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2. Resumen

Los glioblastomas o astrocitomas grado IV son los tumores cerebrales mas
frecuentes y agresivos en humanos, presentandose principalmente en personas
adultas entre 45 y 65 afos de edad, siendo mas comudn su aparicion en hombres
gue en mujeres con una proporcion de 3:2. Las hormonas sexuales como la
progesterona (P4), junto con otros factores intervienen en la tumorigénesis y el
desarrollo del glioblastoma. La P4 es una hormona esteroide con mudltiples
funciones que ejerce sus efectos sobre sus tejidos blanco mediante dos
mecanismos de accién: el mecanismo clasico (gendmico) a través de la
interaccidn con su receptor intracelular (PR), que es un factor de transcripcion
activado por ligando que regula la expresion de diversos genes; y el mecanismo
no clasico (no gendémico) que implica la activacion de los receptores membranales
a Progesterona (mMRPs) pertenecientes a una familia de proteinas que cuenta con
siete dominios transmembranales capaces de mediar la activacion de vias de
sefalizacion, inducir la formacion de segundos mensajeros, modificar el transporte

de iones, asi como regular la activacion de diferentes cinasas.

Se ha observado que P4 induce la migracién e invasion de células de glioblastoma
humano a través de la interaccién con el PR; sin embargo, el uso de antagonistas
del PR en células de glioblastoma tratadas con P4 inhibié sélo parcialmente el
efecto de la hormona. Esto sugiere que la P4 podria ejercer sus efectos sobre
estas ceélulas a través de otras vias de sefalizacion que no estan involucradas en

la activacion del PR, como podrian ser los mRPs.

Recientemente; se ha reportado la expresion de varios subtipos de los mRPs:
mRPa, mRPB y mRPy en las lineas celulares U87 y U251, por lo que en esta tesis
se trabajé con un agonista selectivo de los mRPs (Org OD 02-0, 10 nM y 100 nM)
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para evaluar el papel que tienen estos receptores en la migracion inducida por P4

en estas lineas celulares.

Ensayos de “Scratch” o de cierre de herida demostraron que la activacion de los
mPRs mediante el agonista Org OD 02-0 a concentraciones de 10 nM y 100 nM
promueve la migracion en las lineas celulares U87 y U251 derivadas de
glioblastomas humanos. El aumento se encontro a las 12 horas en la linea celular
U87 y a las 24 horas en ambas lineas celulares.: Estos resultados sugieren que la
P4 promueve la migracion en las lineas células U87 y U251 de glioblastoma a

través de un mecanismo no genémico mediado por los mRPs.
3. Introduccion

3.1 Céancer

El cancer es una enfermedad o conjunto de enfermedades relacionadas que se
caracterizan por un incremento descontrolado de divisidbn celular y una
disminucién en la muerte celular®. El cancer es la segunda causa de muerte en el
mundo; en 2015, causé 8.8 millones de defunciones y ocasioné el 13% de todas

las muertes a nivel mundial®.

En esta patologia las células pueden formar cuerpos sélidos (tumores) o pueden
ser no soélidos como las leucemias. El término malignidad hace referencia a que
puede extenderse a otros tejidos cercanos, es decir que puede invadir, e incluso
poder desprender fragmentos de éste y moverse a lugares distantes del cuerpo
por medio de los sistemas circulatorio; y linfatico, y colonizar otras zonas distintas

al sitio de origen del tumor origen®.

Hanahan y Weinberg en su Articulo “The hallmarks of cancer® publicado en 2000
agrupan en 6 caracteristicas fundamentales al cancer, que posteriormente
aumentan a 10 en una publicacién de 2011° estas caracteristicas le aportan
ventajas de supervivencia a los tumores en relacion a otros tejidos adyacentes,

caracteristicas que se mencionan a continuacion:

e sefalizacion y proliferacion sostenida



e resistencia a la muerte celular

e inmortalidad replicativa

e angiogeénesis

¢ inestabilidad gendémica

e evasion de la respuesta inmune

e desregulacion metabdlica

e activacion de la invasion y la metastasis

e inflamacion

evasion de supresores de crecimiento
3.1.1 Carcinogénesis

La carcinogénesis es el proceso por el cual se desarrolla el cAncer desde el inicio
hasta la aparicion de neoplasias visibles. El proceso carcinogénico se divide en
distintas etapas: iniciacion, promocion y progresion, cada una con caracteristicas
moleculares morfologicas genéticas y epigenéticas especificas. Existen distintos
modelos que intentan explicar el origen del proceso carcinogénico: EI modelo
mutacional que principalmente ocurre debido a carcinbgenos quimicos, fisicos o
biolégicos que inician la patologia generando dafio en el DNA® el modelo de
origen de la carcinogénesis mediado por inestabilidad gendmica, que engloba al
conjunto de cambios genéticos ocurridos durante el proceso carcinogénico, y que
estos cambios son acumulativos generando alteraciones en todo el genoma a
distintos niveles, desde nucleotidico hasta cromosémico acelerando asi el proceso

carcinogénico®’

3.2 Migracion celular

La migracion celular es un complejo proceso necesario para cumplir los
requerimientos del organismo, tales como morfogénesis y reparacion de tejidos®
10 en los Ultimos afios se ha observado que la propiedad de las células por migrar

es dada por la capacidad de polarizacién de la misma®.



