES

Acetato
- > o
-

Pregnenolona

| |

17 OH Pregnenolona Progesterona
1 CYP 17 CYp 17
DHEA 17 OH Progesterona
J HSD 178 CYP 17

5-Androstenediol Androstenediona

P 4
2

" HsD 178

Testosterona

Sa-reductasa =~ "\ Aromatasa
/ i

u

OH
CH,

Dihidrotestosterona Estradiol

Figura 2. Sintesis de la testosterona. Conversion del colesterol a pregnenolona por
la enzima CYP11A. De ésta se originan los prostagenos, a partir de los cuales se
originan los andrégenos por la enzima 17-hidroxilasa (CYP17). Se forma la
dehidroepiandrosterona (DHEA) desde la 17-hidroxipregnenolona y la 4-
androstenodiona a partir de la 17-hidroxiprogesterona, actuando sobre ambas la
enzima 17B-hidroxiesteroide (HSD 17B) deshidrogenasa para formar,
respectivamente, 5-androstenodiol y testosterona. Posteriormente actdan sobre la
testosterona las enzimas 5a-reductasa y aromatasa para formar DHT y estradiol,

respectivamente (Jara, 2003).
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3.4.2. Mecanismos de accion de la testosterona

Mecanismo de accién clasico.

En general, en el mecanismo de accion clasico de la testosterona, ésta
atraviesa la membrana plasmatica por difusion simple debido a su caracter lipofilico
y se une al RA, el cual se encuentra asociado a proteinas de choque térmico dentro
del citoplasma o el nucleo. Una vez unido a su ligando, el RA sufre un cambio
conformacional que le permite disociarse de las proteinas de choque térmico y
translocarse al nucleo en el caso del RA citoplasmico. Este cambio conformacional
expone la region que le permite fosforilarse y dimerizarse, resultando en una
estructura con alta afinidad a secuencias especificas denominadas elementos de
respuesta a androgenos (AREs) (Walker, 2010). Al unirse a esta secuencia se
reclutan complejos correguladores, como los coactivadores de receptores a
hormonas esteroides (SRC) que de manera dependiente de ligando facilitan el

proceso de transcripcion (figuras 3 y 4) (Walker, 2010).

Testosterona

Membrana
celular

9 Transcripcion
—_—

Promotor

Figura 3. Mecanismo clasico de accion de la testosterona. El RA se encuentra en
un estado de inactivacion, unido a proteinas de choque térmico (hsp). La
testosterona atraviesa la membrana plasmatica, interactia con su receptor, se
liberan las hsp, el receptor se dimeriza, se une a elementos de respuesta a
andrégenos (ARES) y recluta correguladores y a la maquinaria de transcripcion
basal (Walker, 2010).
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Mecanismo de accion no-clasico.

Existen al menos dos mecanismos de accidén no clasicos de accién de la
testosterona en las células de Sertoli. En la via de afluencia de [Ca?*] mediada por
testosterona (figura 4, a la derecha (3)), la testosterona induce rapidamente el paso
de [Ca?'] en las células de Sertoli a través de canales tipo L de [Ca?*]. También se
cree que la testosterona provoca la activacion de una proteina Gq unida al receptor
acoplado a proteinas G (GPCR) y la activacion de la fosfolipasa C (PLC) que a
continuacion hidroliza a la enzima fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) en la
membrana plasmatica para producir inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol
(DAG). La disminucién de los niveles de PIP2, un inhibidor de la activacion de
canales de K*atp mediada por ATP, promueve el cierre de estos canales provocando
un aumento en la resistencia de la membrana y la despolarizacion de la célula.
Como resultado, los canales tipo L dependientes de [Ca?*] se abren y permiten el
paso de [Ca?*] (Walker, 2011).

