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RESUMEN

1. RESUMEN

La progesterona (Ps) es una hormona esteroide sintetizada y secretada
principalmente en el ovario mientras que sus o6rganos blanco son el utero, la
glandula mamaria y el cerebro. Es fundamental en la regulacion de Ila
reproduccion, sin embargo, también puede participar en diversos procesos no
reproductivos y patolégicos como el cancer. Muchos de sus efectos estan
mediados a través de la union con su receptor intracelular, el receptor a
progesterona (RP), aunque también existen otros mecanismos como aquéllos que
involucran receptores membranales y/o moléculas a nivel del citoplasma. Se sabe
que la P4 puede participar en la regulacién del desarrollo y/o crecimiento tumoral
en sus organos blanco y que puede ocurrir a través de la regulacion de la
expresion de genes. Este es el caso del cerebro, donde se ha propuesto que
puede regular el desarrollo y crecimiento de los astrocitomas, que son los tumores
cerebrales mas frecuentes y mas agresivos en el ser humano. Estos, como
muchos otros tipos de cancer, presentan un gran namero de genes que tienen
alterada su expresion y que estan involucrados en diversos procesos como
proliferacion, angiogénesis, muerte celular, metabolismo, etc, sin embargo, sélo se
conoce el papel de la P, y del RP sobre la expresion de muy pocos de éstos en
astrocitomas humanos.

Es por lo anterior que en el presente trabajo se determiné el efecto de la Py,
ademas del RU486 para determinar el posible papel del RP en el mecanismo de
accion, en el perfil de expresion génica en la linea celular U373 derivada de
astrocitomas humanos de grado Il (de IV posibles) de evolucién tumoral, es decir,
de alto grado de malignidad, por medio de microarreglos y confirmacion de
resultados con la técnica de RT-PCR. Mediante microarreglos se encontré que a
las 12 h los distintos tratamientos (P4; RU486, antagonista del RP; y P4,+RU486)
alteran la expresion de diversos genes. En algunos casos el efecto de la P4 es
revertido por el tratamiento con RU486 lo que indica que la P4 actla a través del
RP y sugiere un mecanismo de accion clasico. Para el proceso de validacion se

eligié al gen de la proteina relacionada a la patogénesis por glioma 2 (GLIPR2),
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RESUMEN

del receptor a interleucina 7 (IL7R), del factor de transcripcion de unién a
elementos regulados por esterol 1 (SREBF-1), de interleucina 18 (IL18), del factor
de crecimiento transformante -2 (TGFB2), de la proteina asociada a microtubulos
1B (MAP1B), de anilina, proteina de unién a actina (ANLN), de gamma A
hemoglobina (HBGL1), de la proteina 4 que contiene el dominio de transferencia de
lipidos relacionada a STAR (STARD4) y de la proteina 1 de adhesién vascular
(AOCQ3); y fueron seleccionados ya sea por su posible importancia biol6gica, en
especial en los procesos tumorales, el tratamiento con el que presentdé cambio en
los microarreglos y/o porque el valor de la tasa de cambio fue alto. A través de la
validacion por RT-PCR de las alteraciones observadas por la técnica de
microarreglos, se confirmaron los cambios en la expresion de ciertos genes como
GLIPR2 lo que los hace de primera eleccién para continuar con su estudio ya que
su cambio en la expresion es invariable, mientras que para otros como TGFB2 e
IL18 la correlacion entre los cambios en los niveles de mRNA detectados por las
técnicas utilizadas fue parcial o nula, por lo que al profundizar su estudio hay que
considerar esos cambios con mas reserva y cuidado. De forma independiente de
la correlacién, los resultados muestran que aparte del RP intracelular, hay una
participacion importante de otros mecanismos de accién, como pudiera ser a
través del RP de membrana, y sugieren nuevos e importantes genes blanco de la
P4 en astrocitomas humanos, cuyos productos pueden participar en los efectos de
la hormona en dichos tumores y que podrian ser objeto de méas estudios para

entender mejor esta patologia.
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INTRODUCCION

2. INTRODUCCION

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) constituyen una causa
frecuente de muerte en la poblacidon mundial adulta y se presentan 18.71 casos
por 100,000 habitantes por afio. Dentro de éstos, los tumores derivados de células
gliales son los mas comunes, representan el 32% de total y 80% de los tumores
malignos del CNS en Estados Unidos. Los astrocitomas representan
aproximadamente el 76% de los tumores gliales e incluyen al astrocitoma
anaplasico y el glioblastoma multiforme (grados Il y IV), que son las variantes mas
malignas y frecuentes de los tumores astrociticos (30 y 50% de frecuencia
respectivamente) segun estadisticas de los Estados Unidos (Pérez et al., 2001;
Agnihotri et al., 2013). A nivel poblacional, la frecuencia de padecimiento de un
astrocitoma es mayor en hombres que en mujeres (3:2), proporcién que sugiere
participacion hormonal y que se observa principalmente en los astrocitomas de
mayor grado de evolucion (Schwartzbaum et al., 2006; Ohgaki y Kleihues, 2007).
En México los datos epidemioldgicos acerca de los tumores cerebrales son muy
escasos e incompletos. Solo uno de ellos, realizado en 2001, reporta que en 1998
la tasa de mortalidad por tumores del encéfalo (dentro de los que principalmente
se encuentran los astrocitomas) fue de 230,000 con 121,800 defunciones y que en
el mismo afio se registraron 117,200 casos nuevos. En este mismo trabajo se
menciona que, de 216 casos tratados en el Instituto Nacional de Cancerologia y
Nacional de Neurologia y Neurocirugia entre 1985 y 1994, el 60% correspondio al
género masculino (Souto del Bosque et al., 2001). El pronéstico de los pacientes
con astrocitomas depende del grado de malignidad del tumor, localizacién y
tamafo; sin embargo, el tiempo de sobrevida de los pacientes con diagndéstico de
gliomas astrociticos de alta malignidad puede ir de menos de 1 afio (desde aprox.
5 meses) hasta maximo 3. Estas lesiones son generalmente incurables y, a pesar
de los tratamientos y terapias existentes, dentro de los primeros 2 afios después
del diagndstico, el 90% de los pacientes fallece (Pérez et al., 2001).

Se han encontrado diversos factores asociados con el crecimiento y
evolucion en el grado de malignidad de los astrocitomas (Sarkar et al., 2009).
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INTRODUCCION

Existen informes que muestran que las hormonas sexuales, entre las que se
encuentra la progesterona (P4), pueden patrticipar en el crecimiento de los tumores
cerebrales (Camacho-Arroyo et al., 2000; Gonzéalez-Aguero et al., 2007; Gonzalez-
Aguero et al., 2001). Ademas, existe evidencia que indica que la P4 es capaz de
regular la expresion de ciertos genes que comunmente se encuentran implicados
en diversos tipos de cancer (Purmonen et al., 2008; Kim y Chapman-Davis, 2010;
Hernandez-Hernandez et al., 2012).

A pesar de las investigaciones sobre hormonas y su relacion con el
desarrollo y crecimiento de tumores, se desconoce el papel de la P4 en la
regulacion del perfil de expresion génica en astrocitomas, por lo que en este
trabajo se estudi6 el efecto de la P4 sobre tal expresion en la linea celular de

astrocitomas humanos U373 de grado Il de evolucion tumoral.
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3. ANTECEDENTES

3.1. Cancer y sus principales caracteristicas

Cancer es un término que se refiere a enfermedades en las que células
anormales se dividen de forma incontrolada y pueden invadir otros tejidos. Ese
tipo de células puede diseminarse a otras partes del cuerpo por el sistema
sanguineo y por el sistema linfatico (NCI, 2012; World Health Organization, 2002).

Los términos cancer y tumor son en ocasiones utilizados indistintamente, sin
embargo, un tumor no es necesariamente cancer, ya que se refiere solo a un
crecimiento anormal de las células de forma que éstas se dividen mas
rapidamente que la células sanas del mismo tipo, lo cual se conoce también como
tumor benigno (Stricker y Kumar, 2009; Strayer y Rubin, 2012).

De forma general, el cancer puede dividirse en categorias, que incluyen:
-Carcinoma: cancer que empieza en la piel o tejidos que delimitan o cubren
organos internos.

-Sarcoma: cancer que comienza en hueso, cartilago, tejido graso, musculo, vasos
sanguineos u otro tejido conectivo o de soporte.

-Leucemia: cancer que inicia en la médula 6sea y afecta a las células sanguineas
y SUS precursores.

-Linfoma y mieloma: cancer que comienza en células del sistema inmune
-Cancer/tumor del sistema nervioso central (SNC): cancer que empieza en tejido
cerebral y médula espinal (Dollinger et al., 2008; NCI, 2012).

Las células en el cancer contienen todos los elementos necesarios para su
sobrevivencia y poder llevar a cabo proliferacion, diferenciacién, muerte celular y
funciones célula-especificas, sin embargo, la regulacion de estas funciones se
encuentra alterada (Chow, 2010).

En esta patologia, numerosas funciones celulares tienden a ser
inapropiadamente reguladas de forma que se observan cambios importantes.

Entre estos se encuentra una proliferacién celular anormal, es decir, en este caso
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un incremento en el nimero de células con respecto al tejido sano como resultado
de un mayor crecimiento y division celular.

De forma general, la velocidad de proliferacién en cualquier poblacién de
células depende de tres parametros: 1) la velocidad de division celular, 2) la
fraccion de células dentro de esa poblacion que llevan a cabo division celular y 3)
la velocidad de pérdida de células de la poblacion debida a que llegan a su
diferenciacion terminal o debida a muerte celular (Alenzi, 2004).

Para mantener la homeostasis y presentar un desarrollo normal, cada tejido
mantiene una fuerte regulacion y dispone de diversos mecanismos de control
sobre cada uno de los pardmetros implicados en la velocidad de proliferacién
celular. Entre los mecanismos mas importantes implicados en este proceso se
encuentran la capacidad de respuesta a factores inductores e inhibidores de
crecimiento y la capacidad limitada para replicarse. En contraste con células
sanas, se sabe que en las células tumorales se pierden gradualmente estos
mecanismos (Witsch et al., 2010; Oriola et al. 2004). Muchas de las causas de
estas pérdidas son debidas a alteraciones en los genes que dan lugar a cambios
relacionados directamente con las proteinas (ya sea que resulte modificada su
estructura o su expresion), gran cantidad de las cuales son capaces de aumentar
de forma directa o indirecta la proliferacién celular. Entre éstos se pueden
encontrar proto-oncogenes y/o genes supresores de tumores (Duffy et al. 2008).

En células tumorales se han observado defectos a diferentes niveles. Por
ejemplo, estas células pueden ser capaces de producir sus propios factores de
crecimiento. Alternativamente, hay receptores que pueden ser producidos en
exceso, como es el caso del receptor al factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
en numerosos tumores, de forma que, a cierta concentracién de ligando hay una
mayor estimulacion que la observada en células sanas. También hay alteraciones
gue pueden modificar mecanismos de sefalizacion intracelular (Witsch et al.,
2010).

También se sabe que los procesos fisiologicos de muerte celular,
particularmente muerte celular programada o apoptosis, resultan desregulados en
las células de cancer (Hanahan y Weinberg, 2011; Oriola et al. 2004).
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Se conocen tres vias de apoptosis, las cuales resultan en la activacion de
caspasas efectoras (3, 6 y 7), cisteina proteasas que cortan sus sustratos en el
enlace que se encuentra inmediatamente después de residuos especificos de
acido aspartico. Una de las vias es la mitocondrial o via del citocromo C, la cual es
mediada a través de miembros de la familia Bcl-2, lo cual resulta en la activacion
de Apaf-1, caspasa-9 y caspasa-3. La segunda via involucra a miembros de la
familia de receptores a TNF (por ejemplo, receptores Fas o TRAIL) y activacién de
la caspasa-8 para subsecuentemente activar a la caspasa-3. Finalmente, la
granzima B (producto citolitico de las células T) directamente corta a la caspasa 3
y/o activa una serie de caspasas lo cual resulta en apoptosis (Elmore, 2007; Tait y
Green, 2010).

La muerte celular es un mecanismo necesario y complementario a la
proliferacion para asegurar la homeostasis de todos los tejidos y necesita ser
altamente regulado ya que defectos en la maquinaria apoptética aumentan la
sobrevivencia celular y pueden contribuir a la expansién neoplasica. Ademas,
alteraciones en las vias apoptoticas confieren resistencia a quimioterapia,
radiacion y destruccion celular mediada por la respuesta inmune (Elmore, 2007).

La diferenciacion celular es otro de los procesos que pueden estar alterados
en el cancer; puede ser detenida en una etapa particular o bien, las células
tumorales pueden diferenciarse a un tipo celular inapropiado o anormal. La
organizacién cromosomica y genética puede ser desestabilizada de tal forma que
se originan con alta frecuencia variantes celulares; algunas de estas pueden
presentar incremento o disminucion en la produccion de proteinas, entre ellas, las
gue permiten invasién celular y metastasis (Hanahan y Weinberg, 2011).

La invasién es un proceso mas eficiente que la metastasis, ya que se sabe
que diariamente millones de células pasan a la circulacion, pero solamente una
pequefia fraccion logra colonizar otros tejidos y es considerado como prerrequisto
para la metastasis (Wittekind y Neid, 2005).

La metastasis es un proceso en el cual una célula o un grupo de ellas son
capaces de dejar el tumor primario para colonizar y crecer en un sitio o tejido

secundario. Involucra una serie de momentos que incluyen, escape de las células
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del sitio primario del tumor, infiltracion al estroma local, entrada a los vasos
sanguineos y linfaticos (intravasacion), agregacion con las plaquetas, interaccion
con adhesion al endotelio distante, extravasacion y evasion del sistema inmune,
todo para llegar a la recolonizacion y expansion celular (Thomson y Newgreen,
2005; Paz et al., 2013).

La invasion y metastasis son las caracteristicas mas peligrosas del cancer
(Nguyen et al., 2009; Paz et al., 2013). La capacidad de invasion puede no ser
expresada inicialmente o en todos los tumores, de aqui que sea posible realizar
reseccion del tejido tumoral, sin embargo, en muchos de los casos se da un
posterior desarrollo del potencial invasivo de forma que el tumor se vuelve maligno
y se desarrolla cancer. Una vez que el tumor se vuelve invasivo, puede
diseminarse a través de canales linfaticos y/o vasculares. La invasion local puede
comprometer la funcion de los tejidos involucrados por compresion y destruccion
de estos o mediante la prevencion de su funcionamiento normal, sin embargo, el
cambio determinante en este tipo de patologias es el establecimiento de
metastasis. En esta Ultima etapa el cancer no puede ser tratado con terapia local
como unica forma de tratamiento.

Tumores de tamafio e histologia similares pueden presentar un potencial
metastasico diferente ya que éste depende, ademas del genotipo, de factores
locales externos (Nguyen et al., 2009).

Finalmente, hay que considerar que en el cancer, al igual que en las células
sanas, para que un tumor pueda desarrollarse, sus células requieren oxigeno,
nutrientes, hormonas y factores de crecimiento (para lo cual, a través de la
angiogénesis y linfangiogénesis, se forman nuevos capilares que proveen
conductos), sin embargo, ya que la proliferacién en éstas es mayor, el suministro,
produccion, respuesta y sefalizacion de estos elementos también se encuentra
alterado para permitir que se lleven a cabo los procesos relacionados con su
mantenimiento o progresion, por ejemplo, la expansion clonal o invasion (Witsch et
al., 2010).
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3.2. Astrocitomas

Los astrocitomas son tumores neuroectodérmicos (Louis, 2006) que surgen
de los astrocitos, los cuales son un tipo de células gliales, por lo que, un
astrocitoma es un tipo de glioma (Badash, 2009). Este tipo de tumores son las
neoplasias cerebrales primarias mas comunes y agresivas en seres humanos, se
presentan principalmente en adultos de entre 50 y 70 afos y poseen un alto
potencial de malignidad (Gonzalez-Agtiero et al., 2001).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica a los astrocitomas
segun sus caracteristicas histolégicas (presencia de atipia, proporcion de células
en mitosis, proliferacion endotelial y necrosis) y capacidad de invasion vy
progresion, en cuatro grados de malignidad, siendo los de grado | biolégicamente
menos agresivos Y los de grado IV aquéllos de mayor agresividad:

- Astrocitoma pilocitico (grado 1)

Los astrocitomas pilociticos son relativamente delimitados, de lento crecimiento
y se presentan principalmente en nifios y adultos jovenes. Afectan mas
comunmente al cerebelo, seguido por el hipotalamo, nervio y quiasma opticos,
talamo, ganglios basales, tallo cerebral y hemisferios cerebrales.
Histolégicamente se caracterizan por un patrén bifasico de tejidos compacto y
laxo. Las zonas compactas consisten de densos agregados de astrocitos
bipolares alargados, mientras que las areas esponjosas consisten de astrocitos
multipolares redondos en asociacion con microquistes y granulos eosinofilicos.
En ocasiones puede observarse proliferacion vascular glomerular, sin embargo,
no es considerada como una sefal de malignidad. Las células que componen al
astrocitoma presentan fuerte inmunopositividad a la proteina acidica fibrilar glial
(GFAP) (Sarkar et al., 2009). Estos tumores usualmente pueden ser eliminados
mediante reseccion quirurgica (total o parcial) y/o radio/quimioterapia (Bristol,
2009).

