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SUMMARY

Gliomas are malignant brain tumors of glial origin present in the Central Nervous System
(CNS), according to the cell type from which they originate they can be divided into
astrocytomas (derived from astrocytes), oligodendrogliomas (derived from
oligodendrocytes) or ependymomas (derived from ependymal cells). According to their
histological characteristics, the World Health Organization (WHO) classifies gliomas into
four grades of malignancy where grade 1 are slow-growing and less malignant tumors,
while grade 4 gliomas are fast-growing and highly malignant tumors, with glioblastoma
(GB) being the most frequent and malignant type of CNS tumor. GB shows predominantly
astrocytic differentiation, nuclear atypia, cellular pleomorphism, as well as proliferation,
and/or microvascular necrosis. The incidence is approximately 3.22 cases per 100,000
population, primarily affecting adults in the range of 45 to 75 years and a higher proportion

of males than females (3:2, respectively) (Louis et al., 2016; Ostrom et al., 2019).

Estradiol (E2), through interaction with its intracellular receptors, has been shown to
modulate the expression of genes involved in cell proliferation and progression of GBs,
so it has been suggested to be fundamental in the biology of these tumors (Gonzéalez-
Arenas et al., 2012; Hernandez-Vega et al., 2020). However, the expression of the
membrane receptor to estrogen (GPR30/GPER) in the progression of GBs has not been
evaluated. In this work, the expression of GPER in U251, U87, LN229, and T98 cell lines
derived from human GBs was analyzed at the mRNA and protein levels. Using the RT-
gPCR technique, it was observed that at the transcript level, GPER is expressed similarly
in the four lines evaluated, while at the protein level it was found that the U87 cell line is
the one that expresses a higher GPER content. Likewise, by immunofluorescence, it was
observed that GPER is localized in the plasma membrane, cytoplasm, and nucleus.

Additionally, the effect of different concentrations of E2 on the expression of GPER was
evaluated, finding that the concentration of 10 nM increased the GPER content in the
U251 and U87 cell lines, in the LN229 cell line this effect was observed at a concentration
of 1 uM, while at this concentration of E2 in the U251 cell line promote a decrease in the
expression of the receptor. On the other hand, by in silico analysis two potential Estrogen

Response Elements (ERES) were found in the promoter region of GPER, suggesting that
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GPER transcription may be regulated by E2, however, when evaluating this effect on
GPER transcription after treatment with an E2 concentration curve no significant

differences were found in the expression of the transcript.

In conclusion, GPER is expressed in U251, U87, LN229, and T98 cell lines derived from
human GBs both at the mRNA and protein level, it has a subcellular localization both in
the plasma membrane and intracellular regions (nucleus and cytoplasm), furthermore, E2
promotes an increase in the expression of this receptor at the protein level, suggesting
that GPER could participate in the pathophysiology of glioblastomas.



RESUMEN

Los gliomas son tumores cerebrales malignos de origen glial presentes en el Sistema
Nervioso Central (SNC), segun el tipo celular del que se originan pueden dividirse en
astrocitomas (derivados de astrocitos), oligodendrogliomas (derivados de
oligodendrocitos) o ependimomas (derivados de células ependimales). De acuerdo con
sus caracteristicas histologicas, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica a
los gliomas en cuatro grados de malignidad donde el grado 1 son tumores de crecimiento
lento y menos malignos, mientras que los gliomas de grado 4 son los tumores de
crecimiento rapido y de gran malignidad, siendo el glioblastoma (GB) el tipo de tumor del
SNC mas frecuente y maligno. EI GB presenta una diferenciacion predominantemente
astrocitica, atipia nuclear, pleomorfismo celular, asi como proliferacion y/o necrosis
microvascular. La incidencia es aproximadamente de 3.22 casos por cada 100,000
habitantes, afecta principalmente a los adultos en un rango de 45 a 75 afios y en mayor
proporcion a hombres que a mujeres (3:2, respectivamente) (Louis et al., 2016; Ostrom
et al., 2019).

Se ha demostrado que el estradiol (E2), a través de la interaccion con sus receptores
intracelulares, modula la expresion de genes involucrados en la proliferacion celular y
progresion de los GBs, por lo que se ha sugerido que es fundamental en la biologia de
estos tumores (Gonzalez-Arenas et al.,, 2012; Hernandez-Vega et al., 2020). Sin
embargo, no se ha evaluado la expresion del receptor membranal a estrégenos
(GPR30/GPER) en la progresion de los GBs. En este trabajo se analiz6 la expresion de
GPER en las lineas celulares U251, U87, LN229 y T98 derivadas de GBs humanos a
nivel del RNAm y de la proteina. Mediante la técnica de RT-gPCR se observo que a nivel
de transcrito, GPER se expresa de manera similar en las cuatro lineas evaluadas,
mientras que a nivel de la proteina se encontrd que la linea celular U87 es la que expresa
un mayor contenido de GPER. Asi mismo, por inmunofluorescencia se observd que

GPER se localiza en la membrana plasmatica, en el citoplasma y nudcleo.



Adicionalmente, se evalué el efecto de diferentes concentraciones de E2 sobre la
expresion del GPER, encontrando que la concentracién de 10 nM aument6 el contenido
de GPER en las lineas celulares U251 y U87, en la linea celular LN229 se observo este
efecto a una concentracion de 1 uM, mientras que a esta concentracién de E2 en la linea
celular U251 se observéd una disminucion en la expresion del receptor. Por otra parte,
mediante un analisis in silico se encontraron dos potenciales Elementos de Respuesta a
Estrogenos (ERES) en la region promotora de GPER, sugiriendo que la transcripcion de
éste puede ser regulada por E2, no obstante, al evaluar este efecto en la transcripcion de
GPER tras el tratamiento con una curva de concentracién de E2 no se encontraron

diferencias significativas en la expresién del transcrito.

En conclusién, GPER se expresa en las lineas celulares U251, U87, LN229 y T98
derivadas de GBs humanos tanto a nivel del RNAm como de la proteina, tiene una
localizacion subcelular tanto en la membrana plasmatica como regiones intracelulares
(nucleo y citoplasma), ademas el E2 promueve un aumento en la expresion de este
receptor a nivel de la proteina, lo que sugiere que GPER podria participar en la
fisiopatologia de los glioblastomas.



1. INTRODUCCION

El glioblastoma (GB) es el tumor mas frecuente y agresivo del Sistema Nervioso Central
(SNC). Se caracteriza por un rapido crecimiento debido a su alta capacidad proliferativa
e invasiva (Louis et al., 2016), y por la alteracion en procesos mediados por p53 (media
las respuestas de estrés celular, reparacion del ciclo celular y apoptosis), Rb (una
proteina supresora de tumores) y Receptores Tirosina Cinasas (RTK, que activan y
regulan vias de sefalizacion involucradas en el desarrollo y progresion de numerosos

canceres) (Brennan et al., 2013).

Se ha demostrado que los estrogenos, en especial el estradiol (E2), estan involucrados
en la regulacion del crecimiento de estos tumores cerebrales al modular la expresion de
genes involucrados en la proliferacion celular y malignidad, por lo que se ha sugerido que
participa en la biologia de estos tumores (Gonzalez-Arenas et al., 2012; Sareddy et al.,
2012). Los efectos del E2 se basan en dos mecanismos de accién, el genémico (o clasico)
mediado por los receptores intracelulares a estrégenos (ER) y el mecanismo de accion
no gendémico (no clasico), en el que participa un receptor localizado en la membrana
plasmatica acoplado a proteinas G (GPR30 o GPER) (Coyoy, A; Guerra-Araiza, C;
Camacho-Arroyo, 2016; Delhez, 2019).

GPER pertenece a la familia de los receptores acoplados a proteinas G clase A (familia
de Rhodopsina 1), tiene una estructura que abarca siete regiones transmembranales, su
extremo N-terminal es extracelular y el extremo C-terminal es citoplasmico (Figueira et
al., 2018). La interaccién de E2 con GPER lleva a la activacion rapida y transitoria de
numerosas vias de sefalizacion intracelular, estimula la produccion de AMPc, la
movilizacion intracelular de calcio y la transactivacion del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), que a su vez activa vias de sefializacién como PI3K/Akt
(Filardo et al., 2000; Prossnitz & Barton, 2014; Revankar et al., 2005).



Por otra parte, se ha descrito que GPER patrticipa en la progresion de diferentes tipos de
neoplasias, tales como cancer de mama, de ovario, de endometrio, de préstata, entre
otros. En relacion al GB, recientemente se ha reportado la expresion de la proteina de
GPER en las lineas celulares derivadas de GB humanos U251 y LN229 (Hirtz et al.,
2021), sin embargo se desconocen los diferentes niveles de expresion de GPER y su
posible regulacion por E2 en lineas celulares de GBs humanos, asi como la presencia de
este receptor en otras lineas celulares derivadas de GBs, ya que esta entidad se

caracteriza por ser altamente heterogénea.



2. ANTECEDENTES

El cancer es una enfermedad genética somética y algunas veces hereditaria, donde se
promueve la expresion génica aberrante, que sensibiliza a las células normales para que
ignoren las sefales que controlan la proliferacion, Hanahan y Weinberg en sus revisiones
“Hallmarks of Cancer” han determinado seis capacidades biol6gicas adquiridas durante
el desarrollo del cancer, las cuales siguen proporcionando una base sélida para
comprender el desarrollo neoplasico, estas caracteristicas distintivas comprenden el
mantenimiento de la sefializacion proliferativa, la evasion de las sefales supresoras del
crecimiento, resistencia a la muerte celular, la inmortalidad replicativa, la induccion de la
angiogénesis, asi como la activacion de la invasion y la metastasis (Hanahan & Weinberg,
2000; Persano et al., 2013).

Posteriores estudios, han permitido delimitar otras dos caracteristicas distintivas
implicados en la patogénesis de un gran ndmero de neoplasias, una de estas
caracteristicas involucra la capacidad de reprogramacion del metabolismo energético
(con el fin de aumentar la proliferacion celular), mientras que la otra contempla la
capacidad de las células cancerosas de evadir la destruccién inmunitaria particularmente

de los linfocitos T y B, macréfagos y células Natural Killer (Hanahan & Weinberg, 2011).

Por tanto, la progresion tumoral dada por una sucesion de expansiones clonales puede
desencadenar la adquisicion de un genotipo mutante, inestabilidad gendmica y la
adquisicion de estas diversas capacidades bioldgicas (Hanahan & Weinberg, 2000,
2011). No obstante con el avance de las tecnologias, aunado a un creciente nimero de
estudios, la complejidad y forma como vemos el cancer en la ultima década ha
aumentado, siendo asi que Senga y colaboradores mediante una exhaustiva revisién han
delimitado cuatro nuevas caracteristicas distintivas del cancer que comprenden: (i) la
capacidad de las células de retroceder desde un estado funcional especializado
especifico hasta un estado de célula troncal progenitora (desdiferenciacion celular), (ii)
los cambios epigenéticos como la metilacion/desmetilacién del ADN que pueden afectar
a la expresion de los genes fomentando la reprogramacion celular hacia un estado

pluripotente, (iii) el papel de los microorganismos en la eliminacion, el equilibrio y la
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evasion durante la tumorogénesis, (iv) la sefalizacién neuronal alterada, debido a que
las células cancerosas utilizan los nervios para establecer nuevos vasos sanguineos y

obtener sefales proliferativas (Senga & Grose, 2021).

Ademas, se han sugerido hipotesis relacionadas a la formacion de los tumores, entre
ellas se encuentra la hipotesis clasica, que se basa en el “modelo estocastico”, que
predice que todas las células en un tumor poseen un potencial tumorogénico similar y
cualquiera de ellas puede funcionar como una célula iniciadora de tumor, esta hipotesis
sugiere, que una célula somética sufre alrededor de cuatro a siete mutaciones
independientes que le otorgan un potencial proliferativo incontrolado (George & Levine,
2020). Una hipotesis alternativa, basada en el “modelo jerarquico” y sustentada en una
gran cantidad de datos experimentales, respalda la idea de que los tumores malignos son
iniciados y mantenidos por una poblacion de células tumorales, las cuales comparten
propiedades biologicas similares a las de las células troncales, con la capacidad de
generar nuevos tumores ya que poseen una capacidad proliferativa ilimitada, asi como la
capacidad de autorrenovarse y diferenciarse a los diversos subtipos celulares que forman
el tumor (Persano et al., 2013).

Cabe mencionar, que cada modelo por si solo no explica adecuadamente la diversidad
tumoral, no obstante, puede integrarse en un modelo alternativo de plasticidad celular, el
cual permite dar una explicaciébn mas completa que describa la heterogeneidad tumoral,
este modelo proporciona un marco unificador para ambas hipoétesis, al postular que los
procesos intrinsecos de las células tumorales y/o estimulos del microambiente tumoral,
pueden influir en las células tumorales diferenciadas para que adquieran caracteristicas
de células troncales, de igual manera, se sugiere que estos procesos pueden ocurrir a la
inversa, promoviendo que las células troncales cancerosas pasen a un estado de células

cancerosas diferenciadas (George & Levine, 2020; Persano et al., 2013; Rich, 2016).

Existen diferentes neoplasias, por lo que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
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describe, ilustra y proporciona los estandares internacionales, para una apropiada
clasificacion de los tumores del cuerpo humano. En este sentido, la OMS ha publicado
periodicamente la clasificacion de los tumores cerebrales, la cual se basa en el tipo celular
(determinado por criterios morfoldgicos e inmuhistoquimicos), diagnéstico, el grado de
malignidad y las alteraciones moleculares asociadas a esta entidad neoplasica (Louis et
al., 2016). Los tumores malignos del SNC, se encuentran entre los canceres que tienen
el peor prondstico, con un estimado de pérdida de vida media potencial de 20 afios
respecto a otros canceres (Reifenberger, 2017). Cabe mencionar, que en el &mbito clinico
el grado tumoral es un factor clave en la eleccion de la terapia, particularmente en la
determinacién del uso de protocolos de radiacion y quimioterapia especifica (Louis, David
N, Ohgaki H., Wiestler O.D., 2007).

2.1 Gliomas

Los gliomas, son los tumores primarios de origen glial mas comunes del SNC al
presentarse en 31% de los casos en adultos (Matteoni et al., 2020; Reifenberger, 2017),
raramente hacen metastasis ya que solo el 0,4-2% logran invadir regiones fuera del
cerebro, a pesar de ser muy habiles para infiltrarse (Cuddapah et al., 2014). La invasién
ocurre a lo largo de estructuras tales como vasos sanguineos, materia blanca, el espacio
subaracnoideo y es probablemente coordinado por células tumorales que pueden

conducir a una invasion colectiva (Vollmann-Zwerenz, 2020).

En 2021, la OMS integré los parametros histolégicos, asi como una firma molecular
obtenida con nuevas tecnologias como la del metiloma del &cido desoxirribonucleico
(ADN), para definir los principales tipos de gliomas, conservando algunos parametros
como la clasificacion en cuatro grados de malignidad, donde el grado 1 son tumores de
crecimiento lento y menos malignos, mientras que los gliomas de grado 4 son los tumores
de crecimiento rapido y de gran malignidad (Jin et al., 2021; Louis et al., 2021), segun el
tipo celular del que se originan pueden dividirse en astrocitomas (derivados de astrocitos),
oligodendrogliomas (derivados de oligodendrocitos) o ependimomas (derivados de

células ependimales) (Reifenberger, 2017).
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Sin embargo, la OMS ha adoptado un nuevo enfoque para clasificar los gliomas, tumores
glioneuronales y tumores neuronales dividiéndolos en 6 familias diferentes (Louis et al.,
2021):

1. Gliomas difusos de tipo adulto (tumores cerebrales primarios de los adultos en la
practica neuro oncologica, los cuales corresponden casi exclusivamente al GB).

