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1. Abreviaturas

3a-HSD 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa
3a-THP Alopregnanolona/ 5a-Pregnan-3a-ol-20-ona
3B-HSD 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
5a-DHP 5a-dihdroprogesterona
5a-R 5a-reductasa
ADN Acido desoxirribonucleico.
AKT Proteina cinasa B
ANOVA Analisis de la varianza
Ara-C Arabinosilcitosina
ATCC American Type Culture Collection
cAMP Adenosin monofosfato ciclico
CAMs Moléculas de adhesion celular
CDC42 Homologo 42 de la proteina de control de la division celular.
CREB1 Proteina de union al elemento de respuesta de cAMP 1
CYP11A1 o P450scc Citocromo P450
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMSO Dimetilsulféxido
EGFR Receptor de factor de crecimiento epidérmico
ERP Elementos de respuesta a progesterona
FGF Factor de crecimiento fibroblastico
GABA Acido y-aminobutirico
GAP Uniones comunicantes
GBM Glioblastomas
Gi Proteinas G inhibitorias
Gs Proteinas G estimuladoras
HIF Factor inducido por hipoxia
JNK Cinasas c-Jun N-terminal
MAPK Proteinas cinasas activadas por mitdgenos
MEC Matriz extracelular
MMP Metaloproteinasas de matriz
mRP Receptores membranales de progesterona
OMS Organizacion Mundial de la Salud
pToiNkaa Inhibidor 2A de cinasa dependiente de ciclina
P4 Progesterona
PDGFR Receptor del factor de crecimiento derivado de plaqueta.
PFA Paraformaldehido




PI3K

Fosfoinositol 3-cinasas

PKA Proteina cinasa A
PTEN Fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa
PXR Receptor de pregnano X
ROCK1/2 Rho associated coiled-coil containing protein kinase 1/2
RP Receptor de progesterona
SEM Error estandar de la media
SFB Suero fetal bovino
Slug Proteina de dedos de zinc SNAI2
SNC Sistema nervioso central
SNP Sistema nervioso periférico
TEM Transicién epitelio-mesenquimal
TGFp1 Factor de crecimiento transformante beta-1
TP53 Supresor tumoral p53
VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular




2. Resumen

La alopregnanolona (3a-THP) es un metabolito de la progesterona (P4)
resultante de la reduccion de esta hormona mediante la accion de las enzimas 5a-
reductasa vy la 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa. En diversos estudios se ha
observado que tanto la P, como la 3a-THP inducen la progresion y el crecimiento
de los glioblastomas (GBM) que son los tumores cerebrales mas frecuentes vy
agresivos en seres humanos. A lo largo de los afios se ha estudiado ampliamente
el papel que tiene la P4 en procesos de proliferacion, viabilidad celular, migraciéon e
invasiéon en diferentes lineas celulares como resultado de la unién de esta
hormona con sus receptores membranales y nucleares. Sin embargo, el efecto
que ejerce la 3a-THP en células derivadas de GBM, es un campo de estudio que
empezO a surgir recientemente. Por lo anterior, el objetivo de esta tesis fue
conocer el efecto de la 3a-THP en la migracion e invasion de células derivadas de
GBM humanos.

Para ello, en este estudio se utilizaron tratamientos con P4y 3a-THP en células
derivadas de glioblastomas humanos (lineas celulares U87 y U251) y se observd
que ambos tratamientos aumentaban en la misma magnitud la capacidad
migratoria en ambas lineas celulares al compararlas con el tratamiento con
vehiculo. Posteriormente se utilizaron los mismos tratamientos en ensayos de
invasién celular y se encontré un efecto positivo generado por ambos tratamientos
en la capacidad invasiva de ambas lineas celulares en comparacion con el

tratamiento con vehiculo.

Los datos obtenidos en este trabajo indican que la 3a-THP, al inducir un
aumento en la motilidad y en la capacidad invasiva de las lineas celulares U87 y

U251, favorece el comportamiento agresivo que caracteriza a los GBM.



3. Introduccion

Los tumores mas frecuentes y letales del sistema nervioso central (SNC) son
los gliomas y entre ellos los astrocitomas, llamados asi por las caracteristicas que
comparten con los astrocitos. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
clasificado a los astrocitomas de acuerdo a su grado de malignidad en una escala
del | al IV, siendo los de grado IV o Glioblastomas (GBM) los mas agresivos [1].
Los GBM se caracterizan por presentar una proliferacién celular descontrolada,
resistencia a la apoptosis, alta vascularizacion y un comportamiento altamente
invasivo. El prondstico de vida es pobre: de 13-16 meses aproximadamente a
partir del diagndstico [2, 3], con una mala respuesta a diversos tratamientos, a

pesar del avance en las terapias moleculares [4].

La agresividad de los GBM se debe en gran medida a su capacidad de
migracion e invasion hacia el tejido adyacente, pues dificulta la remocién total del
tumor por cirugia. Para que ocurra un proceso de migracion se requiere la
activacion de diferentes vias de sefalizacion intracelulares que favorecen la
modificacion del tamafio y la rigidez del citoesqueleto de actina. Este proceso se
lleva a cabo de manera ordenada, iniciando con la modificacion en la estructura
celular en el frente de la célula, permitiendo el contacto con la matriz extracelular
(MEC) en sitios determinados, posteriormente se realiza el reclutamiento de
proteasas a estos sitios, éstas realizan una protedlisis focalizada, posteriormente
la célula se contrae permitiendo su movimiento a lo largo de la MEC, finalmente la

célula se separa del lugar al que se adhirié originalmente [5].

Las hormonas sexuales juegan un papel importante en el desarrollo de los
GBM, entre ellas, la progesterona (P4) ha sido de las mas estudiadas y se ha
reportado que incrementa la proliferacion celular, migracion e infiltracion de dichos
tumores [6]. Por otra parte, se conoce que algunos metabolitos de la P4 también
tienen efecto en el SNC. La 3a-THP, metabolito producto de la reduccion de la Py,
es muy importante para el funcionamiento y desarrollo adecuado del SNC y del
Sistema Nervioso Periférico (SNP); también regula procesos de comunicacion,
proliferacion y diferenciacion de distintos tipos de células mediante diferentes



mecanismos; entre los que se encuentran la modulacion alostérica del receptor

GABA-p Y la unién a receptores membranales de P, (mRPs) [4].