La polaridad celular es la distribucion asimétrica de los componentes celulares,
desde proteinas hasta organelos con la finalidad de facilitar la funcion a realizar
por dicha célula, funciones como la interaccion célula-célula, la secrecion de
moléculas, la funcién tisular, la inmunidad celular, el desarrollo embrionario, la

morfogénesis y la migracion celular®!%**

, esta polaridad celular es mediada por
muchas proteinas, orquestadas por Rac, Rho y Cdc42* encargadas de la

reorganizacion del citoesqueleto, esenciales para la migracién celular.

La migracién celular funciona mediante un proceso complejo que se ha descrito
como una serie de pasos: polarizacion, formacion de protrusiones y retraccion de
la célula®®. En primera instancia, la polarizacién regulada por el complejo PAR,
como Par 6, Par 3, Cdc42 y PKC®!, posteriormente inicia el acomodo del centro
organizador de microtubulos; seguido del reacomodo de los organelos celulares y
la formacién de protrusiones en direccion al sitio a migrar. Estas protrusiones
pueden ser: lamelipodia, filopodia, protuberancias irregulares (blebs), e
invadopodia, generalmente dirigidas por la polimerizacion de actina unida a la
matriz extracelular (ECM) o a células cercanas a través del citoesqueleto. Estas
protrusiones funcionan como sitios de anclaje para mover a la célula, en direccién
al estimulo generado por la matriz extracelular. Las protrusiones se producen al
incrementarse la concentracion de PIP3 en un polo de la célula, este aumento
debido al aumento de PI3Kk en el frente de avance de la célula, y de las altas
concentraciones de una fosfatasa de PIP3, PTEN, junto con miosina Il en las
partes laterales y trasera de la célula evitando asi la formacion de protrusiones en
estas partes’®; la retraccién consta de una serie de vias de sefializacién que
desencadenan la separacién de la parte posterior de la célula’®*® (Figura 1). La
migraciedn celular es uno de los eventos mas importantes en la progresion del
cancer, siendo mas peligrosa en tumores altamente infiltrativos como son los

glioblastomas.
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Figura 1. Pasos en la migracién celular. Imagen tomada de *°. En la imagen se muestra los tres
pasos de la migracion celular. La polarizacién celular que implica la movilizacion de los organelos
celulares y la organizacion del citoesqueleto; la formacion de protrusiones iniciada por un gradiente
de expresion de PIP3 y la polimerizacion de microtdbulos; finalmente, la retraccion de la célula
implica liberarse de las uniones presentes en la parte posterior de la célula y asi movilizarse

desplazarse.

3.3 Tumores cerebrales
3.3.1 Generalidades

Un tumor cerebral es un grupo de células anormales que crece en el cerebro o
alrededor de él y pueden ser benignos o malignos. Un tumor maligno, también
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llamado cancer cerebral, crece rapido y a menudo invade las areas sanas del
cerebro. Los tumores benignos no contienen células cancerosas y por lo general
tienen un crecimiento lento. A nivel mundial los tumores cerebrales primarios, es
decir que se originaron en el SNC, se reportan 5.47 casos por cada 100,000
personas en nifios de 0 a 14 afos, siendo el cancer mas frecuente a estas edades
y de 40.10 habitantes en personas mayores de 40 afos de cada 100,000 al-afe
anualmente, presentando una mayor incidencia en hombres que en mujeres, asi

como en paises desarrollados™*.

Los tumores cerebrales se clasifican segun sus caracteristicas histologicas y
moleculares. Para categorizarlos la OMS, se baso en la histologia tumoral que se
desarroll6 en 1979 y fue revisada en 1999, 2007 y 2016, clasificandolos en:

e Tumores de tejido neuroepitelial o gliomas, que son tumores derivados de
las células gliales astrocitos, oligodendrocitos y células ependimarias

e Tumores embrionarios que incluyen meduloblastoma, tumores
neuroectodérmicos primitivos (PNETS) y el tumor rabdoide teratoide atipico

e Gangliomas, gangliocitomas, gangliocitoma displasico de cerebelo
liponeurocitomas cerebelosos, neurocitomas centrales y paragangliomas

e Tumores de la regién selar (craneofaringioma)

e Tumores de los nervios craneales y paraespinales (schwanoma), tumores
malignos de la  vaina del nervio periférico; tumores
germinales como el coriocarcinoma, carcinoma, teratoma, tumores del seno
endodérmico

e Tumores de meninges, que incluyen a los meningiomas, a los linfomas y a
las neoplasias hematopoyéticas primarias del SNC™.

De estos tumores, los gliomas son los mas frecuentes y agresivos y con una alta
tasa de mortalidad®®, y sus células se caracterizan por su alta capacidad de

proliferacion, migracion e invasion.