2. Gliomas difusos de bajo grado de tipo pediatrico (generalmente presentan buen
pronostico).

3. Gliomas difusos de alto grado de tipo pediatrico (se comportan de forma agresiva).

4. Gliomas astrociticos circunscritos (“"circunscritos” se refiere a su patron de
crecimiento, el cual es mas sdlido al presentar tumores con bordes definidos, a
diferencia de los tumores intrinsecamente difusos de los grupos 1, 2 y 3).

5. Tumores glioneuronales y neuronales (un grupo diverso de grupo de tumores, con
diferenciacion neuronal).

6. Ependimomas (ahora clasificados por su localizacion, asi como por sus

caracteristicas histoldgicas y moleculares).

Cabe mencionar, que el uso de las diversas tecnologias a lo largo del tiempo, ha permitido
determinar biomarcadores genéticos, que han sido ampliamente aplicados en el
diagndstico y clasificacion de los gliomas como se mencioné anteriormente (Louis et al.,

2016; Reifenberger, 2017), siendo los principales biomarcadores:

e Mutaciones de la IDH 1/2 (isocitrato deshidrogenasa 1 y 2). Comunes en gliomas
de grado 2-3.

e Metilaciobn del promotor MGMT (6-oxo-metilguanina-DNA metiltransferasa).
Sugiere un mejor prondstico en los gliomas y predice la respuesta a la
quimioterapia con temozolomida (TMZ) y radioterapia.

e Codelecion 1p/19q. Marcador a nivel cromosomico comunmente encontrado en
tumores oligodendrogliales, asociado a un mejor prondstico.

e Amplificacién del gen EGFR (receptor a factor de crecimiento epidérmico).
Frecuentemente alterado en GB.

e PTEN (gen homologo de la fosfatasa y la tensina). Marcador a nivel de gen, cuya
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pérdida de heterocigosidad se asocia con malos resultados de supervivencia tanto
para los astrocitomas anaplasicos como para los GBs.

e Pérdida de la expresion nuclear de ATRX (regulador transcripcional de la helicasa
dependiente de ATP ligada a X).

e TP53 (Codifica a la proteina p53). Las mutaciones en ATRX, TP53 y la metilacién
de MGMT suelen producirse después de la mutacion de IDH en los astrocitomas.

e H3-K27M (histona H3-sustitucion de lisina 27 por metionina). Un marcador
epigenético que confiere una peor supervivencia global en el glioma difuso de linea

media.

Es preciso sefialar que, para los gliomas de grado IV o GB, los biomarcadores
caracteristicos son la presencia de la IDH-silvestre (sin mutacién), mutacion del promotor
TERT (Transcriptasa reversa a la telomerasa), perdida o ganancia de los cromosomas 7
y 10, asi como la sobre expresion del EGFR, ademas de evaluarse si presentan

metilacion del promotor de la MGMT (Louis et al., 2021).

2.1.1. Glioblastoma (GB)

El GB se presenta en el 58.4% de los casos correspondientes a gliomas, por tanto es el
tumor del SNC indiferenciado mas frecuente, invasivo y agresivo, que surge de la
malignizacion de las células gliales, las células progenitoras gliales o las células troncales
neurales transformadas, estos tumores se caracterizan por su rapido crecimiento debido

a su alta capacidad proliferativa e invasiva (Ostrom et al., 2021; Sengupta et al., 2021).

La mayoria de los casos, se diagnostican en un rango promedio de edad de 50-75 afios,
con una incidencia de 3.23 casos por 100,000 habitantes, ademas, se ha determinado
gue se presentan en una proporcion de 3:2 hombres con respecto a las mujeres (Ostrom
et al.,, 2021). Otro aspecto a considerar sobre esta neoplasia, es el complicado
tratamiento, debido a que son los tumores mas resistentes a la quimio y/o radioterapia,
aunado a que no se logra una reseccion quirdrgica completa, la principal razén a esto es
que, la mayoria de los GBs se localiza en la materia blanca subcortical de los hemisferios

cerebrales, y su distribucion en los l6bulos cerebrales es diferencial con una incidencia
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de 31% en el I6bulo temporal, 24% I6bulo parietal, 23% frontal, 16% occipital y una
combinacion fronto-temporal de 6%, en consecuencia estos tumores son letales en un
lapso de 14-17 meses, con una supervivencia menor al 10% en los siguientes 5 afios

posterior al diagnostico (Louis et al., 2016; Ostrom et al., 2021).

Los GBs presentan diferenciacion astrocitica predominante, atipia nuclear, pleomorfismo
celular, actividad mitética elevada, trombosis vascular, proliferacion microvascular y
necrosis. Son tumores heterogéneos, que en su conjunto se componen de diversas
células, entre ellas se encuentran principalmente astrocitos, células del sistema inmune
y células estromales (pericitos, células endoteliales, entre otras), siendo asi que, las
células individuales que pertenecen al tumor, tienen repercusiones funcionales en la
heterogeneidad celular, molecular, genética, epigenética y metabdlica (Jones & Holland,
2012; Louis, David N, Ohgaki H., Wiestler O.D., 2007; Louis et al., 2016; Sengupta et al.,
2021).

Asimismo, con base en su caracterizacion molecular, se han determinado tres subtipos

moleculares de GB:

Proneural: Este subtipo molecular se caracteriza, por presentar rasgos
histol6gicos semejantes a los de un oligodendrocito y por una activacion de la via
de PDGF (Factor de crecimiento derivado de las plaquetas). Ademas, presenta
mutaciones en la enzima IDH1 y en el gen TP53. Afecta a pacientes jovenes, los
cuales presentan una mayor supervivencia (Brennan et al., 2013; JovcCevska,
2018; Q. Wang et al., 2017).

Clasico: Este subtipo histolégicamente se asemejan a los astrocitos, esta
caracterizado por la amplificacion y mutacion activadora de EGFR (receptor del
factor de crecimiento epidérmico). Ademas, presenta alteraciones tipicas de los
GBs como ganancia del cromosoma 7, pérdida del cromosoma 10, delecion del
inhibidor 2A de cinasa dependiente de ciclina (CDKN2A), alteraciones en la via
del retinoblastoma (RB), asi como, una expresion elevada de las vias Notch y
Sonic Hedgehog, las cuales estan involucradas principalmente en la
embriogénesis (Castaneda, 2015; Jov€evska, 2018; Verhaak et al., 2010; Q. Wang
et al., 2017).
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Mesenquimal: La histologia de este subtipo se asemeja a un astrocito, presenta

sobreexpresion de marcadores de células mesenquimales como CHI3L1, ademas
de otros marcadores de la Transicion Epitelio-Mesénquima (TEM), aunado a la
pérdida del gen NF1, el cual esta asociado al desarrollo de neurofibromatosis tipo
1. Este subtipo molecular, se relaciona con un peor prondstico para la
sobrevivencia (Castafieda, 2015; Verhaak et al., 2010; Vollmann-Zwerenz, 2020;
Q. Wang et al., 2017).

Los GBs fueron de los primeros tipos de cancer, en ser sistematicamente estudiados por
The Cancer Genome Atlas Research (TCGA) que, en su publicacion inicial del 2008,
presentaron el resultado del analisis gendémico y del transcriptoma de 206 GBs.
Asimismo, en dicho reporte se incluyeron las secuencias de 600 mutaciones encontradas
en 91 muestras, proporcionando un andlisis sistematico con el que, se logro definir las
rutas biologicas centrales en el desarrollo y progresion de los GBs, las cuales se centran
en tres vias principales: (i) la inactivacidon de la via p53 la cual representa el 87% de los
GBs, (i) la inactivacion del supresor tumoral de la via de RB, la cual constituye el 77% de
los tumores de este tipo y (iii) la amplificacién y mutacion de los genes de los Receptores
Tirosina Cinasas (RTK)/Ras/fosfatilinositol 3 cinasa (P13K) correspondientes al 88% de

los glioblastomas (Brennan et al., 2013; Jin et al., 2021).

De igual forma, el Ivy-Glioblastoma Atlas Proyect (lvy-GAP) ha generado un atlas
transcripcional de los GBs, con base en la informacién y caracteristicas anatdbmicas
conocidas de los tumores pertenecientes a esta entidad, empleando herramientas
computacionales, de secuenciacion del genoma y del transcriptoma, determinaron que
los GBs siguen una dindmica de evolucion divergente, con diferencias gendmicas entre
cada uno de los tumores, dicha informacion confiere una comprension mas amplia de la
heterogeneidad de los GBs (Puchalski & Al, 2018; Vollmann-Zwerenz, 2020).
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En este sentido, el GB esta conformado por un grupo heterogéneo de clonas celulares
gue se comunican entre si 'y con el microambiente tumoral (Figura 1). Siendo asi que, el
GB da forma a un microambiente Unico en su proximidad que favorece el desarrollo del
tumor, involucrando en este proceso a células vecinas sanas como astrocitos y células
endoteliales (Buruiana et al., 2020). Las células del GB migran de manera altamente
coordinada, se adhieren principalmente a células adyacentes como neuronas, astrocitos
y células endoteliales, asi como a la matriz extracelular (MEC) y de esta forma las células
tumorales, interactian con microambientes cerebrales diversos que pueden existir en
estado latente o quiescente (el cual provee resistencia a la terapias citotoxicas empleadas
como la temozolomida), aumentando la complejidad en el desarrollo del GB y su terapia
(Buruiana et al., 2020; Chen et al.,, 2012; Robertson et al., 2019). Ademas, dicha
adherencia es modulada por una variedad de diferentes proteinas, por ejemplo, integrinas
o cadherinas. Las integrinas son sensores sensibles al microambiente, que permiten que
las células tumorales modifiquen su comportamiento de fijacion, asi las células pueden
cruzar barreras de tejido mediante la remodelacion de su propio citoesqueleto y la MEC,
otro factor importante a considerar, es el papel que tiene la barrera hematoencefélica
(BHE) en el desarrollo del GB, ya que la mayoria de los farmacos no logran cruzar a
través de ella, limitando la biodisponibilidad de estos y facilita la evasion inmunoldgica
por parte del tumor (Buruiana et al., 2020; Robertson et al., 2019; Vollmann-Zwerenz,
2020).

Siendo asi que, la expansion del GB combinada con la formacién de nuevos vasos
sanguineos patologicos, generan el tumor cerebral mas vascularizado en los seres
humanos. Por tanto, la proliferacion endotelial de este tumor es una medida directa de su

malignidad (Buruiana et al., 2020; Vollmann-Zwerenz, 2020).
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Figura 1. Modelo de la heterogeneidad del GB. Representacién esquematica

de la heterogeneidad en las células que conforman al GB, y su interaccién con
diversos microambientes que influyen en su desarrollo, también se observa como
la BHE actua facilitando la evasién inmunolégica del tumor, de igual forma las
mutaciones a nivel de gen o proteina involucrados en los procesos de proliferacion
y supervivencia celular contribuyen a la progresion del GB.

BHE: Barrera Hematoencefalica, SNC: Sistema Nervioso Central. Modificado de
(Robertson et al., 2019).

Aunado a esto, se ha demostrado que los estrégenos en especial el estradiol (E2), estan
involucrados en la regulaciéon del crecimiento de los tumores cerebrales al inducir la
expresion de genes involucrados en la proliferacién celular y malignidad, por lo que se ha
sugerido que el E2 participa en el crecimiento de estos tumores (Gonzalez-Arenas et al.,
2012; Sareddy et al., 2012).
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En el 2000 McKlinley y colaboradores, analizaron los registros tumorales de Nueva York
del periodo entre 1976 a 1995, y describieron un efecto del sexo en la tasa de incidencia
de GB mediante célculos de riesgo relativo (RR). En general los miembros del grupo
masculino tienen aproximadamente, entre 1.5 y 2.0 veces mas probabilidades de
desarrollar GB, que sus contrapartes femeninas. Sin embargo, el examen del RR
especifico por edad en la poblacion femenina, revela que la proteccion asociada a dicho
género no surge hasta el estrato de edad de 10 a 14 afios, ya que la tasa de incidencia
en mujeres, en comparacion con los hombres disminuy6 de 1.0 en el intervalo de edad
5-9 afios a 0.8 en el intervalo de edad 10-14 afios. Este periodo de tiempo coincide,
aproximadamente con el inicio de la menstruacion y la produccion ciclica de estrégenos
ovaricos, este efecto se mantuvo ya que la tasa de incidencia continué disminuyendo
durante los afios premenopausicos, alcanzando un minimo de 0.51 en el intervalo de
edad 50-54 afios, momento en que generalmente cesa la produccion de estrégenos

ovaricos.

No obstante, se observdé que las mujeres en los estratos de edad posteriores
experimentan un aumento en el RR, aunque nunca llega a 1. EI RR para GB en mujeres
de 55 a 79 afos, varia de 0.64 hasta 0.71 y en este rango de edad, hay una sutil erosion
del efecto protector asociado al sexo, el cual coincide aproximadamente con los afios

posmenopausicos (Kabat et al., 2010; McKinley et al, 2000).

Todo lo anterior, es una evidencia de que los estrogenos en las mujeres, tienen un papel
protector en la incidencia de los GB, dicho efecto se presenta durante los afios en los que
ocurre la menstruacion y la premenopausia, con un rango de produccion de E2 de 70-
500 pg/mL en ambos periodos, sin embargo, esta proteccion se ve disminuida en las
edades posmenopausicas, en las que las concentraciones de estrogenos ovaricos
circulantes disminuyen hasta <35 pg/mL (Gruber, 2002; Stricker et al., 2006), llegando a
ser similares a la produccion normal de estrégenos en hombres que va de 14-55 pg/mL
(Hess, 2003), lo que sugiere fuertemente que las bajas concentraciones de estrogenos

promueven la incidencia y desarrollo de los GBs.
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2.2. Estrégenos

Los estrégenos promueven principalmente el desarrollo, la maduraciéon y funcion del
aparato reproductor femenino, asi como las caracteristicas sexuales secundarias
(Delhez, 2019). Consisten en un grupo de cuatro compuestos que incluyen la estrona
(E1), el E2, el estriol (E3) y el estetrol (E4), abreviados de esa forma con base al nimero
de grupos hidroxilo en su estructura (Gruber, 2002). El E2 es el mas potente y abundante
estrogeno enddgeno, E1 es el estrégeno circulante predominante después de la
menopausia mientras que E3 y E4 se detectan a niveles altos solo durante el embarazo,
este Ultimo producido exclusivamente por el feto (Delhez, 2019). Los estrogenos
endogenos protegen en multiples enfermedades, como las afecciones cardiovasculares
y la arterosclerosis, participan también en el control de la presion sanguinea, ademas, a
nivel del metabolismo regulan el colesterol, tienen efectos en la vasodilatacion, la
proliferacion y supervivencia celular, inhiben la inflamacién y tienen efectos antioxidantes
(Prossnitz & Barton, 2014).

2.2.1 Sintesis de los estrégenos

Los estrogenos son producidos principalmente por los ovarios, pero también provienen
de sitios extra gonadales como el tejido adiposo, hueso, corazén, piel y el cerebro.
Después de unirse a los receptores de lipoproteinas, las células esteroidogénicas
absorben el colesterol, a través del movimiento intracelular facilitado por el citoesqueleto,
mediante las proteinas transportadoras de esteroles, lo almacenan y lo trasladan a los

sitios de sintesis de esteroides (Gruber, 2002).