Se sabe que la 3a-THP tiene efectos sobre la proliferacion de células derivadas
de un GBM humanos y que regula genes importantes para la progresion de dichos
tumores [7]. Sin embargo, se desconoce si este metabolito tiene efectos sobre la

migracion e invasion de células derivadas de GBM humanos.



4. Antecedentes

4.1. Tumores Cerebrales.

El término cancer se aplica a un conjunto de enfermedades que se caracterizan
por tener trastornos en el crecimiento, muerte y diferenciacion de las células que
conduce a la formacion de masas tumorales capaces de diseminarse, estos
trastornos son desencadenados por un proceso de varias etapas denominado
carcinogénesis, para que ello suceda debe existir cierto dafo genético o
epigenético a la célula y/o problemas en los mecanismos de reparacién del

material genético.

Los tumores principales del SNC forman un grupo heterogéneo de tumores
sélidos, que pueden surgir en diferentes areas del cerebro, tienen diferente
capacidad invasiva y confieren diferente prondstico de vida al paciente. [8] Los
gliomas son aquellos tumores desarrollados a partir de células gliales y abarcan a
los astrocitomas, oligodendrogliomas y ependidiomas, en conjunto los gliomas

representan un 35.7% de todos los tumores primarios en adultos. [8, 9]

Los astrocitomas son tumores neuroepiteliales derivados de astrocitos o
células madre cancerosas. De entre los gliomas, son los astrocitomas los que se
encuentran con mayor frecuencia y son clasificados, segun la Organizacion
Mundial de la Salud, en 4 grados (I-IV) con base en sus caracteristicas

histologicas y su grado de malignidad. [8]

Los astrocitomas de grado | o pilociticos se caracterizan por tener un
crecimiento lento y un comportamiento poco invasivo, es comun encontrarles en
poblaciones de edades entre 0-19 afios. Es muy poco probable que puedan
adquirir capacidades agresivas con el paso de los afos, y en ocasiones se han
visto cambios regresivos, por lo anterior se considera que este tipo de astrocitoma
es el menos agresivo de todos, sin embargo, se sugiere su remocién a edad
temprana, pues se ha visto que la tasa de sobrevivencia a este proceso quirurgico
es mas baja en poblaciones mayores a 60 afos. [8, 10]



Los astrocitomas tipo Il o difusos son aquellos que crecen lentamente pero
tienen un alto grado de diferenciacion, existe en ellos la presencia de nucleos
celulares atipicos, sus capacidades invasivas se ven aumentadas en comparacion
con los astrocitomas pilociticos, ademas presentan la capacidad de progresar a
tumores de grado Ill y posteriormente a grado IV. Se ha reportado que tumores de
este tipo presentan mutaciones en los genes del supresor tumoral p53 (TP53) y
del receptor del factor de crecimiento derivado de plaqueta (PDGFR), ambos
genes son necesarios en la regulacion de procesos celulares como apoptosis,
arresto del ciclo celular y crecimiento celular, al presentar mutaciones los procesos
celulares normales son desregulados favoreciendo el fenotipo de células

cancerosas. [8, 11,12]

Los astrocitomas tipo Ill o anaplasicos engloban a aquellos astrocitomas
malignos que presentan un aumento en su actividad proliferativa asi como en el
numero de células, estas células contienen nucleos atipicos. Este tipo de tumores
puede ser generado de uno ya existente o puede generarse de novo y cuentan

con la tendencia de progresar rapidamente a glioblastoma. [8]
4.1.1. Glioblastomas

Los glioblastomas o astrocitomas de grado |V representan al 14.9% de todos los
tumores del SNC y un 47.1% de todos los tumores primarios malignos del cerebro.
La aparicion de este tipo de tumores aumenta con la edad, siendo el rango de
edad con mayor incidencia el comprendido entre los 60-75 afos. De manera
interesante el sexo es un factor que también modifica la aparicion de los
glioblastomas, ya que se ha observado que su incidencia es mayor en hombres,

con una proporcion (3:2) en comparacion con las mujeres. [9]

Se ha clasificado a los glioblastomas como primarios o secundarios en
funcién a su surgimiento, es decir a si son generados de novo o si provienen de
un astrocitoma de menor grado, respectivamente. La forma de surgimiento le
confiere a los glioblastomas de cada tipo diferente comportamiento, se ha
observado que aquellos pacientes con glioblastomas primarios tienen una historia

clinica mucho mas corta que aquellos con glioblastomas secundarios. [13]



En los glioblastomas se han reportado diferentes mutaciones que impactan
en procesos de invasion, ciclo celular y apoptosis. Dentro de los cuales se
encuentran la amplificacién o sobreexpresion del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) el cual participa en la division celular. Por otro lado, también
se han visto mutaciones en la fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN)
y P53 los cuales en condiciones normales actuan como supresores tumorales.
Ademas se han encontrado deleciones en el gen del inhibidor 2A de cinasa
6INK4a

dependiente de ciclina (p1
11,13]

) que afectan la transicion de fase G1 a fase S. [8,

Asimismo, se ha detectado la presencia de anomalias cromosdmicas en
glioblastomas, la pérdida de heterocigocidad del cromosoma 10 es la mas
frecuente de estas anomalias, ocurriendo en un 60-80% de los casos de
glioblastoma. [14] Se han detectado otras aberraciones cromosdmicas, aunque en
menor frecuencia de aparicion, entre ellas se encuentran: la pérdida de
heterocigocidad de la regiéon 1p (12-15% de los casos), la pérdida de
heterocigocidad de la region 19q (20-15%) y la delecién de la region de la regidn
22q (20-30%) [8]

Los glioblastomas se caracterizan por invadir rapidamente tejidos cercanos,
en este proceso las células cancerosas pueden propagarse hacia otras estructuras
en el cerebro y pueden llegar a formar glioblastomas multifocales. Ademas, las
células invasivas no se encuentran dentro del limite visible de la masa tumoral, es
por eso que no son removidas en su totalidad durante el procedimiento de
reseccion quirurgica del tumor. Lo anterior podria relacionarse con la caracteristica
de resurgimiento de estos tumores. Los glioblastomas, a pesar de su rapido
crecimiento infiltrativo, por lo general no invaden el espacio subaracnoideo [8],
lugar por donde pasan las principales arterias que mantienen la irrigacion del
encéfalo [16], por lo tanto rara vez logran hacer metastasis hacia otros érganos

del cuerpo.