- Astrocitoma difuso (grado II)

Los astrocitomas difusos o infiltrantes afectan cominmente a adultos entre 30 y

40 afos de edad. Estos tumores estan caracterizados por un alto grado de
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diferenciacion, lento crecimiento celular y bordes no definidos, pero con una
tendencia intrinseca para la progresion a astrocitomas anaplasicos y en el peor
de los casos a glioblastomas. Se presentan comunmente en los hemisferios
cerebrales, seguidos por el tallo cerebral y la médula espinal. Histologicamente,
se observa en éstos un moderado incremento celular, astrocitos bien
diferenciados y con atipia nuclear ocasional. En los astrocitomas de grado Il se
observa una baja proporcién de células con actividad mitética y proliferacién
endotelial, ademas de no presentar necrosis. La inmunorreactividad a GFAP, un
marcador de astrocitos y células madre neurales, es en general alta.
Usualmente son positivos también a otras dos proteinas, vimentina y S-100,
aunque tienen poca relevancia en su diagnostico (Sarkar et al., 2009). El
tratamiento puede incluir reseccion quirargica (aunque en mucho menor medida
gue en los astrocitomas grado | debido a su capacidad de infiltracion),
quimioterapia y/o radioterapia (Bristol, 2009). En general, la media de
sobrevivencia de los pacientes es de 5 afios (Louis et al., 2007).

- Astrocitoma anaplésico (grado Ill)

De forma similar a los astrocitomas difusamente infiltrantes, los astrocitomas
anaplésicos estan preferencialmente localizados en los hemisferios cerebrales y
usualmente afectan a adultos de entre 40 y 60 afios de edad. Estan
histolégicamente caracterizados por atipia nuclear, aumento celular y actividad
proliferativa significativa. Sefiales adicionales de neoplasia incluyen células
tumorales multinucleadas con anormalidades en la mitosis y positivas a GFAP.
(Sarkar et al., 2009) Los astrocitomas anaplasicos son el grado de astrocitoma
con diagnéstico mas frecuente y cominmente progresan a tumores grado IV en
un tiempo de maximo 8 afos, sin embargo, no existe un marcador que pueda
predecir el tiempo de progresion de forma individual (Schittenhelm, 2011). El
tratamiento inicial estandar incluye la maxima remocion posible del tumor sin
causar deficiencias neurolégicas (en la mayoria de los casos resulta muy poco
efectiva), radioterapia y/o quimioterapia (Buckner et al., 2007). El tiempo de
sobrevida de los pacientes con esta patologia es de 2-3 afios (Louis et al.,
2007).
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- Glioblastoma multiforme (grado 1V)

El glioblastoma multiforme es el tumor primario del SNC de mayor frecuencia y
malignidad. ComUnmente se presentan en adultos entre las edades de 45 a 70
afios (Daumas-Duport et al., 1988) y de forma preferencial en los hemisferios
cerebrales (Sarkar et al., 2009), ganglios basales y talamo. Estos tumores
llegan a medir hasta 5 cm, microscOpicamente son altamente anaplésicos y
pueden estar compuestos de células de diversas morfologias. Algunos de estos
tipos celulares tienen una morfologia de estrella y expresion de marcadores
caracteristicos como GFAP y S-100, mientras que otras de las células
presentes estan desdiferenciadas y mezcladas con elementos estromales tales
como astrocitos reactivos (caracterizados por hipertrofia y regulacién a la alta
de varias moléculas, incluyendo GFAP y S-100), microglia y otros infiltrados
inmunes (Hadjipanayis y Van Meir, 2009). La atipia nuclear en estas células es
muy evidente y la gran actividad mitética, incluyendo formas atipicas, es una
caracteristica prominente. La presencia de proliferacion microvascular atipica
(debida a secrecion de factores estimulantes de formacién de vasos
sanguineos) y/o necrosis es esencial para su diagnostico.

Los glioblastomas pueden desarrollarse por progresion a partir de gliomas de
menor malignidad (“glioblastoma secundario”) o desarrollarse de novo, es decir,
sin evidencia de una lesién previa de menor malignidad (“glioblastoma primario”),
los cuales representan aproximadamente el 90% de los casos. Morfolégicamente,
los glioblastomas primarios y secundarios son indistinguibles entre ellos, sin
embargo, diversos estudios han mostrado que estos subtipos presentan
recurrentes alteraciones en el nimero de copias del DNA vy diferentes patrones
transcripcionales que finalmente resultan en la alteracion de vias similares de
sefalizacion. Clinicamente, los glioblastomas secundarios tienden a ocurrir en
pacientes jovenes (con una media de 45-50 afios), mientras que los glioblastomas
primarios ocurren mayormente en pacientes de edades mas tardias (Furnari et al.,
2007 y Sarkar et al., 2009). La sobrevida de los pacientes con glioblastoma
multiforme es corta, generalmente fallecen dentro del primer afio después del

diagnostico (Louis et al.,, 2007). Estos tumores son muy resistentes a la
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radioterapia y quimioterapia, y, debido a su alta capacidad para infiltrarse, en
especial al parénquima cerebral, generalmente no es posible realizar reseccion
quirdrgica (Hadjipanayis y Van Meir, 2009).

Incluso con todos los avances terapéuticos, la intervencion curativa para los
astrocitomas mas agresivos es muy pobre, de modo que el cuidado médico radica
principalmente en el manejo paliativo de los pacientes. Es por esto que en muchos
casos se busca ofrecer a los pacientes tratamientos experimentales o alternativos
(como ocurre con otros tipos de tumores) entre los que se encuentran
quimioterapia intrarterial, inmunoterapia, terapia génica y tratamientos endoécrinos
(Edward y Longo, 2005 y Stupp et al., 2010).

Las causas por las que se desarrollan los astrocitomas alun no estan bien
establecidas, sin embargo, se ha determinado que, como en muchos otros tipos
de cancer, diversos factores genéticos y ambientales podrian estar implicados en
su etiologia a diferentes niveles. Se ha propuesto también que otros factores
pueden regular el crecimiento tumoral, entre ellos, las hormonas sexuales como la
progesterona, P4 (Anand et al., 2008, Park et al., 2008; Silvera et al., 2006).

A pesar de los tratamientos actuales, aun con los mas agresivos, que
incluyen cirugia, radioterapia y quimioterapia, e incluso con todos los avances
terapéuticos, el prondstico y la intervencion curativa para los astrocitomas mas
agresivos es muy pobre, de modo que el cuidado médico radica principalmente en
el manejo paliativo de los pacientes. Es por esto que en muchos casos se busca
ofrecer a los pacientes tratamientos experimentales o alternativos (como ocurre
con otros tipos de tumores) entre los que se encuentran, inmunoterapia, terapia
génica y tratamientos endécrinos (Edward y Longo, 2005; Batchelor y Supko,
2013).

En general, los primeros sintomas causados por estos tumores pueden
incluir: dolores de cabeza y vomito debido al aumento en la presion intracraneal,
cambios visuales, ataques, cambios de personalidad, demencia o problemas con
la memoria, el aprendizaje, la concentracion y problemas motores. Los sintomas

subsecuentes varian dependiendo de la localizacién del astrocitoma (Badash,
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2009) y se ha reportado que la sobrevivencia de los pacientes esta inversamente
relacionada al grado del tumor (Daumas-Duport et al., 1988).

Las alteraciones mas frecuentes que se encuentran en astrocitomas son la
pérdida de heterocigocidad, la desregulacion de las vias de sefializacion de
p53/ubiquitina ligasa de p53 (MDMZ2)/inhibidor de la cinasa 2B dependiente de
ciclina (Pl4arf) y de cinasa 4 dependiente de ciclina (CDK4)/gen del
retinoblastoma (RB)/inhibidor de la cinasa 2A dependiente de ciclina (P16ink4)
implicadas en division celular, asi como la anormalidad en la expresion de genes
como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), que promueve la
angiogénesis, el receptor al factor de crecimiento epidérmico (EGFR), que
promueve la divisién celular y la ciclina D1 que participa en la regulacién del ciclo
celular (Ichimura et al., 2004). Se han reportado altos niveles del mRNA y de la
proteina de VEGF, EGFR vy ciclina D1 en biopsias de tumores obtenidas de
pacientes con astrocitomas grado IV comparado con los de grado Il y Il asociados
con alta proliferacion celular y una menor sobrevida de los pacientes (Godard et
al., 2003; Sallinen et al., 1999).

Las causas por las que se desarrollan los astrocitomas aun no estan bien
establecidas, sin embargo, se ha observado que, como en muchos otros tipos de
cancer, diversos factores genéticos y ambientales podrian estar implicados en su
etiologia a diferentes niveles y considerarse como “de riesgo” (Anand et al., 2008;
Park et al., 2008). En cuanto a estos factores, existen reportes en donde se
menciona que pacientes con ciertas condiciones genéticas raras, como
neurofibromatosis (Cheuk et al., 2013), sindrome de Li-Fraumeni (Malkin et al.,
1990; Yamada et al., 2009) y sindrome de Turcot (Okamoto et al., 2004), tienen
mayor riesgo de desarrollar este tipo de tumores en comparacién con los que no
las presentan (Cancer Council Australia, 2011). También, entre los factores de
riesgo, se ha sugerido la exposicion a pesticidas y a radiacion no ionizante (Porter,
2012 y Cancer Council Australia, 2011). Ademas, entre los factores mas
aceptados, se encuentra la edad y la exposicion a radiacion ionizante y las

hormonas sexuales como la P4, las cuales se han propuesto que podrian regular
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el crecimiento y desarrollo tumoral (Cancer Council Australia, 2011; Silvera et al.,
2006).

3.3. Estructuray funciones de la progesterona (Py)

La P, (4-pregnen-3,20-diona) es una hormona esteroide de 21 tomos de
carbono derivada del colesterol; por lo que al igual que éste, contiene un ndcleo de
ciclopentanoperhidrofenantreno (Gupta y Chia, 2007; Baeck et al., 2009). El primer
paso en su biosintesis corresponde a la conversion de colesterol en pregnenolona,
reaccion que tiene lugar en la mitocondria. Posteriormente, la pregnenolona pasa
de la mitocondria al reticulo endoplasmico liso donde es convertida en P, (Figura
1) (Schumacher y Guennoun, 2009).

Colesterol
CYP11A 20,22-liasa
(escisidn de la
cadena lateral
} ?HE
{: o 3Jp-HSD

CYP17 v (deshidrogenasalisomerasa
(17 w-hidroxilasa) de hidroxiesteroides)

CHy
P HD
C=0 Pregnenolona c O
;ﬁ OH
: -5

HO O

17-hidroxipregnenolona

Figura 1. Biosintesis de la P,. Conversion de colesterol a pregnenolona por CYP11A
(también llamada colesterol 20,22-desmolasa o P450scc) y de ésta a P, por la enzima 3f3-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (3p3-HSD). La 3B-HSD cataliza dos reacciones: la
deshidrogenacién del grupo OH del carbono (C) 3 y la subsecuente isomerizacion del
doble enlace entre el C5y C6 a un doble enlace entre el C4 y C5 (Carr et al., 2005).
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La P4 es sintetizada y secretada por los ovarios (cuerpo luteo y foliculos),
testiculos, glandulas adrenales y placenta (Henley et al., 2005). Ademas, puede
ser sintetizada en el cerebro y la médula espinal, ya sea de novo a partir del
colesterol o a partir de la pregnenolona circulante (Baulieu, 1999). En los
vertebrados, la sintesis y secrecion de P, esta regulada por otras hormonas, tales
como la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH)
(Henley et al., 2005).

Cuando es metabolizada, la P, es convertida a 5a-dihidroprogesterona (5a-
DHP), metabolito que es susceptible a una reduccién y es convertido a 3a,5a-
tetrahidroprogesterona (3a,5a-THP) (Figura 2). Ademas, puede ser convertida a
20a-hidroxiprogesterona, un metabolito con menor actividad biologica

(Schumacher y Guennoun, 2009).

e

- o CH,. 0 CHy~, 0

1 \r _

Dsf?""‘xf-'f -~ 0 ' Hoo T

H H

3u5¢ -Tetrahidroprogesterona
(Blopregnanolona)

Progesterona 5S¢t -Dihidroxiprogesterona

Figura 2. Metabolismo de la P,. La enzima 5a-reductasa cataliza la conversion de P, a
5a-dihidroprogesterona (5a-DHP), mientras que la 3a-hidroxiesteroide oxidorreductasa
(3a-HOR; también llamada 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa) cataliza la conversion de
50-DHP a 3a,5a-THP (alopregnanolona) (Schumacher y Guennoun, 2009).

Cerca del 2% de la P4 circulante esta en su forma libre o unida a la globulina
de union a hormonas sexuales, mientras que 80% esta unida a la albimina y 18%
a la globulina de unién a corticosteroides (transcortina) (Speroff y Fritz, 2005;
Westphal et al., 1973). La P, tiene una vida media de 36.5 h (Miller et al., 1999) y
en el higado se convierte en pregnandiol, el cual se conjuga con acido glucurénico
y se excreta principalmente en la orina (Figura 3) (Speroff y Fritz, 2005; Gupta y
Chia, 2007).

& |15



ANTECEDENTES

Hat,

H""'-I:H3

OH

at

Figura 3. Formacion de un glucurénido a partir de pregnandiol.

En los varones, la concentracién plasmatica de P4 es cercana a 0.3 ng/mL.
En las mujeres, la concentracion de P, es mayor y varia a lo largo del ciclo

menstrual (Tabla 1), en el embarazo y en la menopausia (Angel y Angel, 2006).

Tabla 1. Concentracion plasmatica de P, en las diferentes etapas del ciclo menstrual
(Kratz et al., 2010; Angel y Angel, 2006).

Etapa Progesterona (ng/mL)
Menstruacion 0.1-0.5
Folicular 0.1-1.5
Ovulatoria 1.5-2.0
Lutea 2.5-28.2

La P4 se encuentra involucrada en la regulacion de un amplio nimero de
funciones en los mamiferos a través de mecanismos de accion que seran
explicados mas adelante. Participa en procesos como la regulacion de la
ovulacion, estimulacion de la regeneracion del estroma endometrial,
mantenimiento del embarazo, desarrollo alveolar de la glandula mamaria como
parte de la preparacion para la lactancia (Graham et al., 1997), ascenso de la
temperatura basal en la ovulacion (Stachenfeld et al., 2000), estimulacion de la
respiracion, conducta sexual, modulacion de la masa 6sea, regulacion del sistema
inmune, neuroproteccion, reduccion de la excitabilidad neuronal, memoria y
aprendizaje, ciclo suefo-vigilia, neuroproteccion y en el crecimiento de diversos
tumores (Camacho-Arroyo et al., 2003).
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En cuanto a los efectos que tiene esta hormona sobre las células del sistema
nervioso central, es importante mencionar que no estan limitados a las neuronas.
De hecho, han sido estudiados sobre los astrocitos in vitro e in vivo en condiciones
de inflamacion y/o dafio cerebral (como en traumas, patologias hipoxico-
isquémicas y dafo a la médula espinal), y se ha reportado que la P4 disminuye su
acumulacion alrededor de la lesién, inhibe la activacion y proliferacion de estas
células, probablemente a través de un incremento en la apoptosis y una
disminucién de citocinas proinflamatorias como TNF-a, y ademas, que regula a la
baja la expresion de GFAP en los astrocitos reactivos, hechos que se ha sugerido
que forman parte del proceso de neuroproteccion que se le atribuye (Wang et al,
2011; Labombarda et al., 2011; Stein et al., 2008).

3.3.1. Antagonistas de la P4

Los antagonistas de P, pertenecen a la gran familia de ligandos del receptor
intracelular a esta hormona esteroide (receptor a progesterona, RP). Desde que
fue publicado el primer reporte acerca de la mifepristona (RU486), un antagonista
de progestinas y glucocorticoides (Figura 4), numerosos ligandos relacionados a
éste han sido sintetizados, los cuales exhiben un amplio espectro en su rango de
actividad, desde antagonistas de P, puros hasta ligandos con actividad de
agonista-antagonista (Spitz, 2003).

Inicialmente los antagonistas de P4 fueron divididos en antagonistas Tipo 1y
Tipo 2. Los antagonistas Tipo 1 fueron considerados como “puros” ya que
antagonizan por completo la accion de su receptor. Un ejemplo es la onapristona
(ZK98299) (Figura 4). En contraste, los antagonistas Tipo 2, como el RU486,
pueden incluso activar al receptor al que se unen de manera dependiente del tipo
celular, el contexto del promotor y otras vias de sefializacién. Los compuestos con
actividad de agonista-antagonista son actualmente conocidos como moduladores
selectivos del receptor a progesterona (SPRMs) o como agonistas-antagonistas
parciales (Spitz, 2003).
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Figura 4. Estructura quimica de dos antagonistas de P,. A) RU486 (Mifepristona). La
estructura muestra sustituciones en las posiciones 11 y 17 que son caracteristicas de
antiprogestinas esteroidales. B) ZK98299 (Onapristona) (Leonhardt y Edwards, 2002;
Raaijmakers et al., 2009).

Se sabe que el RU486 compite con la P4 por el sitio de union a ésta en el RP
y que se une a éste con una constante de afinidad (K;) media de 1.4 nM = 0.3 nM
(ligeramente mayor que la de la P4) (Raaijmakers et al.,, 2009). Aunque la
activacion del RP no se ve afectada al unirse el RU486, estudios con
coactivadores de la familia p160 y de la estructura del sitio donde se une el
ligando, han demostrado que el RU486 no se une a las mismas regiones que un
agonista y que induce una conformacion diferente de su extremo C-terminal
(Leonhardt y Edwards, 2002). Esta conformacion alterna no permite la interaccion
con coactivadores y promueve el reclutamiento de correpresores.