Los diferentes esteroides se forman por la reduccion del nUmero de atomos de carbono,
de 27 a 18 y el paso limitante en la produccidén de esteroides, es la transferencia de
colesterol desde el citoplasma hasta la membrana interna de la mitocondria, donde se
encuentran las enzimas del citocromo P450 (CYP450 derivado de su nombre en inglés,
cytochrome P), que catalizan la escisibn de la cadena lateral de colesterol, la
aromatizacion es el dltimo paso en la formacion de estr6genos, esta reaccion es

catalizada por el complejo enzimatico CYP450 aromatasa monooxigenasa presente en
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el reticulo endoplasmico liso. En tres reacciones constitutivas de hidroxilacion, se forman
E1l y E2 a partir de sus precursores obligatorios, androstenediona y testosterona

respectivamente, como se muestra en la Figura 2 (Gruber, 2002).
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Figura 2. Sintesis de esteroides. Se muestran en la parte superior izquierda, la
estructura quimica del colesterol, y las enzimas mas importantes involucradas en la
formacién de los estrogenos, progestagenos y androgenos. Cabe destacar que, las
enzimas involucradas en la formacion directa de los estrégenos son: la aromatasa CYP19
(estrégeno sintetasa), que actla en la conversion de androstenediona a estrona y de
testosterona (T) a E2, la otra enzima involucrada en este proceso es la 173-HSD1 (17-
hidroxiesteroide deshidrogenasa), que participa en la conversion de E1 a E2, asi como
de androstenediona a T. Modificada de (Baker et al., 2015; Rena Li et al., 2014).

Ademas, los estrégenos pueden ser sintetizados localmente en el cerebro, lo que les
proporciona una importancia Unica en este organo, ejerciendo un conjunto de acciones
al unirse a sus receptores nucleares (ER) o de membrana (mER). Diversos estudios han
mostrado que las neuronas y los astrocitos, son capaces de sintetizar estrégenos de novo

a partir de colesterol, ya que contienen todas las enzimas necesarias para su sintesis y
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metabolismo (Figura 3). Ademas, la aromatasa CYP19 es una enzima clave que se
expresa ampliamente en el cerebro en zonas como, el I6bulo temporal, occipital, el
hipocampo y los ganglios basales; es por esto que las neuronas y astrocitos pueden

formar E2 a partir de la testosterona (T) circulante o de novo (Rena Li et al., 2014).
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Figura 3. Sintesis de estrégenos en el ovario y el cerebro. La producciéon de
estrogenos comienza con la sintesis de pregnenolona a partir de colesterol,
posteriormente la pregnenolona se convierte en progesterona por accion de la 3pB-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD) en células de la teca y de la granulosa. La
progesterona se convierte en andrégenos, a través del citocromo P450-17a-hidroxilasa
(P45017a) y 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17B-HSD), en células de la teca
durante la fase folicular, mientras que la conversion de T a E2, es catalizada por la
aromatasa CYP19 (marcada en amarillo) en las células de la granulosa. Por su parte,
las neuronas expresan todas enzimas requeridas para la sintesis de estrégenos (Rena Li
et al., 2014).
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2.2.2. E2 y su mecanismo de accién.

El E2 es la forma mas potente y de mayor concentracion de los estrégenos, es sintetizado
a partir de colesterol y es el producto final luego de 6 o 7 conversiones enzimaticas por
la aromatasa o estrogeno sintetasa CYP19, las cuales constituyen un paso limitante y un
punto critico de regulacion de la sintesis a partir de sus precursores. Esta sintesis local
contribuye a diversas acciones especificas sobre diversos tejidos, tales como efectos
benéficos sobre la homeostasis 6sea y la funcion cardiovascular, la neuroproteccion ante
lesiones cerebrales y enfermedades degenerativas (Delhez, 2019). En sangre, el E2 se
encuentra unido reversiblemente a la B-globulina, formando el complejo hormona sexual-
globulina, también se une a la albmina aunque con menos afinidad, solo el 2-3% del E2
se encuentra de manera libre, se metaboliza como cualquiera de los estrogenos por
sulfatacién o glucoronidacion y los conjugados son excretados por bilis u orina (Gruber,
2002).

Asimismo, el E2 juega un papel importante en la regulacion de una enorme variedad de
procesos bioldgicos, que incluyen la reproduccion, diferenciacion, proliferacion celular,
apoptosis e inflamacion. En términos del metabolismo, promueve la homeostasis de
glucosa y lipidos en el cerebro, el tejido adiposo, los islotes pancreaticos, el musculo
esquelético y el higado, ademas, modula la sensibilidad a la insulina al actuar sobre el
pancreas, a nivel del hipotalamo regula el metabolismo, la homeostasis energética, la
ingesta de alimentos y la distribucion de grasa corporal (Roque C, 2019; Zhang &
Trudeau, 2006).

El E2, se encuentra en una concentracion seis veces mayor en el hipocampo que en el
plasma, siendo las neuronas, las principales células en las que se ha detectado la
expresion de la aromatasa, cuya expresion se correlaciona positivamente con la de los
receptores a estrogenos alfa (ERa) y beta (ERB). Por lo que, se ha sugerido un efecto
proliferativo del E2 sobre las neuronas, ya que induce la activacion de las vias de
sefalizacion ERK/MAPK, y en hipocampo especialmente se promueven los efectos no
gendmicos del E2, mediante la estimulacion de los receptores N-metil-D-aspartato

(NMDA), los cuales reconocen al glutamato y tras su union activan a la proteina cinasa A
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(PKA), lo que induce la fosforilacién de ERK, que finalmente resulta en la modulacién de
las espinas dendriticas y las funciones sinapticas. El E2 también participa en la regulacion
de la memoria, el aprendizaje, la cognicion, el neurodesarrollo y la neurodegeneracion
(Camacho-Arroyo et al., 2020; Coyoy, A; Guerra-Araiza, C; Camacho-Arroyo, 2016;
Roque C, 2019; Zhang & Trudeau, 2006).

Por otra parte, las diversas funciones de estrégenos son mediadas por receptores
intracelulares que son factores de transcripcion regulados por ligando, que pertenecen a
la superfamilia de receptores nucleares. Existen dos tipos principales de ER como se
menciono anteriormente ERa y Erf, ademas, se ha identificado que el E2 se une a otro
receptor que se encuentra en la membrana plasmatica y que esta acoplado a proteinas
G (GPR30 o GPER) (Coyoy, A; Guerra-Araiza, C; Camacho-Arroyo, 2016; Delhez, 2019).

Estos receptores participan en dos vias: la via gendémica o clasica y la no genémica o no
clasica. EI mecanismo de accion gendmico o clasico de los estrégenos, ocurre
tipicamente en cuestion de horas, lo que lleva a la activacién o represion de genes blanco
(Figura 4), siendo asi que, la actividad genémica mediada por los ER ocurre después de
la union del ligando, lo que provoca cambios conformacionales en los receptores ERa y
ERPB, que se ubican principalmente en el citoplasma como mondémeros, al ser activados
se separan de las proteinas de choque térmico (HSP) y se dimerizan (Coyoy, A; Guerra-
Araiza, C; Camacho-Arroyo, 2016; Levin & Hammes, 2016b).

Los complejos ER-ER, se translocan al nucleo y actian como factores de transcripcion
que regulan la expresion de genes, a través, de la unién a secuencias especificas en el
promotor, denominadas elementos de respuesta a estrogenos (ERE), donde reclutan
correguladores (coactivadores o correpresores) y modifican la transcripcién. Los ER
también pueden modular la expresion génica sin unién directa al ADN, en este caso, se
unen a otros factores de transcripcion, como AP1 o SP1 (factor de transcripcion humano),
para reprimir o activar la transcripcion. Es necesario sefialar que, las respuestas a los
estrogenos dependen del contexto celular, los subtipos de ER, ligandos, coactivadores y

proteinas correpresoras (Coyoy et al, 2016; Delhez et al., 2019; Levin & Hammes, 2016).
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También se ha demostrado que los ER participan en sefiales no gendémicas, la via no
gendmica, también conocida como la sefializacion de esteroides iniciada en la membrana
(MISS por sus siglas en inglés) puede involucrar a los mER (ERa/B acoplados en la
membrana mediante su unién a las caveolinas o B-arrestinas) y/o a GPER, promoviendo
la activacion rapida de cinasas citoplasmaticas y canales idnicos en segundos o minutos
(Figura 4), lo que puede impactar secundariamente a programas transcripcionales
después de unas pocas horas o dias (Coyoy et al, 2016; Delhez et al., 2019; Levin &
Hammes, 2016).
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. - , Mecanismo no clasico
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\ ’ ."\‘ PI3K/AKT, RAS/RAF/
N | CREB MAPK/ERK PR
1] ER ER
r »
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: s Transcripcion de genes de respuesta a E2
Mecanismo clasico

Figura 4. Mecanismos de accion del E2. Se propone que el E2 activa tres tipos de
receptores: (i) Los receptores intracelulares (ER), junto con el coactivador-1 (SRC-1)
desencadenan respuestas transcripcionales (mecanismo clasico), (ii) los receptores de
membrana (mER, ya sea ERa/B unido a la membrana), y su activacion resulta en la
activacion de la tirosina cinasa Src, que conducen a la activacion de vias como PI3K/AKT
y MAPK/ERK (mecanismo no clasico), y (iii) el receptor GPER, que al unirse con E2,
desencadena vias como la de PI3K/AKT y MAPK/ERK, asi como la activacion de las

proteinas G pequefias RAS/RAF (mecanismo no clasico) (Coyoy et al, 2016).
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2.2.3. E2 y su mecanismo de accién en diferentes tipos de cancer.

Como se ha descrito anteriormente, los efectos de los estrégenos en las células son
multiples y diversos, durante estos procesos fisioldgicos, la expresion y los mecanismos
de sefalizacion de los receptores de estrégeno, son complejos y pueden presentar
acciones independientes, sinérgicas y/o acciones antagonicas (Tang et al., 2019). Se ha
observado durante mas de un siglo, que los estrogenos desempefian un papel en el
desarrollo de multiples tipos de céanceres, no obstante, el papel de estos solo se ha
dilucidado en los ultimos afios, con lo que se ha descrito, que las neoplasias inducidas
por los estrégenos en las mujeres incluyen el cancer de mama, ovario y endometrio, en
los hombres se ha visto su relacion en el desarrollo de cancer de prostata (CaP) (Cavalieri
& Rogan, 2021). Siendo asi que, en las mujeres posmenopausicas con niveles mas altos
de estrégenos circulantes, con respecto a las mujeres con niveles mas bajos, se ha
observado un riesgo dos veces mayor de cancer de mama, ovario y endometrio, no
obstante, se han recopilado pocos datos sobre esta relacion en mujeres

premenopausicas (Brown & Hankinson, 2015; Cavalieri & Rogan, 2021).

Diversas investigaciones han establecido que existe un mecanismo independiente de los
ER (Figura 5), ya que, los estrogenos pueden ser metabolizados a catecoles, seguidos
de una oxidacién a semi-quinonas y quinonas, a través de un proceso de ciclo redox que
produce especies reactivas de oxigeno (ROS), y la formacién de metabolitos reactivos
de estrégenos llamados estrégenos-3,4-quinonas (Bhardwaj et al.,, 2019; Cavalieri &
Rogan, 2021). Si el metabolismo de los estrégenos se desequilibra, surgen cantidades
significativas de estas quinonas y se forman aductos estrogeno-ADN, que conducen al
dafio oxidativo del ADN dejando sitios apurinicos, mientras que los aductos estables
permanecen en el ADN, a menos que sean eliminados por las enzimas de reparacion
provocando mutaciones cancerigenas (Bhardwaj et al., 2019; Bronowicka-Ktys et al.,
2016; Cavalieri & Rogan, 2021), aunado a esto, Savage y colaboradores descubrieron
que el estrégeno y los metabolitos del estrogeno causaban rupturas de doble cadena
(DSB) en el ADN, tanto en células epiteliales de mama normales como en células de

cancer de mama ER negativas (Savage et al., 2014).
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Asimismo, varios estudios han demostrado el papel mutagénico de estos metabolitos de
estrogenos-3,4-quinonas, en la promocion de algunos canceres de mama ER negativos,
cancer de ovario, cervical, entre otros (Bhardwaj et al., 2019; Bronowicka-Ktys et al.,
2016; Mungenast & Thalhammer, 2014; Samavat & Kurzer, 2014).

Por otra parte, diferentes estudios en los que se ha analizado el papel oncogénico de los
estrogenos, han demostrado que el E2 activa la via de MAPK en las células de cancer
de mama, préstata y colon, esta activacion depende de la estimulacion de la cascada
Src/Ras la cual tiene un papel proliferativo (Castoria et al., 2008). De igual manera, se ha
establecido que la unién de E2 con sus ER de membrana (Figura 5), a través de AKT
aumenta la captacion de glucosa y la glucdlisis, contribuyendo a la proliferacién de las

células cancerosas (Levin & Hammes, 2016a).

Sin embargo, en los tumores in vivo la disponibilidad de glucosa es inadecuada, en las
células epiteliales del cancer de mama se ha revelado que el E2, actuando a través del
ERay el Erf promueven la activacion de la AMPK, lo que suprime la actividad de AKT y
la glucdlisis, conduce a la fosforilacion de la piruvato deshidrogenasa (PDH), que
aumenta su capacidad para producir acetyl-CoA, la cual es empleada en el ciclo del acido
tricarboxilico (TCA) y la fosforilacién oxidativa, resultando en un uso mas eficiente de la
glucosa para producir ATP y citrato, importante para la sintesis de fosfolipidos necesarios

para construir nuevas membranas para la proliferacion celular (Levin & Hammes, 2016a).

De igual manera, se ha visto que la activacion del mER conduce a la interaccion con
muchas proteinas, incluidas las proteinas G, Src, receptores de factores de crecimiento
(EGFR, IGFR1, HER?2), cinasas citoplasmaticas (MAPK, PI3K, AKT), asi como enzimas
de sefalizacion (adenilato ciclasa), desencadenando una gran variedad de vias de
sefalizacion que repercuten directamente en la supervivencia de las células cancerosas
(Bhardwaj et al., 2019).

Por otro lado, en cancer de ovario se ha observado que la unién del E2 al ERa, conduce
a la activacion transcripcional de los de genes sensibles a los estrégenos, que

proporcionan sistemas de sefializacion de division y diferenciacion de la célula. Entre
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estos genes se encuentran los protooncogenes, como c-Fos, C-Myc, HER2/neu, ciclinas
reguladoras del ciclo celular y factores de crecimiento (Mungenast & Thalhammer, 2014),
de igual manera, en un modelo murino en cancer cervical se determiné que los
estrogenos presentan un papel pro-oncogénico, importante en la progresion y desarrollo
de estos tumores (Bronowicka-Ktys et al., 2016).