Por lo anterior la sobrevida de pacientes con glioblastoma es muy pobre. En
estudios poblacionales en Suiza y Canada se ha detectado que el tiempo medio



de vida para los pacientes diagnosticados con glioblastoma es de 5 meses y se ha
observado que solo un 3.3% de los pacientes diagnosticados sobrevive un periodo
de 2 anos después de ser diagnosticado. [8, 17] En la mayoria de estudios
poblacionales se ha observado que la edad es un factor importante para la
sobrevivencia del paciente, aquellos pacientes diagnosticados a temprana edad
(menores de 65 afos) tienen un mayor tiempo de sobrevivencia promedio. [18] Asi
mismo, se han observado relaciones entre algunas de las alteraciones genéticas y
la sobrevivencia del paciente, la presencia de mutaciones en TP53 tienden a
favorecer la prognosis del paciente. Por otro lado la pérdida de heterocigocidad

del cromosoma 10 se ha relacionado con baja sobrevida. [19]

Estos bajos niveles de sobrevivencia son consecuencia de la alta resistencia
de los glioblastomas a las terapias actuales, resistencia fundamentada en
diferentes factores entre los que se encuentran: la incapacidad de los farmacos
para atravesar la barrera hematoencefalica impidiendo su llegada al tumor, la
inestabilidad gendmica de los glioblastomas generando diferentes poblaciones de
clonas celulares resistentes a diversas terapias, la presencia de células troncales
que pudieran tener mecanismos de resistencia diferentes a la mayoria de las
demas células tumorales, y las propiedades invasivas del tumor, permitiéndole
afectar diferentes secciones del encéfalo. [8] Para que las células tumorales
invadan tejidos cercanos, éstas deben poder moverse y migrar a través de la
MEC, este proceso requiere de la activacion de diferentes vias de sefializacion
intracelulares que favorecen la modificacién de la organizacién del citoesqueleto

de actina. [5]
4.2.Migracién Celular

El movimiento celular es una caracteristica esencial que todos los tipos de células
comparten, esta capacidad esta involucrada en diferentes etapas de procesos de
desarrollo embrionario, respuesta inmune, inflamacion y metastasis. [20]. De
manera normal los procesos de movimiento celular tienen una regulacion muy
estricta, en cancer los mecanismos de control regulatorios se ven afectados

favoreciendo el fenotipo movil celular. [21]



Para que inicie el movimiento, la célula debe ser capaz de modificar su
forma y la rigidez de su membrana, es decir la célula atraviesa una transformacion
que ha sido denominada como transicion epitelial-mesenquimal (TEM), cambiando
sus caracteristicas de células epiteliales diferenciadas, como la adhesion célula-
célula o la polaridad celular, por un fenotipo mesenquimal, este fenotipo le confiere
atributos que favorecen sus capacidades migratorias e invasivas. Es importante
destacar que esta transicion se puede revertir mediante un proceso denominado
transicion mesenquimal-epitelial (TME), cualidad que explica la formacion de

nuevos tumores en otros drganos después de la metastasis. [22]

Se ha clasificado a la transicién epitelial-mesenquimal en tres subtipos,
denominando como “Tipo 3” al proceso asociado con células neoplasicas y
progresion del cancer. Entre las sefales que regulan la TEM en células cancerosa
se encuentran miembros de las familias de: el factor de crecimiento transformante
(TGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento
fibroblastico (FGF), los factores inducidos por hipoxia (HIF), entre otros. [23].
Como consecuencia, multiples vias de sefalizacion se ven involucradas como la
via de las MAP cinasas (MAPK) y la via PI3K/AKT, entre otras. Estas
sefalizaciones mediadas por receptores desencadenan la activacion de moléculas
y factores de transcripcion reguladores como SNAIL1, SNAIL2, Slug, ZEB1/ZEB2
y Twist1/Twist2. [24]

De manera normal los astrocitos son células que expresan moléculas de
adhesion (CAMs) y presentan uniones comunicantes (GAP) y estrechas,
permitiéndoles interactuar con células y moléculas a su alrededor, al inicio de la
TEM estas uniones son destruidas por la degradacién de las proteinas y
moléculas de adhesién asi como la baja expresion de algunas moléculas como
Claudina y Ocludina. Ademas, la cadherina epitelial (E-Cadherina) es degradada,
evitando su unién con B-catenina favoreciendo la desestabilizacion de las uniones
célula a célula. A medida que avanza la TEM la transcripcion de proteinas de

unién es reprimida. [25]
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Es en este momento que la célula debe cambiar a un fenotipo que permita
la elongacién celular y un movimiento direccionado, para ello se debe reorganizar
el citoesqueleto de actina favoreciendo la formacion de proyecciones
membranales como lamelipodia y filipodia. Estos procesos son regulados por
GTPasas de la familia RHO (RHOA, RAC1 y CDC42). [26]. Durante la TEM se
genera la catenina citoplasmatica p120 debido a niveles bajos de E-Cadherina,
esta reprime la funcion reguladora de RHOA en las uniones célula a célula,
favoreciendo la destruccion de estas uniones. Ademas, esta catenina activa a
RAC1 y a CDC42 favoreciendo su funcion formadora de proyecciones

membranales y de movimiento celular. [27]

La activacion de la via MAPK, por efecto de factores de crecimiento o por
mutaciones en genes codificantes para RAS o RAF también favorecen TEM
activando la expresion de SNAIL1 y SNAIL2, los cuales inducen la activacion de
GTPasas de la familia RHO favoreciendo el proceso de migracién [28], esto podria
efectuarse mediante las proteina ROCK1 y ROCK2, cuya inhibicién, al usar al
compuesto Y-27632, inhibidor especifico para ROCK1/2, ha demostrado una

disminucién en la capacidad migratoria de células LN-18 derivadas de GBM. [29]