En la via de activacion de cinasas (figura 4, en medio (2)), la estimulacién de
las células de Sertoli con dosis de testosterona (10-250 nM) similares o inferiores a
los que se encuentran en el testiculo causa la union de ésta con su receptor. Una
vez unidos Yy localizados transitoriamente en la membrana plasmatica, se recluta y
activa la tirosina cinasa Src, como consecuencia de la estimulacion androgénica
gue provoca la asociacion directa de la region rica en prolina del RA (aminoacidos
352-359) y el dominio SH3 de Src. La activacion de Src mediada por testosterona
provoca la fosforilacion y la estimulacion del receptor de EGF (EGFR) a través una
via intracelular. Como consecuencia se activa la cascada de MAP cinasas (Raf,
MEK, ERK), y esta a su vez activa a la cinasa p90Rsk que fosforila al factor de
transcripcion CREB (Walker, 2011). Se ha demostrado que la activacidén de esta via
no-clasica induce la expresion génica mediante la expresion de CREB. En contraste
con la via clasica, la induccion de la fosforilacion de ERK y de CREB por la
testosterona es rapida (menos de 1 min) y se puede mantener durante al menos 12
h (Fix et al., 2004).

15



ANTECEDENTES

Y GPCR?
. ”PIP K*ATP
Channel
3 DAG \//

Membrane
d I ti
2 OO L-type Caz’

l e ) channel

AR-inducible AR-inducible
gene gene

Nucleus

Figura 4. Mecanismo clasico y no clasico de la testosterona. (1) Mecanismo clasico.
La testosterona atraviesa la membrana plasmatica y se une al RA, el cual sufre un
cambio conformacional y se disocia de las proteinas de choque térmico, se transloca
al nacleo y se une a secuencias especificas del DNA (ARES), lo que permite el
reclutamiento de coactivadores que facilitan el proceso de transcripcion.
Mecanismos no clasicos: (2) La testosterona interactia con el RA. El RA es
reclutado y activado por Src, causando la activacion del receptor a EGF (EGFR) a
través de una via intracelular. EGFR activa la cascada de MAP cinasa a traves de
Ras, que resulta en la activacion secuencial de RAF y MEK, y a su vez activa a la
cinasa p90Rsk que fosforila al factor de transcripcion CREB. (3) La testosterona
induce rapidamente el paso de [Ca?*] en las células de Sertoli a través de canales
tipo L de [Ca?']. La testosterona interactlla con un receptor en la membrana
plasméatica que tiene caracteristicas de una proteina Gq unida a un receptor
acoplado a proteinas G (GPCR). La fosfolipasa C (PLC) es activada para escindir a
PIP2 en IP3 y diacilglicerol (DAG). La disminuciéon de PIP2 promueve el cierre de
canales K*atp provocando la despolarizacion de los canales tipo L dependientes de
[Ca?*] y la entrada de [Ca?*] (Walker, 2011).
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3.5. Receptor a androgenos (RA)

El RA pertenece a la superfamilia de receptores nucleares y funciona como un
factor de transcripcion activado por ligando (Dorantes, 2012). Esta implicado en la
diferenciacion sexual, desarrollo y expresion del fenotipo masculino. Se han
identificado dos isoformas del RA, las cuales se denominan RA-A (87 kDa en el
humano) y RA-B (110 kDa en el humano) (Liegibel et al., 2003). En un experimento
previo se observo que la isoforma B constituye mas del 80% del RA inmunoreactivo
en diferentes tipos celulares, mientras que la isforma A sdlo constituye un 20% (Gao
et al., 1998). Ademas se ha observado que la isoforma B es la forma predominante
o la Unica especie inmunoreactiva del RA en diferentes tejidos humanos (Wilson et
al., 1996).

El gen del RA esta localizado en el brazo largo del cromosoma X (q11-12) y
consta de ocho exones que abarcan una region de 1810 pb de ADN genomico en
la rata y el humano. Consta de cuatro dominios estructurales y funcionalmente
distintos que en conjunto median las acciones genémicas de la testosterona en los
tejidos blanco de andrégenos (Figura 5). El C-terminal de la proteina consta de un
dominio de unién al ligando (LBD) y dimerizacion del receptor. El dominio LBD esta
codificado por los exones 4-8. Los aminoécidos centrales 60-100, codificados por
los exones 2y 3, representan el dominio de unién al ADN (DBD), y son responsables
de la union del receptor a secuencias especificas en el genoma asociadas con sus
genes blanco. El dominio N-terminal (NTD) esta codificado por un solo exon (exén
1), y se encuentra implicado en la regulacion transcripcional (McEwan, 2004).