En cuanto a su aplicacion clinica, los antagonistas de P4 tienen diversos
efectos sobre el sistema reproductivo de manera que no permiten que la P4 ejerza
sus efectos, ya que tanto las acciones de estos compuestos, asi como de la
hormona, estan mediados a través del RP. Ademas pueden ser utilizados en el
tratamiento de algunos tipos de cancer. Esto debido a que existen tumores, ya sea
benignos o malignos, que poseen receptores para hormonas esteroides o son
dependientes de éstas, por ejemplo, el RU486 ha sido utilizado en el tratamiento
contra meningiomas y cancer ovarico, y ya que estos tumores poseen RP, es
posible entonces que la mifepristona se una al receptor para inhibir su actividad
(Spitz, 2003).
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3.4. Receptor a progesterona (RP)

3.4.1. Caracteristicas y funciones del RP

Muchos de los efectos biologicos de la P4 estan mediados a través del RP, el
cual pertenece a la superfamilia de receptores nucleares cuyos miembros regulan
la expresion de genes en respuesta a la unién con su ligando (Kastner et al.,
1990). En una gran variedad de vertebrados, incluyendo aves, roedores, monos y
humanos, el RP presenta dos isoformas: una larga denominada RP-B y una corta
denominada RP-A (Guerra-Araiza y Camacho-Arroyo, 2000), con excepcion del
conejo en el cual sélo se ha detectado la isoforma RP-B (Loosfelt et al., 1986).
Ambas isoformas del RP son producto de un Unico gen, pero generadas a partir de
diferentes sitios de inicio de la transcripcion y reguladas por diferentes promotores.
En el humano, este gen se encuentra localizado en el cromosoma 11q22-23 (Tetel
et al., 2009), tiene un tamafio aproximado de 90 kb y comprende 8 exones y 7
intrones (Misrahi et al., 1993) que generan un mMRNA de aproximadamente 3000
nucleétidos (Theveny et al., 1987) el cual da origen a un polipéptido de 933
aminoécidos (aa) (Misrahi et al., 1993) (Figura 5).

El RP tiene una estructura dividida en dominios funcionales que consiste en
una regién amino terminal (N-terminal), un dominio de uniéon al DNA (DBD), una
region de bisagra y una region carboxilo terminal (C-terminal) en donde se
encuentra el dominio de union al ligando (LBD). Al igual que la mayoria de los
receptores a esteroides, tiene al menos dos funciones de activacion de la
transcripcion (AF) (Figuras 5y 6).

El dominio N-terminal es codificado por el exén 1 y modula las interacciones
intramoleculares y proteina-proteina. EI DBD se codifica por los exones 2 y 3,
consiste de dos motivos denominados “dedos de zinc”, elementos criticos para la
activacion de genes blanco, participa en su dimerizacion con otro RP y media la
unién del complejo ligando-receptor a elementos de respuesta a progesterona
(ERP). Estos ultimos consisten, de manera general, en secuencias consenso

(palindromicas o directamente repetidas) de seis nucleotidos que estan separadas
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por un espaciador de tres nucleotidos. Adyacente al DBD se encuentra la region
de bisagra, la cual se codifica a partir del exon 4, es importante para la apropiada
dimerizacion del RP, participa en la estabilizacion del receptor mediante su unién
con proteinas de choque térmico (Hsp) y contiene una secuencia de localizacion
nuclear (NLS). ElI LBD consiste de 10-12 a-hélices que forman un sitio hidrofébico
de unidn al ligando y se codifica del exén 5 al exén 8 (Misrahi et al., 1993; Tetel et
al., 2009).

A 784 552
1 165 346 597 636 733 8§30 933

B
A
- a
00 -10m 744 1236 2363

Regidn promatara 1 Redidn promatora 2
RP-B RP-A,

Figura 5. Representacion esquemadtica de la estructura de la proteina y del gen del RP
humano (hRP). A) Organizacion de los dominios del RP. La secuencia total de
aminoacidos (aa) (933) se muestra dividida en cuatro dominios: en color gris oscuro el
dominio amino terminal (N terminal), en blanco el dominio de union al DNA (DBD), en
negro la region de bisagra y sefialado en gris claro el dominio de union al ligando (LBD).
B) Esquema del gen. Se muestra la localizacion de las dos regiones promotoras: la region
promotora 1 se encuentra ubicada de la posicién -711 a +31 y la region 2 en la posicion
+464 a +1105. Los exones estan senalados con la letra “E” seguida del numero
correspondiente a cada exdn. Los limites de los exones estdn proyectados con lineas
rectas hacia el esquema de la estructura de la proteina en donde se representa su
correspondencia con la posicién y numero de aa, los cuales estan sefialados con numeros
en la parte superior. Los intrones estan sefialados como lineas interrumpidas () entre
cada exdn. Se sefialan las 2 posiciones de inicio de la traduccion (ATG) (ATG-1 a +744 y
ATG-2 a +1236) y la posicion de término (TGA) (Misrahi et al., 1993).
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Figura 6. Esquema representativo de los dominios funcionales del RP (A-E). Los numeros
indican las posiciones de los aa que delinean el inicio y término de cada dominio, mientras
gue las flechas ({) indican el sitio de inicio de la traduccion de las dos isoformas. A/B:
extremo N-terminal de la isoforma A/B, C: dominio de unién al DNA (DBD), D: regién de
bisagra, E: dominio de unién al ligando (LBD), AF: funcién de activacion, NLS: sefial de
localizacién nuclear; Hsp: proteinas de choque térmico (Camacho-Arroyo y Rodriguez-
Dorantes, 2006).

3.4.2. Isoformas del RP

Como se menciono6 anteriormente, se han identificado dos isoformas del RP,
las cuales se han denominado RP-A (80-94 kDa; en el humano, hRP: 94 kDa) y
RP-B (108-120 kDa; en el humano, hRP: 114 kDa). RP-A carece de 164 aa en la
region amino terminal, mientras que en RP-B si estan presentes (Figura 7). El RP-
A posee solamente dos regiones con funciones de activacion, mientras que el RP-
B contiene ademas una tercera regiéon (AF-3) presente en el extremo amino
terminal (Figura 6). Ademas, existe la presencia de una regiébn con funcion
inhibidora localizada en la regién adyacente a AF-1 que solo es funcional en RP-A
(Guerra-Araiza y Camacho-Arroyo, 2000). Estudios cinéticos indican que la
constante de disociacién de la P, por RP-A y RP-B es de 1.2 nM y 0.9 nM,
respectivamente (Raaijmakers et al., 2009).
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Figura 7. Esquema de la organizacion de las isoformas del hRP. Los nimeros indican la
posicion de las bases en el gen y de los aminoacidos (aa) en las proteinas del receptor. A-
E: dominios funcionales del RP, ITB: sitio de inicio de la transcripcion de RP-B, ITA: sitio
de inicio de la transcripcion de RP-A, ATG-B: coddn de inicio de la traduccién de RP-B;
ATG-A: codon de inicio de la traduccion de RP-A, TGA: coddn de término de la traduccién
(Park-Sarge y Mayo, 1994; Kraus et al., 1993).

En el ser humano, ambas isoformas del RP son codificadas por el mismo gen
pero se transcriben a partir de la regulacion de dos secuencias promotoras
distintas que dan lugar a diferentes mRNA. Una secuencia es distal (de -711 a
+31) y corresponde a la secuencia promotora de RP-B, mientras que la otra es
proximal (de +464 a +1105) (Figura 5) y corresponde a la secuencia promotora de
RP-A (Pathiraja et al., 2011; Kraus et al., 1993).

El RP tiene la capacidad de unirse al DNA como tres especies diméricas: AA,
AB y BB. Se ha demostrado que el efecto de la transcripcion mediada por el RP no
es igual cuando se forman homodimeros o heterodimeros, hecho que esta
determinado por la concentracion celular de la isoforma especifica (Suarez-
Calderon y Diaz Yamal, 2008; Horwitz et al., 2007).

Las isoformas del RP pueden tener diferentes funciones dependiendo del
tipo de célula, del gen blanco y del promotor (Hansberg-Pastor et al., 2013; Daniel

et al., 2009; Camacho-Arroyo y Rodriguez-Dorantes, 2006). En muchos sistemas
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celulares la isoforma RP-B (B:B) actia como un activador transcripcional, mientras
que el RP-A (A:A) funciona como un fuerte represor de la actividad transcripcional,
incluyendo a RP-B y otros receptores a hormonas esteroides (Clemm et al., 1995;
Mulac-Jericevic y Conneely, 2004; Camacho-Arroyo y Morales, 2012). Esta
capacidad represora permite al RP-A mediar las acciones de la P, al mismo
tiempo que regula los efectos de otras hormonas, participando de forma
importante en la integracion de sefales (cross-talk) mediadas por otros receptores

a hormonas (Camacho-Arroyo y Rodriguez-Dorantes, 2006).

3.5. Mecanismos de accién de la P4

Los mecanismos celulares mediante los cuales la P, puede llevar a cabo sus
efectos se dividen en dos: clasico y no clasico (Bramley, 2003). El primer
mecanismo involucra la interaccion de la P4 con el RP, mientras que el segundo
requiere la interaccion de la P, con canales iGnicos y receptores membranales
especificos (RPm) y receptores a neurotransmisores, receptores de tipo tirosina
cinasa y receptores de siete dominios transmembranales (Figura 8) (Camacho-
Arroyo et al., 2003; Camacho-Arroyo et al., 2007).

Por medio del mecanismo clasico se generan cambios en la transcripcion de
genes especificos después de la interaccion de la P4 con el RP. En general, en el
mecanismo de accion del RP, la P, atraviesa las membranas celulares por difusiéon
simple debido a su caracter lipofilico y en el nacleo o en el citoplasma se une a su
receptor; la union provoca un cambio estructural en el receptor nuclear que le
permite la disociacion de las proteinas de choque térmico (Hsp70, 90 y 56), lo que
expone la region que le permite ser fosforilada y formar dimeros, resultando en
una estructura con alta afinidad a secuencias especificas en el DNA (ERP). Una
vez unido al ERP, el complejo ligando-receptor facilita el ensamblaje y la
estabilizacion del complejo de pre-iniciacion de la transcripcion en los promotores
de genes blanco de P, (Figura 9), por ejemplo el VEGF y EGFR (Camacho-Arroyo
y Rodriguez-Dorantes, 2006; Ward y Weigel, 2009). El receptor activado unido al

ligando puede reclutar correguladores, como los coactivadores de receptores a
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hormonas esteroides (SRC) que, de manera dependiente de ligando, facilitan el

proceso de transcripcion (Scarpin et al., 2009).
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Figura 8. Esquema de los diferentes mecanismos de accion de la P, Los efectos de la P,
ocurren por dos diferentes mecanismos celulares: 1) a nivel membranal incluye receptores
membranales y canales idnicos, cuya activacion inicia cascadas de sefializacion mediante
la intervencion de mensajeros intracelulares. mRP: Receptor membranal a P4, G: Proteina
G, aBy: Subunidades de la proteina G, cAMP: Adenosin monofosfato ciclico, PKA:
Proteina Cinasa A, GABA,R: Receptor a GABA tipo A, Ca®: Calcio, CI: Cloro, K
Potasio, PTK: Proteina Tirosina Cinasa, MAPK: Proteina Cinasa Activada por Mitégeno,
MEK: Cinasa de MAPK, PI3-K: Cinasa de Inositol Trifosfato, PLC: Fosfolipasa C, DAG:
Diacil glicerol, PKC: Proteina Cinasa C, IPs: Inositol Trifosfato 2) en el nucleo, donde el
complejo hormona-receptor (P,-RP) se une con ERP, ubicados en las regiones

reguladoras de los genes blanco en el DNA, y asi modulan directamente la expresiéon
génica (Camacho-Arroyo y Rodriguez-Dorantes, 2006).
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Figura 9. Mecanismo de accién genémico de la P,. EI RP (dominios A/B, C, D, E) se
encuentra en un estado de inactivacion, unido a proteinas de choque térmico (Hsp). La P,
atraviesa la membrana plasmatica y la envoltura nuclear, interactda con su receptor, se
liberan las Hsp, el receptor se dimeriza, se fosforila (triangulos), se une a elementos de
respuesta a progesterona (ERP) y recluta a correguladores y a la maquinaria de
transcripcién basal (BTM) junto con la DNA polimerasa Il (Pol Il), para asi regular la
expresion de los genes blanco (Modificado de Cabrera-Mufioz et al., 2011).

Mediante el mecanismo no clasico, el cual se menciona de manera muy
general ya que este trabajo involucra mayor medida al mecanismo clasico, la P4
tiene efectos a nivel de membrana y/o de citoplasma y pueden ocurrir a través de
la interaccion con receptores a P4 diferentes al intracelular, canales idGnicos como
los de Ca** y K", receptores a neurotransmisores, como es el caso de GABA, y
receptores a factores de crecimiento. Estas interacciones producen cambios en el
gradiente electroquimico y vias de sefializacion hasta inducir un cambio fisioldgico.
De esta manera la P4 puede regular diferentes funciones en el cerebro (Camacho-

Arroyo y Rodriguez-Dorantes, 2006).
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3.6. P,y cancer

Se conoce que la P4 participa en la regulacion de la expresion de multiples
genes gue tienen como funcion primaria efectos membranales, participacion como
factores de transcripcién, en metabolismo, procesamiento de proteinas y acidos
nucleicos, apoptosis y ciclo celular, y que se han visto involucrados en el
desarrollo y crecimiento de diferentes tipos de cancer (Jacobsen et al., 2005;
Sager et al., 2003). Por ejemplo, se ha reportado a partir de estudios realizados en
cultivos celulares principalmente derivados de cancer de mama y Gtero, que esta
hormona participa en la regulacion de la expresion de VEGF, EGFR y Ciclina D1
(Liang y Hyder, 2005; Giulianelli et al., 2012; Faivre et al., 2008; Xu et al., 2006).

Se ha determinado que la expresion de VEGF (observada como mRNA y
proteina) aumenta con progesterona en células de endometrio (Walter et al., 2005;
Kim et al.; 2013); también aumenta en las lineas celulares de cancer de mama BT-
474, HCC-1428 y T47-D (Carroll et al., 2013; Liang et al., 2007) y en la linea
celular de adenocarcinoma endometrial Ishikawa (Mueller et al., 2003), en la cual
también aumenta su secrecion (Wen et al., 2009). Las progestinas (por ejemplo,
acetato de medroxiprogesterona, norgestrel y R5020) también inducen la
expresion de VEGF en utero de ratdn, y su secrecion en cancer de pulmon, y al
igual que en cancer de mama, se ha visto que el efecto observado es bloqueado
por el antagonista RU486, lo que sugiere que es mediado a través del RP (Hyder
et al., 2000).

Por otro lado, se sabe que las progestinas regulan a la alza muchos de los
factores de crecimiento que inician vias de sefializacion implicadas en cancer de
mama, incluidos los miembros de la familia EGFR y sus ligandos, ademas de
proteinas que participan en la regulacion del ciclo celular (Lange y Yee, 2009). Se
ha encontrado que el tratamiento con progestinas sintéticas incrementa la
sensibilidad a la proliferacion inducida por EGF en cancer de mama y que la
expresion de EGFR en células de adenocarcinoma endometrial (Zhao et al., 2007)

y T47D se encuentra aumentada (Faivre y Lange, 2007; Faivre et al., 2008).
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También se ha encontrado que la expresion de las ciclinas esta regulada por
progestinas en células de cancer de mama T47-D y BT-474 (Rivas et al., 2012).

Asi, la P4 puede actuar principalmente al sensibilizar las células de cancer a
factores que promueven el desarrollo y crecimiento de los tumores (Lange y Yee,
2009).

3.6.1. P4y tumores cerebrales

Como se mencion6 anteriormente, a nivel poblacional, la frecuencia de
padecimiento de un astrocitoma es mayor en hombres que en mujeres (3:2)
(Ohgaki y Kleihues, 2007). Hasta ahora no se tienen muchos datos que puedan
explicar este dimorfismo, salvo que esta diferencia en la incidencia de
astrocitomas relacionada al género se ha observado mas acentuada a partir de los
14 afios cuando la mujer ya presenta la menstruacion y declina a los 50 afios
cuando se presenta la menopausia, lo que sugiere que las hormonas sexuales
pueden estar implicadas en el crecimiento de los astrocitomas (Huang et al., 2004;
McKinley et al., 2000). Ademas, se ha visto que este tipo de hormonas, durante la
pubertad, modulan la adicion diferencial de nuevas células a regiones cerebrales
sexualmente dimorficas, hecho que también podria ocurrir en el desarrollo de
tumores (Ahmed et al., 2008).