Todos estos sucesos de reestructuracion de citoesqueleto y de los
complejos de polaridad celular traen como resultado el cambio en la forma celular,
la elongacion de la célula y la formacion de proyecciones membranales necesarias

para un movimiento celular direccionado.
4.3.Invasion Celular

Un proceso asociado a la agresividad de los GBM es su capacidad de
invadir a otros tejidos cercanos, cabe aclarar que no debe confundirse a este
suceso con su habilidad de migracién, aunque se debe notar que ambas se
acompanan. Para que el proceso de invasion se lleve a cabo la célula debe formar
estructuras ricas en actina, llamadas invadopodia, estas sobresalen de la
membrana celular y estan en contacto directo con la MEC. Estas estructuras
intervienen en el proceso de invasiéon celular en lo que pueden ser caracterizadas

como 4 etapas: 1) acumulacion de actina en el punto de unién entre la célula y la
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MEC, 2) formacion de invadopodia maduras, 3) incremento en los niveles de
actina y metaloproteinasas de matriz (MMP) y 4) degradacion de la MEC. Entre los
elementos mas importantes para que este proceso se lleve a cabo se debe
destacar a las integrinas pues le confieren sus propiedades adherentes a las

invadopodia. [50]

En diversos estudios se hace notar la relacidon estrecha entre la formacion
de las invadopodia y la TEM se debe a que comparten proteinas y vias de
sefalizacion que conducen a la pérdida o disminucion de la expresion de
moléculas de adherencia celular. [51] Entre estas vias estan la activacién del SRC
por su interaccion con diferentes factores de crecimiento para inducir la formacion
de invadopodia y la TEM. [52]

Otro elemento importante en el proceso de invasiéon celular es el EGFR,
receptor cuyo material genético se encuentra mutado en mas del cincuenta por
ciento de los pacientes con GBM [53] y al cual se le ha atribuido el poder
desencadenar las sefales necesarias para la formacion de las invadopodia, su
maduracion y la degradacion de la MEC, esto lo logra mediante la activacion de
moléculas como son SRC, ERK1/2, ROCK y RhoG entre otras. [54,55]

Para que se lleve a cabo la degradacién de la MEC se requiere que las
células produzcan, liberen y activen una gran variedad de enzimas que
favoreceran la migracion y la diseminacion tumoral. Estas enzimas con actividad
de proteasas son secretadas en condiciones tumorales por células sanas
adyacentes al tumor o por las mismas células tumorales, en ambos casos se
necesita de la estimulacion de la célula por la presencia de citocinas y/o factores

de crecimiento. [56]

Es importante mencionar que la degradacién de MEC es un proceso que
ocurre de manera regulada bajo condiciones fisiolégicas normales, permitiendo un
recambio continuo de sus componentes (colagena de tipo IV, glucoproteinas y
proteoglucanos). Sin embargo, en tejidos tumorales la actividad proteolitica se

encuentra aumentada en comparacion con un tejido normal. [57]

12



Se ha clasificado a las proteasas de MEC en 4 subfamilias de la siguiente

manera:

Serina proteasas
Aspartilo proteasas

Cisteina proteasas

> wbnh -

Metaloproteinasas de matriz extracelular (MMP)

La ultima subfamilia es de gran importancia para el proceso de invasion,
sobretodo en GBM, pues se ha encontrado una relacion positiva entre la

capacidad invasiva de las células tumorales y una alta expresion de las MMPs. [6]

Las MMPs son enzimas sintetizadas como zimoégenos que se activan, a pH
neutro o ligeramente alcalino, a partir de la ruptura enzimatica del enlace azufre-
zinc. Estas enzimas desempenan su funcién en procesos de remodelacion tisular
entre los que se encuentran el crecimiento embrionario, la cicatrizacion, la
ovulacién y el crecimiento y reabsorcion Osea. La expresion anormal o
desregulada de estas enzimas se relaciona con procesos patolégicos como la
aterosclerosis, la artritis reumatoide, la invasion tumoral y la metastasis. [58] A la
fecha se han identificado 15 tipos de MMPs, sin embargo, en GBM se da mayor
importancia a la MMP2 y la MMP9. [59]

Diversas investigaciones han demostrado que existen varios factores que
participan en el mantenimiento y progresion de los GBMs confiriéndoles un
fenotipo migratorio e invasivo, entre estos factores las hormonas juegan un papel
importante, [6,7,41,49] sin embargo, se sabe muy poco sobre la accién de los

metabolitos de estas hormonas en la progresién de un GBM.

4.4. Alopregnanolona (3a-THP)
4.4.1. Generalidades

La alopregnanolona (3a-THP) es un metabolito de la progesterona (P4) que
se sintetiza en tejido esteroidogénicos: ovario, testiculo y glandulas adrenales. [30]
Al inicio de la década de 1980, se descubridé que en el cerebro se puede realizar la

sintesis de novo de esteroides [31], este suceso sumado a la confirmacién de la
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presencia de enzimas esteroidogénicas en neuronas y en células gliales [32]

demuestran la importancia de los esteroides en el cerebro.

Estudios recientes demuestran que la 3a-THP tiene funciones importantes
en el cerebro en condiciones fisioloégicas, entre las que se encuentran la
regulacion del estrés, la regulacion del desarrollo de células gliales y neuronas,
procesos de mielinizacidon y procesos de memoria, [33, 34, 35, 36] y en
condiciones patolégicas tiene un efecto protector durante eventos
neurodegenerativos como son la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de

Alzheimer, lesiones cerebrales, isquemias cerebrales, entre otras. [37, 38, 39, 40]

Para que la P, y la 3a-THP lleven a cabo sus funciones reguladoras o
protectoras deben desencadenar diferentes eventos celulares al unirse a 4
diferentes estructuras celulares entre las que se encuentran: 1) Receptores
intracelulares especificos, 2) Receptores de membrana, 3) Sitios de regulacién
presentes en los receptores a neurotransmisores y 4) Canales ionicos. [7, 41] En
el caso especifico de la 3a-THP se han identificado 3 mecanismos principales por
los cuales ejerce su accién en el SNC. Estos mecanismos son: a) La regulaciéon
alostérica de los receptores GABA-» en neuronas maduras y en células neurales
progenitoras, b) La unién a receptores membranales de progesterona (mRP) en
células gliales y c) La unién con el receptor de Pregnano X (PXR) en diferentes

areas del SNC [7]; mecanismos que se desarrollaran en un apartado posterior.