3.3.2 Astocitomas
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Los gliomas se clasifican en: astrocitomas, que representan el 75%;

oligodendrogliomas que se observa en un 10-30% de los casos y ependimomas

que son menos del 10% del total de los casos de gliomas'. De estos, los

astrocitomas se dividen en 4 grados, dependiendo de sus -caracteristicas

histopatoldgicas:

Los astrocitomas grado | o pilociticos, son tumores que se presentan
principalmente en nifilos y adultos jovenes. Histolégicamente se
caracterizan por un patrén bifasico de tejido compacto (densos agregados
de astrocitos bipolares alargados) y laxo (astrocitos multipolares redondos
en asociacion con microquistes y granulos eosinofilicos). Presentan bordes
bien definidos y son tumores no-infiltrantes, aunque en ocasiones puede
observarse proliferacion vascular glomerular; sin embargo, no es
considerada como wuna sefial de malignidad. Este grado de tumor
pueden ser eliminados si se remueven quirdrgicamente. La sobrevida del
paciente es de 11 a 15 afios'®*’.

Los astrocitomas difusos o de grado Il afectan cominmente a adultos entre
30 y 40 afios. Estos tumores se caracterizan por presentar un alto grado de
diferenciacion, bajo grado de infiltracion difusa en el cerebro y bordes no
definidos. Histolégicamente se observa un moderado incremento celular,
astrocitos bien diferenciados y células multinucleadas con atipia nuclear
ocasional. Son considerados como tumores de baja malignidad; sin
embargo, debido a su infiltracibn temprana hacia el parénquima, su
reseccion quirargica es dificil por lo que requieren de quimio y/o
radioterapia; ademas, muchos de estos tumores pasan a un grado de
mayor evolucion. La sobrevida de los pacientes es entre 5y 10 afios'®*’.
Los astrocitomas grado Ill o anaplasicos constituyen el 4% de todos
los tumores primarios del SNC y tienden a progresar a tumores grado IV en
tiempos cortos™. La mayoria de los casos se diagnostican entre los 45 y 70
afios de edad. Estan caracterizados por ser multicelulares, formados por
células multinucleadas no uniformes. Este grado de tumor presenta una

mayor desdiferenciacion y una mayor proliferacion que los de grado Il, por
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lo que se pueden volver mortales mas rapidamente, ademas presentan
un notable pleomorfismo, anaplasia y mitosis atipicas abundantes sin
presentar extensa necrosis. Generalmente el paciente muere en menos
de tres afios. Las terapias incluyen reseccion quirdrgica y quimio y/o

radioterapia®®’.

3.3.3 Glioblastoma

Los astrocitomas de grado IV o Glioblastomas (GBM) es el tumor més
agresivo y frecuente de todos los tumores cerebrales (60%) y con una
esperanza de vida de 14 a 16 meses, con una incidencia anual de 7
personas por cada 100 000 en adultos de entre 55 y 60 afios y con una
incidencia mayor en hombres en una proporcion de 3:2 con relacion a las
mujeres.

Presentan una proliferacion celular descontrolada, alta infiltracién,
propensién a la necrosis, angiogénesis robusta, resistencia a la apoptosis e
inestabilidad genomica ademas de ser resistentes a la quimio y
radioterapia™®.

Los GBM se subdividen en primarios y secundarios, se le denomina
primario si su origen es de novo y no proviene de otro grado preexistente,
en caso de que provenga de otro grado es denominado tumor secundario®®.
Recientemente se han encontrado algunas relaciones entre esta
clasificacion y algunas alteraciones genéticas, como el receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR), la sobre-expresion del regulador
negativo del gen supresor de tumores p53, MDM2, la delecién del regulador
del ciclo celular p16 y modificaciones en PTEN en GBM primarios; y la
sobre-expresion del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
Receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFRa), y la
reguladora del ciclo celular, la proteina del Retinoblastoma (RB), entre otras
modificaciones'®'®. De igual forma, andlisis genéticos han mostrado que

existen desregulaciones en receptores tipo tirosina cinasa, Ras, PI3K en el
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88% de los GBM, P53 en el 87% de los casos y RB en un 78% de los GBM
20

Aunque los GBM no generan metastasis, este tipo de tumores son
altamente infiltrativos a tejidos cercanos al tumor, generalmente el
parénquima cerebral y el espacio perivascular debido a las desregulaciones
en las vias de sefalizacion involucradas con el proceso de migracion e
invasion celulares. El espacio perivascular, contiene cuerpos celulares
neuronales y gliales, por lo que los espacios extracelulares del parénquima
son estrechos y sinuosos y proporcionan una mayor resistencia fisica que el
espacio perivascular. El espacio intersticial del parénquima contiene una
matriz compuesta de proteoglicanos, hialuronano y tenascinas, las cuales

promueven la migracién celular®?22,

Los sintomas presentes en esta patologia son variados, dependiendo la
zona en donde se genere el tumor y la necrosis tisular, pero en general
suele presentarse un déficit cognitivo o problemas visuales o auditivos®?*,
dolor de cabeza inespecifico, en algunos pacientes acompafiados con
vomito generado por el aumento de la presion intracraneal debido al
crecimiento del tumor y el edema alrededor de éste?*?*.