Se sabe que la P, puede regular el crecimiento celular en tumores cerebrales
(meningiomas, cordomas y astrocitomas) y que este efecto esta mediado por su
receptor nuclear, ademas de que se ha sugerido este mismo efecto sobre su
desarrollo (Camacho-Arroyo et al., 2000; Carroll et al., 1993; Carroll et al., 1995;
Speirs et al., 1997; Xi et al., 2012). En cultivos celulares de meningiomas se ha
visto que diferentes dosis de P, estimulan el crecimiento celular (Olson et al.,
1986), ademas de que esta hormona puede aumentar la sensibilidad de estos
tumores a estimulos mitogénicos (Koper et al., 1994). Estudios en nuestro
laboratorio han demostrado que el tratamiento con P, aumenta la proliferacion de
las lineas celulares de astrocitomas humanos U373 y D54 (grados Il y IV

respectivamente) y se ha sugerido que estos efectos ocurren a travées del
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mecanismo de accion clasico, ya que se disminuye la proliferacion de estas lineas
celulares cuando son tratadas ademas con RU486 (Figura 10). También, la P4
incrementa en casi 20% el nimero de células en fase S del ciclo celular en la linea
U373, mientras que este aumento fue bloqueado por la administracion de RU486
(Gonzéalez-Aguero et al., 2007). Ademés se ha reportado una correlacion directa
entre las caracteristicas histologicas del grado del tumor astrocitico y el nivel de
expresion de las isoformas del RP, aumentando su expresion en astrocitomas de
grado IV (Gonzélez-Aguero et al., 2001; Khalid et al., 1997).

400 U373
—&— \/ehiculo &
e [ i— I
300 A - ® - RU486 10uM * s
-
—§3- P4+RU486 r's 4
250 -

200 A

150 -

% de células

100

Dias de tratamiento

Figura 10. Efectos de P, y RU486 sobre la proliferacion de la linea celular U373. El
namero de células fue determinado mediante exclusién de captacién del colorante azul
tripan y con el uso de microscopio invertido. Los datos se expresan como media + S.E.M.
* P < 0.01 vs. Vehiculo, * P < 0.01 vs. P,; % P < 0.01 vs todos los grupos (Gonzélez-
Aguero et al., 2007).

Otros estudios en nuestro laboratorio han demostrado que en la linea celular
D54 la P4 incrementa significativamente el nivel del mRNA de EGFR y VEGF a las
12 h de tratamiento y el contenido de estas proteinas a las 24 h, mientras que en
la linea celular U373, el tratamiento con esta hormona aumenta el contenido de
ciclina D1 a nivel de su mRNA y de su proteina. Todos estos efectos fueron

bloqueados por el tratamiento con RU486 (Hernandez-Hernandez et al., 2012). Ya
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que la progresion de tumores solidos depende en gran medida de procesos como
vascularizacion, angiogénesis y diferenciacion/desdiferenciacion, y que estos
genes participan en éstos, se ha sugerido que, por lo menos de forma indirecta, a
través de la modificacion de la expresion de ciertos genes, la P, puede participar
en el desarrollo de los astrocitomas (Chekhonin et al., 2013; Sasaki et al., 2013;
Hernandez-Hernandez et al., 2012).

Los datos anteriores, en conjunto, sugieren que la P4 puede participar en el
desarrollo y crecimiento de astrocitomas a través del RP lo que posiblemente

involucra un mecanismo de accion genémico de la hormona.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se sabe que la P, promueve el crecimiento de astrocitomas humanos a
través de la interaccion con el RP; sin embargo, en estos procesos se desconocen
los mecanismos moleculares involucrados, entre los que se encuentra la expresion
génica, asi como su regulacion por P, en células derivadas de este tipo de
tumores. Es por esto que en el presente trabajo se estudia el patron de expresion
de genes inducido por P4, asi como la participacion del RP en procesos que
regulan funciones celulares como es la proliferacién, metastasis y muerte celular

en la linea celular U373 derivada de astrocitomas humanos de grado Ill.

5. HIPOTESIS

* Sila P, ejerce sus efectos a través de cambios en la expresién de genes,
entonces la administracion de esta hormona modificar4 el patron de expresion

génica en la linea celular U373 derivada de astrocitomas humanos.

*  Silaregulacion de la expresion génica en astrocitomas humanos por la P4 es
mediada a través de la interaccion con su receptor, entonces el tratamiento con
RU486, antagonista del RP, bloqueara los cambios en la expresion de genes

inducidos por Pg.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Estudiar el efecto de la P4 sobre el patrén de expresion génica en la linea

celular U373 derivada de astrocitomas humanos grado lll.

1)

2)

3)

6.2. Objetivos particulares

Identificar los genes que presenten mayor grado de sobrexpresion y
subexpresion debida a la administracion de P, en la linea celular U373

derivada de astrocitomas humanos mediante el analisis por microarreglos.

Establecer la participaciéon del RP en el patrén de expresion génica en la
linea celular U373 mediante el tratamiento con RU486.

Validar por RT-PCR los datos obtenidos mediante el analisis por

microarreglos del efecto de la P, y del RU486 en los niveles del mRNA de los

genes seleccionados en la linea celular U373.

& |31



METODOLOGIA

Eis

7. METODOLOGIA

7.1. Cultivo celular

La linea celular de astrocitomas humanos U373 (grado Ill) se cultivd en
medio DMEM con rojo fenol suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% e
incub6 a 37°C, 95% aire - 5% CO, y 95% de humedad. El medio fue cambiado
cada 48 horas hasta alcanzar confluencia celular en un 70- 80%. Una vez obtenida
la confluencia se contd el nimero de células en un hemocitémetro (cadmara de
Neubauer) y se colocé el nUmero necesario de éstas en cajas de Petri de 10 cm
con medio DMEM con rojo fenol adicionado con SFB al 10% durante 24-48 h.
Posteriormente se les realizaron tres lavados con PBS, pH 7.4 (NaCl 137 mM, KCI
2.7 mM, Na;HPO,4 10 mM, KH,PO,4 2 mM), se cambio6 el medio por DMEM sin rojo
fenol suplementado con SFB al 10% libre de hormonas y se incubaron durante 24
h en las condiciones ya mencionadas.

La linea celular U373 proviene de una biopsia de un hombre caucasico de 61
afos (Bigner et al., 1981). Son células que se distinguen por presentar
extensiones celulares no ramificadas y por tanto tienen una morfologia similar a la
de los astrocitos (ATCC).

Posteriormente, para estudiar los efectos de la P, y la participacion del RP en
el patron de expresion génica, las células recibieron los siguientes tratamientos
durante 12 h: vehiculo (V), ciclodextrina al 0.02% en agua estéril; P, (10 nM)
acoplada a ciclodextrina; RU486 (10 upM), antagonista de P4 y tratamiento
conjunto de P4 (10 nM) + RU486 (10 uM) (Gonzalez Agtiero et al., 2007) (Figura
11).

7.2. Extraccién de RNA total
Para determinar el perfil de expresion génica, primero se extrajo el RNA total,

para lo cual a las células U373 tratadas se les agregd 1 mL de trizol (fenol e

isotiocianato de guanidina; Invitrogen) a 4°C, se mantuvieron 5 min en hielo,
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fueron transferidas a un tubo eppendorf de 1.5 mL y se homogenizaron en vortex
por 5 segundos. A continuacion se agregaron 200 uL de cloroformo, se agitaron en
vortex, se incubaron en hielo durante 5 min y se centrifugaron a 14,000 rpm por 15
min a 4°C. Pasado el tiempo de incubacion se obtuvieron dos fases: una inferior
de color rojo compuesta por fenol-cloroformo en la cual quedan las proteinas y una
acuosa incolora en la parte superior, fase en la cual queda el RNA, mientras que el
DNA se mantiene en la interfase.

Posteriormente, se precipitdé el RNA, para lo cual se transfirio la fase acuosa
a otro tubo eppendorf de 1.5 mL, se agregd isopropanol en un volumen
equivalente al extraido y las muestras se mantuvieron a 4°C toda la noche.
Transcurrido el tiempo, las muestras se centrifugaron a 14,000 rpm durante 15 min
a 4°C. El RNA se observa en una pastilla de color blanco amarillento. Después se
retird el sobrenadante de las muestras mediante decantacion, se realizo un lavado
con 1 mL de etanol al 75% en agua con DEPC al 0.1% y agitacion en vortex
durante 30 segundos, fueron centrifugadas a 7,500 rpm durante 8 min a 4°C y el
sobrenadante se decantd. En seguida se realiz6 otro lavado con 1 mL de etanol al
80% en agua DEPC, se centrifugaron a 7,500 rpm durante 8 min a 4°C, se elimind
todo el sobrenadante y se seco la pastilla formada de cada muestra. Finalmente el
RNA se resuspendio en aproximadamente 50 uL de agua estéril libre de RNAsas.

La cantidad de RNA extraido se cuantificd espectrofotométricamente a 260 y
280 nm (Thermo Scientific NanoDrop).

Para conocer las condiciones del RNA extraido, se analizé su corrimiento
electroforético a través de un método basado en electroforesis capilar, el cual
incluye el uso de un chip o plataforma para RNA (RNA 6000 Nano LabChip), un
bioanalizador (Agilent 2100 Bioanalyzer) y el software 2100 Expert. En este
sistema el RNA de cada muestra es separado y detectado a través de
fluorescencia. Se genera un electroferograma, una imagen similar a la obtenida en
un gel de agarosa y se calcula la concentracion y otros parametros numericos que
indican la integridad de RNA: la relacion entre los RNA ribosomales (rRNA) 28S y
18S y un numero de integridad de RNA (RIN), el cual es un pardmetro que indica
la calidad del RNA eucarionte total de forma que toma en cuenta no solamente la
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relacion 28S/18S, sino también la cuantificacion de productos de degradacion del
RNA a lo largo de toda su migracion electroforética (incluye areas, intensidades y
presencia de picos en los electroferogramas) y puede tomar valores del 1 al 10,
donde 1 corresponde a una muestra completamente degradada y 10 a una

integra.

En medio DMEM con rojo

[ Linea celular U373 ] < fenol + SFB al 10%

( Cambio a medio DMEM sin rojo fenol + SFB al 10%, sin hormonas ]
|

Vehiculo P, RU486 P,+ RU486
(Ciclodextrina al 0.02%) (10 nM) (10 uMm) (10 nM + 10 uM)
[
J 12h
Extraccion de RNA total
(fenol/isotiocianato de guanidina/cloroformo)

[ Cuantificacion espectrofotométrica ]

v

[ Determinacion de calidad del RNA: electroforesis capilar y obtencidn de RIN ]

v
Microarreglos, 2 por tratamiento
(GeneChip ® Human Gene 1.0 ST, Affymetrix)
*  Sintesis y amplificacion
*  Fragmentacion y marcaje con biotina
¢ Hibridacidny tincidn con ficoeritrina-estreptavidina

A

Analisis de datos
* Pretratamiento de los datos (normalizacién)

* Determinacion de genes sub y sobrexpresados

[ Validacion: RT-PCR ]

[ Analisis densitométrico y estadistico ]

Figura 11. Diagrama de metodologia utilizada. RIN: Numero de integridad del RNA, SFB:
suero fetal bovino, DMEM: Medio Eagle Modificado por Dulbecco.

7.3. Microarreglos

La determinacién del patron de expresion génica con los tratamientos
administrados se realiz0 mediante la utilizacion de microarreglos (2 por
tratamiento) de oligonucleétidos GeneChip ® Human Gene 1.0 ST Array

(Affymetrix) con los cuales es posible detectar mas de 28,000 transcritos. Para la
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realizacion de este tipo de ensayos se parte de muestras de RNA total con un
volumen minimo de 10 puL, con una concentracion minima de 70 ng/uL y un valor
de RIN minimo de 6.0 (ver seccién de Extraccion de RNA total). En particular para
estos experimentos, la concentracion minima fue de aprox. 700 ng/uL y 8.4 como
valor minimo de RIN. Una vez obtenido el RNA con estas caracteristicas, se
afadieron controles positivos exdgenos incluidos en el GeneChip ® Eukaryotic
Poly-A RNA Control Kit (Affymetrix). Posteriormente, se utilizé el WT Expression
Kit (Ambion) en el cual se incluyen reactivos necesarios para la sintesis y
amplificacion de DNA complementario (cDNA). En este proceso se incorpora
deoxiuridina en una proporcién predefinida en relacion a la timidina. Una vez
realizado esto, el cDNA fue fragmentado y marcado en su extremo 3’ con el WT
Terminal Labeling Kit (Affymetrix). Este kit utiliza una combinacion de uracilo DNA
glicosilasa (UDG) y la endonucleasa apurinica/apirimidinica 1 (APE 1) para
fragmentar el material genético. Después de la fragmentacion, el DNA fue
marcado mediante la deoxinucleotidil transferasa terminal en presencia de un
dXTP biotinilado. Posteriormente se hibridé el cONA marcado proveniente de cada
muestra con las sondas presentes en cada chip o plataforma (se incluyeron
controles de hibridacion) utilizando el estuche comercial Hybridization Control Kit
(Affymetrix). Finalmente las muestras en cada plataforma fueron lavadas y
después tefiidas con un conjugado de ficoeritrina-estreptavidina en funcién de
poder realizar la deteccion de la expresion de los genes con el kit Hybridization
Wash and Stain Kit (Affymetrix).

7.3.1. Anédlisis de datos

Una vez procesados los microarreglos se obtuvieron archivos de salida, los
cuales contienen la informacion de intensidad de fluorescencia de cada sonda del
microarreglo en forma numérica. Estos documentos tienen el formato de entrada
para la mayoria de los programas de analisis de datos de expresion.

Los datos de los microarreglos se procesaron empleando las herramientas y

paquetes informéticos del software libre “Bioconductor”. Como primer paso, los
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datos se extrajeron con el paquete “oligo”. Posteriormente, se utilizd el paquete
“affy” para normalizar los datos de expresion a través de un método por cuantiles,
en el cual los valores de las intensidades de fluorescencia presentes en cada
muestra se transforman de forma que resultan con idéntica distribucién (Bolstad et
al., 2003). Finalmente, para identificar los genes diferencialmente expresados se
realiz6 un contraste entre los diferentes grupos de experimentacion de los niveles
de expresion normalizados; esto mediante el uso de modelos de ajuste lineal con
el paquete “limma”. Se utilizé una prueba de t de student y se consideraron como
estadisticamente significativas las diferencias en aquellos genes que presentaron
una tasa de cambio mayor o igual a 1.5 (Dalman et al., 2012; Yuan et al., 2005;
McCarthy y Smyth, 2009) y un valor de P < 0.01.

7.4. RT-PCR

7.4.1. Oligonucledtidos

Para realizar la validacion de los resultados obtenidos mediante el analisis
por microarreglos se amplificd un fragmento de los genes seleccionados para lo
cual, a partir de las secuencias publicadas en GenBank, se disefaron
oligonucledtidos especificos (Tabla 2) mediante el programa Primer3 (NCBI). Entre
las principales caracteristicas consideradas para su disefio se encuentran que la
longitud fuera de entre 18 y 24 nucleotidos, Tm arriba de 57 °C, contenido de GC
entre 40 y 60% Yy evitar complementariedad entre los oligos. Aunque no fue una
caracteristica necesaria, entre las diferentes opciones de oligonucleétidos
disefiados para cada gen se dio preferencia para su elecciébn a aquellos que
hibridaran/amplificaran en una unidn exon-exon (Tabla 2). Para verificar la

especificidad de las secuencias se utilizé el programa BLAST (NCBI).
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Tabla 2. Oligonucledtidos para determinacion de la expresion de los genes elegidos para
el proceso de validacién.

Nombre Secuencia Tamaiio del amplificado

GLIPR2 FW 5- CCTGTGGGTGTATGTGCTTG -3’

GLIPR2 RV 5’- CCCCAATCCAAATAATCGTG -3 157pb
IL7R FW 5’- CTGAGGCTCCTTTTGACCTG -3 150 pb*
IL7R RV 5’- TCACATGCGTCCATTTGTTT -3

SREBF1 FW 5- TGCATTTTCTGACACGCTTC -3 171 pb*

SREBF1 RV 5- CCAAGCTGTACAGGCTCTCC -3
IL18 FW 5- GGAATTGTCTCCCAGTGCAT -3’ 177 pb*
IL18 RV 5- ACTGGTTCAGCAGCCATCTT -3

TGFp2 FW 5- TGCTTTGGCTTTCTGGTTCT -3’
TGFp2 RV 5- TTTGTTTGTGGTGCAGTGGT -3’ 199 pb
MAP1B FW 5’- AATCGAGAAGACCAGCCTGA -3
MAP1B RV 5’- AATCCGTTGAGCGGTGTAAC -3’ 245pb
ANLN FW 5- ATGCAGTGTGGTGCACATTT -3’
ANLN RV 5’- AACCCAAACACTTTGGCAAG -3’ 195pb
HBG1 FW 5- GCAAGAAGGTGCTGACTTCC -3 176 pb*
HBG1 RV 5’- GAATTCTTTGCCGAAATGGA -3’

STARD4 FW 5- GGCGAGTTGCTAAGAAAACG -3 219 pb*

STARD4 RV 5- TGTAACGCATCACACAGCAA -3

AOC3 FW 5- CAGGGGACACTGAACCTTGT -3’
AOC3 RV 5- CCTTTCCAGCTCAGCTATGG -3’ 233 pb

18S FW 5- CGCGGTTCTATTTTGTTGGT -3’
219 pb

18S RV 5-AGTCGGCATCGTTTATGGTC -3'

FW: oligonucleétido sentido, RV: oligonucleétido antisentido

* Amplificacion de unién exon-exon

7.4.2. Sintesis de cDNA

Se agregaron los siguientes componentes en un tubo eppendorf: oligo (dT)12-

18, Un estimado de 3 pg de RNA total y agua estéril libre de RNasas (el volumen
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necesario para tener un total de 11.5 uL). La mezcla se incub6 a 65°C durante 5
min y se mantuvo en hielo.

