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1. RESUMEN

Los astrocitomas son tumores cerebrales derivados de astrocitos,
progenitores gliales o células troncales cancerosas que constituyen las
neoplasias cerebrales primarias mas comunes y agresivas en el ser humano y
representan el 45% de todos los tumores del Sistema Nervioso Central. La
incidencia de este tipo de tumores es 50% mayor en hombres que en mujeres,
lo que sugiere la participacion de un componente hormonal en su desarrollo.

Se ha reportado que la progesterona (P4) promueve la proliferacion celular en
lineas derivadas de astrocitomas humanos grados Il y IV (glioblastomas) y que
este efecto ocurre a través de la interaccidén con su receptor intracelular (RP) el
cual es un factor de transcripcion activado por su ligando que esta involucrado
en la regulacion de genes relacionados con el ciclo celular y la metastasis.
Existen dos isoformas del RP, RP-A y RP-B, cada una con diferente regulacion
y patron de expresion. Las isoformas del RP tienen diversas funciones
dependiendo del tejido, el tipo de célula y el gen blanco. Generalmente RP-B
es un potente activador transcripcional, mientras que RP-A actua como un

inhibidor de la transcripcion mediada por RP-B.

En este trabajo se estudiaron los efectos de la P4 en el desarrollo e
infiltracion de un tumor provocado por el implante de células U87 (derivadas de
un astrocitoma humano grado IV) en la corteza cerebral motora de ratas
macho, asi como la participacion de las isoformas del RP en la mediacion de
estos efectos. Para ello, se implantaron 250,000 células U87 en la corteza
cerebral de la rata y 8 semanas después se administraron
oligodeoxinucledtidos (ODNs) sentido y antisentido para silenciar la expresién
del RP total (RP-A + RP-B), asi como del RP-B (0.5 pg/dia y 1.0 ug/dia,
respectivamente) durante 15 dias por via intracerebral a través de una bomba
osmoética Alzet. Asimismo, se administrd vehiculo (propilenglicol) o P4 (400
ug/100 g de peso) a las ratas durante 14 dias, por via subcutanea comenzando
un dia después de la primera administracion de los ODNs. Un dia después de
finalizar los tratamientos los animales fueron eutanizados, se extrajeron los

cerebros y se realizaron andlisis histolégicos (tincion de Nissl e



inmunofluorescencia para identificar a las células del glioblastoma y células en
proliferacion).

Al analizar los cortes histologicos se observé que la P4 provocd un incremento
tanto en el area como en la distancia de infiltracién del tumor y que estos
efectos fueron bloqueados al silenciar la expresion del RP total, lo que sugiere
que la P4 ejerce estos efectos a través de la interaccion con su receptor
intracelular.

Asimismo, se observd que la P4incrementd de manera significativa el area del
tumor en las ratas tratadas tanto con ODNs sentido como antisentido para RP-
B. La administracién de ODNs antisentido no solo no disminuyo el efecto de la
P4, sino que contrario a lo que se esperaba, lo aumentd, lo que sugiere que el
cambio en la proporciéon RP-A/RP-B modifica significativamente la respuesta de
este tipo de tumores ante la administracion de P4, y que el aumento de RP-A
en esta proporcién ocasiona un mayor desarrollo del tumor.

Estos datos sugieren que la P4, a través de su receptor intracelular aumenta el
desarrollo e infiltracion de un tumor cerebral formado a partir del implante de
células derivadas de un glioblastoma humano y que la proporcién de las
isoformas del RP desempefia un papel importante en la mediacién de dichos

efectos, siendo la isoforma RP-A la principalmente involucrada.



2. ANTECEDENTES

2.1. Progesterona (P4)

2.1.1. Estructuray funcion de la P4

La P4 (4-pregnen-3,20-diona) es una hormona esteroide de 21 atomos
de carbono derivada del colesterol. Es sintetizada en las células del cuerpo
luteo, la corteza adrenal, la placenta y en neuronas y células gliales del sistema
nervioso central (SNC) [1, 2]. Su sintesis comienza con la conversién de
colesterol en pregnenolona por el citocromo P450scc, localizado en la
membrana interna de la mitocondria. Posteriormente la pregnenolona se
transporta al reticulo endoplasmico liso donde es convertida a P4 por la 3B3-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD) [2] (Figura 1).

En el cuerpo luteo, la sintesis y secrecion de la P4 se encuentra regulada
por diversas hormonas, entre las que se encuentran la hormona luteinizante
(LH), la hormona foliculo estimulante (FSH), la prolactina (PRL),

prostaglandinas y agentes 3 adrenérgicos [1].