Actualmente se han hecho esfuerzos por obtener un tratamiento efectivo
contra esta enfermedad y obtener una mejor calidad de vida para los
pacientes, por desgracia, solo se ha logrado alargar un poco la esperanza
de vida. El tratamiento mas utilizado es la reseccion del tumor buscando
extirpar el mayor volumen del tumor posible; sin embargo, la reincidencia
del tumor en el area supera el 80% de los casos debido a la alta capacidad
infiltrativa del mismo?®, la radioterapia suele ser el tratamiento seguido a la
reseccion quirdrgica mostrando resultados poco favorables en tumores de
alto grado®. Otro tratamiento utilizado frecuentemente es la quimioterapia,
especificamente agentes alquilantes del DNA como la temozolomida ,

carmustina y lomustina incrementando algunos meses la vida del paciente
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% Debido a la poca esperanza de vida de los pacientes y la poca

efectividad de los tratamientos se han buscado otros posibles tratamientos
y terapias para tratar el GBM. En esta busqueda de tratamientos y terapias,
se ha iniciado el estudio hormonas esteroides, como la P4 en esta

patologia.

3.4 Progesterona

La progesterona P4 es una hormona esteroide que se sintetiza principalmente en
ovarios, placenta, glandulas suprarrenales y en el SNC. Esta constituida por 21
atomos de carbono formando un nucleo de ciclopentanoperhidrofenantreno. Su
sintesis puede ser de novo a partir del colesterol mediada por el citocromo P450
scc 0 a partir de precursores provenientes de la circulacion siendo la pregnanolona
el precursor directo’’. La P, participa en procesos como la ovulacion, en el
desarrollo uterino e implantacion durante el embarazo, neuroproteccion y conducta
sexual, y la regulacién del crecimiento tumoral, entre otros;*>*°. Estas mdltiples

funciones estdn mediadas por distintos mecanismos moleculares.

3.4.1 Mecanismos de Accién

El mecanismo de accién clasico o genémico (Figura 2) es el mediado por el
Receptor a Progesterona intracelular (RP) que como otros receptores hormonales,
en ausencia de P4, el receptor se mantiene en estado de gran afinidad por su
ligando y esta unido a chaperonas como las proteinas de choque térmico (Hsp90)
y otras chaperonas. Al unirse a su ligando en el citoplasma, se transloca al nucleo
y actia como factor de transcripcion. Cuando la P4 une al RP se induce un cambio
conformacional, su fosforilacion y la liberacion de las proteinas chaperonas; se
dimeriza para finalmente translocarse al nucleo, donde los dimeros se unen a los
elementos de respuesta a P4 (ERP) localizados en la regiéon promotora de sus

genes blanco®"%2,
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Figura 2. Mecanismo de accién clasico o genémico de la P, Imagen tomada de*’. El RP se
encuentra en un estado de inactivacion, unido a proteinas de choque térmico (hsp). La P, atraviesa
la membrana plasmatica, interactia con el RP, se liberan las hsp, el receptor se fostorila, se
dimeriza y se transloca al nucleo, se une a elementos de respuesta a progesterona (ERP) y recluta
a correguladores y a la maquinaria basal de transcripcion.

Se ha reportado que hay receptores a hormonas esteroides que inducen efectos
que no necesitan actividad transcripcional, y a estos mecanismos se les llaman
rapidos, no clasicos o no gendmicos (Figura 3) por su rapida accién, que va de
segundos a minutos y por ocurrir independientemente de la sintesis de proteinas o
de RNAmM. Estos mecanismos no gendmicos son mediados principalmente por la
activacion de la adenilato ciclasa, la proteina cinasa Activada por mitégenos
(MAPKSs) y la PI3K, asi como el incremento de segundos mensajeros y el aumento
de calcio intracelular®'.

En el caso de la P4, se ha observado recientemente que estos efectos son
mediados en gran medida por los receptores membranales a Progesterona
(mRP)s.
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Figura 3. Mecanismo de accién no clasico o no genémico de la P, Imagen tomada de™ en
membrana plasmatica se encuentran receptores mRPs y canales i6nicos, cuya activacion inicia
cascadas de sefializacion mediante la intervencion de mensajeros intracelulares mRPs, Proteinas
G, Subunidades de la proteina G (aBy):, Adenosin monofosfato ciclico (AMPc), Proteina Cinasa A
(PKA), Calcio (Ca), Proteina Cinasa Activada por Mitégeno (MAPK), Cinasa de MAPK (MEK),
Cinasa de Inositol Trisfosfato (P13K):, Fosfolipasa C(PLC), Diacilglicerol (DAG), Proteina Cinasa C
(PKC):, Inositol Trisfosfato (IP3).

3.5 Receptores membranales a Progesterona (mRPs)
3.5.1 Generalidades

Los efectos no genémicos de la P4 son mediados principalmente por dos tipos de
receptores, los Receptores membranales a Progesterona (mRPs) y los
Componentes del Receptor membranal a Progesterona (PGRMC), que
recientemente se comenzaron a estudiar para entender mediante qué

mecanismos la P4 ejerce sus efectos.

Andlisis de las secuencias de los mRPs han mostrado que dichas proteinas
pertenecen a una grande y conservada familia con ancestria presente desde

eubacterias, denominadas familia de receptores a progestinas y adiponectina Q
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(PAQR), nombrada asi por los primeros ligandos descritos que se unian a ellas®.
Esta familia de acuerdo a su estructura y a los ligandos que se unen a los
receptores, se divide en tres clases: la Clase I, relacionada con la adiponectina; la
Clase I, relacionada con mRPs; y la Clase llI, relacionada con la Hemolisina 111*3,
Existen 11 genes de la familia de los PAQRS presentes en humanos. De la Clase |
se encuentran el PAQR1 (adipoR1l), PAQR2 (adipoR2), PAQR3 y PAQR4;
pertenecientes a la clase Il se encuentran 5 genes presentes solo en vertebrados
subdividido en dos grupos, uno PAQR7 (mRPa) y PAQR8 (mRP), y el otro
formado por PAQR5 (mRPy), PAQR6 (mRP%) y PAQR9 (mRP¢); y finalmente la
Clase Ill formado por el PAQR10 y PAQR11%.