Posteriormente se afiadio buffer para primera hebra 5X, RNasa OUT, dATP,
dTTP, dGTP, dCTP y la enzima M-MuLV RT (Thermo Scientific); la muestra se
incubé a 37°C durante 60 min. Para inactivar la reaccion se calent6 a 70°C

durante 10 min. Los productos obtenidos se almacenaron en congelacién a -20°C.

7.4.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Con la finalidad de determinar la temperatura éptima de alineamiento de los
oligonucledtidos, se realiz6 una curva de temperaturas (58, 60, 62, 64 y 66 °C) y
para definir el nimero de ciclos necesarios para la amplificacién del fragmento de
los genes seleccionados se realizé una curva de ciclos (20, 25, 30, 35 y 40 ciclos)
(Anexo 1, Figura 24).

Para la reaccion de amplificacién se realiz6 un calentamiento inicial durante
10 min a 94°C para asegurar la completa desnaturalizacion del cDNA.
Posteriormente se efectud el nimero de ciclos de amplificacidbn necesarios para
cada gen. La etapa de extension final se llevé a cabo a 72°C durante 5 min.

Para normalizar las posibles diferencias en la cantidad cargada de cDNA, se
realizé también la determinacion de la expresion del gen del rRNA 18S por medio
de la técnica de RT-PCR como se describié previamente.

Los productos de la amplificacion se analizaron a partir de lo obtenido por
electroforesis de las muestras en geles de agarosa al 2% tefidos con un agente
intercalante y se observaron en un transiluminador de rayos UV. Se utilizé una
camara digital Canon PowerShot SD1400 IS para obtener la imagen digital de las

bandas observadas en cada gel.

7.4.4. Analisis densitométrico y estadistico

Las imagenes obtenidas fueron sometidas a un andlisis densitométrico para

cuantificar el grado de expresion de los genes en estudio de acuerdo a la
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intensidad de cada banda mediante el programa Chemilmager 4400 (Cell
Biosciences, USA). Para cada experimento los datos resultantes se normalizaron
con los de 18S.

A los datos obtenidos se les realizé un analisis estadistico a través de la
prueba de ANOVA de una via, seguida por una prueba de Tukey para la
comparacion entre grupos. Se utilizé el programa GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software, Inc., USA) para calcular los valores de probabilidad. En todos los casos
se utilizé un intervalo de confianza del 95%, por lo que se consideraron como

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

8.1. Analisis de expresion mediante microarreglos

Para estudiar la regulacion por P4 del patrén de expresion génica por P4 en la
linea celular U373 y determinar el posible papel del RP en esta regulacion, se
realiz6 un ensayo de microarreglos para aproximadamente 28,000 genes (Human
Gene 1.0 ST Array) con cDNA obtenido mediante dos ciclos de sintesis a partir de
RNA total extraido de células tratadas con vehiculo (V, ciclodextrina al 0.02%), P4
(10 nM), P4 (10 nM) + RU486 (10 uM; antagonista del RP) y RU486 (10 uM).

Se utilizaron dos arreglos para cada tratamiento y los datos de expresion
obtenidos se ajustaron mediante una normalizacién por cuantiles (a través del
paquete limma y affy de Bioconductor) la cual considera que todos los arreglos
tienen la misma distribucién (aunque no asume ningun tipo de distribucion en
particular). De este proceso se obtuvieron histogramas o “density plot” pre y
postnormalizacion (Figura 12) en los cuales se observa que después de ser
normalizados, los datos de expresion de todos los arreglos adquieren una

distribucion similar.

A) B)

Distribucién de datos crudos U373 12 horas Histograma de Distribucion de Datos normalizados
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Figura 12. Histogramas de distribucion de datos de expresion génica de los 8
microarreglos a las 12 h de tratamiento. A) Grafica de datos antes de ser normalizados. B)
Gréfica de datos normalizados. Cada linea representa un arreglo.
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Posteriormente para la organizacion de los datos de expresion obtenidos se
realiz6 un agrupamiento jerarquico no supervisado (agrupamiento dado sin utilizar
informacion externa para organizar los grupos de cierta manera) del cual, como
representacion gréfica, fueron obtenidos dendrogramas o arboles de similitud. En
éstos, los objetos similares se conectan mediante enlaces y su posicion esta
determinada por el grado de similitud/diferencia entre los objetos. Ademas, este
agrupamiento fue también graficado en una matriz conocida como mapa de calor,
en el cual los niveles de expresion se representan como colores dentro de una
escala. Se consider¢ estadisticamente significativa la expresion de aquellos genes
que tuviera un valor de P < 0.05 al compararlos entre tratamientos y se generd un

mapa de calor para cada comparacion entre tratamientos (Figura 13).

A) B)

Color Key Color Key

P4 vs. Vehiculo -
Row Z-Score —/—I,—_\_\ Row Z-Score ;’—%‘_’_l

P4+RU vs. Vehiculo

Pa_1
P4_2
)
v 1
Pa+RU_1
P4+RU_2
RU_1
RU_2
P4+RU_1
P4+RU_2
RU_

Figura 13. Mapas de calor que muestran el agrupamiento jerarquico no supervisado
basado en el grupo de genes que presentan diferencias significativas en su expresion
entre los diferentes tratamientos. A) Comparacion de P, vs. vehiculo. B) Comparacion de
P,+RU486 vs. vehiculo. El color verde indica subexpresion, el color rojo indica
sobrexpresion y el negro indica sin cambio. Para todos los casos se muestran los
resultados de los dos microarreglos que se realizaron por tratamiento. (ContinGa en la
siguiente péagina).
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Figura 13 (Continuacion). Mapas de calor que muestran el agrupamiento jerarquico no
supervisado basado en el grupo de genes que presentan diferencias significativas en su
expresion entre los diferentes tratamientos. C) Comparacién de RU486 vs. vehiculo. D)
Comparacion de P4 vs. P,+RU486. E) Comparacion de P, vs. RU486. F) Comparacion de
P,+RU486 vs. RU486. EI color verde indica subexpresion, el color rojo indica
sobrexpresion y el negro indica sin cambio. Para todos los casos se muestran los
resultados de los dos microarreglos que se realizaron por tratamiento.
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Una vez realizado el contraste de los niveles de expresion normalizados, se
obtuvieron entonces las listas de genes diferencialmente expresados. Asi como en
el caso de los mapas de calor, se tiene una lista para cada comparacion entre los
diferentes grupos de experimentacion (6 listas en total de expresion diferencial);
esto es, P4 vs. V, P4#+RU vs. V, RU vs. V, P4 vs. P4s+RU, P4 vs. RU y, P4+RU vs.
RU (Tablas 6-11 en Anexo -12.2). Los datos mostrados reflejan el promedio de
expresion entre los dos arreglos.

Con la finalidad de poder realizar comparaciones de los genes
diferencialmente expresados y de acotar la gran cantidad de datos obtenidos,
primero, mediante la interseccion de las listas de expresion diferencial, se
determind qué genes aparecian en al menos dos de éstas (sin importar si era por
sobre o subexpresion). De estas intersecciones se obtuvo una lista con un nimero
menor de genes.

A continuacién, como una aproximacién para la eleccion de los genes que
podrian ser utilizados en el procedimiento de validacién de los microarreglos y que
son relevantes para el desarrollo de astrocitomas, se decidid enfocarse en los
efectos de cada tratamiento respecto al vehiculo. Entonces, para los genes en la
nueva lista (proveniente de las intersecciones), se determinG si éstos se
encontraban subexpresados, sobrexpresados o sin cambio (nivel basal), ya sea en
la comparacion de P4 vs. V, P4,+#RU vs. V o RU vs. V. De esta depuracion y

seleccién de datos se obtuvo la siguiente lista (Tabla 3).

Tabla 3. Genes con expresion diferencial y su cambio entre los distintos tratamientos
comparados con vehiculo (V). P,: progesterona, RU: RU486, B: basal (sin cambio), 1:
incremento, {: disminucion.

Nombre del gen | P4 vs. V P P,+RU vs. V P RU vs. V P

CHAC1 B T 20 <0.001 | ™ 1.7 @ <0.001
ASNS B T 20 <0.001 | ™ 2.0 <0.001
SLC25A20 B T 16 <0.001 | ™ 1.5 | <0.001
CPT1A B T 21 <0.001 | ™ 1.8 <0.001
PCK2 B T 19 <0.001 1™ 1.8 | <0.001
YARS B T 17 <0.001| ™ 1.4  0.005
GLIPR2 B T 16 <0.001| ™ 15 0.001
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Nombre del gen | P, vs. V P P,+RU vs. V P RU vs. V P
SLC6A9 B T 23 <0.001 | * 2.0 | 0.001
PSAT1 B T 17 0.001 | ™t 1.6 | 0.002
NUPR1 B T 20 <0.001 | t* 2.0 | <0.001
SLC1A4 B T 17 0.001 | © 1.6 @ 0.001
PHGDH B T 17 0.002 |t 1.6 | 0.002
CBS B T 21 0.001 | t 2.0 | 0.001
ABCA1 B ! 1.8 0001 | ! 1.6  0.003
MTHFD2 B T 1.6 <0.001 | ™ 1.4 | 0.004
AARS B T 15 0.002 | © 1.4 @ 0.005
TRIB3 B T 17 0.003 | * 1.7  0.003
GDF15 B T 1.9 0.005 | * 1.8 0.009
ZNF487 B B T 15  0.003
SNORA41 ! 1.7 | 0.002 ! 16 0.003 | B
FLJ16171 T 1.7 | 0.003 T 17 0.003 | t 1.7 | 0.002
SNORD116-26 | ¢ 1.9 @ 0.004 ! 25 0.001 | B
SIAE ! 1.6 | 0.008 V17 0.005 | B
LTV1 B ! 15 0.009 | B
SNORD13 B !l 15 0.009 | B
NUCKS1 B 17 0.004 | B
ECHDC1 B !l 18 0.003 | B
C5orf36 B ! 19 0.003 | B
MST1 B T 17 <0.001 | ™ 15 | 0.001
OR2M3 B ! 15 0.001 | !\ 15 <0.001
HISTIHIT B !l 15 0.001 | ! 1.6 <0.001
FLJ45950 B 22 0.002 | !\ 1.8 0.008
STARDA4 B 17 0.005 | ¢ 1.6 | 0.007
IL7R B ! 15 0.006 | ¢\ 14  0.008
CD177 B T 15 0.008 | * 1.8 @ 0.002
SREBF1 B B { 15  <0.001
SNORA14A ! 18 <0.001 B B
FABP4 ! 19 0005 B B
SNORA28 ! 1.6 | 0.003 B B
SNORD38B ! 15 | 0.007 B B
PNPLA4 T 1.5 | 0.002 B B
SNORD53 ! 15 | 0.009 B B
SNORA14B ! 15 <0.001 B B
SNORD25 ! 1.8 | 0.003 B B
VTRNA1-1 ! 2.2 | 0.006 B B
IL18 ! 15 | 0.003 B B
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Nombre del gen | P, vs. V P P,+RU vs. V P RU vs. V P
AOC3 T 1.5 | 0.003 B B
SESN2 B T 15 0.001 | B
GPT2 B T 1.6 <0.001 | B
ARHGEF2 B T 15 0.001 | B
CARS B T 15 0.001 | B
SEMAG6D B I 17 0.001 | B
ETV4 B T 15 0.009 | B
DLGAP5S B I 21 0.007 | B
TGFp2 B T 15 0.008 | B
SLC39A10 B 22 0.002 | B
PTGES B T 15 0.006 | B
ABCD3 B ! 15 0.005 | B
TET2 B ! 1.8 0.006 | B
SESN3 B ! 18 0.009 | B
CTAGES B 17 0.007 | B
PSD3 B ! 16 0.008 | B
ZBTB6 B ! 16 0.007 | B
DDX46 B !l 18 0.008 | B
EPM2AIP1 B 17 0.006 | B
MAP1B B !l 15 0.006 | B
GPR137C B !l 15 0.005 | B
AKAP12 B ! 15 0.007 | B
FAM35A B !l 15 0.007 | B
EIF3A B ! 16 0.009 | B
ERCC6L B ! 16 0.004 | B
ANLN B 1.9 0.008 | B
PJA2 B ! 16 0.008 | B
CXADR B V17 0.009 | B
Clorf58 B V17 0.006 | B
TOPBP1 B ! 16 0.009 | B
HBG1 T 2.7 | 0.001 B T 3.2 <0.001
HBG2 T 2.7 | 0.001 B T 3.2  <0.001
HSD17B7P2 ! 15 0004 B ! 15 0.006
NCRNAO0200 | ™ 1.5 | 0.008 B T 15 0.008

Los numeros en las columnas de comparacion entre tratamientos indican la tasa de
cambio; en gris se indican aquellos con valor menor a 1.5.
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Posteriormente, se realiz6 una revision de la funcion general del producto

codificado por los genes mostrados en la Tabla 3. De manera general, se
encontraron genes involucrados en metabolismo y transporte, ciclo celular y
apoptosis, procesamiento de acidos nucleicos y proteinas, proliferacion celular,
metastasis, adhesion y patogénesis, respuesta inmune, proteinas de ensamblaje,
citoesqueleto, proteinas de membrana y RNAs no codificantes, ademas de
algunos que participan en otros procesos 0 que a sus productos no se les ha
atribuido (o no se ha estudiado) hasta ahora una funcién.
A partir de la revision de su funcion, su tasa de cambio y su comportamiento
respecto al vehiculo, se eligieron 10 genes para realizar el proceso de validacion
de los microarreglos. Entre los criterios de eleccion de estos genes, se encuentra
el hecho de que de acuerdo a su funcién principal, pudieran tener un papel
importante en el desarrollo de cancer, y en especifico de astrocitomas. En cuanto
a esto, se eligieron genes que participen en procesos como respuesta inmune,
transcripcion, funcion del citoesqueleto, metabolismo y transporte, y proliferacion,
adhesion y patogénesis (debid haber al menos un gen para cada una de las
funciones seleccionadas). También se consider6 a aquéllos que tuvieran una tasa
de cambio = a 1.5 para al menos uno de los tratamientos respecto al vehiculo; se
incluyé al gen con mayor tasa de cambio en su expresion. Ademas, se tomé en
cuenta que los genes elegidos reflejaran las distintas posibilidades de efecto de
los distintos tratamientos. Se excluy6 a los pseudogenes, asi como a los genes
cuyo producto esta relacionado con RNAs no codificantes (entre los que se
encuentran aquéllos que su simbolo inicia con “SNOR” y “NCRNA”). Los genes
elegidos y sus funciones y caracteristicas generales se muestran en la siguiente
tabla (Tabla 4).
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Gen
GLIPR2

TGFB2

AOC3

Tabla 4. Genes elegidos para validacion, su funcién y caracteristicas.

Nombre completo, caracteristicas y funcién
Proteina relacionada a la patogénesis por glioma 2
Tamario: ~27 kb; 154 aa, ~17 kDa. Localizacién: 9p13.3
Aunqgue su funcién no ha sido bien caracterizada, se ha encontrado regulada
a la alta en reaccién al ataque de patdgenos. Esta localizada dentro de
microdominios enriquecidos en lipidos. Se encuentra anclada a la membrana
y no se ha detectado libre en el citoplasma.
Se ha propuesto que puede funcionar como modulador de la respuesta
inmune dentro del tracto reproductivo femenino, ademas de estimular la
motilidad de espermatozoides (Aalberts et al., 2012). Se ha encontrado
también que podria aumentar la activacion de fibroblastos e inducir la
transicion epitelio mesénquima (Baxter et al., 2007).
Factor de crecimiento transformante 3-2
Tamario: ~98 kb; 414 aa, ~48 kDa. Localizacién: 1g41
Este gen codifica una proteina multifuncional, la cual regula la proliferacion,
diferenciacion, adhesién, migracién y otras funciones en muchos tipos
celulares a través de sus receptores transmembranales tipos | y Il (TGFBR1 y
TGFBR2). La disrupcién de su funcién ha sido implicada en gran variedad de
tipos de cancer.
Esta proteina tiene efectos inhibidores sobre el crecimiento dependiente de
IL2 las células T (Buck y Knabbe, 2006; Govinden y Bhoola, 2003; Zheng et
al., 2007).
Proteina 1 de adhesién vascular
Tamafo: ~6.9 kb; 763 aa, ~84 kDa. Localizacion: 17921
La proteina producto de este gen cataliza la conversion oxidativa de aminas a
aldehidos en presencia de cobre y el cofactor quinona. Posee también
propiedades de adhesion celular. Esta funcién de adhesion puede participar
en la recirculacion de linfocitos ya que media la unidon de estas células a
células vasculares endoteliales de nédulos periféricos.
Se ha asociado también con migracion y metastasis en cancer como el
colorrectal, cancer de préstata y melanoma (Jalkanen y Salmi, 2007; Toiyama,
et al., 2009; Ekblom et al., 1999; Forster-Horvath et al., 2004).
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HBG1

IL7R

IL18

MAP1B

Gamma A hemoglobina

Tamafio: ~1.8 kb; 147 aa, ~16 kDa. Localizacion: 11p15

Este gen, junto los demés de gamma globina se encuentran sobrexpresados
en higado fetal y médula 6sea Su producto forma parte de la hemglobina fetal,
la cual es reemplazada al nacimiento por otro tipo de hemoglobina. Existen
afecciones en las cuales la produccién de hemoglobina fetal continlia después
del nacimiento y hasta la adultez.