Mientras que, en hombres el papel de los estrégenos en la etiologia del cancer de
prostata se reconoce desde un periodo de tiempo mas corto. En 1995, Bosland et al.
plantearon la hipétesis de que el cdncer de prostata se inicia por los estrogenos y es
promovido por los androgenos (Bosland et al., 1995), ademas se ha visto que los hombres
afroamericanos son el grupo con mayor incidencia de CaP y los que presentan niveles
de estrégenos circulantes mas altos que los de los hombres caucasicos (Cavalieri &
Rogan, 2021). Igualmente, se ha visto que el E2 a través del ERa en la préstata humana
humano actia como un oncogén transcripcional que se sobre expresa durante la

transformacién maligna del epitelio prostatico (Bonkhoff & Berges, 2009).
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Figura 5. Mecanismo de accion de los estrégenos en la progresion del cancer. En
el panel A) Mecanismos independientes de los ER, se pueden observar las acciones
desencadenas por los estrogenos una vez que entran a la célula y son metabolizados a
catecoles formando una semi-quinonas y quinonas, a través de un proceso de ciclo redox
gue produce especies reactivas de oxigeno (ROS) y metabolitos reactivos de estrégenos
llamados estrégenos-3,4-quinonas, este proceso ocurre en la mitocondria,
posteriormente estos metabolitos reactivos se trasladan al ndcleo, donde se forman
principalmente aductos estrégeno-ADN causando rupturas de doble cadena (DSB) en el
ADN, lo que inhibe los mecanismo de reparacion del ADN y por consiguiente un aumento
en la tumorogénesis. En el panel B) Mecanismo dependientes de ER, se pueden observar
los procesos moleculares que se desencadenan por accion de los estrogenos, al unirse
sus receptores especificos de membrana, tanto en condiciones altas y bajas en glucosa,
la union de E2 con sus mER a través de AKT aumenta la captacion de glucosa, la
glucolisis, asi como la produccion de ATP, contribuyendo a la proliferacién y viabilidad
celular. Mientras que en condiciones de glucoprivacion el E2, actuando a través del Era/
promueven la activacion de la AMPK, suprimiendo a AKT y una consiguiente disminucion
en la glucdlisis, que conduce a la fosforilacion de la piruvato deshidrogenasa (PDH-P),
aumentando la acetyl-CoA, que activa el ciclo del acido tricarboxilico (TCA) y la
fosforilacién oxidativa (FosOx), que es un uso mas eficiente de la glucosa para producir
ATP, citrato, nucleétidos ciclicos, NADPH y fosfolipidos, que también promueve la
proliferacion y viabilidad celular. Por otro lado, los mMER/GPER pueden actuar en vias de
sefalizacion diversas, activando a adenilato ciclasa (AC) que promueve la via de la
PI3K/AKT, pueden activar a Src que repercute en la transactivacion de EGFR, o bien, los
MER pueden activar la via de las MAPK cinasas, la cual repercute a nivel de nucleo
promoviendo la transcripcion de genes. De igual forma, los ERa/B pueden actuar como
oncogenes al translocarse al nucleo promoviendo la transcripcion de genes implicados

en la proliferacion y supervivencia celular (Imagen de autoria propia).
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2.2.4. E2 y su mecanismo de accién en la progresiéon del GB.

Se ha especulado que el ERa y el ERB pueden tener diferentes papeles en la regulacion
génica y sus niveles relativos dentro de los tejidos pueden influir en las respuestas
celulares a estrogenos, se cree que estas diferencias son la base de la accion
agonista/antagonista tejido especifica mediante los SERMS (moduladores selectivos de
los receptores a estrogenos). En general, se cree que el ERa puede tener funciones de
oncogén y que promueve la proliferacion celular, mientras que el ERpB es anti proliferativo

y actla como un supuesto supresor tumoral (Batistatou et al., 2004; Cao et al., 2016).

En este sentido, se ha observado que compuestos naturales como la
Liquiritigenina (flavonona que se aisl6 de Glycyrrhiz auralensis y se encuentra en una
variedad de plantas) actian como agonistas del ERB e inhiben el crecimiento de los
tumores gliales (Sareddy et al., 2012), mientras que el tamoxifeno que pertenece al grupo
de los SERM inhibe la proliferacion de los gliomas e inducen la muerte de las células

tumorales (Patel et al., 2012).

Por otra parte, se demostré que el E2 induce el crecimiento celular, al aumentar el nimero
de células en cultivo de las lineas celulares U373 y D54 derivadas de astrocitomas
humanos a través del ERa y su interacciéon con SRC-1 y SRC-3 (coactivadores de
receptores de esteroides) (Gonzalez-Arenas et al., 2019). Aunado a esto, el E2 induce la
proliferacion, migracion e invasion en lineas celulares derivadas de glioblastoma, lo que
sugiere un papel pro-oncogénicos de esta hormona en el desarrollo de los GBs (Del
Moral-Morales et al., 2022; Wan et al., 2018).

Asimismo, se ha observado la participacion del E2 en la induccion de la TEM en células
humanas derivadas de GB que expresan ambos subtipos de ER, el tratamiento con E2
(10 nM) promueve cambios en la morfologia celular y en la estructura del citoesqueleto
de actina aumentando la capacidad migratoria e invasiva de las células de GB, asi como
un incremento en la expresion de marcadores mesenquimales como vimentina y N-
cadherina (Hernandez-Vega et al.,, 2020). De igual manera, en otro estudio se

confirmaron los hallazgos en el aumento de la expresion del RNAm y proteinas de dichos
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marcadores mesenquimales provocados por el tratamiento con E2 y se observé el mismo
efecto tras el tratamiento con el factor de crecimiento transformante B (TGF-B) 10 nM, asi
como la formacion de largas proyecciones de filamentos de actina promoviendo una
morfologia mesenquimal, sin embargo, el tratamiento conjunto de E2 y TGF- 8 bloquea
la activacion de la EMT disminuyendo la expresion de los marcadores mesenquimales y
los cambios morfologicos (Herndndez-Vega & Camacho-arroyo, 2021).

Estos hallazgos sugieren que los estrégenos pueden modular y promover la presencia
de diferentes neoplasias de manera independiente y dependiente de los ER mediante
diversos mecanismos como el dafio al ADN o la activacion de vias de sefalizacién
respectivamente, aunado a esto se ha observado que los ERa y ERB pueden tener
acciones antagonicas, siendo el ERa el que se asocia a un papel oncogénico en cancer
de ovario, cervical, prostata y el cual ha sido ampliamente descrito en la proliferacion,

crecimiento, invasion, migracion, asi como cambios morfolégicos en los GBs.

2.3. Receptor a estrogenos acoplado a proteinas G (GPR30/GPER/GPERL1)

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCR), se expresan en diferentes tejidos y
estan involucrados en numerosos procesos fisioldgicos (Gigoux & Fourmy, 2013), entre
estos receptores se encuentra el GPER, que fue originalmente identificado a finales de
la década de 1990 como un receptor huérfano (sin ligando conocido), llamado GPR30
(basado en la numeracidén secuencial para receptores huérfanos), el cual se identifico
mediante una evaluaciéon del cDNA de multiples fuentes, incluyendo linfocitos B, células
de cancer de mama que expresan ER y células endoteliales expuestas a estrés (Prossnitz
& Barton, 2014).

Posteriormente, se encontré que GPR30 se une especificamente a los estrégenos y que
activa las cascadas de sefializacion intracelular, comiunmente asociadas a los GPCRs, lo
gue llevé a su designacion como receptor a estrogenos acoplado a proteinas G (GPERL1,
sin embargo en su mayoria los autores lo reportan como GPER) (Prossnitz & Arterburn,
2015).
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El gen del GPER (Figura 6), se encuentra en el cromosoma 7 (7p22.3) en el ser humano,
contiene tres exones, su marco de lectura abierta se encuentra codificado en 1126 pares
de bases (pb), para un Unico exdn codificante, el exon 3 para el que tiene 6 transcritos
(splicing alternativo). Ademas, presenta 180 genes ortélogos en diferentes especies y un
gen paralogo (Figueira et al., 2018; PDB, n.d.).

Gen GPER
(7p22.3)

Exén 1 Ex6n 2 Exén3

Sitio de inicio de la transcripcion
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Figura 6. Representacion del gen GPER. El exdn 3 es el Unico que transcribe para 2
transcritos antisentido y 6 transcritos, de los cuales Unicamente 4 (enmarcados en azul)
se traducen a los 375 aminoacidos que componen al receptor. Modificado de (Figueira et
al., 2018).

La proteina del GPER, esta conformada por 375 aminoacidos con un peso tedrico de 42
KDa, y adquiere una estructura tridimensional propia de los receptores de la familia de la
Rhodopsinal o GPCRs clase A (Figura 7). Su estructura abarca siete regiones
transmembranales a-helicoidales, tiene cuatro segmentos extracelulares y cuatro
segmentos citoplasmaticos, su extremo N-terminal es extracelular y tiene tres residuos
de asparagina (asn25, 32 y 44) que son blanco de glucosilacién, la union del ligando y la
activacion del receptor se producen por interaccion con esta region (Figueira et al., 2018;
Gonzélez et al., 2019).
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Por el contrario, el extremo C-terminal es citoplasmatico y se ha demostrado que el
complejo de proteina G heterotrimérica se une al tercer segmento citoplasmatico, el
dominio PDZ (también denominado dominio GLGF, -glicina-lisina-glicina-fenilalanina)
ubicado en la region C-terminal, parece ser importante para la ubicacién del receptor en
la membrana plasmatica. Este dominio participa en el anclaje de GPER, ya que
interacciona con la actina del citoesqueleto, a través de mediadores como el factor
regulador del intercambiador Na2*H* (NHERF); este dominio también interactiia con otras
proteinas asociadas a la membrana y la proteina cinasa A, ademas, la regién C-terminal
también participa en la desensibilizacion e internalizacion del receptor, este proceso
depende de la fosforilacibn a la que sea sometida esta region por las cinasas de

receptores acoplados a proteinas G (Figueira et al., 2018).
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Figura 7. Proteina de GPER. En el panel A) En la representacién esquematica, se
muestran los siete pasos transmembranales a-helicoidales, los tres segmentos
extracelulares y los tres segmentos citoplasmaticos; extremo N-terminal es extracelular y
el extremo C-terminal es citoplasmatico. B) Representacion 3D de GPER obtenida por
modelado por homologia. C) Modelo 3D de GPER obtenido mediante GPCR-I-TAS-SER
(algoritmo en linea para modelar GPCRs), en la que se indica el sitio de union del receptor
(Figueira et al., 2018; Grande et al., 2020; Rosano et al., 2012).
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Ha sido dificil cristalizar a los GPCRs para obtener su estructura y coordenadas atémicas,
la cristalografia de rayos X es una de las técnicas de medicidbn mas precisas, sin embargo,
no siempre es posible cristalizar a todas las moléculas. Aunque se conocen mas de 900
genes GPCRs, solo se han cristalizado y resuelto 40 de estas proteinas. En este contexto,
el modelado molecular (MM) se ha convertido en una técnica esencial para emplearse
cuando no hay coordenadas atémicas (obtenidas experimentalmente) de la proteina
blanco (S. U. Khan et al., 2020). La posibilidad de investigar, de forma sencilla y precisa
la ubicacion de la union y la afinidad de las moléculas por GPER estéa intimamente ligada
a la disponibilidad de una descripcion molecular correcta de su estructura (Grande et al.,
2020); siendo hasta hace poco la estructura cristalina de la rodopsina, la Unica estructura

de GPCR utilizada ampliamente para la generacién de modelos por homologia de GPER.

El primer modelo crudo de GPER, se construyé para predecir la union del ligando,
mediante enfoques computacionales (Grande et al., 2020; S. U. Khan et al., 2020). La
estructura 3D del GPER se construyé mediante modelado de homologia utilizando la
estructura cristalina de la rhodopsina bovina como plantilla (Grande et al., 2020; S. U.
Khan et al., 2020). Los errores de alineacion (cerca de una tercera parte del
alineamiento), y la baja similitud de secuencia entre GPER y la rhodopsina bovina,
permitieron un modelo confiable exclusivamente de las siete hélices de la region
transmembranal del GPER, las porciones restantes de la proteina, incluidos los bucles
citosolicos, se han modelado “Ab-initio” utilizando los programas Robetta y Modeller. El
modelo final de GPER incluye 375 aminoacidos y un enlace disulfuro entre los residuos
Cys130y Cys207 (Rosano et al., 2012).

Ademas, se han empleado servidores web para el modelado de la estructura de GPER,
como GPCR-I-TAS-SER, que es un algoritmo disefiado especificamente para modelar
receptores acoplados a proteinas G. La conformacién resultante, fue una estructura de
siete hélices que concuerda con las predicciones anteriores, con la excepcion de los
primeros 50 residuos de aminoacidos en las regiones N-terminales que no formaban
parte del nucleo del haz de la hélice (Cirillo, 2019; Grande, 2020).
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Se ha descrito que GPER, induce la sefalizacion a través de la activacion de proteinas
Gas (estimuladora) o Gai (inhibidora), sugiriendo que este receptor esta asociado a la
membrana celular, sin embargo, varios estudios proporcionan evidencia de que una
fraccion mayor de GPER esté localizada en compartimientos intracelulares. Revankar y
cols., usando E2 fluorescente (E2-Alexa 633) mostraron que, GPER se encuentra
predominantemente en el reticulo endoplasmatico, en el aparato de Golgi y en la

envoltura nuclear (Revankar et al., 2019).

Por otra parte, se ha reportado una expresion intracelular de GPER en neuronas, lo que
indica una distribucién celular de GPER que aparentemente varia segun la especie, el
tejido y el tipo celular. En adicién, varios estudios muestran que GPER, es activado
intracelularmente y luego se difunde a través de las membranas celulares e inicia la
sefalizacion celular. Todo esto indica que GPER, es un GPCR atipico y que su ubicacion
intracelular puede cambiar dinAmicamente, en respuesta a sefiales especificas; por tanto
un papel para GPER, como un ER localizado Unicamente en la membrana plasmatica
(MP) sigue siendo controvertido, y el mecanismo exacto por el cual GPER actda en
respuesta a E2, sigue siendo dificil de definir (Luo & Liu, 2020; Prossnitz & Arterburn,
2015).

Se ha determinado que GPER, se une con alta afinidad al E2 (kd= ~3-6 nM), lo que
conduce a una activacion rapida y transitoria de numerosas vias de sefalizacion
intracelular (Figura 8), que promueven la produccion de AMPc, la movilizacion
intracelular de calcio y la activacion de la tirosina cinasa Src. Ademas, induce la liberacién
del factor de crecimiento epidérmico unido a heparina (HB-EGF), y la subsecuente
transactivacion de EGFR, que activa vias de sefializacion como PI3K/AKT (Filardo et al.,
2000; Prossnitz & Barton, 2014; Revankar et al., 2005). Cabe destacar que GPER, sufre
un transporte retrogrado constitutivo, desde la membrana plasmatica hacia los
endosomas. Siendo la endocitosis una caracteristica comun de los GPCRs, después de
la union y activacion del ligando para evitar un exceso en la sefializacion, sin embargo,
la endocitosis de GPER tiene algunas particularidades, en contraste con otros GPCRs
gue generalmente se degradan en los lisosomas, el GPER endocitado regresa al aparato

de Golgi y posteriormente, sufre degradacion proteosomica mediada por ubiquitina,
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ademas, se ha demostrado que el NHERF1 al unirse con GPER puede mejorar su

estabilidad inhibiendo su degradacion (Figueira et al., 2018).