La principal caracteristica de la familia de los PAQRS mostrada en analisis in silico
es la presencia de 7 dominios transmembranales y tres regiones conservadas: el
primer motivo conservado pertenece al primer Dominio Transmembranal (DTM) y
tiene una secuencia consenso PxnGYRXnEx2Nx3H (P: Prolina, G: Glicina, Y:
Tirosina, R: Arginina, E: Acido Glutamico, N: Asparagina, H: histidina, x: Cualquier
aminoacido, n: Numero de veces), el segundo dominio conservado se localiza
desde el final del segundo DTM al principio del tercer dominio presentando la
secuencia Sx3HxnD (S: Serina, H: Histidina, D: Acido Aspartico, x: Cualquier
aminoéacido, n: Numero de veces), y la tercera region conservada se encuentra en
la asa anterior al séptimo DTM con la secuencia PEx3PGxnHQx2H(P: Prolina, E:
Acido Glutamico, G: Glicina, H: Histidina, Q:Glutamina, x: Cualquier aminoéacido, n:

NUmero de veces)®* (Figura 4).

18



c  8thTM
Innovation
in mPRs

:Nxxxl'i :SxxxHxnls i'lxxxH:

Figura 4: A) Estructura tedrica del mRPa; B) Estructura tedrica del mRP C) Modelo tedrico
de los 7 dominios transmembranales de los receptores a progestinas y adiponectina Q

(PAQRSs). Se muestran los DTM, asi como los aminoacidos muy conservados en la familia de

los PAQR Imagen modificada de 3*%.

Con respecto a la Clase Il de la familia de PAQRSs existe una controversia, ya que
estudios han mostrado que esa clase difiere de las Clases | y Ill en la posicion de
los extremos amino y carboxilo terminal, encontrdndose el amino extracelular y el
carboxilo intracelular, generando la teoria de que los mRPs son similares a las

33,35

GPCRs, siendo este el modelo méas aceptado a la fecha®“°, aunque otros trabajos

muestran que los mRPs a y & podrian tener 8 DTM** (Figura 5).

Los genes que codifican a los distintos mRPs se encuentran localizados en
distintos cromomosomas y estan formados entre 330 y 370 aminoéacidos. Los
MRPs a, B y € poseen solamente un exon, mientras que el mRPy y mRP9, 7

exones™®
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Figura 5. Posibles estructuras topoldgicas de los mRPs, miembros de la familia PAQR. Tomado de
% Los 6valos grises esquematizan las posiciones de los residuos altamente conservados.

3.5.2 Expresion, regulacién y funcion de los mRPs

Como se menciond, en humanos existen 5 subtipos de mRPs, se sabe que tienen
una alta afinidad por la P4 (Kd= 5 nM), asi como uha baja afinidad por agonistas y
antagonistas del receptor intracelular, como el R5020 (Kd= 10 uM) y el RU486
(Kd= 8 uM)35,37,38_

La expresion de los subtipos de mRPs en humanos ha mostrado una distribucion
diferencial en distintos tejidos, encontrando predominancia del mRPa en tejido
reproductor, mRPB en sistema nervioso y mRPy en rifién y tracto digestivo>>;
mientras que la distribucion de los otros subtipos de mRPs no se conoce
completamente. Pang y colaboradores estudiaron la expresion de todos los
subtipos de mRPs en sistema nervioso central, encontrando alta expresion del

poco conocido mRP9, en distintas zonas incluyendo el prosencéfalo, el
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hipotalamo, la amigdala, el cuerpo calloso y la médula espinal, mientras que el
mPRe era abundante en la pituitaria e hipotalamo®

Los mRPs participan en procesos reproductivos, neuroendécrinos, asi como en el
sistema inmune y en procesos patolégicos como el cancer. En cuestiones
reproductivas, se ha sugerido la actividad de los mRPs en la hiperactivacion del
espermatozoide, en funciones como motilidad, capacitacion y quimiotaxis asi
como promocion de la reaccion acrosomal asociandose principalmente al
mRPa*>%. Ademas, se ha demostrado que la hipermotilidad del espermatozoide
es mediada a través de la via PI3K / AKT, utilizando un agonista de los mRPs (Org
OD 02-0)"; De igual manera se ha encontrado una relacién entre la expresion de
los mRPs principalmente el a y el B en el embarazo, aumentando en este proceso
su expresion. Se han asociado con otros procesos como la implantacién, la
gestacion y el desarrollo fetal*.