El uso de la P4y de la 3a-THP o de sus derivados como un auxiliar en los
tratamientos de diversas patologias en el SNC aun se encuentra en discusion
debido a su corta vida media y las diversas acciones que estos compuestos

ejercen en el organismo. [42]
4.4.2. Sintesis de la 3a-THP

La 3a-THP, cuya nombre quimico es 5a-Pregnan-3a-ol-20-ona, es un compuesto
derivado del colesterol cuya estructura se compone de 21 atomos de carbono y

tiene un peso molecular de 318.49 g/mol. (Fig. 1)
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Fig. 1 Estructura Quimica de la 3a-THP

La sintesis de la 3a-THP, asi como de su precursor (P4) esta altamente
compartamentalizada. El paso inicial para la biosintesis de la P4 es la translocacion
del colesterol citoplasmico hacia el interior de la membrana mitocondrial, este
proceso es regulado por la proteina translocadora (TSPO) de 18 kDa. En el interior
de la membrana, el colesterol es convertido en pregnenolona por accion del
citocromo P450 (P450scc o CYP11A1). [43] Posteriormente la pregnenolona es
exportada por difusién al citoplasma y, por efecto de la enzima 3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (3-HSD), es metabolizada a P4. (Fig. 2)

Fig. 2 Biosintesis de Progesterona (P4). La enzima P450 (P450scc o CYP11A1) se
localiza en la membrana interior de la mitocondria y convierte al colesterol en
pregnenolona. En el citoplasma (difusién marcada con flecha rellena) la pregnenolona es
metabolizada a P, por efecto de la enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD).
[Modificado de 43]
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La P4 sintetizada sirve como precursor principal para los neuroesteroides 5a
y 3a reducidos activos. [44] En el SNC las neuronas, los astrocitos y los
oligodendrocitos cuentan con las enzimas necesarias para metabolizar a la P4. Se
puede separar a la conversién de P4 en 3a-THP en 2 sucesos principales (Fig.3).
1) La reduccion irreversible de P4, por medio de la enzima 5a-reductasa (5a-R), a
5a-dihdroprogesterona (5a-DHP), esta reaccidn es reguladora y limitante del
metabolismo de P4 a 3a-THP. 2) Posteriormente la 5a-DHP se reduce debido a la
accion de la enzima 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3a-HSD) a 3a-THP. [36,
43]

Fig. 3 Sintesis de la 3a-THP. La enzima 5a-reductasa (5a-R) cataliza la conversion de Py
a 5a-dihdroprogesterona (5a-DHP), asi mismo la 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3a-
HSD) convierte a la 5a-DHP en 3a-THP. [Modificado de 36]

4.4.3. Mecanismos de accion de la 3a-THP

Como ya se ha mencionado la 3a-THP es un metabolito al que se le han
comprobado varias funciones en el SNC y en el SNP. Se han identificado diversos
mecanismos por los cuales la 3a-THP lleva a cabo sus funciones, en cuanto a su
efecto neuroprotector se ha estudiado la participacion de dos mecanismos
probables, la modulacion alostérica del receptor GABA-A en neuronas maduras o
la uniéon a los receptores membranales a P, (mRPs) en células gliales. [7]
Ademas se ha reportado la interaccion que tiene la 3a-THP con el receptor de
pregnano X (PXR), interaccion que, aunque aun no se entiende del todo, se ha
visto participa en la regulacién de la plasticidad neural y en el comportamiento.
[49]
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La 3a-THP al igual que la P4 puede ejercer su efecto en la membrana
plasmatica mediante su union a los mRPs, receptores acoplados a proteinas G,
actuando como agonista y activando segundos mensajeros para asi controlar
procesos de muerte celular, movimiento, desarrollo embrionario y neuroproteccion.
Se han identificado cinco subtipos de este receptor: mRPa, mRP3, mRPy, mRPd y
mRPe. Los mRPa, mRPf y mRPy se encuentran acoplados a proteinas del tipo G
inhibidoras (Gi), por otro lado los mMRPd y mRPe estan acoplados a proteinas del
tipo G estimuladoras (Gs). En diversos estudios se ha reportado que este tipo de
receptores se encuentra altamente expresado en el SNC vy se ha observado que
cada subtipo esta distribuido en diferentes zonas del cerebro, haciendo notar que
los subtipos mRPB y mRPd son aquellos que tienen una mayor expresion. [46]. Es
importante destacar que la afinidad de la 3a-THP hacia los mRPs es diferente
dependiendo del subtipo, asi mismo, se observa una menor afinidad por parte del

metabolito en comparacién con la afinidad de la P4. (Tabla 1) [46]

Tabla 1. Comparacioén en las afinidades de uniéon de los neuroesteroides con los mRPs.
Progesterona Alopregnanolona

mRP

ICs RAU ICso RAU
mPRa 26.3+5.9 100 404 £ 73 6.51
mPRB 29.2+4.5 100 559 + 89 5.22
mPRd 50.8 + 17.3 100 151 + 47 33.64
mPRe 101.6 + 20.1 100 2561 + 505 4.00

ICs, es la concentracion del competidor (nM) que causa el desplazamiento al 50 %
de [°H]-P4. Cada valor representa la media de al menos 3 ensayos de competencia de
union independientes. RAU es la afinidad de union relativa comparada con el valor de
progesterona en porcentaje. [Modificado de 46]

Al contrario de sus precursores la 3a-THP no se une al receptor intracelular
a progesterona (RP), sin embargo, se ha observado que puede ejercer su efecto
en el SNC al ser un modulador positivo del receptor GABA-a. Para ello la 3a-THP
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reconoce 2 sitios de union en el receptor y prolonga el tiempo de apertura de los
canales de iones cloruro de este, favoreciendo asi la transmision de sefales
inhibitorias en el SNC. [47]