E2> Espacio extracelular

Transporte retrogrado

Reciclaje de endosomas

Figura 8. Mecanismo de accion del GPER al activarse con E2. GPER puede
encontrarse en la membrana citoplasmatica, en el reticulo endoplasmatico e incluso en
la envoltura nuclear. Al unirse E2 a GPER se inician vias de sefializacién que activan a
Src, que actla sobre proteinas liberadoras de metaloproteinasas (MMPSs), se induce la
liberacion de Ca?*, y el incremento en el AMPc, el cual activa a PKA. Esta cinasa fosforila
a CREB vy este se transloca al nucleo. La interaccion del E2 con GPER promueve el
transporte retrégrado del receptor, internalizandolo en endosomas para su reciclaje y

modulacién (Figueira et al., 2018).

Los mecanismos de sefializacion, activados por GPER en neuronas y astrocitos ain no
se comprenden completamente, los datos disponibles se centran en los efectos
desencadenados en las neuronas (Figura 9), los cuales, promueve la actividad de
cinasas como PI3K/AKT, ERK y atenua la via pro-apoptética JNK. El agonista del GPER
llamado G1 (Kd=10 nM), también induce la activacion de AC y el consiguiente aumento
dosis dependiente de los niveles de AMPc en las neuronas (Roque C, 2019).
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La activacion de GPER con G1 en astrocitos, induce la activacion de la fosfolipasa C
(PLC) y un aumento en los niveles de Ca?* que desencadena apoptosis (Figura 9),
ademas, GPER podria tener la capacidad de controlar la reactividad microglial, a través
de la disminucion de la actividad fagocitica, por la expresion inducible de 6xido nitrico
sintasa y 6xido nitrico (NO) (Roque C, 2019). Mientras que, en cultivos primarios
derivados de astrocitos (Tabla 1), se ha reportado que GPER aumenta la proliferacion y
viabilidad celular, por otro lado, se ha observado que también puede tener un efecto
contrario en este tipo de cultivos, ya que aumenta la glucoprivacién y la apoptosis,
proporcionando evidencias controversiales, sobre el papel que desempefia GPER en
este tipo de células (Ibrahim et al., 2020; Rong Li et al., 2021; X. S. Wang et al., 2020).

Neuronas Astrocitos

s .
E2 E2

e mf Edededd
Memb‘réna Memb’ralna
plasmética %22 plasmatica

AC PLC AC PI3K/Akt

v
cAMP PI3K/Akt

B-raf [Cca?*] cAMP
/ v
MAPK CREB PISK/Akt
i Apoptosis
2

L Supervivencia neuronal J

Figura 9. Sefalizacién especifica de las vias activadas por GPER en neuronas y
astrocitos. En las neuronas la activacion de GPER, se asocia a un aumento de la
supervivencia neuronal, a través del incremento en los niveles de AMPc y la activaciéon
de las vias de MAPK y CREB mediante la activacion de la via de PI3K. En los astrocitos,
la activacion de GPER, reduce los niveles de AMPc y promueve la apoptosis, debido a la
activacion de la via PLC y al consecuente aumento de los niveles de Ca?*. AC: adenilato
ciclasa; CREB: proteina de unién al elemento de respuesta de AMPc; AMPc: adenosin
monofosfato ciclico; [Ca?*]: calcio intracelular; MAPK: proteina cinasa activada por

mitdégenos; PLC: fosfolipasa C; Akt: proteina cinasa B. (Roque C, 2019).
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2.3.1 GPER y su papel en diferentes tipos de cancer

Por otra parte, se ha evaluado el papel del receptor en diferentes lineas celulares
derivadas de distintos tipos de cancer (Tabla 1), en estos estudios se ha revelado que en
cancer de mama, en la linea celular MDA-MB-231, GPER aumenta la actividad de
ERK1/2, contribuyendo a la proliferacion, migracién e invasion de las células cancerosas
(Molina et al., 2017). En cancer de mama, modula la expresion de miR-144 estimulando
su progresion (Jung, 2019). Por el contrario, en lineas celulares derivadas de TNCB
(cdncer de mama triple negativas) con una expresion elevada de GPER, revelan que, las
pacientes con este tipo de tumor, presentan un mejor pronostico con respecto a aquellas
con niveles bajos de expresién de este receptor, ya que su activacion disminuye la
proliferacion e invasion celular asi como la TEM por medio de la via Hippo-Yap (Huang
et al., 2020).

Por otro lado, diversos estudios han revelado que en cancer de ovario, GPER se expresa
tanto en la envoltura nuclear como en el citoplasma; encontrandose que el GPER nuclear
promueve la proliferacion, migracion e invasién celular, asi como metastasis en los
ganglios linfaticos, ademas se determiné como un factor predictivo de baja supervivencia
(Jung, 2019).

A su vez, en la linea celular SPEC2 derivada de cancer de endometrio, se observo que
GPER contribuye a la progresion de estas células mediante la interaccion con el factor
de motilidad autocrina (AMF) (Li et al., 2019), también potencia el crecimiento tumoral a
través de la activacion de ciclina D, ERK y EGFR, en la linea celular Hec50 caracterizada
por ser una linea celular negativa a ERa (Jung, 2019), ademas se encontré que GPER

aumenta el porcentaje de células en la fase S del ciclo celular (Liu et al., 2014a).
También se ha descrito el papel de GPER en melanoma, determinandose que aumenta

la proliferacion celular, supervivencia, la resistencia a la apoptosis y promueve la

melanogénesis (Wroblewska, M; Biaty, L; Mtynarczuk-Biaty, |, 2017).
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Mientras que, la baja expresion de GPER en CaP poco diferenciado, se asocia con una
mayor expresion y actividad de Akt, y del factor de transcripcion CREB. Asimismo, la
pérdida de GPER puede promover la supervivencia celular y la actividad proliferativa del
CaP (Figueira, 2018).

En relacidon al GB, recientemente se ha reportado la expresion de la proteina de GPER
en dos lineas celulares derivadas de GB humanos (U251 y LN229), en las cuales el
agonista G1 [1 uM] indujo el arresto del ciclo celular (G2/M) y alteracion en la dinamica
de la tubulina, sin embargo dichos efectos fueron independientes a GPER (Hirtz et al.,
2021)

Cabe destacar, que Fan y colaboradores describieron un aumento de la expresion del
RNA mensajero y el contenido de proteina de GPER en la linea celular ATD5 (derivada
de condrocitos) después de ser tratadas con E2 (10 nM y 100 nM), este efecto en el
aumento de la expresion de GPER también fue observado en la linea celular MDA-MB-
231 tratada con E2 (10 nM), asi como, en la linea celular SKBR3 tratada con E2 (100
nM), estas evidencias sugieren que el E2 puede estar involucrado en la regulacién de la
expresion de GPER (Fan et al., 2018; Huang et al., 2020; Vivacqua et al., 2012)
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Tabla 1. Principales efectos asociados a la activacion de GPER por E2 en diferentes

lineas celulares.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El GB es el tumor primario mas frecuente y maligno del SNC. Se ha demostrado que, en
estos tumores el E2 a través de la interaccidén con sus receptores intracelulares modula
diferentes mecanismos moleculares que promueven la proliferacion celular y malignidad.
Ahora bien, se sabe que el GPER participa en la progresion de diferentes tipos de
neoplasias tales como cancer de mama, ovario, endometrio, prostata entre otros.
Recientemente se ha reportado la expresion de la proteina de GPER en dos lineas
celulares derivadas de GB humanos (U251 y LN229), sin embargo, no se han estudiado
ampliamente los diferentes niveles de expresion de GPER y su posible regulacién por E2
en un mayor namero de lineas celulares de GBs humanos, teniendo en cuenta la alta

heterogeneidad que presenta esta neoplasia.

4. HIPOTESIS
Considerando que el E2 promueve la progresion de los GBs y que los niveles de
expresion de GPER son diversos en el desarrollo de otros tipos de cancer, es probable
que las células derivadas de GBs humanos expresen GPER (GPR30) en diferentes
niveles de expresion debido a la heterogeneidad propia del GB, y que ademas el E2
regule la expresion del receptor como se ha observado en diferentes tumores.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Caracterizar la expresion del GPER y su regulacién por E2 en lineas celulares derivadas

de GBs humanos.
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5.2. Objetivos particulares

Determinar la expresion del GPER a nivel de RNA mensajero en lineas celulares

de GBs humanos.

e Evaluar el contenido de las proteinas del GPER en lineas celulares de GBs
humanos.

e Conocer la localizacion subcelular del GPER en células de GBs humanos.

e Establecer el papel del E2 en la regulacion de la expresion del GPER en lineas

celulares derivadas de GBs.

6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

6.1. Cultivo celular

Se utilizaron las lineas celulares U251 o U251-MG proveniente de una biopsia de un
hombre caucasico de 61 afios, la linea U87 o U87-MG (ATCC: HTB-14) proveniente de
la biopsia de un hombre caucésico de 44 afos, la linea LN229 obtenida de una biopsia
de una mujer caucéasica de 60 afios y la linea T98G originaria de una biopsia de un
hombre caucasico de 61 afos, todas las lineas celulares son derivadas de un GB humano
y sus caracteristicas moleculares se muestran en la Tabla suplementaria 1. Las lineas
celulares se cultivaron en medio DMEM con rojo de fenol (Biowest, S.A., México)
suplementado con suero fetal bovino con hormonas (SFB) al 10%, 1 mM de piruvato de
sodio (Biowest, S.A., México), 0.1 mM de aminoacidos no esenciales (Invitrogen, USA) y
1 mM de antibidtico (Estreptomicina 10 g/L; Penicilina G 6.028 s/L; Anfotericina B 0.025
s/L, LO010). Las células se incubaron bajo condiciones estandarizadas de 37°C, 95%
aire, 5% CO2y 95% de humedad.

6.1.1. Tratamientos con E2

Las células se cultivaron en cajas de 6 pozos y una vez alcanzada la confluencia celular
de 70-80% se realiz6 un cambio de medio a DMEM sin rojo de fenol (Invitrogen, USA)

suplementado con suero fetal bovino sin hormonas (SFB) al 10%, 0.1 mM de aminoacidos
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no esenciales (Invitrogen, USA), 1 mM de antibiético (estreptomicina 10 g/L; penicilina G
6.028 s/L; and anfotericina B 0.025 s/L, L0O010) y se incubaron durante 24 h.
Posteriormente, se adiciond E2 en concentraciones de: 1nM, 10 nM, 100 nM, y 1uM, asi
como el vehiculo (ciclodextrina) durante 24 h y se realiz0 la extraccion de RNA o proteinas
totales.

6.2. Extraccion de RNA

Para determinar el perfil de expresion basal del GPER, se extrajo el RNA total de las
células U251, U87, LN229 y T98G, que fueron cultivadas en las condiciones antes
mencionadas hasta alcanzar una confluencia del 80-100%. Después, se llevaron a cabo
dos lavados con PBS, se adicionaron 500 pL de trizol (Invitrogen) a 4°C se mantuvieron
5 min en hielo se transfirieron a un tubo eppendorf de 1.5 mL y se homogenizaron en
vortex por 20 segundos. A continuacién, se agregaron 200 uL de cloroformo, se agitaron
en vortex, se incubaron en hielo durante 10 min y se centrifugaron a 14,000 rpm a 4°C
por 15 min. Se obtuvieron dos fases: una inferior de color rojo compuesta por fenol-
cloroformo, en la cual se encuentran las proteinas y una fase acuosa incolora en la parte

superior donde quedo el RNA, mientras que el DNA se mantuvo en la interfase.

Posteriormente, se precipité el RNA para lo cual se transfirié la fase acuosa a otro tubo
eppendorf de 1.5 mL, se agregd isopropanol en un volumen equivalente y las muestras
se mantuvieron a 4°C durante 20 min. Transcurrido el tiempo, se centrifugaron a 14,000
rom a 4°C durante 15 min, el RNA se concentra en una pastilla de color blanco
amarillento. Después se decantd el sobrenadante, se realizdé un lavado con 1 mL de
etanol al 75% y agitacion en vortex durante 30 segundos se centrifugaron a 12,500 rpm,
8 min a 4°C y el sobrenadante se decant6. En seguida se realizé otro lavado con 1 mL
de etanol al 80%, se centrifugaron a 12,500 rpm 8 min a 4°C, se eliminé el sobrenadante
y se dejo secar la pastilla formada de cada muestra. Finalmente, el RNA se resuspendio
en 25 pL de agua grado biologia molecular (H20 GBM).

La cantidad de RNA extraido se determiné mediante espectrofotometria (Nanodrop-2000

ThermoScientific), se realizaron los calculos correspondientes para tener una
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concentracion final de 2 ug de RNA por muestra que se utilizaron para la RT-PCR,
asimismo, se verificd la integridad de RNA obtenido por electroforesis con un gel de

agarosa al 1%.

6.3. Transcripcién Reversa (RT)

Se realizo una reaccion de transcripcion reversa, para obtener el cDNA a partir de 2ug
de RNA proveniente de las cuatro lineas celulares evaluadas, ademas de un control de
astrocitos humanos (cat:1805, ScienCell, CA, USA), agregando los siguientes
componentes en un tubo eppendorf (volimenes para una reaccién): 1 yL de oligo dT (500
Mg/mL; Invitrogen), 1 yL de dNTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 2 ug de RNA total y H20
GBM (el volumen necesario para tener un total de 10 pL). La mezcla se incub6 a 65°C
durante 5 min y después se mantuvo en hielo, posteriormente, se afiadieron 4 pL de
amortiguador de reaccion 5X (ThermoScientific), 2uL de DTT 1M (ThermoScientific) y 1
ML de H20 GBM, llevando a incubar por 2 min a 37°C, y se agrego 1uL de la enzima M-
MVL Reverse Transcriptase™ (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase,
ThermoScientific). El contenido se mezclé suavemente y se incub6 a 37°C durante 50
min, para inactivar la reaccion se calenté a 70°C durante 5 min. En caso de no utilizarse

inmediatamente se almacen6 a 4°C.

6.4. RT-qPCR

Para la estandarizacién de los oligonucleétidos se agregaron los siguientes componentes
en un tubo eppendorf: el mix para la reaccién (Buffer, dANTPs, MgClz, H.O GBM) segun
las cantidades especificadas en el protocolo de la enzima Taq polimerasa (Platinum,
invitrogen), enseguida se agregaron 2 yL de cDNA y 1uL de los primers del gen 18S
usado como control de expresion constitutiva. Para la determinacion de la expresiéon de
GPER en las muestras se us6 1 pL de primers especificos para GPER, las caracteristicas
de cada par de primers se especifica en la Tabla 2. Se incluy6 un control negativo, al cual
se le agrego 1 pL de agua en lugar de cDNA. Se obtuvo un volumen total de reaccién de
25 L, los tiempos y temperaturas de reaccion se colocaron siguiendo el inserto

especifico para la enzima Taq polimerasa: desnaturalizacion 94°C, 2 min;
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desnaturalizacion: 94°C, 30 seg; alineamiento: 60-64°C, 30 seg; extension: 72°C, 30 segq;

35 ciclos, extension final: 72°C, 7 min.

Los productos de la RT-PCR se analizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa
al 1.5% en buffer 0.5X TB (Tris base, acido borico), se emplearon 3 uL de GreenSafe
DNA Gel Stain (Invitrogen™) por cada 100 mL de agar preparados para poder observar

los amplificados de la PCR.