Las funciones de los mRPs en el SNC son practicamente desconocidas, pero
trabajos han mostrado que mediante vias no gendmicas la P4 regula el transporte
de iones asi como la liberacion de neurotransmisores, activacion de cinasas y

fosforilacion de AKT*?7%;

en el sistema inmune, la P4 (en células que no expresan
RP) influye en procesos entre los que destacan la produccién de citocinas,
cambios en el transporte de iones e inhibicion de la produccién de 6xido nitrico,
por lo que estos efectos se atribuyen a los mRPs. A la fecha la expresion de mRPs
se ha confirmado en macrofagos y linfocitos T, y de estos ultimos se ha
demostrado que la P, influye en la activacién de proteinas G inhibidoras*®, de igual

gorma regula el calcio intracelular y modifica el pH®.

La P, ha mostrado tener efectos importantes en ciertos tipos de cancer como de

mama, ovario y recientemente en sistema nervioso3%4748

, razon por la cual ha sido
ampliamente estudiada en mama y ovario, de esta forma se ha asumido que las
funciones que la P, promueve son mediadas por el RP, incluso la tasa de
expresion de las isoformas del RP se ha relacionado con la incidencia, el

prondstico y el éxito de la terapia contra el cancer®®, pero esto no es del todo
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cierto, ya que se desconoce en gran medida las funciones y los mecanismos no
gendmicos en estos tipos de cancer. Se ha encontrado la expresién de distintos

mRPs en cancer de mama”*®* 51,52

, ovario®*? y gliomas®.

En las lineas celulares MCF-7 y SKBR3 de cancer de mama se encontré que
mPRa, mPRB y mPRy se expresan, siendo mPRa el subtipo que mas se expresa
en ambas®®, de igual manera se ha visto en cancer de mama un aumento en la
expresion de mRPa en comparacion al tejido sano, lo que podria indicar tener un
papel en este tipo de cancer; de igual forma se ha visto presencia de mRPs en

tumores que no expresan RP*%°%%*

, como en las células de fenotipo basal de
cancer de mama (BPBC). Se ha demostrado que el mRPa disminuye el contenido
de proteinas snail y fibronectina e incrementa la expresién de E-cadherina y
ocludina, mostrando asi que la P4 regula la transicion epiteliomesénquima (MET)
mediante una via no genémica en la linea celular MD-MB-468 BPBC**°
6).

Otro estudio mostr6 que el mRPa y el mRPB participan en el proceso de

(Figura

desdiferenciacion celular de la linea no cancerosa de glandula mamaria
(MCF10A), que no expresa el RP, a células troncales cancerosas (CSCs)
CD44+/CD24- mediada por la via P13K/Akt inactivando la transcripcion de FOXO,
e incrementando la expresiéon de snail y slug, esenciales para la MET>.
Igualmente se ha relacionado a pacientes con clasificacibn TNM de cancer de
mama inferiores a 4 con una alta expresion de mRPa, y una expresion inferior de
mPRa en pacientes con la etapa TNM 4. Ademas, se ha descrito una correlacion
negativa entre la expresiéon de mPRa y el receptor a estrogenos (ER), mientras
gue una relacién positiva entre la expresion de mPRa y HER2, lo que sugiere que
mPRa es un buen candidato como un nuevo biomarcador para el cancer de

mama®’.
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Figura 6. mRPa reduce la MET en células de fenotipo basal de cancer de mama (BPBC), mediante

la inactivacién de la via de PI3K/AKT via EGFR o Cav-1. Imagen tomada de®.

En cancer de ovario se observé que la P, aumenta la produccién de cAMP y la
fosforilacion de JNK1/2 y p38 en células SK-OV-3, mediado a través de una via no
gendmica, probablemente a través del mPRa>!, de igual forma se ha encontrado

|58

al mRPa presente en células HeLa de cancer cervical®™ y los mRPa, mRPB y

mRPy se han encontrado en muestras de tejidos de cancer de ovario humano®2.

4. Antecedentes

En biopsias de pacientes con astrocitomas se ha reportado que la expresion del
RP se ve aumentada en relacién al aumento de grado de malignidad de estos
tumores, por lo que se comenz6 a estudiar a la P, como un factor importante en la
progresién de los astrocitomas®’; de igual manera, se ha reportado que durante
el embarazo pacientes con astrocitomas sufrian un crecimiento mas rapido que
luego disminuia al término del mismo, asumiéndose que es causado por las altas
concentraciones de P, que hay durante el embarazo, de igual manera se ha
reportado aumento en el grado de malignidad WHO en tumores del SNC durante

el embarazo®%4.
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Se ha caracterizado el efecto de la P, y del RU486 (un antagonista de la P4 que
compite por el sitio de union al RP) en el crecimiento de dos lineas celulares
(U373 y D54) derivadas de astrocitomas humanos de grados Ill y IV, demostrando
que el tratamiento con P4 (10 nM) incrementd el nUmero de células y la tasa de
proliferacion en ambas lineas celulares; mientras que el tratamiento con un
antagonista del RP, el RU486 (10 nM), bloque6 parcialmente el efecto de la Py,
sugiriendo que el efecto de la P4 estd mediado en parte por el RP*’.

En estudios "in vivo" se demostré que la P4 incrementa la infiltracion de células
U373 implantadas en la corteza cerebral de la rata, efecto que fue bloqueado
también parcialmente por el RU486%, estos datos apuntan a que la P, podria
tener efectos en estos tumores mediante un mecanismo no genémico, de igual
manera se ha reportado recientemente que el PAQR3 un receptor de la familia de
los mRPs regula la migracién y la invasion en células U251 de glioblastoma,
mostrando que este receptor se encuentra sub expresado en estos tumores, pero
al sobre expresarlo se reduce la expresion de marcadores de MET y disminuye los
niveles de PI3K y AKT fosforilado®.