Se ha reportado también que algunos tratamientos dirigidos para diferenciar
células malignas resultan en la sintesis de hemoglobina fetal (Patrinos et al.,
2005; Kieslich et al., 2003).

Receptor a interleucina 7

Tamario: ~27 kb; 459 aa, ~52 kDa. Localizacién: 5p13.2

Se ha encontrado que esta proteina junto con su ligando (IL7) tiene un papel
critico en el desarrollo y crecimiento de los precursores de las células
linfoides. Ademdas estd encargada de boquear la apoptosis durante la
diferenciacion y activacion de los linfocitos T. Sus defectos funcionales se han
asociado con la patogénesis de inmunodeficiencias severas mixtas.

Por otro lado, se ha reportado que altos niveles de este receptor correlacionan
con la agresividad tumoral en el cAncer de mama (Al-Rawi et al., 2004).
Interleucina 18

Tamanio: ~21 kb; 193 aa, ~22 kDa. Localizacion: 11922

La proteina codificada por este gen es una citocina proinflamatoria que
aumenta la actividad de las células NK y estimula la produccion de interferén
gamma en linfocitos T.

Se ha reportado que esta citocina participa en la carcinogénesis y que es
secretada por células tumorales, por ejemplo, en cancer de rifién (S6zen et
al., 2004) y de prostata (Lebel-Binay et al., 2003).

Proteina asociada a microttbulos 1B

Tamafio: ~102 kb; 2468 aa, ~270 kDa. Localizacion: 5913

La proteina codificada por este gen participa en el ensamblaje de los
microtubulos, lo cual es un paso esencial en la neurogénesis. El producto de
este gen es un precursor, el cual, a través de procesamiento proteolitco,
genera la cadena pesada final de MAP1B y la cadena ligera LC1. Se sabe

que tiene un papel importante en el desarrollo y funcion del sistema nervioso.
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ANLN

SREBF1

STARDA4

Estudios reportan que en células de meduloblastoma esta proteina puede
unirse al supresor de tumores p53 de forma que su interaccion regula
negativamente su actividad, lo cual lleva a la inhibicibn de la apoptosis
inducida por algunos antitumorales (Lee et al., 2008).

Anilina, proteina de union a actina

Tamario: ~64 kb; 2468 aa, ~124 kDa. Localizacion: 5913

Se sabe que el producto de este gen es requerido para la citocinesis e
interactda con la F-actina.

Alteraciones en este gen se han relacionado con cancer bucal. Ademas,
existen datos que sefalan que su regulacion a la alta es una caracteristica
comun en el proceso carcinogénico del tejido pulmonar (Suzuki et al., 2005).
Factor de transcripcion de unién a elementos regulados por esterol 1

Tamafio: ~27 kb; 1147 aa, ~122 kDa. Localizacién: 17p11.2

El gen codifica para la proteina SREBP, que es sintetizada como un precursor
gue esta anclado a la envoltura nuclear y al reticulo endoplasmico. Una vez
gue es cortado, la proteina madura se transloca al nicleo y activa la
transcripcion. Los esteroles inhiben el corte del precursor y la forma madura
nuclear es degradada rapidamente de manera que se reduce la transcripcion.
Es un factor de transcripcion requerido para la homeostasis de lipidos. Regula
la transcripcion del gen del receptor a LDL, asi como la via de sintesis de
acidos grasos y en menor medida la de sintesis de colesterol.

Se ha encontrado también que puede participar en vias de sefalizacién
relacionadas con cancer (Shao y Espenshade, 2012).

Proteina 4 que contiene el dominio de transferencia de lipidos relacionada a
STAR

Tamafio: ~17 kb; 205 aa, ~24 kDa. Localizacion: 5922

El producto de este gen puede participar en el transporte intracelular de
esteroles u otros lipidos; por ejemplo, es capaz de unir colesterol.

El nivel de expresion de este gen se ha relacionado con estrés en el reticulo

endoplasmico (Yamada et al., 2006).
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8.2. Validacién de algunos resultados obtenidos por microarreglos

Una vez realizados los microarreglos y su analisis, es necesario confirmar los
datos obtenidos, sobre todo aquellos que hayan resultado de mayor interés, ya
gue en este tipo de ensayos existen varios aspectos técnicos que pueden producir
resultados errbneos en cuanto a la subexpresion o sobrexpresion de genes. Todo
esto para asi poder generar resultados que realmente reflejen lo que ocurre a nivel
transcripcional, y establecer que los cambios observados se encuentran
fuertemente relacionados a la condicion que se estd estudiando (Russell et al.,
2009; True y Feng, 2005). Con la finalidad de validar los datos de expresién
obtenidos a partir de los microarreglos en la linea celular U373, se realizé la
determinacién, mediante la técnica de RT-PCR (técnica relativamente de bajo
costo), de los niveles de expresion de los genes previamente seleccionados, en la
misma linea celular y en las mismas condiciones que para los microarreglos
(vehiculo, P4, P4,+RU486 y RU486 durante 12 h). Para todos los casos los
resultados son producto de al menos tres experimentos independientes.

Para el caso de la expresiéon del mMRNA de GLIPR2 es posible observar que
ésta no es alterada con la administracion de P4, sin embargo, se demostré un
aumento significativo con el tratamiento de RU486, el cual también se presenta en
nivel similar cuando el antagonista se aplica en conjunto con P, (Figura 14).

En cuanto a la expresion de otro de los genes en estudio, TGFB2, se observé
gue con todos los tratamientos hay un aumento estadisticamente significativo
respecto al vehiculo, y aunque no hay diferencia significativa entre los otros
grupos experimentales, los valores mas altos fueron producidos por el tratamiento
conjunto de P4+RU (Figura 15).
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Figura 14. Niveles del mRNA de GLIPR2 determinados por RT-PCR (3 ug de RNA total)
en la linea celular U373 a las 12 h de tratamiento con vehiculo, P,;, P,+#RU y RU. A)
Imagen representativa de los productos de amplificacién en un gel de agarosa al 2%. Se
presentan dos bandas, una de 157 pb que corresponde a la amplificacion del mRNA del
gen de GLIPR2 y una segunda de 219 pb que corresponde al RNA ribosomal 18S
utilizado para normalizar los niveles de expresion de GLIPR2. B) Andlisis densitométrico
de la expresion relativa de GLIPR2 debida a los distintos tratamientos. Los resultados se
expresan como media + S.E.M. * P <0.05 vs. Vy P,. RU: RU486.
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Figura 15. Niveles del mMRNA de TGFB2 determinados por RT-PCR (3 ug de RNA total)
en la linea celular U373 a las 12 h de tratamiento con vehiculo, P,, P,+#RU y RU. A)
Imagen representativa de los productos de amplificacién en un gel de agarosa al 2%. Se
presentan dos filas de bandas, una de 199 pb que corresponde a la amplificacion del
MRNA del gen de TGFB2 y una segunda fila de bandas de 219 pb que corresponde a su
respectivo gen control, el RNA ribosomal 18S utilizado para normalizacién. B) Andlisis
densitométrico de la expresion relativa de TGFB2 debida a los distintos tratamientos. Los
resultados se expresan como media + S.E.M. * P < 0.05 vs. V. RU: RU486.

La expresion del gen AOC3, como en el caso de los genes anteriores,
también muestra un aumento significativo con el tratamiento de P4,+RU, ademas
de un aumento con P4, mientras que el RU486 solo no tiene efecto alguno (Figura
16).

& |52



RESULTADOS

A)
Proteina de adhesion vascular 1
(AOC3)
V P, P,2#RU RU
AOC3 233 pb
18S 219 pb
B)
1.5-
o
g 1“' g - .
w
©
5
o 0.5-
<
0.0 T

Vehiculo P, P#RU  RU
Media £ 5.E.M. n=3

Figura 16. Niveles del mMRNA de AOC3 determinados por RT-PCR (3 ug de RNA total) en
la linea celular U373 a las 12 h de tratamiento con vehiculo, P4, P,+#RU y RU. A) Imagen
representativa de los productos de amplificacibn en un gel de agarosa al 2%. Se
presentan dos filas de bandas, una de 233 pb que corresponde a la amplificacion del
MRNA del gen de AOC3 y una segunda fila de bandas de 219 pb que corresponde al
RNA ribosomal 18S utilizado para normalizar los niveles de expresion de AOC3. B)
Analisis densitométrico de la expresion relativa de AOC3 debida a los distintos
tratamientos. Los resultados se expresan como media + S.E.M. * P < 0.05 vs. V y RU486.
RU: RU486.

En el caso del mRNA de HBGL, los niveles disminuyeron significativamente
con el tratamiento conjunto de P4+RU, pero sélo se observo una tendencia de

disminucién cuando se administro P4 sola (Figura 17).
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Figura 17. Niveles del mMRNA de HBG1 determinados por RT-PCR (3 ug de RNA total) en
la linea celular U373 a las 12 h de tratamiento con vehiculo, P4, P,+#RU y RU. A) Imagen
representativa de los productos de amplificacion en un gel de agarosa al 2%. Se
presentan dos filas de bandas, una de 176 pb que corresponde a la amplificacion del
MRNA del gen de HBG1 y una segunda fila de bandas de 219 pb que corresponde a su
respectivo gen control, el RNA ribosomal 18S utilizado para normalizacion. B) Andlisis
densitométrico de la expresion relativa de HBG1 debida a los distintos tratamientos. Los
resultados se expresan como media + S.E.M. * P < 0.05 comparado con vs. V. RU:
RU486.

Respecto a IL7R, un gen que codifica una proteina relacionada con citocinas,
se determind que la P4 no regula su expresion a las 12h, sin embargo, la P4 en
conjunto con RU486 disminuyd significativamente su expresion, ademas de

presentar una tendencia a la disminucién con RU486 (Figura 18).
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Figura 18. Niveles del mRNA de IL7R determinados por RT-PCR (3 ug de RNA total) en
la linea celular U373 a las 12 h de tratamiento con vehiculo, P4, P,+#RU y RU. A) Imagen
representativa de los productos de amplificacion en un gel de agarosa al 2%. Se
presentan dos filas de bandas, una de 159 pb que corresponde a la amplificacion del
MRNA del gen de IL7R y una segunda fila de bandas de 219 pb que corresponde al RNA
ribosomal 18S utilizado para normalizar los niveles de expresion de IL7R. B) Analisis
densitométrico de la expresion relativa de IL7R debida a los distintos tratamientos. Los
resultados se expresan como media + S.E.M. * P < 0.05 vs. V. RU: RU486.

Se determind también la expresion de IL18 y se encontré que en esta linea
celular no se modifica su expresion después de 12 h de haber administrado los

distintos tratamientos (Figura 19).
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Figura 19. Niveles del mRNA de IL18 determinados por RT-PCR (3 ug de RNA total) en la
linea celular U373 a las 12 h de tratamiento con vehiculo, P,;, P,+#RU y RU. A) Imagen
representativa de los productos de amplificacion en un gel de agarosa al 2%. Se
presentan dos filas de bandas, una de 177 pb que corresponde a la amplificacion del
MRNA del gen de IL18 y una segunda fila de bandas de 219 pb que corresponde a su
respectivo gen control, el RNA ribosomal 18S utilizado para normalizacion. B) Andlisis
densitométrico de la expresion relativa de IL18 debida a los distintos tratamientos. Los
resultados se expresan como media + S.E.M. RU: RU486.

Los niveles de expresion de dos genes relacionados con citoesqueleto
también fueron determinados. Uno de ellos es MAP1B para el cual se vio que

todos los tratamientos disminuyen su expresion (Figura 20).
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Figura 20. Niveles del mMRNA de MAP1B determinados por RT-PCR (3 ug de RNA total)
en la linea celular U373 a las 12 h de tratamiento con vehiculo, P,;, P,;+#RU y RU. A)
Imagen representativa de los productos de amplificacién en un gel de agarosa al 2%. Se
presentan dos filas de bandas, una de 245 pb que corresponde a la amplificacion del
MRNA del gen de MAP1B y una segunda fila de bandas de 219 pb que corresponde al
RNA ribosomal 18S utilizado para normalizar los niveles de expresion de MAP1B. B)
Anadlisis densitométrico de la expresion relativa de MAP1B debida a los distintos
tratamientos sobre la expresion del mRNA de MAP1B. Los resultados se expresan como
media + S.E.M. * P <0.05 vs. V. RU: RU486.

El segundo gen relacionado con citoesqueleto, ANLN, muestra un
comportamiento similar a GLIPR2, ya que se observa una regulacion positiva por
RU486, ya sea administrado solo o en combinacion con P4, mientras que con Py

no se obtuvieron cambios significativos en su expresion (Figura 21).
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Figura 21. Niveles del mMRNA de ANLN determinados por RT-PCR (3 pug de RNA total) en
la linea celular U373 a las 12 h de tratamiento con vehiculo, P4, P,+#RU y RU. A) Imagen
representativa de los productos de amplificacion en un gel de agarosa al 2%. Se
presentan dos filas de bandas, una de 195 pb que corresponde a la amplificacion del
MRNA del gen de ANLN y una segunda fila de bandas de 219 pb que corresponde a su
respectivo gen control, el RNA ribosomal 18S utilizado para normalizacion. B) Andlisis
densitométrico de la expresion relativa de ANLN debida a los distintos tratamientos. Los
resultados se expresan como media + S.E.M. * P < 0.05 vs. V. RU: RU486.

Finalmente se estudiaron dos genes relacionados con esteroides. SREBF1
es uno de ellos y se muestra que después de 12 h de tratamiento con P4, ésta no
regula su expresion, aunque existe una tendencia de disminucion, sin embargo, el
RU486 si la disminuye significativamente administrado tanto solo como en
conjunto con P4 (Figura 22).

& |58



RESULTADOS

A)
Factor de transcripcion de union a elementos
regulados por esterol 1 (SREBF1)
\% P, P4,+RU RU
SREBF | 4l WS 171 pb
185 | MR W .- o
B)
1.51
o
[m)
E.- 1.0 pe———
w
[+0) -T *
x |
L
o 0.5
14
w
0.0

Vehiculo P, P#RU  RU

Media =+ S.E.M. n=3

Figura 22. Niveles del mMRNA de SREBF1 determinados por RT-PCR (3 ug de RNA total)
en la linea celular U373 a las 12 h de tratamiento con vehiculo, P,;, P,+#RU y RU. A)
Imagen representativa de los productos de amplificacién en un gel de agarosa al 2%. Se
presentan dos filas de bandas, una de 245 pb que corresponde a la amplificacion del
MRNA del gen de SREBF1 y una segunda fila de bandas de 219 pb que corresponde al
RNA ribosomal 18S utilizado para normalizar los niveles de expresion de SREBF1. B)
Analisis densitométrico de la expresion relativa de SREBF1 debida a los distintos
tratamientos. Los resultados se expresan como media + S.E.M. * P < 0.05 vs. V. RU:
RU486.

STARDA4, el cual esta relacionado con esteroides, fue el Ultimo gen estudiado
y para éste se observa, que la P, no modifica su expresién, mientras que el

tratamiento combinado de P4+RU la incrementa significativamente (Figura 23).
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Figura 23. Niveles del mRNA de STARD4 determinados por RT-PCR (3 ug de RNA total)
en la linea celular U373 a las 12 h de tratamiento con vehiculo, P,;, P,+#RU y RU. A)
Imagen representativa de los productos de amplificacién en un gel de agarosa al 2%. Se
presentan dos filas de bandas, una de 195 pb que corresponde a la amplificacion del
MRNA del gen de STARD4 y una segunda fila de bandas de 219 pb que corresponde a su
respectivo gen control, el RNA ribosomal 18S utilizado para normalizacion. B) Andlisis
densitométrico de la expresion relativa de STARD4 debida a los distintos tratamientos.
Los resultados se expresan como media + S.E.M. * P <0.05 vs. Vy P,. RU: RU486.

Los efectos de los distintos tratamientos observados mediante el ensayo de
microarreglos y por RT-PCR sobre la expresidon de los genes elegidos para

validacion son resumidos en la siguiente tabla (Tabla 5).
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Tabla 5. Efectos de los tratamientos sobre los niveles del mMRNA de los genes utilizados
para confirmacién de los resultados obtenidos con microarreglos en la linea celular U373.

Microarreglo RT-PCR
Gen P4 P.+RU RU P4 P,+RU RU
GLIPR2 3 AuT%nta Aurlngnta i AuT.inta AuTgnta
TGFp2 i AuTgnta ) Aulenta AuT.(énta AuTgnta
AOC3 AUTZnta i i AuTlgnta A.\uT:e3nta ]
HBG1 Aurzn.(;nta i Aur?r:(;nta i DlsTguye i
IL7R | D'ST.'QUYG ) i Dlsnl1.|2uye ]
L il I N U NG
MAP1B - DTST:QUYG i Dlsnl1.|guye Dlsnl1.|2uye Dlsnlw-lguye
ANLN ) DIST.ISUye | i A.\ur{l:(;nta A.\uT;nta
SREBF1 - - DIST,Iguye ] DIST.lZuye Dlsnlw-lzuye
STARD4 ) DlsT.lguye Dlsnfllguye AuTgma _

Los nimeras gue no se expresan en porcentaje indican las veces de cambio.

En esta tabla se observa que hay genes como GLIPR2 cuya expresion

coincide totalmente entre la determinacion realizada por microarreglos y por RT-

PCR.