Los antagonistas androgénicos o antiandrégenos se unen de forma
competitiva al RA e interfieren con la accidén y asociacién androgenos-RA. En
general existen dos clases de antagonistas androgénicos, los de naturaleza
esteroide y los no esteroides. Los antagonistas esteroideos tales como el acetato
de ciproterona pueden exhibir propiedades parciales de agonistas con el RA y otros
miembros de la familia de receptores de esteroides. En contraste, los antagonistas
no esteroideos tales como la flutamida se consideran generalmente antiandrégenos

puros, ya que no presentan actividad agonista del RA. Aungue algunas veces, tanto

17



ANTECEDENTES

antiandrégenos no esteroideos como esteroideos pueden carecer de acciones

antagonistas y/o actuar como agonistas parciales del RA (Nguyen et al., 2007).

Exonl Exon2 Exon3 Exond4 Exon5 Exon6 Exon 7 Exon8

human AR

1 529 618 662 910
Figura 5. Esquema representativo de los dominios funcionales del RA. Los niumeros
indican las posiciones de los aminoacidos que delinean el inicio y término de cada
dominio. Exén 1: dominio N-terminal (NTD), DBD: dominio de union al ADN, LBD:

dominio de unién al ligando (McEwan, 2004).

3.6. Efectos de la testosterona en el crecimiento tumoral

La importancia de los andrégenos en el desarrollo del cancer de prostata (CaP)
ha sido conocida durante mas de medio siglo, ya que se sabe que el crecimiento
del CaP es altamente dependiente de éstos (Linja, 2004). Por lo cual, durante
mucho tiempo la terapia de privacion de andrégenos ha sido el tratamiento inicial
estandar para el CaP avanzado. Aungue con el tiempo, las respuestas a la terapia
de privacién de androgenos dan lugar a la progresion del cancer de prOstata
resistente a la castracion (CRPC) y la necesidad de un cambio en el tratamiento o
manejo de la enfermedad (Sharifi, 2013).

Estudios sobre la terapia de reemplazo hormonal en mujeres sugieren efectos
tanto benéficos como perjudiciales (Hyde et al., 2012). Se ha demostrado que la
terapia con testosterona puede reducir el riesgo de cancer de mama en mujeres
posmenopausicas, asi como el crecimiento del tumor de mama en modelos

animales (Arumugam et al.,, 2014). Con respecto a la mama en particular, la
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testosterona exdégena tiene el potencial para ejercer ya sea acciones androgénicas
o indirectamente acciones estrogénicas, con este Ultimo aumentando
potencialmente el riesgo de cancer de mama (Somboonporn et al., 2004).

También se ha informado una asociacidn negativa entre niveles altos de
testosterona y la mortalidad por cancer de pulmén, aunque no ha habido casos
suficientes para llevar a cabo un analisis multivariante. Ademas, la testosterona
estimula la proliferacion de cancer de pulmén de células pequefias en lineas
celulares (Hyde et al., 2012). Los tumores de pulmén de hombres y mujeres también
expresan CYP19 (aromatasa), enzima limitante en la sintesis de estrogenos que
convierte la testosterona a estrona y 17B-estradiol. Por lo tanto, la testosterona
actlia como un precursor para la produccion de estrogenos en los tumores de
pulmoén, independientemente de los 6rganos reproductivos (Siegfried et al., 2014).

En supervivientes de cancer testicular a menudo se ha demostrado una
disminucion en los niveles de testosterona, asi como una elevacion en los niveles
de la hormona luteinizante, con tasas de hipogonadismo bioquimico de 15-40%
reportado en un seguimiento minimo de 5 afios. Los mecanismos de deficiencia de
testosterona en los supervivientes de cancer testicular son multifactoriales, e
incluyen preexistentes defectos testiculares, la sustitucion de las células de Leydig
por tumores o su pérdida por la orquidectomia bilateral, los efectos de la
quimioterapia y la radioterapia, y el avance de la edad (O’Carrigan et al., 2014).

En un estudio que tuvo como objetivo investigar el papel del RA en la
patogénesis de glioblastomas multiformes como motivo de su alta incidencia en los
hombres adultos, se encontr6 que la expresion del RA era mayor en pacientes con
glioblastoma multiforme en comparacién con el tejido cerebral normal de los mismos
pacientes. Ademas, se observé la expresion del RA en 8 lineas celulares derivadas
de glioblastomas multiformes, A172, LN-18, LN-229, M059, T-98G, U87-MG, U118-
MG y U138-MG. Estos resultados sugieren la posibilidad de que la sefializacién del
RA puede desempeiar un papel importante en el crecimiento de glioblastomas
multiformes en hombres (Yu et al., 2014).