Para realizar la PCR en tiempo real (quantitative Polymerase Chain Reaction -gPCR) se
utilizé el kit FastStart DNA SYBR Green Master | (Cat N°12239264001) para realizar la
amplificacion en el equipo LightCycler 2.0 (N°03531414001) [Roche, Grenzacherstrasse,
Basile, Suiza]. Las condiciones de reaccion programadas fueron la siguientes: un ciclo
de pre-incubacion (95°C/10 min), 35 ciclos de amplificacion (desnaturalizaciéon a 95°C/10
min, alineacién a 62°C/10s, extension a 72°C/10s), un ciclo para el analisis de la
temperatura de disociacion del amplificado (melting curve, desnaturalizacion a 95°C/0Os,
alineacion a 65°C/0Os, fusion a 95°C/0s) y un ciclo de enfriamiento (42°C/1min). La
expresion relativas se cuantifico por el método comparativo de 222¢t (Pfaffl, 2001;
Schmittgen & Livak, 2008)

_ Tamario del ™
Gen Secuencia - % CG
amplificado | Experimental
GPER | Fw:5-TCACGGGCCACATTGTCAACCTC-3’ 56
(Deng et 206 pb
al, 2019) | RV: 5"-GCTGAACCTCACATCCGACTGCTC-3" 62°C 54
Fw: 8’-AGTGAAACTGCAATGGCTC-3' 54
18S 167 pb
Rv: 5’-CTGACCGGGTTGGTTTTGAT-3’ 60

Tabla 2. Caracteristicas de los primers para amplificar GPER y 18S.
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6.5. Extraccién de proteinas y Western blot

Después de los tratamientos, las células fueron lisadas con buffer RIPA [50 mM Tris-HCI
(pH 7.5), 150 mM NaCl, 1% Triton y 0.01% SDS]. Los lisados se cuantificaron por el
método de Bradford, midiendo la absorbancia en un espectrofotbmetro a una longitud de
onda de 595 nm y empleando una curva patron de albumina de suero bovino, también se
empled un lisado de proteinas de astrocitos humanos (cat:1806, ScienCell, CA, USA).
Enseguida, se procedio6 a realizar una electroforesis utilizando un gel SDS-PAGE al 12%
con un voltaje constante de 80 V, se cargaron 15 pug de proteina de cada muestra
mezclada con buffer de Laemmli 2X (Tris-base (pH 6.8) 100 mM, azul de bromofenol al
0.1%, glicerol al 20%, SDS al 4% y B-mercaptoetanol al 10%), en una proporcion 5:1 (v/v)
de proteina-buffer a 4°C.

Posteriormente, se realizo la transferencia de las proteinas del gel a una membrana de
nitrocelulosa (Millipore), a 25 V durante 45 min en una camara semi himeda. Después,
se bloquearon las membranas con una solucion de albumina de suero bovino (BSA) al
5% en TBS-Tween 0.1% (TBS-T 0.1%) durante 2 h a 37°C en agitacion. La membrana
se incubd con el anticuerpo primario policlonal GPER (ab39742, Abcam, Cambridge, MA),
en una dilucién 1:400 durante 48 h a 4°C. Enseguida, se llevaron a cabo 5 lavados de 5
min con TBS-T 0.1%, y se incubaron a temperatura ambiente (T.A) durante 45 min con
un anticuerpo secundario dirigido contra IgG de conejo, acoplado a peroxidasa de rdbano
(Santa Cruz, sc-2004) en una dilucion de 1:10000. La sefial inmunorreactiva se detecto
mediante quimioluminiscencia empleando el kit SuperSignal® West Femto Maximum
Sensitivity Substrate (ThermoScientific Inc., IL, USA).

Como control de carga se uso la proteina a-tubulina, para lo cual, a la membrana se le
realizaron 5 lavados, 5 min ¢/u con TBS-T 0.1%; luego se lavo con glicina (pH 2.5) 15 min
a 50°C y 10 min a T.A en movimiento. Se realizaron nuevamente 5 lavados, 5 min c/u
con TBS-T 0.1%, y se bloqueo con una solucién de BSA al 5% en TBS-T 0.1% durante 2
h a 37°C, después se incub6 con un anticuerpo primario monoclonal contra a-tubulina
(Santa Cruz, sc-398103) en una dilucién 1:1000. El procedimiento de incubacion y

deteccion de proteinas fue similar al descrito anteriormente, en este caso se empleo el
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anticuerpo secundario dirigido contra IgG de ratén, acoplado a peroxidasa de rabano
(Santa Cruz, sc-516102).

El andlisis densitométrico de las bandas obtenidas en los blots se realizaron con el
software ImageJ® (Schneider et al., 2012), los resultados se muestran como el cociente
entre la densidad de la banda correspondiente a GPER y la densidad de la banda de a-

tubulina.

6.6. Inmunofluorescencia

Con el fin de determinar la localizacion celular de GPER en células derivas de GB, se
sembraron las lineas celulares U87 y U251 en cajas de 24 pozos, en las condiciones
basales anteriormente descritas. Posteriormente, las células se fijaron en
paraformaldehido (PFA) al 2% durante 20 min a T.A, una vez pasado el tiempo se llevaron
a cabo 3 lavados por 5 min con PBS, luego se incubaron las células por 20 min a T.A en
500 pl de una solucién de bloqueo (PBS al 1% de glicina y 1% de BSA) o bien, se
incubaron con 500 pl de una solucién de PBS al 1% de glicina, 1 % de BSA 'y 0.2 % de
Triton X100, para bloquear y permeabilizar a las células. Después de este tiempo, se
retird la solucién y se coloco el anticuerpo primario policlonal GPER (ab39742, Abcam,
Cambridge, MA), en una dilucion 1:350 durante toda la noche a 4°C. Luego de este
tiempo, se retird el anticuerpo primario y se llevaron a cabo 3 lavados por 5 min con PBS,
enseguida se incubd con el anticuerpo secundario Alexa 568 (Thermo fisher, IL, USA),
en una dilucién 1:400 durante 60 min a T.A, protegiéndolo de la luz y una vez pasado el
tiempo se realizaron 3 lavados de 5 min con PBS. Posteriormente, se contra tifieron los
nacleos con 1 pg/ml de Hoechst 33,342 (Thermo fisher, IL, USA) durante 5 min, seguido
de 3 lavados de 5 min con PBS. Finalmente, las preparaciones se montaron debidamente
con medio de montaje para fluorescencia (Polysciences, PA, USA) y se observaron en el
microscopio confocal Nikon AlR. Para todas las condiciones experimentales se
capturaron cuatro campos arbitrarios diferentes, se realizé una reconstruccion en Z, con
un aumento total de 600X y los pardmetros de ancho x alto x profundidad (106.07 pm x

106.07 pm x 10 pm, respectivamente).
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El analisis de la intensidad de fluorescencia de las imagenes obtenidas se realizaron con
el software ImageJ® (Schneider et al., 2012), se analizaron al menos 3 células por campo,
se determind el porcentaje del area positiva a GPER, mediante la localizacion de las ROls
(Regions of interest, en inglés) de cada célula, en la que se tomd la regién
correspondiente al ndcleo y las regiones en las que se observo fluorescencia del receptor,
para el andlisis de la intensidad de fluorescencia, se empleo la formula para calcular la
fluorescencia celular total corregida (CTCF), para determinar la localizacion del receptor,
se analiz6 mediante la obtencién de imagenes en Stack Z (conjunto de imégenes
bidimensionales apiladas para generar profundidad), con las que se obtuvo una
proyeccién ortogonal y 3D. También se realizaron controles negativos para el GPER en

ambas condiciones (Campa, 2018; Image J, 2011).

CTCF = Densidad integrada — (4rea de la célula seleccionada X fluorescencia media del fondo)

6.7. Prediccion de elementos de respuesta a estrogenos (ERE)

La secuencia del gen GPER fue obtenida de la base de datos del National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Se obtuvieron las matrices de probabilidad para ERE
de las plataformas JASPAR (A. Khan et al., 2018), HOMER (Heinz et al., 2010) y
HOCOMOCO (Kulakovskiy et al., 2018). Los datos se analizaron con el paquete
TFBSTools (Tan & Lenhard, 2016) para R v4.0.2., los sitios con score igual o mayor a 0.9
y predichos al menos por dos matrices se consideraron como posibles EREs. Los
archivos .bed generados fueron visualizados con el software Integrative Genomics Viewer
v2.8.7 (Thorvaldsdéttir et al., 2013).

6.8. Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante ANOVA de una via seguida de una prueba de
comparaciones multiples de Tukey. Se utilizo el software GraphPadPrism 5.0 para hacer
los analisis estadisticos. En todas las pruebas estadisticas se utilizo un intervalo de
confianza del 95%, por lo que se consideré como estadisticamente significativos aquellos
datos que tengan un valor de p< 0.05. Con relacién a esto los resultados se expresan

como media = S.E.M (error estandar de la media, por sus siglas en inglés) (n=5).

47



7. RESULTADOS

7.1. Expresion basal del RNAmM de GPER en lineas celulares derivadas de GBs

humanos

Con el proposito de evaluar la expresion de GPER a nivel de RNAmM en las lineas
celulares derivadas de GB humanos de interés, se llevo a cabo la técnica de RT-qPCR
para los genes GPER y el gen 18S (control de expresion constitutiva).

Se observo que el RNAmM del GPER se expresa de forma basal (Figura 10), en las lineas
celulares U251 U87, LN229, T98G, y como control se utiliz6 el RNAmM de astrocitos
humanos normales (human astrocytes, HA). El analisis de los datos mostré diferencias
significativas en la expresion de GPER entre el RNA proveniente de astrocitos humanos

y las diferentes lineas celulares evaluadas.

Expresion basal de GPER

1.44
1.24
1.04
0.841
0.20T
0.154
0.104 1
0.054

0.00 1 1 | | |
HA U251 U87 LN229 T98G

Lineas celulares

i*l_*

2AACTI GPER/18S]

T

Figura 10. Expresion basal de GPER en astrocitos humanos normales y en las
lineas celulares U251, U87, LN229, T98G derivadas de GBs humanos. Se realiz6 un
analisis estadistico de los datos obtenidos para la expresion del receptor en cada linea
celular mediante la prueba estadistica ANOVA de una via, seguido de una prueba post
hoc Tukey *** p<0.001, HA vs U251, U87, LN229 Y T98G. Los resultados se expresan

como media + S.E.M (n=3).
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7.2. Expresion basal de la proteina de GPER en lineas celulares derivadas de GBs

humanos

Para analizar la expresion basal del contenido de proteina de GPER mediante la técnica
de Western blot, se emple6 un lisado de proteinas de astrocitos normales humanos
(human astrocytes, HA) y de cuatro lineas celulares derivadas de GB humanos: U251,
u87, LN229 y T98G.

Se observo que tanto los astrocitos normales, como las cuatro lineas celulares expresan
a la proteina de GPER (Figura 11). El peso teérico del receptor es de 42 KDa, sin
embargo, debido a las glicosilaciones en las asparaginas 25, 32, 44 el peso molecular del
receptor se ve afectado, asi como su separacion en la electroforesis, siendo asi que el
anticuerpo contra GPER reconocié dos bandas, una de peso molecular de 70 KDa y la
otra de 55 KDa, las cuales han sido reportadas previamente en otros estudios y por lo
gue ambas fueron consideradas para el analisis densitométrico (Azizian, 2018; Gonzélez,
2019; Yin et al, 2017, Zhang, 2012).

A) B)

HA LN229 us7 T98G U251 HA U251 us7 LN229 T98G

GPER

GPER 70KDa 70KDa

55KDa

55KDa

70KDa
2.0- * 2.5+

2.0+

1.54

1.0
1.0- -

0.5 0.54 i

0.0- T 0.0- T

HA U25’1 Ul Lh228° TG HA U251 us? LN229  T98G
Lineas celulares

GPER/o.-Tubulina
GPER/a-Tubulina

Lineas celulares

Figura 11. Contenido basal de la proteina GPER en astrocitos humanos y células
derivadas de GB humano. En el panel A) En la parte superior se observa el WB
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representativo, en el cual se marca con una flecha negra la banda de GPER a un peso
molecular de 70 kDa, en la parte inferior se muestra el analisis densitométrico de dicha
banda, encontrandose una diferencia estadisticamente significativa *, p<0.05, U87 vs
T98G. En el panel B) En la parte superior se observa el WB representativo, en el cual se
marca con una flecha negra la banda de GPER a un peso molecular de 70 y 55 kDa, en
la parte inferior se observa el analisis densitométrico de GPER correspondiente a la
banda de 55 kDa, obteniendo una diferencia estadisticamente significativa *, p<0.05, U87
vs HA y **, p<0.005, U87 vs T98G. Los resultados obtenidos se analizaron mediante la
prueba estadistica ANOVA de una via, seguida de una prueba post hoc de Tukey, los

datos se expresan como media + S.E.M (n=5).
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7.3. Localizacién subcelular de GPER en lineas celulares derivadas de GBs

humanos

Con la finalidad de determinar la localizacién basal de GPER, se realizaron experimentos
de inmunofluorescencia en la linea celular U87, ya que el andlisis del contenido de
proteina indicé una mayor expresion de GPER en esta linea celular. La evaluacién de la
localizacion celular del receptor se llevéd a cabo en dos tipos de preparaciones,
permeabilizadas y sin permeabilizar. De acuerdo con algunos estudios, GPER se localiza
principalmente en compartimientos intracelulares como el reticulo endoplasmico, el
aparato de Golgi y en la envoltura nuclear (Revankar et al., 2005, 2019). Aunado a esto,
la presencia intracelular de GPER se ve afectada por el transporte retrogrado que sufre
el receptor desde la membrana plasmética hacia los endosomas, lo que sugiere que es
un GPCR atipico y que su localizacion es variable entre los compartimientos
intracelulares (Figueira et al., 2018; Luo & Liu, 2020; Prossnitz & Arterburn, 2015).

Para las células no permeabilizadas (Figura 12.A), se observa en la primera fila el control
negativo de GPER, preparacion que fue tratada inicamente con el anticuerpo secundario.
Cabe mencionar, que las imagenes de esta preparacion solo se obtuvieron utilizando el
microscopio de epifluorescencia y posterior a verificar que la sefial del anticuerpo es
especifica, las preparaciones de interés se evaluaron mediante microscopia confocal,
como se observa en la segunda fila donde se muestra la localizacion del receptor en la
membrana plasmatica, sitio al cual ha sido asociada su localizacion, también se
determind la fluorescencia celular total corregida (CTCF) total positiva y negativa de
GPER en la célula (Figura 12.B). El analisis estadistico muestra una diferencia
significativa de la intensidad de fluorescencia positiva a GPER, con respecto al CTCF

negativo del receptor en la célula.
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Figura 12. Localizaciéon celular de GPER en células U87 no permeabilizadas. Se
observa la expresion de GPER en color rojo y de Hoechst en color verde, asi como el
empalme de las imagenes en ambos paneles. En el panel A) se muestra con un aumento
total de 600X, en la primera fila el control negativo para GPER, en la segunda fila se
encuentra la imagen representativa de la deteccion del receptor, en la que se pueden ver
agregados de GPER en los extremos celulares, que corresponderia a la membrana
plasmatica, asi como en el resto de la superficie celular. En la columna correspondiente
al empalme, no se observa un traslape de la localizacion de GPER en el nucleo; asi
mismo en la proyeccion ortogonal, en las que las intersecciones de las lineas amarillas
corresponden al punto en el plano XZ, YZ, se confirma que en la posicion del ntcleo no

hay presencia de GPER. En la proyeccion 3D con flechas blancas sefialan al receptor en
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la membrana y el nicleo. B) CTCF total de GPER positivo y negativo ***, p< 0.001. Se
realizd una prueba estadistica de t de student de dos colas con un IC de 95%. Los

resultados se expresan como media £ S.E.M (n=3).