Se ha demostrado la expresion de los subtipos mRPa, mRPB y mRPy tanto a nivel
de RNAmM como de la proteina en el citoplasma y principalmente en la membrana
celular, en lineas celulares de glioblastomas humanos U87 y U251. Se encontrd
una mayor expresion del mRPf, y también se observo que los tratamientos con Py
y estradiol (10 nM, 100 nM y 1 pM) a las 12 horas incrementan la expresion del
mRPB y disminuyen la de mRPa °°,
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5. Planteamiento del problema

Se ha demostrado que la P, promueve la proliferacion, migracion e invasion de
células derivadas de glioblastomas humanos por medio de su via clasica (RP) y
que el tratamiento con su antagonista mifepristona (RU486) bloquea solo
parcialmente dichos efectos. Por lo que la P4 podria influir en estos procesos
mediante otros mecanismos. Con el reciente hallazgo sobre la expresion de los
MRPs en las lineas celulares U87 y U251 derivadas de glioblastomas humanos,
se sugiere que, en procesos proliferativos, migratorios e invasivos que estan
regulados por la P4 podrian estar involucrados los mRPs. Por lo que en este
trabajo se estudié el papel que juegan los mRPs en la migracion de las células

U251 y U87 derivadas de un glioblastoma humano.

6. Hipotesis

La activacion de los mRPs promovera la migracion en células derivadas de GBM

humanos.

7. Objetivos
7.1 Objetivos generales

Evaluar el papel de los receptores membranales a P, (mRPs) en la

migracion de células derivadas de glioblastomas humanos.

7.2 Objetivos particulares

e Conocer el efecto del agonista de los mRPs (ORG OD-02-0) en la

migracion de las lineas celulares U87 y U251.

e Estudiar si el efecto del agonista de los mRPs en la migracion de células

derivadas de un GBM humano es dependiente de la concentracion.
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8. Metodologia

8.1 Cultivo celular y tratamientos

Para cumplir los objetivos de esta tesis, se utilizaron las lineas celulares U87 y
U251 derivadas de glioblastomas humanos. Las células son adherentes y se
cultivaron en cajas de Petri de 10 cm en medio DMEM con rojo fenol
suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%, 1 mM de piruvato, 0.1 mM de
aminoéacidos no esenciales y 2 mM de L-glutamina, bajo condiciones de 5% CO, y
95% de aire, a 37°C. Previo a los tratamientos, las células se crecieron en medio
DMEM sin rojo fenol suplementado con SFB libre de hormonas al 10%, 1 mM de
piruvato, 0.1 mM de aminoacidos no esenciales y 2 mM de L-glutamina por 24 h.
Posterior a este tiempo, las células se trataron con vehiculo (V, Ciclodextrina
0.02%, DMSO al 0.01%), P4 (10 nM) y el agonista de los mRPs, Org OD-02-0 (10
nMy 100 nM) adquirido de Axon Metchem (Groningen, Holanda).

8.2 Migracion

Para determinar el efecto del agonista sobre la migracion de las células U251 y
U87, se utilizé el ensayo de “Scratch”, que consiste en hacer una "herida" en una
monocapa de células y evaluar el nimero de células que migran a ésta en una
unidad de tiempo. Para realizar el ensayo se contaron, mediante un
hemocitémetro (camara de Neubauer), 300,000 células que fueron sembradas en
cajas de 6 pozos. Al alcanzar una confluencia del 80-90%, se realizé un surco en
la monocapa de células con una punta de pipeta desechable de 200 uL.
Posteriormente, se realizé un lavado con PBS para eliminar a las células
desprendidas y a continuacién se colocaron 2 mL de medio DMEM sin rojo fenol
suplementado con SFB sin hormonas y se adicioné el inhibidor de la sintesis de
DNA: clorhidrato de citosina p-D-arabinofuranésido (Ara-C, 10 uM). Las células se
incubaron con el Ara-C durante 1 hora a 37°C y sin retirar el medio se adicionaron
los tratamientos. Se tomaron fotografias con una camara Infinityl-2C acoplada a
un microscopio invertido Olympus CKX41 a un aumento de 10X de la zona de
“Scratch” a las 0, 3, 6, 12 y 24 horas. De cada imagen se contd el numero de

células que migraron hacia la zona del surco utilizando el programa Image J.
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8.3 Andlisis estadistico

Se utilizé una ANOVA de dos vias, seguido de una prueba de comparaciones
multiples de Bonferronni. Para todos los andlisis estadisticos se empled el
programa GraphPadPrism5 para calcular los valores de probabilidad utilizando un
intervalo de confianza del 95%, por lo que se consideraron como estadisticamente

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

9. Resultados

La Figura 7 muestra los resultados de los ensayos de migracion en la linea celular
U251 usando el agonista Org OD-02-0 (10 nM y 100 nM), la concentracion a 100
nM muestra una diferencia significativa a las 3 horas con respecto al vehiculo y
otra a las 24 horas; la concentracion 10 nM iguala la migracién de la concentracion
100 nM a las 24 horas mostrando que al activar los mRPs se induce la migracion
celular y que ademas basta con la concentraciéon de 10 nM para alcanzar este
efecto.