En relacion al metabolismo de la testosterona y como se menciond

anteriormente, el estradiol es un estrogeno producido a partir de la testosterona. Los
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estrégenos son hormonas sintetizadas por la enzima aromatasa, la cual ha sido
utiizada como biomarcador en cancer de mama y pulmén. Las actividades
biolégicas de los estrégenos son ejecutadas por sus receptores clasicos (ERa y
ERB), de los cuales, el ERa ha sido descrito como un promotor, mientras que ERP
como un posible supresor de tumores (Duefias et al., 2014). En un estudio realizado
en biopsias de pacientes con astrocitomas de diferentes grados de malignidad (I-
IV), se evalué la expresiéon de la aromatasa y del RE, asi como la concentracion de
estradiol (E2) en dichas biopsias. Se observé que la concentracion de E2 aumento
conforme aumentaba el grado de malignidad de los astrocitomas. Por el contrario,
la expresion del ERa disminuyd conforme aumentaba el grado de malignidad, y su
decremento mostré una correlacién negativa tanto con la concentracion de E2 como
con el riesgo de muerte.

Por otro lado, la aromatasa se expres6 en todas las muestras
independientemente del grado de malignidad, la edad y el género. Ademas, su
expresion aument6 conforme al grado de malignidad, mostrando una correlacion
negativa con la supervivencia de los pacientes, asi como una correlacién positiva
con la concentracion de E2. Lo cual favorece la idea de que los glioblastomas
multiformes podrian ser tumores dependientes de estrogenos que podrian formarse
a partir de andrégenos (Duefias et al., 2014).

En tumores cerebrales se ha demostrado que la testosterona induce
proliferacion celular en la linea celular T98G de glioblastoma multiforme. Para este
ensayo las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de testosterona
(5, 10, 500, 1000, 5000 y 10,000 nM) y se incubaron durante 5 dias a una
temperatura de 37°C. Al dia 5 se realiz6 un conteo celular por medio del ensayo
MTT, donde se obtuvo que a la concentracion 1000 nM, la testosterona incremento
la viabilidad celular (Merritt et al., 2007). Por otro lado, en un estudio realizado con
muestras de tejido de tumores neuroepiteliales, se observé que la testosterona
inhibié su crecimiento a concentraciones de 50, 10, 2 y 0.4 pug/ml (Paoletti et al.,
1990).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los astrocitomas son mas frecuentes en hombres que en mujeres en una proporcion
de 3:2, la cual es mas evidente en los astrocitomas de mayor grado de evolucion.
Sin embargo, se desconoce el efecto de los andrégenos sobre el crecimiento de
estos tumores, por lo que en este proyecto se estudio el efecto de la testosterona
sobre el crecimiento de la linea celular U87 derivada de astrocitomas humanos de

grado IV.

5. HIPOTESIS

La testosterona aumentara el crecimiento de células U87 derivadas de astrocitomas

humanos de grado IV a través de la interaccion con el RA.

6. OBJETIVOS

Objetivo general

e Caracterizar el efecto de la testosterona sobre el crecimiento de células U87

derivadas de astrocitomas humanos de grado IV.

Objetivos particulares

e Determinar la concentracion de la testosterona que modifique el nimero de
células U87.

e Evaluar la expresion del RA en células U87.
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7. METODOLOGIA

7.1. Cultivo celular

La linea celular de astrocitomas humanos U87 (grado IV) fue cultivada en
medio DMEM con rojo fenol adicionado con suero fetal bovino (SFB) al 10%. Las
células se incubaron bajo condiciones estandarizadas de 37°C, 95% aire - 5% CO2y
95% de humedad. El medio fue cambiado cada 48 horas hasta alcanzar una

confluencia celular de 70- 80%.