La 3a-THP induce la proliferacion en células progenitoras neurales
mediante el receptor GABA-, pues al permitir el eflujo de iones cloruro de la célula
ocurre la despolarizacion de la membrana y se activan canales de iones calcio.
Este suceso incrementa la cantidad de iones calcio intracelular activando una
cinasa dependiente de calcio que fosforila y activa el factor de transcripcidon
CREB1. Es mediante este factor de transcripcién que ocurre la regulacién a la alta
de genes requeridos para la transicion de fases en el ciclo celular, ademas,
algunos genes represores de la division celular se presentan regulados a la baja,
esto promueve la mitosis celular explicando el efecto positivo de la 3a-THP en la
proliferacion celular, proceso que en cancer se encuentra altamente desregulado.
[48]

4.5.Efectos de la 3a-THP en lineas celulares derivadas de Glioblastomas

humanos

Un GBM, al igual que muchos otros tumores, es una estructura
heterogénea, es decir estd compuesto de células de diferente fenotipo y genotipo
producto de la inestabilidad genética que caracteriza a los tejidos cancerosos. Es
debido a estas diferencias, aparentemente minimas, que se realizan
investigaciones in vitro para conocer el comportamiento que tendra un tipo de

célula ante cierto estimulo.

En el caso de la 3a-THP se han realizado estudios en nuestro laboratorio
referentes a su efecto en células U87 enfocados en la expresion de algunos genes
cuyos productos son componentes del citoesqueleto, factores de transcripcién, y
proteinas encargadas de mantener la estabilidad del ADN, asi como ensayos
bioinformaticos para identificar elementos reguladores de los mismos; se encontré
que la 3a-THP promueve la expresidon de genes involucrados en la replicacion del
ADN vy en la reorganizacién del citoesqueleto. Entre estos genes se destaca la

expresion de ROCK1 y ROCK2, elementos involucrados en la invasion y la
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migracion celular, interesantemente, los estudios bioinformaticos identifican sitios
de union a factores de transcripcion como PXR y CREB1 en los promotores de los
genes de ROCK1 y ROCK2. [49]

En otros estudios se ha comprobado que tanto la P4, como la 3a-THP
contribuyen en el crecimiento de los GBM, en especifico de células de la linea U87
pues favorecen la viabilidad celular y promueven la proliferacién mediante genes
involucrados en la progresion del cancer, especificamente el Factor de crecimiento
transformante beta 1 (TGFB1), EGFR, el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) y Ciclina D1. [7]
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5. Planteamiento del Problema

Se ha observado que la 3a-THP incrementa el numero de células y la proliferacién
de células derivadas de glioblastomas, ademas promueve el crecimiento de los
glioblastomas mediante la expresiéon de genes involucrados en la progresion del
cancer. Sin embargo, se desconoce el efecto de este metabolito de P4 en la

migracion e invasion de células derivadas de GBM humano.

6. Hipoétesis

Si el tratamiento con 3a-THP incrementa la capacidad de movimiento de las

células U87 y U251, entonces favorecera la migracion e invasion de las mismas.

7. Objetivos

7.1.0bjetivo General

Conocer el efecto de la 3a-THP en la migracion e invasion de las células U87 y
U251 derivadas de GBM humanos.

7.2. Objetivos Particulares
e Comparar el efecto de la P4 y de la 3a-THP en la migracion e invasion de
células derivadas de GBM humanos.

e Determinar si el efecto de la 3a-THP depende del tipo celular analizado.
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8. Metodologia
8.1.Cultivo Celular

Se realizd el cultivo de células U87 y U251, ambas lineas celulares
provenientes de GBM obtenidas de la ATCC, en medio Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%, piruvato (1
mM), glutamina (2 mM) y aminoacidos no esenciales (0.1 mM). Las células se

mantuvieron en condiciones de 37° C en una atmésfera hiimeda con 5% de CO..
8.2. Tratamientos hormonales.

Para observar el efecto de la 3a-THP en la migracién de las lineas celulares

U87 y U251 se utilizaron los siguientes tratamientos:

e Vehiculo (0.01% DMSO)
e P,(10 nM)
e 3a-THP (10 nM)

Se utilizé el tratamiento con P4 como un control positivo, pues se ha reportado
anteriormente que a la concentracion usada (10 nM) induce la migracién en
células derivadas de GBM humano. [7] En cuanto a la 3a-THP, en otros estudios
se ha reportado que la concentracion de 10 nM tiene efectos en la proliferacion y

la expresidn de diversos genes en células derivadas de GBM. [7]
8.3.Ensayo de migracion.

Para determinar los efectos de la 3a-THP y la P4 sobre el proceso de migracion
celular se utilizé el ensayo de “Scratch” o “cierre de herida”. En cajas de Petri de 6
pozos se sembraron 350,000 células por pozo utilizando medio DMEM
suplementado como se describié anteriormente y se incubaron hasta obtener una
confluencia celular de aproximadamente 70%. Posteriormente, 24 horas antes de
los tratamientos el medio se remplazé por medio DMEM sin rojo de fenol y
suplementado con SFB libre de hormonas. A continuacion se utilizé una punta de
pipeta de 200 pL para generar una herida o “Scratch” en la monocapa de células.
Las células que fueron desprendidas se retiraron con PBS y de nuevo a las células
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restantes se les puso medio DMEM sin rojo de fenol. Se agreg6 arabinosilcitosina
(Ara-C) (10 uM) para inhibir la sintesis de ADN y después de 1 hora de incubacion
se anadieron los tratamientos. A partir de este momento se tomaron fotos en el
area del “Scratch” a las 0, 3, 6, 12 y 24 horas con una camara Infinity1-2C

acoplada a un microscopio invertido Olympus CKX41 a un aumento de 10X.
8.4.Ensayo de invasion.

Para determinar los efectos de la 3a-THP y la P4 sobre la capacidad invasiva
de las células se utilizd una camara de cultivo llamada inserto, en la parte inferior
de la camara se localiza una membrana de policarbonato con un tamafno de poro
de 8 um que permite el paso de las células para su estudio. En dicho inserto se
colocé una matriz (Matrigel) que asemeja las condiciones de la MEC y sobre ella
se siembran las células. El inserto es colocado dentro de un pozo de una caja de
cultivo generando dos compartimentos. Las células deben invadir la matriz y llegar
al fondo del inserto segundo compartimento el cual contiene medio DMEM

suplementado con SFB al 10% cuya funcion es la de quimioatrayente celular.