Ademas, se muestra que en varios casos como TGFp2, AOC3 o MAP1B, el

cambio estadisticamente significativo de la expresién de un gen a causa de cierto
tratamiento, se observé tanto por microarreglos como por RT-PCR, sin embargo,
mediante la validacion se encontraron ademas cambios significativos debido a otro
u otros de los tratamientos. En otros casos como IL18 o ANLN, los resultados que
coincidieron entre los dos métodos ocurrieron con tratamientos que no alteraron la
expresion, y de la misma forma que se mencioné anteriormente, se encontraron
cambios extras mediante RT-PCR.

Por otro lado, existio solamente un gen, HBG1, en donde no hubo correlaciéon

entre los resultados obtenidos por las dos técnicas en ningun tratamiento.
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Eis

9. DISCUSION

Las hormonas esteroides como la P4 regulan muchos procesos bioldgicos
que no se limitan a érganos Y tejidos reproductivos (Inoue et al., 2002), ademas de
gue pueden participar en procesos patolégicos como la tumorigénesis (Camacho-
Arroyo et al., 2000). Varias funciones de la P, son mediadas a través de la union
con sus receptores intracelulares (Henley et al 2005), los cuales, mediante la
activacion de vias de sefalizacion o la regulacion de la transcripcion pueden
aumentar o disminuir la expresion de genes blanco (Boonyaratanakornkit et al.,
2008; Misiti et al., 1998).

Entre los tipos de tumores malignos de los cuales se ha propuesto que las
hormonas esteroides pueden participar en la regulacion de su desarrollo y
crecimiento, se encuentran los astrocitomas (Kabat et al., 2010; Gonzéalez-Aguero
et al., 2007), los cuales constituyen mas de un tercio de los tumores cerebrales
primarios, son los mas agresivos del SNC y resultan en gran parte de alteraciones
genéticas y de una desregulada expresion de genes (Zhou, et al.,, 2003). Se ha
reportado que la P, participa en el desarrollo y crecimiento de los astrocitomas y
que los efectos de esta hormona pueden estar mediados por el RP (Cabrera-
Mufioz et al., 2009; Gonzalez-Aguero et al.,, 2001). En cuanto a esto, estudios
recientes demostraron que la P4, a través del RP, regula la expresion de ciclina D1
en astrocitomas grado Il y de VEGF y EGFR en astrocitomas grado IV
(Hernandez-Hernandez et al., 2012). Ya que en este tipo de tumores se
desconocen la gran mayoria de los genes cuya expresion puede ser alterada con
P4, en el presente trabajo se estudié el efecto de esta hormona y de su
antagonista RU486 sobre el patrén de la expresion génica en la linea celular
derivada de astrocitomas humanos grado Ill, U373, mediante la técnica de
microarreglos y la validacion por RT-PCR.

Los resultados obtenidos mediante microarreglos muestran que la P, alas 12
h regula, ya sea positiva 0 negativamente, la expresion de distintos genes, muchos
de los cuales participan en procesos inmunolégicos, de proliferacion, adhesion y

metabdlicos (Tablas 3 y 6) y pudieran tener una participacion importante en el
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desarrollo de la patologia. Esto concuerda con el hecho de que los gliomas, al
igual que el cancer en general, tienen un proceso complejo en donde la expresion
de diversas moléculas se modifica para permitir que las células tumorales tengan
un suministro suficiente de oxigeno y nutrientes, no sean afectadas por el sistema
inmune y tengan la capacidad de migrar e invadir (Kareva y Hahnfeldt, 2013;
Nakada et al., 2007; Friedl y Wolf, 2003). Entre los genes que se encontré con
microarreglos que su expresion es alterada por la hormona, aparecen varios cuya
alteracion ya se ha visto con P4 en otros tipos de cancer y/o en otras condiciones
patologicas (Paulssen et al., 2008; Lapp et al.,, 1995; Fan et al.,, 2013), sin
embargo, se observan muchos para los cuales no se ha reportado que su
presencia o administracion pueda modificar sus niveles de mRNA.

A través de los microarreglos se encontraron distintos genes también
regulados por P, y que se expresan diferencialmente en comparaciéon con los
distintos tratamientos, pero que tienen como producto RNAs no codificantes
(Tablas 6, 9 y 10 de Anexo 2). Esto, aunque para fines practicos del presente
trabajo no fueron tomados en cuenta en el proceso de validacion, resulta
interesante ya que se sabe que este tipo de moléculas tienen el potencial de
regular la expresion de genes a diferentes niveles lo que abre un campo mas de
estudio para poder entender los procesos alterados en estas células.

En los mapas de calor se observaron blogues de genes ya sean regulados a
la baja o a la alta y fue posible notar que los arreglos se agruparon por
tratamiento, lo cual indica que éstos fueron aplicados de manera correcta en
experimentos independientes. Sin embargo, a pesar de que los microarreglos son
una herramienta cada vez mas utilizada que brinda informacion muy valiosa y
permite determinar de forma comparativa perfiles de expresién génica a gran
escala, es decir, se detectan simultaneamente la expresion de cientos o miles de
genes, sus resultados deben considerarse con reserva y deben ser validados con
una metodologia diferente debido principalmente a los falsos positivos que da la
técnica (Miron et al., 2006; Murphy, 2002).

En cuanto a la validacion, como se mencion0 anteriormente, de todos los

genes que presentaron alteraciones en su expresion, para su confirmacién se
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eligieron diez que podrian resultar de interés bioldgico en el desarrollo y/o
crecimiento de los tumores de acuerdo a la revisién general que se realizé (Tabla
4). De forma general, el proceso de validacion consiste en repetir una medicion a
través de una aproximacion o ensayo diferente. La metodologia utilizada puede
variar dependiendo del problema en cuestion, pero entre las técnicas que suelen
utilizarse se encuentran algunas de las variantes o derivadas del PCR. Como
ejemplo se tiene al RT-PCR, ya sea punto final o en tiempo real (qPCR), técnica
gue tiene como ventaja su alta sensibilidad y especificidad, ademas de ser
relativamente rapida y de bajo costo y requerir una cantidad minima de muestra
inicial (Tan, 2006; Chuaqui et al.,, 2002). Ambos tipos de RT-PCR han sido
utilizados (Darwiche et al., 2007; Jeanty et al., 2010), sin embargo, aunque el gRT-
PCR implica mayor costo, se ha convertido en el método estandar, ya que a
diferencia del punto final, permite realizar la determinacién de los niveles de
MRNA de forma cuantitativa, con menor riesgo de contaminacion y con mayor
rapidez (Costa, 2004; Chuaqui et al., 2002; Fraga et al., 2008).

La técnica mediante la cual se realizo el proceso de validacion fue RT-PCR
principalmente debido a su menor costo y los datos obtenidos muestran resultados
interesantes. La alteracién (o ausencia de esta) en la expresién de muchos de los
genes elegidos, por ejemplo, AOC3 y MAP1B, fue confirmada que ocurre solo a
causa de alguno(s) de los tratamientos, pero no de todos los que indicé el
microarreglo.

Existen varios factores que en conjunto pueden haber influido en que no
haya una completa correlacion entre las técnicas utilizadas. Entre éstos, esta el
hecho de que se ha reportado que en este tipo de microarreglos, para su
fabricacion se utilizan bases de datos de secuencias que son publicas, las cuales
en ocasiones son ambiguas y pueden contener errores y como consecuencia,
aunque las sondas sean disefiadas de forma muy especifica, no es posible
detectar de forma correcta el mRNA blanco (Murphy, 2002).

De forma muy importante, aunque los procedimientos para el tratamiento de
los microarreglos mejoran constantemente, los métodos estadisticos para su

analisis son diversos (en ocasiones hay falta de concordancia entre ellos) y no
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existe uno gque se haya estandarizado ni que se utilice de forma rutinaria, ya que,
en general, la estadistica ha lidiado siempre con muestras que tienen un nimero
muy limitado de variables y no, como en los microarreglos, en donde hay un
namero muy limitado de muestras y un gran namero de variables; esto en
definitiva influye y afecta a los datos obtenidos. El analisis estadistico es
probablemente la parte mas dificil de la técnica y en la que se llegan a tener méas
problemas, ya que se debe extraer informacion de miles de datos de los cuales
muchos de ellos son considerados como ruido de fondo. Esto es otros de los
factores, ademas de los falsos positivos inherentes a la técnica, por los cuales se
debe utilizar una técnica independiente para confirmar los resultados obtenidos
(Miron et al., 2006; Murphy, 2002).

Ahora, hay que considerar también que, aunque los resultados obtenidos por
RT-PCR tienen mayor validez sobre los microarreglos ya que permiten determinar
de una forma mas directa las diferencias en los niveles de expresion de genes, la
técnica que fue utilizada para validacién es solamente semicuantitativa y tiene una
menor sensibilidad que la del gRT-PCR (Smith y Osborn, 2009 y Ben et al., 2011)
lo que pudiera implicar algunos errores de interpretacion y limitar en algunos casos
la deteccién de los cambios en la expresién. Esto, ademas, contribuye también de
cierta manera a que los datos obtenidos por las diferentes técnicas experimentales
muestren solamente correlacion parcial.

Por otro lado, no todo resultdé en poca o falta de correlacion entre las
técnicas; el microarreglo y el RT-PCR mostraron los mismos cambios en la
expresion de dos genes con los tratamientos (Tabla 5). GLIPR2 e IL7R resultaron
ser genes que independientemente de la técnica utilizada para su estudio
mostraron el mismo tipo de cambio en su expresion con los mismos tratamientos.
La consistencia de la alteracion en sus niveles de mRNA los hace de interés y
permite una mayor confianza al continuar con su estudio. Pudiera también
pensarse en que al estar presente el tratamiento, es de importancia que el gen en
cuestién tenga modificada su expresion para que el tratamiento pueda tener su

efecto general.
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Aunque GLIPR2 codifica para una proteina poco estudiada aun y de la cual
su funcion no esta bien caracterizada (Baxter et al., 2007), se ha encontrado en
muchas lineas celulares de glioma (Groves et al.,, 2004) y estudios in vitro
muestran que puede inducir la transicion epitelio mesénquima la cual es esencial
en la plasticidad celular durante el desarrollo, pero que también se ha relacionado
con la progresion en cancer (Baxter et al., 2007; De Craene y Berx, 2013). IL7R es
un gen cuyo producto tiene un papel critico en el desarrollo, diferenciacion,
crecimiento y activacion de las células linfoides (Al-Rawi et al., 2004) y ha sido
relacionado con una disminucion de la respuesta inmune encargada de evitar el
desarrollo del tumor en gliomas de alto grado de evolucion (Ardon et al., 2010).

Entre los genes seleccionados se encontré el caso en donde los niveles de
MRNA son alterados Unicamente por P4. Esto ocurrié especificamente con AOC3,
que cataliza la oxidacidbn de aminas a aldehidos y participa en procesos de
extravasacion y migracion celular principalmente inducida por inflamacion
(Jalkanen y Salmi, 2007), pero cabe resaltar que esta regulacién parece ser a
través de un mecanismo no clasico ya que el efecto de la P4 no fue revertido o
bloqueado por su administracibn en conjunto con el RU486. Podria incluso
pensarse en la participacion del RP de membrana. De hecho, aunque mucho
tiempo se pens6 que el principal mecanismo de accién de la P4 era el conocido
como gendmico, ahora se sabe que los mecanismos a través de los cuales la P4
ejerce sus efectos son diversos (Singh at al., 2013).

De forma interesante, se observio para algunos genes que el RU486 y el
tratamiento conjunto de P4+RU regulan su expresion sin encontrarse efecto de la
P, sola. Este es el caso de GLIPR2, ANLN y SREBF1. Aqui resalta el hecho de
gue el RU486 sea el que causé un efecto y no la P4, ya que este compuesto es
antagonista de la hormona se esperaria que por si solo no alterara la expresion,
sino hasta que estuviera presente la P4. Parte de esto podria explicarse por el
hecho de que el RU486 no se une exclusivamente al RP, ya que es también
antagonista del receptor a glucocorticoides (afinidad similar que por el RP), el cual
también puede modular la transcripcion de genes por interaccién directa con el

DNA o de forma indirecta por interaccion con otras moléculas como AP-1 o NFkB
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(Raaijmakers et al., 2009; Horner et al., 2003). Ademas, se ha reportado que este
compuesto no siempre actia como antagonista. Hay estudios en lineas celulares
de astrocitomas en los cuales la administracion del RU486 solo disminuye
significativamente la proliferacion, ademas, mediante microarreglos se ha
reportado la alteracion de la expresidn de genes debida a este antagonista en
ratones hembra. También se ha visto que en adipocitos, la sola administracién del
RU486 aumenta la expresion de ciertas proteinas, mecanismo que podria
involucrar al RP o al receptor a glucocorticoides (Gonzalez-Aguero et al., 2007;
Rodriguez y Palou, 2004; Cheon et al., 2002). En cuanto a esto, para determinar
de forma especifica qué genes son realmente regulados por el RP y descartar la
posibilidad de que los resultados puedan ser debidos a la participacion del
receptor a glucocorticoides, seria conveniente utilizar un antagonista puro como la
onapristona o silenciar la expresion de dicho receptor.

También se vio que sobre el mismo gen puede existir una combinacion de
los efectos antes mencionados, es decir que el RU486 tenga el mismo efecto que
la P, y que el tratamiento conjunto de P,+RU486. Esto se observé en TGFp2 y
MAP1B. Aqui, ya que no se observa un efecto sinérgico, es posible que estos
compuestos actien a través del mismo mecanismo para causar un mismo efecto,
sin embargo, los estudios acerca del mecanismo de accion del RU486 como
agonista son muy escasos.

TGFB2 resulta también interesante para continuar con su estudio,
principalmente enfocado al mecanismo de accion debido a que se presenta el
efecto de que tanto la P, como su antagonista aumentan el contenido de su
MRNA, aparte de que este gen se ha visto implicado en cancer de mama (Buck y
Knabbe, 2006) y en gliomas de alto grado de malignidad (Schneider et al., 2006).
Se sabe ademas que el RP activado por su ligando puede unirse directamente al
DNA para la regulacion de la transcripcion de genes blanco de la P4 que presentan
ERP en su secuencia promotora, o puede unirse indirectamente al DNA mediante
Su asociacion con otros factores de transcripcion como AP-1 y se ha sugerido que

el promotor de TGFB2 esta sujeto a control hormonal debido a que posee un sitio
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CRE-ATF y tiene alta homologia con TGF-1, el cual presenta sitios de union a
AP-1 (Jacobsen et al., 2005; Govinden y Bhoola, 2003).

De igual forma, en varios genes seleccionados se vio que respondieron
Unicamente cuando se les administr6 P4,+RU486. Asi se observo con HBG1, IL7R
y STARD4. Aqui si pudiera pensarse en un efecto de suma o sinérgico de los
compuestos de forma que, administrados como tratamiento Unico, alteran la
expresion en muy pequefia medida, pero al administrarse en conjunto, ya
alcanzan a cambiar los niveles de forma significativa.

Como es posible darse cuenta, se encontraron varios efectos interesantes de

los tratamientos sobre los niveles de expresion de los genes utilizados en el
proceso de validacion. Resultaria interesante estudiar los mecanismos
involucrados en los cambios de expresién observados, ya que es claro que,
ademas de gque en algunos casos la regulaciéon por P, podria ocurrir de la forma
clasica, también podria participar a través de otros mecanismos. Asimismo, el
RU486 también resultd tener una participacion importante y no existen muchos
estudios acerca de esto, ya que principalmente los mecanismos de accion de este
compuesto se han enfocado en su papel como antagonista.
Otra cosa que vale la pena resaltar, es que para muchos de los genes estudiados
en este trabajo, especialmente de los seleccionados para validacién, no se tiene
nada reportado acerca de que pudieran ser regulados por P4, y menos por RU486,
ni en condiciones fisiolégicas ni patolégicas. Como ejemplo de estos, se tiene a
GLIPR2, IL7R y ANLN. Para algunos otros hay reportes que sugieren alguna
relacion entre el gen o sus productos y la P4, por ejemplo, para TGFB2 (Burney et
al., 2007), sin embargo, para la mayoria no hay suficientes estudios. Asi pues, se
puede sugerir que varios de los genes seleccionados tienen la posibilidad de ser
nuevos marcadores en estos tumores y es recomendable incluirlos en mas
estudios, ya que ademas de modificarse con los tratamientos.

Es importante mencionar ademas que, aunque los controles y agrupamiento
de los datos de los microarreglos resultaron como se esperaba, valdria la pena
enriquecer los resultados con uno o dos ensayo mas, ya que, como en todo

experimento en donde se requiere hacer estadistica, se debe incluir suficiente
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namero de experimentos independientes (como en el caso de la validacion, en
donde minimo fueron 3 experimentos) para permitir una mejor evaluacién de los
datos (Murphy, 2002).

También, a pesar de que la tasa de cambio para cada uno de los genes que
presentaron cambios significativos, tanto por microarreglos como por RT-PCR,
debido a los distintos tratamientos no fue tan grande como se esperaba, no se
debe descartar un papel realmente importante de estos genes ya que es posible
qgue el nivel de mRNA no refleje el estado funcional final de la proteina (Murphy,
2002). Existen casos en donde mediante protebmica se analizaron muestras de
glioblastomas y se encontraron altos niveles de la proteina de PDGF, pero no tan
altos de mRNA, lo que indica que es posible que basandose Unicamente en
estudios a nivel de mensajero, podrian subestimarse ciertos genes (Dunn et al.,
2012). Es por esto que, de forma independiente a una validacibn y como
perspectiva, para algunos de los genes estudiados en este trabajo se ha pensado
en determinar el contenido de proteina.