7.2 Conteo celular

En cajas de 24 pozos se sembraron homogéneamente 10,000 células
derivadas de astrocitomas humanos de grado IV, las cuales se trataron con
testosterona a diferentes concentraciones (1 nM, 10 nM, 100 nM y 1 yM) durante 5
dias. El vehiculo que se utiliz6 fue etanol al 10%. Posteriormente, para determinar
el efecto de la testosterona sobre el nimero de células U87, se cuantificaron las
células vivas durante 5 dias consecutivos por medio de la técnica de tincién por
exclusion con colorante azul de tripano, un colorante vital que no se absorbe por
células viables, utilizando una camara de Neubauer. Una vez obtenida la
concentracion de testosterona que modifico significativamente el nimero de células
U87, se sembraron 10,000 células derivadas de astrocitomas humanos de grado IV
en cajas de 24 pozos, los cuales se trataron con vehiculo (Etanol al 10%),
testosterona (10 nM), Flutamida (5 pM) o flutamida + testosterona durante 5 dias.
La flutamida se agregd una hora antes de adicionar la testosterona. Posteriormente

se cuantificaron las células vivas durante 5 dias consecutivos.

7.3 Expresion del RA
7.3.1 Tratamientos

En cajas de 6 pozos se sembraron homogéneamente 100,000 células

derivadas de astrocitomas humanos de grado IV, las cuales se trataron con
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testosterona 10 nM, flutamida 5 puM o flutamida + testosterona durante 24 horas. El

vehiculo que se utilizé fue etanol al 10%.

7.3.2 Extraccion de proteinas totales

Con la finalidad de determinar la expresion del RA, se realizé la extraccion de
proteinas a partir de las células U87, para lo cual, se les agregaron 500 uL de
amortiguador RIPA con una mezcla de inhibidores de proteasas [Tris-HCI 50 Mm
pH 7.5, NaCl 150 mM, Nonidet P-40/Tritdbn 1%, desoxicolato de sodio 0.5%, SDS
0.1%, EDTA (&cido etilendiaminotetraacético) 1 mM, AEBSF (amino etil bencenil
sulfonil fluoruro) 2 mM, aprotinina 0.3 uM, bestatina 130 uM, E-64 14 pM, leupeptina
1 uM y PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) 100 ug/mL)] a 4°C y se incubaron
durante 1 hora en hielo. Para asegurar el lisado de las células, las muestras se
hicieron pasar a través de una aguja de 21G x 32 mm. Posteriormente se
centrifugaron a 14,000 rpm por 15 min a 4°C, se separ6 el sobrenadante y fue
almacenado a 4°C en tubos eppendorf de 1.5 mL para su posterior cuantificacion y
separacion de las proteinas mediante electroforesis. La concentracion de proteinas
en el sobrenadante se determiné espectrofotométricamente a 280 nm en un Thermo

Scientific NanoDrop.

7.3.3 Western blot

100 ug de proteina total, se mezclaron con amortiguador de Laemmli 2X (Tris-
base pH 6.8 100 mM, azul de bromofenol al 0.1%, glicerol al 20%, SDS al 4%, B-
mercaptoetanol al 10%) en una proporcion proteina-amortiguador de 2:1 (v/v) a 4°C,
se hirvieron durante 5 min. Las proteinas se separaron por electroforesis en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida al 7.5%. Las muestras se desplazaron en el gel
concentrador (poliacrilamida al 4%) a 80 volts y posteriormente se separaron en el
gel de corrida (poliacrilamida al 7.5%) a 80 volts durante 2 horas. Las proteinas
fueron transferidas del gel a una membrana de nitrocelulosa (Millipore) a 60 mA