En las células permeabilizadas (Figura 13.A), se observa la localizacion del receptor
tanto en el ndcleo como el citoplasma, mientras que los agregados de la sefial de GPER
observados en la condicion no permeabilizada (Figura 12.A), disminuyen
considerablemente. El analisis de CTCF muestra una mayor intensidad de fluorescencia
en el nucleo con respecto a la del citoplasma. Por otro lado, el andlisis de la distribucién
subcelular del area positiva a GPER indica un menor porcentaje de localizacion en el

nacleo con respecto al citoplasma (Figura 13.B).
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Figura 13. Localizacion celular de GPER en células U87 permeabilizadas. En el panel
A) se muestra con un aumento total de 600X a GPER (rojo) en toda la célula,

observandose una intensa sefal en el ndcleo, también se muestra la tincion del nlcleo
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(verde); seguida del empalme de las dos sefales. En este caso, las sefiales tanto del
nacleo como de GPER se traslapan, dicho hallazgo se confirma con la proyeccion
ortogonal en la que las intersecciones de los planos muestran en color amarillo la sefial
que se traslapa, mientras que la sefial de GPER que no se encuentra en el nicleo se ve
en color rojo Unicamente. Finalmente, en la proyeccion 3D se sefiala con flechas blancas
la posicion de GPER en el nucleo y en el citoplasma., B) CTCF de GPER, ***, p< 0.001,
nacleo vs citoplasma. C) Porcentaje del area positiva a GPER, ***, p< 0.001, ndcleo vs
citoplasma. Se realizé una prueba estadistica de t de student de dos colas con un IC de
95%. Los resultados se expresan como media + S.E.M (n=3).

7.4. ElI E2 incrementa la expresion de la proteina de GPER en lineas celulares

derivadas de GBs humanos

Con el objetivo de analizar el papel del E2, en la expresion del contenido de la proteina
de GPER, en las cuatro lineas celulares de interés y dado que la evaluacion de la
expresion basal del receptor, mostré diferencias significativas entre las lineas celulares,
se evalud el efecto del tratamiento con diferentes concentraciones de E2 por 24 h.
Nuestros resultados mostraron, que la concentracion de E2 10 nM incrementa la
expresion del GPER en las células U251 y U87, pero no en las células LN229 y T98G
(Figura 14), ademas se observa que E2 1 pM, en la linea celular U251 disminuye la
expresion del receptor. Cabe mencionar, que la banda correspondiente al peso molecular

de 70 KDa, fue la que se expres6 de forma mas consistente tras los tratamientos con E2.
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Figura 14. Efecto de E2 en la expresion de la proteina de GPER en diferentes lineas

celulares derivadas de glioblastoma humano. En la parte superior de cada panel se

presenta un WB representativo de cada linea celular, asi como el analisis densitométrico

correspondiente en la parte inferior, para cada una de las lineas celulares en el panel A)
U251, *, p<0.05, 10 nM vs Vy ** p< 0.01, 10 nM vs 1 uM. B) U87, *p<0.01, 10 nM vs V.
C) LN229, *p<0.05, 1 pMvs V, L uMvs 1 nMy 1 uM vs 10 nM. D) En la linea celular
T98G, no se encontraron cambios estadisticos significativos tras los tratamientos con E2.

Se realiz6 un analisis estadistico de los datos obtenidos mediante la prueba estadistica

ANOVA de una via, seguido de una prueba post hoc comparacion multiple de Tukey, los

resultados se expresan como media £ S.E.M (n=5).
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7.5. Presencia de ERE en el promotor de GPER

Teniendo en cuenta, que se presentd una regulacion en la expresion del contenido de
proteina posterior al tratamiento con diferentes concentraciones de E2 (1, 10, 100 nM y
1 uM), y con el fin de predecir si el promotor del gen del GPER presenta ERE, se llevo a
cabo un analisis in silico con el paquete TFBSTools para R v4.0.2 en Windows. Se
encontraron dos sitios predictivos de ERE con score igual o mayor a 0.9 y predichos al
menos por dos de las tres matrices empleadas (tabla 3), por lo que se consideraron como
posibles EREs (Figura 15).

Secuencia Posicion Base de datos
ERE1 GCCAGGGTGACACG -1090460 a -1090473 JASPAR
HOCOMOCO
ERE2 TCACGCTGCCCTGA +1092784 a +1092797 JASPAR
HOMER

Tabla 3. Elementos de respuesta a estrogenos en la secuencia promotora del gen GPER.

GPER
TCCCGGTCCCACTGTGCTTTT
AGGGCCAGGGTGACACGGGG
-1090460 -1090473
1 Kpb -
| | ERE1 | | ERE2
5 Chr 7: 1085755-1094865 o 3
1092784 1092797
CTGTCACGCTGCCCTGAAGG
GACAGTGCGACGGGALCTTCC

Figura 15. Analisis in silico de la presencia de EREs en el promotor del gen GPER.
Representacion visual del gen del GPER, los ERES predichos por el analisis in silico
estan marcados en azul y en gris oscuro se marcan sus secuencias correspondientes, el
EREL: -1090460 a -1090473 esta antes del inicio del sitio de transcripcion (marcado con
una flecha), mientras que el ERE2: +1092784 a +1092797, se encuentra después del
inicio de transcripcidn y en color gris claro se marcan las regiones promotoras (1086600-
1089001pb y 1090400-1090601pb). El analisis se realizé en tres plataformas diferentes
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(JASPAR, HOMER Y HOCOMOCO), se consider6 como un posible sitio de union
aguellos predichos por dos 0 méas bases de datos con un valor de score de 0.9 0 mas con
p<0.05.

7.6. Efecto de E2 en la expresion del RNAm de GPER

Una vez que se determin6 que el E2 modula la expresion de GPER, a nivel de proteina
y que el promotor presenta dos posibles EREs, con el objetivo de analizar el papel de
esta hormona en la expresion del RNAm de GPER se utilizo la linea celular U251, dado
qgue el E2 en esta linea celular mostro efectos contrarios tanto de aumento/disminucién
del receptor a concentraciones diferentes. Las células U251 fueron tratadas con
diferentes concentraciones de E2 por 24 h y posteriormente se analiz6 la expresion de
GPER mediante RT-gPCR. En la Figura 16 se muestra que el E2 no modifico la expresion

de GPER con respecto al vehiculo.

U251

TT 1

22ACTIGPER/18S]
N

\Y i1nM 10nM 100nM 1uM

E2

Figura 16. Expresion del RNAm de GPER tras en tratamiento con E2 en la linea
celular U251. Se realiz6 un andlisis por el método de 2"(AAct) para medir la expresion
relativa del GPER con respecto al gen 18Ss, seguido de una evaluacion estadistica de
los datos obtenidos mediante la prueba estadistica ANOVA de una via, seguido de una

prueba post hoc Tukey. Los resultados se expresan como media + S.E.M (n=3).
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8. DISCUSION

El presente trabajo proporciona evidencia de la expresion del GPER en lineas celulares
derivadas de GB humano. Desde que el receptor fue descrito por primera vez, como un
receptor huérfano basado en su homologia estructural con los receptores de quimiocinas
(Barton et al., 2018; Gonzalez et al., 2019), hasta su posterior determinacién como un
receptor con ligando especifico de estrogenos se ha reportado su expresion en multiples
tejidos y tipos celulares, tanto fisiolégicos como patoldgicos (Huang et al., 2020; Rong Li
et al., 2021; Roque et al., 2019).

Recientemente Hirtz y cols, reportaron la expresion de la proteina de GPER en dos lineas
celulares derivadas de GB humanos (U251 y LN229), en las cuales el agonista G1 indujo
el arresto del ciclo celular (G2/M) y alteracion en la dinamica de la tubulina, los autores
determinaron que este efecto por parte de G1 fue independiente de GPER (Hirtz et al.,
2021), siendo asi que, el papel de este receptor en células derivadas de GB humano aun
es desconocido. Ademas, cabe destacar que el GB se caracteriza por su alta
heterogeneidad (Robertson et al., 2019; Sengupta et al., 2021), por tanto es necesario
evaluar los diferentes niveles de expresion de GPER en otras lineas celulares derivadas
de GB humano y las diferencias que puedan existir entre lineas celulares de forma basal.
Por lo que, en este trabajo se realiz6 la caracterizacién de la expresion del receptor a
diferentes niveles, determinando su presencia a nivel de transcrito a partir de muestras
de RNA, a nivel de contenido de proteina, asi como su localizacion celular mediante

inmunofluorescencia.

Como se puede observar en lo resultados (Figura 10), se demostro la expresion del
receptor a nivel de transcrito, empleando RNA de astrocitos humanos normales y de las
cuatro lineas celulares de interés, tras el analisis estadistico de los datos se encontré que
los astrocitos tienen una expresion mayor del receptor con respecto a las lineas U251,
U87, LN229 Y T98G., este resultado es similar a lo que describe Kraksktad y
colaboradores donde se evalué la expresion génica de GPER en muestras de cancer de
endometrio y muestras normales, encontrando una baja expresion de ARNm de GPER

en las muestras tumorales (Krakstad et al., 2012), en otro estudio en este mismo tipo de
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cancer determinaron que los niveles del transcrito de GPER, son aproximadamente 6
veces menores en las muestras de cancer que en el tejido normal, de igual forma
describieron que la expresion de GPER era menor en los grados mas altos de malignidad
(Skrzypczak et al., 2013), en cancer de mama también se determind que los niveles de
ARNmM de GPER de muestras de tejido tumoral era menores respecto al tejido mamario
normal, ademas de describir que una baja expresion de ARNm de GPER predecia la
metastasis en los ganglios linfaticos (Poola et al., 2008), por lo que, estos hallazgos
sugieren que el transcrito de GPER se encuentra menos expresado en los fenotipos més
agresivos de cancer, por otro lado este resultado es similar a lo encontrado en lineas
celulares derivadas de GB, en las cuales los ER tienen una menor expresion en los
grados mas altos de malignidad en los gliomas (Batistatou et al., 2004; Herndndez-Vega
et al., 2020; Sareddy et al., 2012; Tavares et al., 2018), siendo asi que nuestros
resultados refuerza la hipotesis planteada en diversos estudios, la cual sugiere que la
expresion de los receptores a estrdgenos es inversamente proporcional al grado de

malignidad del tumor.

En este trabajo, también se llevo a cabo la determinacion de los contenidos de proteina
en estado basal, en un lisado proteico de astrocitos normales y en las cuatro lineas de
interés (Figura 11), se sabe que muchos GPCRs de clase A migran en un gel de
poliacrilamida SDS-PAGE de 50 a 70 kDa en su estado glicosilado y de 30 a 40 kDa,
después de la desglicosilacion. Esta disminucion en el peso molecular se debe
principalmente a cambios en la unién del SDS con la proteina, mas que a una pérdida
absoluta de masa proteica (Gonzalez et al., 2019; Pupo et al.,, 2017), mientras que
Gonzélez y cols, describieron en la linea celular HEK293 (provenientes de células de
rifidn humano embrionario), que el GPER alcanza una masa molecular de 70 kDa debido
a la glicosilacion del residuo de asn 44, asi mismo, se identificaron algunas especies
importantes del receptor a una masa molecular de 40 kDa y 110 kDa como resultado de
la desglicosilacion. De igual manera, otros autores también han identificado al receptor
en un peso molecular de 55 kDa, ademas, se ha sugerido que la presencia de diferentes
especies de GPER estan relacionadas a la maduracion del receptor a través de la N-

glicosilacién (Azizian et al., 2018; Pupo et al., 2017).
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En este caso, el anticuerpo contra GPER reconocio dos bandas, una de peso molecular
de 70 kDa y la otra de 55 kDa, las cuales han sido reportadas previamente en otros
estudios y por lo que ambas fueron consideradas para el analisis densitométrico (Azizian,
2018; Gonzélez, 2019; Yin et al, 2017, Zhang, 2012), este analisis mostro resultados
concluyentes sobre la expresion basal del receptor a nivel de la proteina. Se encontro
una mayor expresion de GPER en la linea celular U87 tanto a 70 kDa y 55 kDa con
respecto al lisado de astrocitos normales y las otras lineas celulares en las que la
expresion fue similar; estas diferencias en la expresion basal del receptor puede ser
debido a que las lineas celulares empleadas tienen diferentes perfiles de expresion
génica, los cuales afectan la expresion de diferentes moléculas como se muestra en la
Tabla suplementaria 1 (Ishii et al., 1999; H. Li et al., 2017; Verhaak et al., 2010).

Los resultados anteriores Figura 10 y 11, muestran que la expresion del transcrito de
GPER es menor con respecto a los astrocitos normales, mientras que el contenido de
proteina de GPER es mayor con respecto al control de astrocitos, un comportamiento
similar de la expresién de GPER fue observado en un estudio realizado por Jala y
colaboradores en el que evaluaron el transcrito y proteina de GPER en células derivadas
de pulmén sano y tumorales, en el que determinaron que la expresion del ARNm vy la
proteina de GPER no son concordantes (Jala et al., 2012), en este caso los autores
sugieren que los niveles de transcripcion y de proteina pueden ser el resultado de un
empalme alterado o mutaciones en el C-terminal de GPER, sin embargo esta idea

requiere una investigacion y abordaje experimental mas profundo.

Por su parte, la localizacion subcelular de GPER ha sido amplio objeto de estudio, ya que
€S un receptor que se encuentran en la membrana plasméatica, en las membranas del
reticulo endoplasmico, aparato de Golgi, asi como en la envoltura nuclear. También se
ha determinado que el GPER sufre un transporte retrégrado constitutivo, desde la
membrana plasmatica hacia los endosomas, lo cuales transportan al GPER de regreso
al aparato de Golgi y posteriormente sufre degradacién proteosdmica mediada por

ubiquitina (Figueira et al., 2018; Rouhimoghadam et al., 2020).
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Para estudiar la localizacion de GPER se llevaron a cabo ensayos de
inmunofluorescencia (IF) en condiciones de permeabilizacién y sin permeabilizacion,
puesto que la membrana celular es una bicapa fosfolipidica semipermeable con
proteinas incrustadas, los pasos de fijacion y permeabilizacion de las células podrian
alterar la permeabilidad de la membrana celular y son procedimientos cruciales que
podrian afectar los resultados de los ensayos inmunofluorescentes (R. Cheng et al.,
2019). Se decidi6 hacer estos analisis de localizacion en la linea celular U87, debido a
que, de las cuatro lineas utilizadas en este trabajo fue la que expresé el mayor contenido

de la proteina en estado basal.

Se encontrd que en las células no permeabilizadas (Figura 12), el GPER se detecta sélo
en la membrana plasmatica, ya que, al no utilizar un detergente para aumentar la
permeabilidad de la membrana, el anticuerpo contra GPER no puede ingresar al interior
de las células. La deteccion de GPER en la membrana plasméatica se comprobé mediante
las proyecciones ortogonales y las reconstrucciones 3-D, ademés de observarse
agregados del receptor en las proyecciones morfologicas de las células, la deteccion del
receptor en la membrana plasmatica podria sugerir el que el receptor tiene un papel activo
en el GB, esto debido a que se ha determinado que GPER contiene un motivo PDZ en el
extremo C-terminal que regula su asociacion con la membrana plasmatica, asi como una
N-glicosilacién la cual es critica para su maduracion y activacion (Gonzalez et al., 2019;
Sjo & Nordenskjo, 2014).