La Figura 8 muestra los resultados de los ensayos de migraciébn usando el
agonista Org OD-02-0 (10 nM y 100 nM) en la linea celular U87. Se encontré un
incremento significativo a partir de las 12 horas en ambas concentraciones,
resultados similares a los observados en la linea celular U251 ya que la
concentracion 10 nM del agonista provoco un resultado similar a la concentracion
de 100 nM.
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Figura 7. Los efectos del agonista de mPRs OD 02-0 sobre la migracion de células U251. Las
células se trataron con vehiculo (V, DMSO al 0,01%) y Org DO 02-0 (10 y 100 nM) durante 24
h y serealiz6 un ensayo de “scratch”. Se afiadié Ara-C durante 1 h antes de los tratamientos
y las imagenes se tomaron a las 3, 6, 12 y 24 h. A) Imagenes representativas del ensayo de
herida en células U251. B) El gréafico representa el nUmero de células U251 migratorias en el
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area de la herida en el momento dado del tratamiento. El dato representa la mediax S.E.M. -
n=3; *p< 0.05 y ***p< 0.001 vs vehiculo.
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Figura 8. Los efectos del agonista de mPRs OD 02-0 sobre la migracion de la linea celular
U87. Las células se trataron con vehiculo (V, DMSO al 0,01%) y Org DO 02-0 (10 y 100 nM)
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durante 24 h y se realiz6 un ensayo de “scratch”. Se afladié Ara-C durante 1 h antes de los
tratamientos y las imagenes se tomaron alas 3, 6, 12y 24 h. A) Imagenes representativas del
ensayo de herida en células U87. B) El grafico representa el numero de células U87
migratorias en el area de la herida en el momento dado del tratamiento. El dato representa la
media® S.E.M. n=3; *p< 0.05 and **p< 0.01vs vehiculo

10. Discusion

El astrocitoma grado IV o Glioblastoma es el tipo de tumor mas comun y agresivo
en el SNC, debido a su alta capacidad de infiltracion, migracion e invasion al tejido

adyacente®#%

, razon por la cual la reseccion quirdrgica total es practicamente
imposible y por ende la reincidencia tumoral es comun, disminuyendo la
efectividad de los tratamientos y la sobrevida del paciente *¥%3?*_ Se han asociado

diversos factores moleculares a la progresion de este tipo de tumores, entre ellos
la P46O,66,67

Se ha observado que la P4 (10 nM) promueve la migracion, invasion y proliferacion
en lineas celulares de astrocitomas en modelos in vitro como in vivo mediante el

47,48,68

mecanismo clasico , pero de igual forma el uso del antagonista del RP,

RU486, solo inhibe parcialmente los efectos encontrados, abriendo la posibilidad
de que estos procesos puedan ser mediados por mecanismos no clasicos*’ 8,
mediados por los mRPs, que ya se han reportado que se expresan en las lineas
celulares U87 y U251%% derivadas de glioblastomas humanos que se ocuparon

en esta tesis.

Sabiendo que existe la expresion de al menos tres subtipos de mRPs (mRPa
mRPB y mRPy)**®° y resultados en nuestro laboratorio sin publicar muestran la
presencia de los otros subtipos a nivel de RNAm, en la presente tesis se estudio el
papel de los mRPs en la migracion de las lineas celulares U87 y U251, para lo
cual se utilizé a un agonista de los mRPs, el Org OD-02-0 a dos concentraciones
10 nM y 100 nM, y asi de esta manera se excluye al mecanismo clasico en el

estudio, ya que el RP no presenta afinidad por el agonista de los mRPs.

30



En esta tesis se demuestra que se puede inducir migracién celular en las lineas
U251 y U87 por medio de mecanismos no gendmicos, usando el agonista Org OD
02-0 especifico de los mRPs, pero se desconoce mediante qué mecanismos. Se
ha reportado una relacion entre la expresion del mRPa y la fosforilacién de AKT y
la activacion de la MMP9 en biopsias de cancer de mama®. La activacién de la via
PISK/AKT es una de las vias mas comunes activas en tumores incluyendo
gliomas® y la fosforilacion de AKT estd relacionada con proliferacion,
supervivencia, migracion y promocion de la MET. Tang y colaboradores
demostraron que el PAQR 3, un receptor de la misma familia de los mRPs, reduce
la fosforilacion de PI3K y de AKT en células U251 e incrementa la expresion de E
cadherina favoreciendo las uniones célula-célula disminuyendo la migracion
celular®®; de acuerdo a los resultados obtenidos los mRPs tienen un efecto
opuesto al PAQR 3. Valdria la pena evaluar los niveles de AKT fosforilado, asi
como marcadores de MET y de uniones celulares usando el agonista Org OD 02-0
y silenciando los subtipos de los mRPs y asi saber el mecanismo y cual subtipo de

mRP la P4 regula la migracion celular.

11. Conclusion

. La activacion de los mRPs mediante el agonista Org OD 02-0 induce la
migracion de las lineas celulares U251 y U87 derivadas de GBM humanos.
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