Finalmente, podria considerarse la realizacion de mas ensayos de este tipo
en esta misma linea celular, pero a otros tiempos (Hernandez-Hernandez et al.,
2012). También podrian realizarse en una linea celular de glioblastoma como la
D54, ya que es en este grado de malignidad en donde se tienen los mayores

estudios y se da una mayor desregulacion de la expresion de genes.
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10.CONCLUSIONES
* La P4 participa en la regulacion del patrén de expresién génica, regulacion
que también es afectada por el RU486, en la linea celular U373 derivada de

astrocitomas humanos.

* El efecto de la P4 sobre la regulacion de genes puede estar no solo mediada

a través del RP, sino a través de diferentes mecanismos de accion.
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12. ANEXOS

12.1. Estandarizacion de las condiciones para PCR

Antes de proceder con las reacciones de RT-PCR para los experimentos en
los cuales se incluyeron los 4 tipos de tratamiento mencionados (V, P4, P4+RU y
RU486), como se indic6é en la metodologia, se realiz6 la curva de temperaturas y
de ciclos para cada uno de los genes estudiados (Figura 24). La amplificaciéon del
gen de 18S se realizd a 58°C y 25 ciclos.; no se realizaron curvas para este gen
debido a que su expresion ya fue estandarizada anteriormente para las

condiciones utilizadas.
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Figura 24. Curvas de determinacién de temperaturas y de ciclos para la amplificacién de
GLIPR2, IL7R, SRBEF1, IL18, TGFB2, MAP1B, ANLN, HBG1, STARD4 y AOC3. A, C, E,
G, I, K, M, N, Py R) Curvas de calibraciéon de temperaturas a 58, 60, 62, 64 y 66 °C a 30
ciclos. .B, D, F, H, J, L, N, O, Qy S) Curvas de ciclos (20, 25, 30, 35y 40, excepto para
AOC3 en donde el numero de ciclos fueron 30, 35, 40, 45 y 50 ya que a 30 ciclos casi no
se observé amplificacion). Los geles fueron tefiidos con el colorante Gel Red (Biotium).
Los recuadros que enmarcan un cierto valor sefialan la temperatura o el numero de ciclos
elegidos para cada gen. El numero de ciclos elegido se encuentra en la fase exponencial
de la curva.

12.2. Listas de genes diferencialmente expresados

A continuacién se muestran las 6 listas de expresion diferencial que resultan al
comparar los niveles de expresion promedio entre tratamientos. Los nombres en
color verde, al igual que en los mapas de calor, sefialan a los genes
subexpresados, mientras que en color rojo se sefalan los sobrexpresados. Es
importante mencionar que en estas listas se omiti6 a las secuencias
diferencialmente expresadas que no presentaron anotacion, es decir, que aun no

se conoce que estén asociadas a un gen o funcion.
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Tabla 6. Genes diferencialmente expresados con P, respecto al tratamiento con V.

P,vs.V
Numero|Nombre del gen|Tasa de cambio|[Nimero [Nombre del gen|Tasa de cambio
1 VTRNA1-1 2.2 16 SLITRK1 1.4
2 SNORD116-26 1.9 17 PCDHB18 1.4
3 FABP4 1.9 18 KRT33B 1.4
4 SNORA14A 1.8 19 VIPR2 1.4
5 SNORD25 1.8 20 HGC6.3 1.4
6 SNORA41 1.7 21 CADPS 1.5
7 SIAE 1.6 22 GOT1L1 1.5
8 SNORA28 1.6 23 FPR2 1.5
9 SNORA14B 1.5 24 OR6Q1 1.5
10 HSD17B7P2 1.5 25 NCRNA00200 1.5
11 IL18 1.5 26 AOC3 1.5
12 RNU2-1 1.5 27 PNPLA4 1.5
13 SNORD38B 1.5 28 FL16171 1.7
14 SNORDS53 1.5 29 HBG1 2.7
15 C9orf152 1.4 30 HBG2 2.7

Tabla 7. Genes diferencialmente expresados con P,+RU respecto al tratamiento con V.

P,+RU vs. V
Numero/Nombre del gen|Tasa de cambio|[Nimero |Nombre del gen|Tasa de cambio
1 SNORD116-26 2.5 20 DDX46 1.8
2 SCARNA1 2.3 21 COPS2 1.8
3 NARG1 2.3 22 RSBN1L 1.7
4 SLC39A10 2.2 23 Clorf58 1.7
5 SNORD116-25 2.2 24 YTHDC2 1.7
6 FLI45950 2.2 25 ZNF451 1.7
7 MYBL1 2.2 26 RAI14 1.7
8 DLGAPS 2.1 27 CXADR 1.7
9 PSD3 2.0 28 SEMAGD 1.7
10 SNORD82 2.0 29 C9orfal 1.7
11 CCDC15 2.0 30 CEP55 1.7
12 ANLN 1.9 31 EPM2AIP1 1.7
13 C5o0rf36 1.9 32 ADD3 1.7
14 BRCC3 1.8 33 TBC1D15 1.7
15 TET2 1.8 34 BBS10 1.7
16 ABCA1 1.8 35 KIAA1012 1.7
17 Cllorf82 1.8 36 CTAGES 1.7
18 ECHDC1 1.8 37 ADAM9 1.7
19 SESN3 1.8 38 SIAE 1.7
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P,+RU vs. V
Numero |Nombre del gen [Tasa de cambio|[Niumero|Nombre del gen [Tasa de cambio
39 NUCKS1 1.7 80 PCDHB3 1.5
40 CuL2 1.7 81 SNORD13 1.5
41 STARDA4 1.7 82 LOC642947 1.5
42 THUMPD1 1.7 83 CENPI 1.4
43 ZNF280C 1.6 84 ITSN1 14
44 SNORA41 1.6 85 EPHA3 1.4
45 PJA2 1.6 86 TGFB2 14
46 FAM115A 1.6 87 SFRS11 1.4
47 PSD3 1.6 88 HIST1IH2AH 14
48 TOPBP1 1.6 89 ZNF571 1.4
49 ERCC6L 1.6 90 SELI 14
50 CHORDC1 1.6 91 PCMTD1 1.4
51 GNPTAB 1.6 92 KLHLS8 14
52 UTP20 1.6 93 UTP23 1.4
53 EIF3A 1.6 94 OR4D11 14
54 /BTB6 1.6 95 VEGFA 1.4
55 HIST1IH3A 1.6 96 MRAP2 14
56 SKIV2L2 1.6 97 SLC7A1 1.4
57 SCAMP1 1.6 98 MTHFD2 14
58 MAGI3 1.6 99 ETV4 1.5
59 POLI 1.6 100 SESN2 1.5
60 MAP1B 1.5 101 PTGES 1.5
61 FAM35A 1.5 102 PCDHA11 1.5
62 FAM111A 1.5 103 LOC100131434 1.5
63 IDE 1.5 104 HEY1 1.5
64 ARRDC3 1.5 105 AARS 1.5
65 ZNF432 1.5 106 OR2T11 1.5
66 TOP1 1.5 107 GPC3 1.5
67 HIST1IH3G 1.5 108 ARHGEF2 1.5
68 LTV1 1.5 109 CARS 1.5
69 HIST1H3) 1.5 110 CD177 1.5
70 PALB2 1.5 111 GPT2 1.6
71 OR2M3 1.5 112 GLIPR2 1.6
72 HISTIHIT 1.5 113 LOC645188 1.6
73 LGR4 1.5 114 MTHFD2 1.6
74 RANBP6 1.5 115 SLC25A20 1.6
75 ABCD3 1.5 116 TRIB3 1.7
76 AKAP12 1.5 117 PHGDH 1.7
77 IL7R 1.5 118 FU16171 1.7
78 ELF2 1.5 119 PSAT1 1.7
79 GPR137C 1.5 120 SLC1A4 1.7
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P,+RU vs. V
Numero|Nombre del gen [Tasa de cambio|[Nimero [Nombre del gen|Tasa de cambio

121 MST1 1.7 127 NUPR1 2.0
122 YARS 1.7 128 ASNS 2.0
123 LOC285456 1.9 129 CBS 2.1
124 PCK2 1.9 130 CPT1A 2.1
125 GDF15 1.9 131 SLC6A9 2.3
126 CHAC1 2.0

Tabla 8. Genes diferencialmente expresados con RU486 respecto al tratamiento con V.

RU486 vs. V
Numero|Nombre del gen|Tasa de cambio[|Niumero{Nombre del gen|Tasa de cambio

1 LST-3TM12 2.0 22 GLIPR2 1.5
2 FLJ45950 1.8 23 NCRNA00200 1.5
3 HISTIH1T 1.6 24 LCN1 1.5
4 STARD4 1.6 25 ZNF487 1.5
5 ABCA1 1.6 26 SLC1A4 1.6
6 OR2M3 1.5 27 PSAT1 1.6
7 KIF27 1.5 28 PHGDH 1.6
8 HSD17B7P2 1.5 29 TRIB3 1.7
9 SREBF1 1.5 30 CHAC1 1.7
10 PPP4RIL 1.4 31 FU16171 1.7
11 IL7R 1.4 32 PCK2 1.8
12 SSX3 1.4 33 CD177 1.8
13 AARS 1.4 34 GDF15 1.8
14 YARS 1.4 35 CPT1A 1.8
15 MTHFD2 1.4 36 CBS 2.0
16 CLRN2 1.4 37 SLC6A9 2.0
17 MT1F 1.4 38 NUPR1 2.0
18 SLC1A3 1.4 39 ASNS 2.0
19 SLC25A20 1.5 40 HBG1 3.2
20 CCIN 1.5 41 HBG2 3.2
21 MST1 1.5

Tabla 9. Genes diferencialmente expresados con P, respecto al tratamiento de P,+RU.

P, vs. P,+RU
Numero|Nombre del gen|Tasa de cambio|[Nimero [Nombre del gen|Tasa de cambio
1 ASNS 2.4 5 CPT1A 2.3
2 FABP4 2.4 6 GDF15 2.3
3 VTRNA1-1 2.3 7 CHAC1 2.2
4 SLC6A9 2.3 8 SNORA28 2.1
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P, vs. P4+RU
Numero|Nombre del gen| Tasa de cambio|Nimero|Nombre del gen|Tasa de cambio
9 PCK2 2.1 50 ORCSL 1.5
10 CBS 2.1 51 SNORA16A 1.5
11 NUPR1 2.1 52 CXorf56 1.5
12 SCARNA4 2.0 53 Cl2orf24 1.5
13 SNORD53 2.0 54 RNU13P2 1.5
14 SNORD30 2.0 55 TSPANS 1.5
15 PSAT1 2.0 56 SNORA10 1.5
16 PHGDH 1.9 57 SNORA10 1.5
17 YARS 1.9 58 ATF4 1.5
18 SNORD25 1.9 59 GARS 1.5
19 SNORD27 1.9 60 SQRDL 1.5
20 SNORA14B 1.8 61 ETV5 1.5
21 SESN2 1.8 62 IMPA2 1.5
22 SLC1A4 1.8 63 MAFG 1.5
23 MTHFD2 1.8 64 SLC7A1 1.5
24 POLR3GL 1.8 65 PTGES 1.5
25 GPT2 1.8 66 PPCS 1.5
26 TRIB3 1.8 67 SLC16A4 1.5
27 HMOX1 1.7 68 PYCR1 1.5
28 ETV4 1.7 69 IFRD1 1.5
29 SLC25A20 1.7 70 IL6 1.5
30 GLIPR2 1.7 71 MARS 1.5
31 SNORA73A 1.7 72 TUBE1 1.5
32 CSTA 1.7 73 VATIL 1.5
33 CARS 1.6 74 RPS6KA?2 1.5
34 MTX2 1.6 75 ARMCX6 1.5
35 DDIT3 1.6 76 SNORD102 1.5
36 ADAMTSY9 1.6 77 SLC3A2 1.5
37 PLXNA2 1.6 78 WARS 1.5
38 MTHFD2 1.6 79 SYT13 1.5
39 SNORD28 1.6 80 TACR1 1.5
40 DUSP6 1.6 81 AAGAB 1.5
41 ARHGEF2 1.6 82 KLHL5 1.5
42 CCDC51 1.6 83 NNMT 1.5
43 SSRP1 1.6 84 SNORA14A 1.5
44 UGT2B7 1.6 85 TTC1 1.4
45 SNORD49A 1.6 86 FAM86B1 1.4
46 SCARNA13 1.6 87 LRRC4 14
47 SPRY2 1.6 88 SLC25A33 14
48 AARS 15 89 FAM103A1 1.4
49 SNORD26 1.5 90 IL18 1.4
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REFERENCIAS

P,vs. P,+RU
Numero(Nombre del gen|Tasa de cambio||[Numero|Nombre del gen|Tasa de cambio
91 RNF185 14 122 TGFB2 1.6
92 TBL1X 1.4 123 /BTB6 1.6
93 FYN 14 124 HIST1IH2AK 1.6
94 TMEM101 1.4 125 SNORA70B 1.6
95 VEGFA 1.4 126 TOPBP1 1.6
96 PCOTH 1.4 127 LOC221442 1.6
97 KCNJ2 14 128 PJA2 1.6
98 FAM103A1 1.4 129 EIF3A 1.6
99 HMGCL 14 130 FAM115A 1.6
100 PITPNC1 1.4 131 OR2T4 1.6
101 LOC401805 14 132 ECHDC1 1.6
102 LOC401805 1.4 133 Clorf58 1.7
103 Clorf109 14 134 TET2 1.7
104 MRAP2 1.4 135 EPM2AIP1 1.7
105 KCNE4 14 136 PSD3 1.7
106 SNORD36C 1.4 137 SEMA6D 1.7
107 MYC 14 138 CXADR 1.7
108 ZNF487 1.4 139 NCAPG 1.7
109 SOCS5 14 140 CTAGES 1.7
110 MAML2 1.4 141 SERBP1 1.8
111 EPHA3 1.4 142 ABCA1l 1.8
112 GPR137C 1.4 143 ZBTB38 1.8
113 GPR52 14 144 DDX46 1.8
114 PCDHB18 1.5 145 TET2 1.8
115 AKAP12 1.5 146 C5o0rf36 1.9
116 MITF 1.5 147 SESN3 1.9
117 ABCD3 1.5 148 ANLN 1.9
118 OR2M1P 1.5 149 SLC39A10 2.0
119 FAM35A 1.5 150 NUF2 2.0
120 ERCC6L 1.5 151 PSD3 2.1
121 MAP1B 1.6 152 DLGAPS 2.4

Tabla 10. Genes diferencialmente expresados con P, respecto al tratamiento de RU486.

P, vs. RU486
Numero|Nombre del gen | Tasa de cambio [ Nimero |Nombre del gen|Tasa de cambio
1 ASNS 2.4 6 SLC6A9 2.0
2 FABP4 2.2 7 CHAC1 1.9
3 GDF15 2.1 8 CBS 1.9
4 NUPR1 2.0 9 PCK2 1.9
5 CPT1A 2.0 10 PHGDH 1.9

& |9



REFERENCIAS

P, vs. RU486
Numero|Nombre del gen| Tasa de cambio|Numero |Nombre del gen| Tasa de cambio
11 PSAT1 1.8 34 VATIL 15
12 AKR1B10 1.8 35 TMTC2 15
13 TRIB3 1.8 36 PXK 15
14 SCARNA4 1.7 37 SESN2 15
15 SLC1A4 1.6 38 DDIT3 15
16 CSTA 1.6 39 ARMCX6 15
17 DUSP6 1.6 40 GARS 15
18 RNU4-2 1.6 41 ETV5 15
19 GLIPR2 1.6 42 TUBE1 14
20 YARS 1.6 43 AARS 14
21 MTHFD2 1.6 44 ARHGEF2 14
22 MTHFD2 1.6 45 C100rf122 14
23 SNORA28 1.6 46 MGP 14
24 SNORDS53 1.6 47 SNORD14E 14
25 SNORA41 1.6 48 ATF4 14
26 ADAMTSY 15 49 GPT2 14
27 SPRY4 1.5 50 PNPLA4 1.4
28 SLC25A20 15 51 SREBF1 15
29 SLC1A3 1.5 52 KRT15 15
30 SNORA14A 15 53 GCoOM1 15
31 SPRY2 1.5 54 ABCA1l 15
32 SNORD38B 15 55 PPP4R1L 1.6
33 KCNJ2 15 56 CYP4z1 1.6

Tabla 11. Genes diferencialmente expresados con P, respecto al tratamiento de P,+RU.

P,+RU vs. RU486
Numero|Nombre del gen|Tasa de cambio[|[Nimero|Nombre del gen|Tasa de cambio
1 SNORD116-26 2.2 10 TARP 1.5
2 ECHDC1 1.6 11 SNORD13 1.5
3 C5o0rf36 1.6 12 SNORD13 1.5
4 NUCKS1 1.6 13 OR2T4 14
5 LTV1 1.6 14 DOX1 14
6 LOC221442 1.5 15 SSX3 14
7 SNORA41 1.5 16 ARID3B 14
8 ZNFA487 1.5 17 S100A7L2 1.5
9 TARP 1.5 18 PPP4R1L 1.6
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