Por otro lado, en las preparaciones basales que fueron permeabilizadas (Figura 13)
encontramos una presencia significativa en el citoplasma (55%), asi como una
localizacion de GPER nuclear (45%), otros grupos de trabajo también han reportado la
presencia de GPER en el nucleo y citoplasma, Samartzis y cols en 2014 describieron la
expresion de GPER en el compartimento citoplasmatico (19,3%) y el compartimento
nuclear (53,9%) en carcinomas derivados de endometrio. De igual manera, se ha descrito
gue GPER se invagina desde la membrana plasmatica a través de vesiculas recubiertas

de clatrina y entra en los endosomas tempranos, acumulandose en un compartimento
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perinuclear, esto mismo ocurre de manera constitutiva en aproximadamente un tercio de
los receptores de 7 pasos transmembranales (7TMRS), sin embargo, la ruta de trafico
intracelular de GPER es altamente inusual, ya que este tipo de receptores tipicamente se
reciclan a la membrana plasmatica o se degradan en los lisosomas, mientras que GPER
al ser endocitado regresa al aparato de Golgi, y posteriormente sufre degradacion
proteosdmica mediada por ubiquitina, ademas se ha demostrado que el NHERF1 al
unirse con GPER, puede mejorar su estabilidad inhibiendo su degradacion (S. Cheng,
Quinn, et al., 2011; Figueira et al., 2018; Gonzalez De Valdivia et al., 2017; Samartzis et
al., 2014).

Asi mismo, observamos que la mayor intensidad de fluorescencia de GPER se presenta
en el ndcleo, esto puede ser debido al trafico y acumulacion del receptor en el
compartimiento nuclear o perinuclear (Samartzis et al., 2014), se ha reportado que la
acumulacion perinuclear de los 7TMRs es inusual pero no Unica para el GPER, ya que el
receptor de vasopresina 2A (V1aR) muestra un patron perinuclear similar tras la
endocitosis, no obstante, a diferencia del V1aR que se somete a endocitosis dependiente
de agonistas, la internalizacion del GPER puede ser en ausencia de ligando, lo que indica
gue el GPER experimenta una endocitosis constitutiva, un hallazgo que fue comunmente
reportado entre el 40% de los 7TMRs (S. Cheng, Graeber, et al., 2011; Innamorati et al.,
2001), de igual manera se ha reportado que se produce un transporte retrogrado de
GPER desde la membrana plasmatica hacia el ndcleo, con una acumulacion consecutiva
de GPER en el espacio perinuclear seguida de una posterior dispersién en el citoplasma
(S. Cheng, Graeber, et al., 2011).

Ademas, en otro estudio en fibroblastos asociados al cAncer de mama se ha demostrado
que la localizacion nuclear de GPER y EGFR, es necesaria para su reclutamiento a la
secuencia promotora de ciclina D1, lo cual pone en manifiesto el papel funcional que
desempenia la interaccion nuclear entre GPER y EGFR inducida por E2 (Madeo &
Maggiolini, 2010), siendo asi que en nuestro modelo de estudio, la deteccion de nuclear
del GPER puede ser parte del proceso de endocitosis constitutiva propia del receptor
como se menciond anteriormente, o bien podria sugerir que la localizacién de nuclear de
GPER es necesaria para promover procesos génicos tras la activacion con sus agonistas

especificos, no obstante es necesario realizar un abordaje experimental profundo para
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evaluar esta posible actividad de GPER en el GB.

Por otra parte, diferentes grupos de investigacion han determinado que el E2 a las
concentraciones de 10 y 100 nM aumenta la expresion del RNAm de GPER y también
promueve una mayor expresion del contenido de proteina (Fan et al., 2018; Gilligan et
al., 2017; Huang et al., 2020; Yang et al., 2021). De este modo, nuestros resultados
(Figura 14) mostraron que a la concentracion de 10 nM de E2 promueve el aumento en
la expresion del GPER en las células U251 y U87, mientras que en la linea celular LN229
el aumento se observd a una concentracion de 1 pM, finalmente la linea T98G no
presentd cambio en la expresion del receptor bajo ningun tratamiento. Teniendo en
cuenta el efecto observado en nuestro modelo de estudio y que GPER se une con alta
afinidad al E2 con una kd= ~3-6 nM (Filardo et al., 2000; Prossnitz & Barton, 2014;
Revankar et al., 2005), se sugiere que el E2 puede estar involucrado en la regulacién de
la expresion de GPER a diferentes concentraciones en las distintas lineas celulares
reflejando la heterogeneidad celular de los GBs (Buruiana et al., 2020; Robertson et al.,
2019). No obstante, también se observa que a la concentracion de E2 1 uM en la linea
celular U251 la expresion del receptor se ve disminuida significativamente con respecto
a la concentracion de 10 nM y se expresa de forma muy similar a lo observado en el
vehiculo, por lo que es posible que a esta concentracion de E2 en la linea celular U251,
GPER sufre un transporte retrogrado constitutivo desde la membrana plasmética hacia
los endosomas, ya que, la endocitosis es una caracteristica comun de los GPCR después
de la union y activacion del ligando, esto para evitar un exceso en la sefalizacion
(Figueira et al., 2018).

Con respecto a la determinacion de la expresion del receptor tras los tratamientos, la
evaluacion de la densitometria y la estadistica mostrada en la Figura 14 se realiz6
Gnicamente para la banda de 70 kDa, que fue la que se expres6 de forma mas
consistente, ya que la banda de 55 kDa evaluada en condiciones basales solo se
encontraba en el carril correspondiente al vehiculo como se puede observar en la Figura
suplementaria 1 C, aunado a lo anterior, las condiciones en las cuales se obtienen las
muestras pueden afectar la presencia o ausencia de las especies de GPER, debido a que

se ha reportado que el rojo de fenol en el medio DMEM actiua como un ligando de ER,
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asi como el SFB con hormonas que pueden unirse a los ER, lo que sugeriria que las
condiciones en el medio afectan también la expresion de GPER (Berthois et al., 1986;
Milo et al., 1976). Para corroborar que las condiciones de crecimiento de las células
influyen en la expresion del receptor, se llevo a cabo la determinacion de GPER en una
muestra control obtenida a partir de medio DMEM con rojo de fenol y SFB con hormonas
(figura suplementaria 1); siendo asi que nuestros resultados apoyan la evidencia acerca

del efecto del rojo de fenol y el SFB en los receptores a estrogenos (Milo et al., 1976).

Como se ha mencionado anteriormente, nuestros datos de Western blot muestran que
GPER parece tener diferentes pesos moleculares, probablemente a la glicosilacion que
sufre, la interaccién con otras proteinas de membrana como clatrina o arrestinas (Jala et
al., 2012), o bien a la posible dimerizacién del receptor, esto debido a que se ha descrito
que la dimerizacién también puede desempefiar un papel en la progresion de los GPCR
nacientes a través de la "linea de ensamblaje”, desde el reticulo endoplasmico hasta el
aparato de Golgiy la superficie celular (Gurevich & Gurevich, 2009), lo que podria explicar
las bandas encontradas a un peso molecular entre 110 kDa y 140 kDa que
corresponderia al doble del peso molecular de las bandas inmunorreactivas evaluadas
en este trabajo (Figura suplementaria 1), de igual forma la dimerizacién podria servir
como mecanismo de desensibilizacion, suprimiendo rapidamente la sefalizaciéon
mediada por la proteina G cuando hay demasiados receptores activos por su ligando
(Gurevich & Gurevich, 2009; Milligan et al., 2007), explicando la notable disminucién de
la banda de 55 kDa de GPER después de los tratamientos con E2, denotando que las
especies de GPER pueden tener diferentes respuestas a los tratamientos, segin sea su
nivel de glicosilacion y maduracion como se observa para la especie de 70 kDa, también
se ha propuesto que la dimerizacion del GPCR participara en la desensibilizacion
mediada por la arrestina; basandose en el tamafio de la punta citoplasméatica de la
rodhopsina y en la presencia de dos dominios en forma de copa en las arrestinas
(Gurevich & Gurevich, 2009), que puede ser una posible explicacion en nuestro contexto,
teniendo en cuenta que el GPER es un miembro de la familia de la rodhopsina, no
obstante todas estas posibles explicaciones requieren un abordaje experimental profundo
gue abarque la presencia de las glicosilaciones de GPER, la asociacion con otras

proteinas y su posible dimerizacion, ya que como se ha descrito en distintas ocasiones
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GPER es un GCPR atipico, donde su expresion y papel funcional varia segun el tejido y

contexto celular.

Posteriormente, se llevé a cabo un analisis in silico para determinar si el promotor del gen
de GPER tiene elementos de respuesta a estrogenos, esto debido a los resultados
obtenidos en la figura 14, encontrandose 2 posibles EREs (Figura 15, Tabla 3) este
resultado aporta informacién importante, ya que la identificacion de los genes blanco de
los estrégenos, lo que permite comprender la dinamica de los genes regulados por la
union de ERa/B (Eyster, 2016), que al ser activados con E2 actian como factores de
transcripcion (Coyoy, A; Guerra-Araiza, C; Camacho-Arroyo, 2016; Delhez, 2019; Levin
& Hammes, 2016c¢), el hallazgo de estos EREs nos sugiere que tiene como blanco de

transcripcion al gen del GPER.

En afiadidura, en un andlisis realizado por Plante y cols, se determind que en biopsias de
endometrio la mayor expresiéon del RNAm de GPER se presentd durante la fase
proliferativa, lo que sugiere que la expresion del RNAm de GPER esta regulada por
estrogenos a través de uno de sus receptores nucleares. Para comprobar esta hipotesis
en la linea celular Ishikawa (derivada de adenocarcinoma endometrial) realizaron
tratamientos con E2 10 nM durante un periodo de 2 a 48 h, encontrando un aumento
significativo del RNAm de GPER persistente durante todo tratamiento, de igual forma,
emplearon al agonista del ERa (PPT) observando la misma respuesta que con el E2, y
no asi con el agonista del especifico del ERB (DPN) y el agonista G1 de GPER (Plante et
al., 2012), lo que sugiere que la regulacion de la expresién de GPER por E2 depende del
ERa.

Es por esto que, en esta tesis también se evalud el papel del E2 en la regulacion de la
expresion del RNAm del GPER, se realizaron tratamientos a diferentes concentraciones
con dicha hormona 1 nM-1 pM en la linea celular U251 (figura 16) durante 24 h, tiempo
gue tardan en duplicarse estas células (Cowley et al., 2014). Sin embrago, no se encontré
un aumento estadisticamente significativo en la expresion de GPER tras los tratamientos
con E2, como se ha reportado en otros tipos celulares (Deng et al., 2019; Fan et al., 2018;

Huang et al., 2020; Plante et al., 2012). Es posible que el aumento de la expresion del
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RNAmM del receptor se pueda observar a otros tiempos de tratamiento, o bien que los
efectos de E2 en la expresion de GPER se deben a modificaciones post-transcripcionales
(Salgado et al., 2013) y no directamente a procesos transcripcionales de GPER, no
obstante, es necesario evaluar este efecto en todas las lineas celulares de interés, ya
que con este resultado se comprueba la necesidad de evaluar distintas lineas celulares

para obtener un panorama mas amplio de los procesos moleculares evaluados.

9. CONCLUSIONES

En conclusion, GPER se expresa en las lineas celulares U251, U87, LN229 y T98
derivadas de GBs humanos tanto a nivel del RNAmM como de la proteina, tiene una
localizacion celular tanto en la membrana citoplasmatica como en regiones intracelulares
(nucleo y citoplasma). Asi mismo, el E2 aumenta la expresion de este receptor a nivel de
la proteina, por lo que estos resultados sugieren que GPER podria tiene un papel

funcional en la biologia de los GBs.

10.PERSPECTIVAS

En el presente trabajo fue posible determinar y caracterizar la expresion del GPER en
lineas celulares derivadas de GB humano, dicho receptor es especifico a estrogenos y
ha sido ampliamente estudiado en diferentes neoplasias, principalmente cancer de mama
y ovario, sin embargo, hasta el momento se desconocia su presencia en GB. Por tanto,
este trabajo brinda las pautas para seguir estudiando el papel del receptor en el desarrollo
de la progresion, invasion y migracion de estas lineas celulares mediante el uso de E2,
agonistas (G1) y antagonistas (G15) especificos del receptor. De igual forma se podria
evaluar si la expresion de GPER esta regulada a través de uno de los receptores
nucleares, como se ha visto que ocurre en otros tipos de cancer. Finalmente, la
evaluacion del efecto de E2 sobre la activacion de las acciones rapidas mediadas por
GPER, permitira ampliar el conocimiento en los diversos procesos moleculares

implicados en la biologia del GB humano.
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12. ANEXO

12.1. Figuras suplementarias

A) B) Q)
\J 1nM 10 nM 100 nM 1M

70 kDa
GPER

55 kDa

Figura suplementaria 1. Expresién de GPER en diferentes condiciones de
cultivo. Se presentan tres imagenes de WB de muestras obtenidas en diferentes
condiciones de cultivo y en las que se determind la expresion de las bandas
inmunorreactivas a GPER. Se sefialan bandas inmunorreactivas a un peso de 140
kDa y 110 kDa con flechas rojas, mientras que las bandas de 70 kDa y 55 kDa se
sefalan con flechas negras en las diferentes condiciones: a) DMEM con rojo de fenol
y SFB con hormonas, b) DMEM sin rojo de fenol y SFB sin hormonas, y ¢) DMEM sin

rojo de fenol, SFB sin hormonas y tratamientos con E2.
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Caracteristicas U251 u87 LN229 T98G
SR el W, W, W, W,
malignidad
Morfologia Pleomqrf!co/ Epitelial Epitelial Fibroblastica
astrocitoide
Localizacién corteza frontal
anatémica de Lobulo parietal / parieto-occipital /
obtencién derecha.
Paciente (+) Hombre, 75 afios Hombre, e_dad Mu;§r, 60 Homt~)re, 61
desconocida afos afos
Prop|e_da_des e Adherente Adherente Adherente Adherente
crecimiento
NF1, ATRX,
Genes mutados TFF:'?SNEEIE? PTEN, TP53, p16 TP53, PTEN
’ DEKNZ2A
. p53, pRby p53, pRby
Vias alteradas | p53, pRby PTEN PTEN p53y pRB PTEN
Subtipo - Mesenquimal/| Proneural/ Proneural/
Clasico/Proneural . |
molecular Proneural Mesenquimal | Mesenquimal
IEED CE 24 h 30.6 h 31h 26.6 h
replicacion
Tipo de linea
celular ** Al A2 C Al
Tumorogénico 5 + 0 -
g PR + + + +
g mPRs + + - -
E ERa + + + +
o ERB + + + +
5| GPER + + + +
g; AR + + + +
¢ | PRMGC2 + + + +
(+) Paciente de origen del que se obtuvo el tumor
/: No descrito
” Tumorogénico: Forma tumores en ratones.
< | ** Tipo: Clasificacion de las lineas celulares de acuerdo con el analisis del estatus de
lc_) cuatro genes supresores de tumor:
p
Al: Células con mutaciones de TP53, PTEN y deleciones de p14ARF/p16
A2: Células con mutacion de PTEN y delecién de p14ARF/pl6
C: Células con mutacion de TP53 y delecion de p14ARF/pl6

Tabla suplementaria 1. Caracteristicas de las lineas celulares derivadas de

glioblastoma.
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