Para este ensayo, las células U87 y U251 se cultivaron utilizando medio DMEM
suplementado como se describié anteriormente hasta obtener una confluencia de
80%. Se les reemplazé el medio por DMEM sin rojo fenol y adicionado con SFB
al 10% libre de hormonas 24 horas antes del ensayo. En ese tiempo se coloco el
Matrigel (Sigma-Aldrich, USA) en el inserto haciendo una dilucién con medio
DMEM sin rojo fenol y sin SFB a una concentracién final de 2 mg/mL. Se
colocaron los insertos (Corning, USA) en cajas de cultivo de 24 pozos y se
incubaron por 3h 37 °C para permitir la gelificacion del Matrigel. Posteriormente,
por cada inserto se sembraron 30,000 células suspendidas en 150 uL de medio
DMEM sin rojo de fenol y sin SFB, se les adicion6 Ara-C (10 uM) y los
tratamientos correspondientes antes indicados. En el compartimento inferior al
inserto se colocaron 600 yuL de medio DMEM sin rojo fenol suplementado con SFB
al 10% libre de hormonas y se incubaron las células a 37 °C durante 24 horas.
Posteriormente se retiraron el medio y el Matrigel del inserto y se realizé un lavado
con PBS. Se fijaron las células con paraformaldehido (PFA, 4%) por 20 minutos y
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se realizdé un lavado con PBS por 5 minutos. Las células se tifieron con cristal
violeta al 1% durante 15 minutos y posteriormente se realizaron tres lavados con
PBS por 10 minutos cada uno. Los insertos se dejaron secar y se observaron al
microscopio, se tomaron las fotografias correspondientes con una camara
Infinity1-2C acoplada a un microscopio invertido Olympus CKX41 a un aumento de
10X. Para cuantificar el numero de células invasoras, aquellas que atravesaron el

Matrigel, se contaron las células de 2 campos tomados al azar por cada inserto.
8.5. Analisis estadistico.

Por cada ensayo de migracion se tomaron 4 campos aleatorios en la zona de
“Scratch”, se tomaron fotos a las 0, 3, 6, 12 y 24 horas en el area vy se
cuantificaron las células que migraron en esta zona Se realizé el analisis de los
datos de migracién mediante el programa Graph Pad Prism 5 utilizando un
ANOVA de 2 vias seguida de una prueba de Bonferroni para efectuar la

comparacion de los estimulos con el vehiculo.

Para cada ensayo de invasion se cuantificO el numero total de células
invasoras, es decir aquellas que atravesaron el Matrigel y lograron llegar al fondo
del inserto. Se realiz6 el analisis de los datos de este ensayo utilizando un ANOVA

de 1 via seguida de una prueba de Bonferroni.
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9. Resultados

Inicialmente se evalu6 el efecto de la P4y la 3a-THP sobre la migracion de
células de las lineas U251 y U87 utilizando el ensayo de “Scratch”. En ambos
casos se observo que tanto la P4 como la 3a-THP aumentan significativamente la
cantidad de células que migran a la herida a partir de las 12 horas en comparacion
con el tratamiento con vehiculo. Ademas se observa que este incremento es

similar al tratar las células con P4 0 con su metabolito (Fig. 4).

Posteriormente se evalu6 el efecto de la 3a-THP y la P4 en la capacidad
invasiva de las células U251 y U87 utilizando el ensayo de invasion en Transwell.
En ambas lineas celulares se observa un aumento significativo en la cantidad de
células capaces de invadir la MEC en comparacion con el vehiculo a las 24 horas
de haber sido tratadas. Cabe destacar que se observa una mayor cantidad de
células con capacidad invasiva al realizar los ensayos con células de linea U251

en comparacion con la linea celular U87.
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A)

B)

Fig. 4 Efecto de la alopregnanolona (3a-THP) en la migraciéon de células
derivadas de GBM. A) Fotografias representativas del ensayo de “herida”
tomadas a las 0, 3, 6, 12 y 24 horas a partir del tratamiento con vehiculo (0.01%
DMSO), P4 (10 nM) y 3a-THP (10 nM; B) . Se realiz6é el analisis de los datos
utilizando un ANOVA de 2 vias seguida de una prueba Bonferroni. El grafico
representa el numero de células que migran a la herida. (**) P< 0.01vs el vehiculo
(V). (**) P<0.001 vs vehiculo. Los resultados de la grafica representan la media
+SEM.n=3
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Fig. 5 Efecto de la alopregnanolona (3a-THP) en la invasion de células U251.
A) Fotografias representativas del ensayo de invasién de transwell tomadas a las
24 horas a partir del tratamiento con vehiculo (0.01% DMSO), P4 (10 nM) y 3o-
THP (10 nM); B) Conteo del numero de células que invadieron el gel de MEC,
graficas obtenidas de 3 experimentos independientes. Se realizd el anélisis de los
datos utilizando un ANOVA de 1 via seguida de una prueba Bonferroni. Los
resultados de la gréafica representan la media £ SEM. (*) P< 0.01 con respecto al
vehiculo.
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Fig. 6 Efecto de la alopregnanolona (3a-THP) en la invasiéon de células U87.
A) Fotografias representativas del ensayo de invasion de transwell tomadas a las
24 horas a partir del tratamiento con vehiculo (0.01% DMSO), P4 (10 nM) y 3a-
THP (10 nM); B) Conteo del numero de células que invadieron el gel de MEC,
graficas obtenidas de 3 experimentos independientes. Se realizd el analisis de los
datos utilizando un ANOVA de 1 via seguida de una prueba Bonferroni. Los
resultados de la grafica representan la media £+ SEM. (*) P< 0.01 vs vehiculo.
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10. Discusion

El término migracion celular se refiere a un proceso comun que efectuan las
células para trasladarse de un lugar a otro en respuesta a diferentes situaciones.
En condiciones fisiolégicas normales algunas de estas situaciones pueden ser la
necesidad de obtener alimento, la presencia de factores quimioatrayentes que le
informen a la célula que su presencia es requerida en otro sitio para efectuar una
accion determinada, o su movilizacion para conformar nuevos tejidos, entre
otras. En condiciones patologicas, la migracion celular puede verse
comprometida al ser inducida por sefales de migracion anormales perjudicando
la homeostasis del tejido y la salud del individuo, tal es el caso en enfermedades

causadas por alteraciones inmunoldgicas o por metastasis. [60]