durante 3 h en una camara semihumeda. Posteriormente, las membranas se
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bloquearon con una solucion rica en proteinas al 3% (GE Healthcare) en TBS-
Tween durante 2 h a 37°C. Las membranas fueron incubadas durante toda la noche
a 4°C con un anticuerpo primario anti-RA en una dilucion 1:500 (0.4 pug/mL) (rabbit
anti-AR polyclonal antibody sc-815, Santa Cruz, CA, USA). Posteriormente fueron
lavadas con TBS-Tween 3 veces durante 5 minutos e incubadas a temperatura
ambiente durante 45 min con un anticuerpo secundario “mouse anti-rabbit”
conjugado a peroxidada (IgG-HRP, Santa Cruz sc-2357) en una dilucion de 1:7500
(0.05 pg/mL). Las membranas fueron lavadas con glicina &cida (pH= 2.5) durante 1
h a 50°C y se bloquearon durante 2 h a 37°C. Posteriormente se incubaron con
anticuerpo primario anti-a tubulina en una dilucién 1:1000 (0.2 pg/mL) (mouse anti-
a tubulina monoclonal antibody sc-5286, Santa Cruz, CA, USA) como control de
carga. Finalmente, fueron lavadas con TBS-Tween 3 veces durante 5 minutos e
incubadas a temperatura ambiente durante 45 min con un anticuerpo secundario
“goat anti-mouse” conjugado a peroxidada (IgG-HRP, Santa Cruz sc-2005) en una
dilucion de 1:5000 (0.08 pg/mL). Se utiliz6 un método de deteccion de alta
sensibilidad (ECL, Amersham Pharmacia Biotech) para determinar la presencia de
las proteinas estudiadas. Con este sistema, el peroxido de luminol junto con un
activador son sustrato de la peroxidasa, que acoplada al anticuerpo secundario
reaccionan y generan una sefial de quimioluminiscencia la cual es detectada al

exponer las membranas a placas fotograficas (Kodak BioMax light film).

7.4 Andlisis densitométrico y estadistico

Las imagenes obtenidas fueron sometidas a un analisis densitométrico
mediante el uso del Software ImageJ, para analizar las bandas obtenidas por

western blot y cuantificar la expresion de la proteina del RA.

A los datos obtenidos se les realizd un andlisis estadistico a través de la prueba
de ANOVA de una via, seguida de la prueba Post Hoc de Bonferroni para la
comparacion de cada tratamiento con el control. Se utilizé el programa GraphPad

Prism 4 para calcular los valores de probabilidad. En todas las pruebas estadisticas
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se utilizé un intervalo de confianza del 95% por lo que se consideraron como

estadisticamente significativos aquellos datos que tuvieron un valor de p < 0.05.
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8. RESULTADOS

8.1 Efecto de la testosterona sobre el numero de células U87 derivadas

de astrocitomas humanos de grado IV.

Para determinar el papel de la testosterona en el crecimiento de astrocitomas
humanos de grado 1V, las células U87 fueron tratadas con testosterona a diferentes
concentraciones (1 nM, 10 nM, 100 nM y 1uM) durante 5 dias. El conteo celular se
realiz6 durante 5 dias consecutivos por medio de la técnica de tincién por exclusion
con colorante azul de tripano.

En la figura 6 se puede observar que las concentraciones 1 nM, 100 nMy 1
MM de testosterona no produjeron ningin cambio significativo en el nUmero de
células a lo largo de los 5 dias en comparacion con el control, sin embargo, a la
concentraciéon 10 nM se observé una disminucion significativa en el namero de

células a partir del tercer dia de cultivo.

80000+

-® - \ehiculo
—— T 1nM

- T10nM
= T 100 nM
- T1uM

# células

Figura 6. Efectos de la testosterona sobre el nimero de células U87. Resultados
del conteo celular de células U87 a diferentes concentraciones de testosterona (T)
(1 nM, 10 nM, 100 nM y 1uM) durante 5 dias. Cada punto representa la media +
E.S, n=5.*p < 0.05 T (10 nM) vs vehiculo. *p < 0.05 T (100 nM) vs vehiculo.
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8.2 Efecto de latestosterona sobre la viabilidad de células U87 derivadas
de astrocitomas humanos de grado IV.

En la figura 7 se muestra que a lo largo de 5 dias de tratamiento con
testosterona, no se observaron cambios en la viabilidad de las células a las
concentraciones de 1 nM, 10 nM, 100 nM y 1uM; sin embargo, al dia 5 del
tratamiento con testosterona 10 nM, se observé una disminucion significativa en la
viabilidad celular en comparacién con el vehiculo.
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Figura 7. Efectos de la testosterona sobre la viabilidad de células U87. Resultados
obtenidos de la cuantificacion de células U87 a diferentes concentraciones de
testosterona (T) (1 nM, 10 nM, 100 nM y 1uM) durante 5 dias. Cada punto

representa la media £ E.S, n=5. *p < 0.05 T (10 nM) vs vehiculo.

8.3 Efecto de la flutamida sobre el nUmero de células U87 derivadas de
astrocitomas humanos de grado IV.

Para determinar si el RA esta involucrado en el mecanismo de accion por

medio del cual la testosterona disminuyd el nimero de células U87 de astrocitomas
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humanos, las células fueron tratadas con flutamida (5 pM), un antagonista
competitivo del RA; testosterona (10 nM); y flutamida (5 pM) + testosterona (10 nM)
durante 5 dias. El conteo celular se realiz6 durante 5 dias consecutivos por medio
de la técnica de tincion por exclusion con colorante azul de tripano.

En la figura 8 se puede observar que, tanto la flutamida como el tratamiento
conjunto presentaron el mismo comportamiento que la testosterona, disminuyendo
significativamente el nimero de células en comparacion con el vehiculo a partir del
tercer dia de cultivo. Por otra parte, no hubo cambios significativos entre los

diferentes tratamientos.
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Figura 8. Efectos de la flutamida sobre el nUmero de células U87. Resultados del
conteo celular de células U87 con vehiculo (etanol al 10%), testosterona (T) (10
nM), flutamida (F) (5 uM), y F (5 yM) + T (10 nM) durante 5 dias. Cada punto
representa la media = E.S, n=3. *p < 0.05 T (10 nM), F (5 uM), F (5 uM) + T (10 nM)

vs vehiculo.
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8.4 Efecto de la flutamida sobre la viabilidad de células U87 derivadas de

astrocitomas humanos de grado IV.

En la figura 9 se puede observar que a lo largo de 5 dias la flutamida (5 pM)
no modificé la viabilidad celular. El Gnico efecto observado fue la disminucién en la
viabilidad celular producida por la testosterona en el dia 5, como se habia

encontrado previamente (figura 7).
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Figura 9. Efectos de la flutamida sobre la viabilidad de células U87. Resultados
obtenidos de la cuantificacion de células U87 con vehiculo (etanol al 10%),
testosterona (T) (10 nM), flutamida (F) (5 uM), y F (6 uM) + T (10 nM) durante 5

dias. Cada punto representa la media + E.S, n=3. *p < 0.05 T (10 nM) vs vehiculo.

8.5 Expresion del RA
En la figura 10 se observa que la expresion del RA es mayor en las células

incubadas en el medio basal sin ningun tratamiento en comparacion con los

tratamientos de testosterona, flutamida, testosterona + flutamida y del vehiculo. Por
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otro lado, los demés tratamientos no presentaron diferencias significativas en
comparacion con el vehiculo.

a) =
S =
z z &
=) o} =
2 & = =
= = =] &
3 2 g g s
17} = @
S S = = =
RA | & Sy - 110 kDa
O-tubulina | S | 55 kD2
b)

1.5+

Expresion del RA

Figura 10. Expresion del RA en células U87. a. Resultados obtenidos del western
blot de células incubadas en un medio DMEM con rojo fenol adicionado con SFB al
10% (basal), y tratamientos con vehiculo sin hormonas (S/H) (etanol al 10%),
testosterona (10 nM), flutamida (1 puM) y flutamida + testosterona durante 24 horas.
b. Analisis densitométrico de los experimentos de western blot. Cada barra
representa la media £ E.S, n=3. *p < 0.05 vs tratamiento basal.
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9. DISCUSION

Los andrégenos estan implicados en la regulacién de varios procesos
fisiologicos y patolégicos, incluyendo el crecimiento tumoral (Chang Liu, et al. 2014).
De acuerdo con estudios anteriores, se ha demostrado que en tumores cerebrales
la testosterona induce proliferacion celular en la linea celular T98G de glioblastoma
multiforme (Merritt et al., 2007), asi como la inhibicién del crecimiento de tumores
neuroepiteliales (Paoletti et al., 1990). De acuerdo con nuestros resultados, en la
linea celular U87 derivada de astrocitomas humanos de grado IV, se puede observar
que la testosterona (10 nM) disminuye significativamente el crecimiento de las
células a partir del tercer dia de tratamiento en comparacion con el vehiculo (figura
6). La unica concentracion de testosterona a la cual se observo una disminucién
significativa en la viabilidad de las células, en comparacién con el vehiculo, fue 10
nM al dia 5 de tratamiento (figura 7).