La invasion celular implica el avance a través de las barreras de los tejidos,
accién para la cual procesos como la adhesion celular y la degradacion de MEC,
asi como su regulacion, es muy importante. Cabe resaltar la estrecha relacion
que existen entre los procesos de migracion e invasion celular de tal manera que
esta ultima necesita de la existencia de la primera para llevarse a cabo, situacion

que de manera contraria no es necesaria. [51]

Como ya se ha mencionado, los GBM, asi como otros tipos de tumores,
presentan una gran capacidad infiltrativa a los tejidos circundantes, proceso en el
cual estan involucrados la migracién y la invasion celular. Esta cualidad les hace
mas resistentes a las terapias existentes entre las que se encuentran la remocion
quirurgica, la radioterapia y la quimioterapia. [61] Por lo anterior en este trabajo
nos interesé conocer el efecto que la 3a-THP y la P4 ejerce en estos dos

procesos importantes para la progresion del tumor.

Se puede observar en la Fig. 4 que tanto la 3a-THP como su precursor, la
P, inducen la capacidad de migracion en células derivadas de GBM. Ademas, el

efecto generado por ambos estimulos se lleva a cabo con una magnitud y
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tendencia similar, esto nos indica que probablemente existe un mecanismo de
accion en comun que favorece la TEM de la célula confiriéndole un fenotipo
movil. Cabe destacar que el aumento en el numero de células se debe
unicamente a la induccion del fenotipo mévil y no a un proceso de proliferacion
pues para evitar este suceso se utilizé en los ensayos el compuesto denominado
como Ara-C el cual es un inhibidor en la sintesis de ADN. Este compuesto al ser
similar al nucledsido citidina puede ser internalizado a la célula por un
transportador de nucledsidos, una vez en el citoplasma puede ser fosforilado e
incorporado al ADN, esta incorporacion actua inhibiendo la accion de las ADN
polimerasas a, B y O interfiriendo con la elongacion en la replicacion y la

reparacion de las cadenas de material genético. [62]

Como ya se menciond, la infiltracion de las células de un GBM no solo
depende de la capacidad motil de la célula, es un proceso mas complejo que
involucra la accion de proteinas, como las MMPs, que degraden la MEC. Es por
eso que se decidid evaluar la capacidad invasiva de las células mediante el
ensayo de invasion de Transwell. En las Figs. 5 y 6 se muestra el efecto
positivo que la 3a-THP y la P4 ejercen sobre la capacidad invasiva de ambas

lineas celulares derivadas de glioblastoma.

Es importante hacer notar que la P4 ejerce sus efectos mediante dos tipos
de vias principales. 1) La via clasica en la que la P4 interactia con su receptor
(RP) en el nucleo o citoplasma de la célula e induce un cambio en la expresion
de genes [63] 2) La via no clasica en la que la P4 actia como agonista de los
mRPs, receptores acoplados a proteinas G que activan segundos mensajeros
para llevar a cabo su funcion mediante la activacion de diferentes vias de
sefalizacion. Interesantemente la 3a-THP es incapaz de interactuar con el RP
[46], descartando asi que este receptor sea el responsable directo de sus

efectos.
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Se sabe que la 3a-THP y la P4 son capaces de unirse a los mRPs para
generar sus acciones, aunado a esto, estudios recientes realizados en nuestro
laboratorio con células de las lineas celulares U87 y U251 utilizando al
compuesto Org OD 02-0, agonista especifico de los mRPs [64] han demostrado
la participacion de estos receptores en el aumento de la capacidad migratoria e
invasiva de estas células derivadas de GBM, confirmando asi la importancia de

los mRPs en la progresién de los GBM.

Dada la alta afinidad de la 3a-THP por el mRPd, es probable que la
activacion de este subtipo de receptor sea el responsable de los efectos
observados en los ensayos de invasién y migracion [46, 68] El mRPd se
encuentra acoplado a proteinas Gs y activa a la enzima adenilato ciclasa
aumentando la concentracién de AMP ciclico (cCAMP) intracelular, éste activa a la
proteina cinasa A (PKA) que a su vez fosforila y activa a CREB, factor de
transcripcion cuya accion reguladora en genes involucrados en procesos de
migracion e invasion, como ROCK 1y 2, ha sido demostrada mediante el analisis
bioinformatico de identificacion del sitio de uniéon de factores de transcripcion

realizado en nuestro laboratorio. [49]

Por otro lado, se ha observado en células gliales provenientes de ratas que
el estimulo con 3a-THP (1 nM) favorece la activacién de Src y FAK mediante el
receptor GABA-A [65]. Por si sola Src es capaz de promover la expresion de
MMP9 mediante las vias de senalizacion de ERK y PI3K [66]. De manera similar,
el complejo FAK-Src favorece la regulacion a la alta y la activacion de MMP 2 y
MMP 9 mediante la activacion de la via paxilina/Rac/JNK. [67] Estos eventos nos
ayudan a explicar el aumento de la invasién de ambas lineas celulares en las
Figs. 5 y 6 con el tratamiento de 3a-THP, pues el efecto generado por este
tratamiento podria no limitarse a la activacion unica de los mRPs,
complementandose con la participacion de GABA-5, receptor que con el
tratamiento de P4 es incapaz de ejercer un efecto. [68]
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Con base en nuestros resultados, se sugiere que la regulacién de los procesos
de migracion e invasion por parte la P4 y la 3a-THP se efectua por mecanismos
diferentes en funcion de los receptores a los que cada esteroide activa, por lo
que estudios de silenciamiento de estos receptores (MRPd y GABA-a) podrian

ser efectuados para entender mejor el efecto de la hormona y su metabolito.
11. Conclusién
La 3a-THP y la P4 inducen un aumento en la motilidad y en la capacidad invasiva

de las lineas celulares U87 y U251, favoreciendo el comportamiento agresivo

que caracteriza a los GBM.
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