Por otro lado, el tratamiento con flutamida (5 M) disminuyo significativamente
el crecimiento de células U87 en comparacion con el vehiculo, comportandose de
la misma manera que la testosterona. La flutamida no antagoniz6 el efecto de la
testosterona, sino que tuvo el mismo comportamiento que la testosterona,
disminuyendo significativamente el crecimiento de las células en comparacion con
el vehiculo (figura 8). De acuerdo con los antecedentes descritos, generalmente la
flutamida se considera un antiandrégeno puro, ya que no presenta actividad
agonista del RA. Aunque algunas veces, los antiandrogenos pueden carecer de
acciones antagonistas y/o actuar como agonistas parciales del RA (Nguyen et al.,
2007). Por ejemplo, mutaciones en el RA pueden alterar las actividades
antagonistas y agonistas de los antiandrégenos, tal es el caso de la mutacion del
RA de la linea celular de cancer de préstata humana LNCaP, Thr877 a Ala, la cual
aumenta la actividad agonista de la hidroxiflutamida, metabolito activo de la
flutamida. Otras mutaciones en el dominio de union a ligando del RA en muestras
de cancer de préstata incluyen Leu 701 a His, Val 730 a Met, Val 715 a Met, Arg
726 a Leu, y His 874 a Tyr, entre otras. Algunas de estas mutaciones aumentan la
activacion transcripcional a través de la hidroxiflutamida, y otras alteran la

especificidad de unién del ligando de la activacion del RA (Kemppainen et al., 1996).
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Por ejemplo, en algunos paradigmas, los antiandrogenos no logran bloquear la
sefalizacion inducida por andrégenos o aguella mediada por el RA, pudiendo imitar
también los efectos de los andrégenos (Nguyen et al.,, 2007). Por lo que los
resultados observados podrian deberse a una mutacion en el RA, la cual pudo haber
provocado una alteracion en la actividad antagonista de la flutamida e imitar asi los
efectos de la testosterona, sin embargo, es necesario realizar estudios para verificar
esta sospecha.

En cuanto a la expresiéon del RA, recientemente se ha reportado su presencia
en 8 lineas celulares derivadas de glioblastoma multiforme, incluyendo la linea U87
(Yu et al., 2014), lo cual fue confirmado con nuestros resultados. De acuerdo con
los datos obtenidos, se puede observar en la figura 10 que el RA se encuentra
presente en las células U87, independientemente de los tratamientos con
testosterona y flutamida, y que su expresion no presentdé cambios significativos
entre éstos. Lo cual conlleva a dos posibilidades: una de estas es que el efecto
observado por la testosterona se lleva a cabo por la union de ésta a su receptor, y
que la flutamida actia como agonista del RA. La otra posibilidad es que la
testosterona no lleve a cabo su efecto por medio de la unién con su receptor,
dejando la posibilidad de que la testosterona actue por medio de algin mecanismo
de sefalizacién no gendmico.

La expresion del RA en las células U87, independiente de andrégenos,
también sugiere que éste puede estar implicado en otras funciones en los
astrocitomas como la migracion e invasion, que son eventos fundamentales en la
infiltracion tumoral. Se ha demostrado que el RA esta relacionado con el desarrollo
de diversos tipos de céancer, como el cancer gastrico, fiborosarcoma y cancer de
préstata, mediante el incremento en la migracion e invasion celulares en respuesta
a diversos estimulos, incluyendo factores inflamatorios (Zhang et al., 2014; Wang et
al., 2013).

Contrario a nuestra hip6tesis de trabajo, encontramos que la testosterona
disminuye el crecimiento de células derivadas de astrocitomas humanos, por lo que
probablemente la testosterona no sea el Unico factor involucrado en la mayor

prevalencia de glioblastomas humanos que se presenta en hombres adultos.
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Posiblemente, esta prevalencia se deba a factores externos que propician el
desarrollo de astrocitomas humanos, y una vez que haya iniciado el cancer, los

mecanismos moleculares por medio de los cuales se propaga pueden ser diversos.
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10. CONCLUSIONES

- La testosterona (10 nM) y la flutamida (5uM) disminuyen el nimero de células
U87 derivadas de astrocitomas humanos de grado IV.

- La linea U87 expresa al RA y dicha expresion es independiente de
andrégenos.
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