P450scc Ip-HSDs

Colesterol Pregnenolona Progesterona

Figura 1. Biosintesis de la P4. El colesterol es convertido en pregnenolona en
una reaccion catalizada por el citocromo P450scc, en la que pierde un fragmento de 6
atomos de carbono de su cadena lateral. La pregnenolona se convierte en P4 después
de la oxidacion del grupo alcohol en C-3 y del movimiento del doble enlace de C-5
hacia C-4, mediante la enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3B-HSD)
(Modificado de [2]).

La P4 es metabolizada a 5a-dihidroprogesterona (5a-DPH), la cual puede

transformarse en alopregnanolona o en epialopregnanolona (Figura 2). Estos



metabolitos tienen actividad biologica, siendo la alopregnanolona un modulador
alostérico positivo de los receptores GABAA en el cerebro, mientras que la

epialopregnanolona presenta un efecto inhibidor sobre los mismos [2].

5a—reductasa

H
Progcsicrom 5a— dihidroprogesterona
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(3a,5a- tetrahidroprogesterona) (3B,5a— tetrahidroprogesterona)

Figura 2. Metabolismo de la P4. La conversion de P4 a 5a-dihidroprogesterona
(50-DPH) es catalizada por dos isoformas de la enzima 5a-reductasa. La 5a-DPH
puede ser metabolizada a alopregnanolona por la 3a-hidroxiesteroide oxidorreductasa
(3a-HSOR), involucrando aldo-ceto reductasas (AKRs) para la conversion a
alopregnanolona, y deshidrogenasas/reductasas de cadena corta (SDRs) para
regresar de ésta a la 5a-DPH, la cual también puede convertirse en
epialopregnanolona mediante la 3B-hidroxiesteroide reductasa (3f-HSOR). La 3(a—>f)
hidroxiesteroide epimerasa (HSE) cataliza la epimerizacién de alopregnanolona en

epialopregnanolona (Tomado de [2]).

Aproximadamente el 2% de la P4 circula de manera libre en el torrente
sanguineo, en tanto que el 80% estd unida a la albumina y el 18% a la
globulina fijadora de corticosteroides [1]. La P4 tiene una vida media de 36.5
horas (h) [3].



La P4 participa en un amplio rango de funciones bioldgicas en diferentes
tejidos, como ejemplo de ellas se encuentra la liberacién e implantacion del
ovulo fecundado, el mantenimiento del embarazo y el desarrollo de la glandula
mamaria. En el cerebro regula la conducta sexual, la excitabilidad neuronal y el
sueno, ademas de presentar efectos neuroprotectores [1, 4, 5]. Esta hormona
también esta involucrada en la regulacion del ciclo celular y particularmente en
la entrada a la fase S. Se ha reportado que al tratar con P4 a la linea celular
T47-D, derivada de cancer de mama, se observa un aumento en la progresion
del ciclo celular, el cual esta relacionado con la induccion de la expresion de
genes asociados a este proceso, como la ciclina D1 [6, 7], el factor de
crecimiento epidérmico (EGF), los factores de crecimiento transformante ay 8
(TGF-a, TGF-B) [6, 8] y los protooncogenes asociados con la actividad
proliferativa c-myc y c-fos [6, 9]. Este efecto puede ser bloqueado por el
antagonista de la P4, el RU486 [10].

2.1.2. Mecanismo de accion

La P4 actua en sus células blanco a través de dos mecanismos principales
denominados clasico (0 genémico) y no clasico (0 no gendémico). El primero
involucra la interaccion de la P4 con su receptor intracelular, el RP, mientras que
el segundo requiere la interaccidén de la P4 con receptores membranales [11], lo
cual modifica la conductancia a iones [12], induce la formacién de segundos
mensajeros como el AMPc, asi como la fosforilacion de proteinas [13]
(Figura 3).

La via clasica es la mas estudiada, su mecanismo general consiste en
que la P4 atraviesa la membrana celular por difusion simple, ya que tiene
caracter lipofilico, y en el nucleo o en el citoplasma se une a su receptor. Dicha
unién provoca un cambio estructural en este ultimo que le permite disociarse de
las proteinas de choque térmico (Hsp70, 90 y 56), exponiendo la regién que le
permite fosforilarse y dimerizarse, resultando en una estructura con alta
afinidad a secuencias especificas en el ADN llamadas elementos de respuesta
a P4 (ERP), las cuales se encuentran en los promotores de los genes blanco de
la P4 [14]. Una vez unido al ERP, el complejo ligando-receptor facilita el
ensamblaje y la estabilizacién del complejo de pre-iniciacion de la transcripcion

en los promotores de genes como el factor de crecimiento vascular endotelial
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(VEGF) y el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) [15] (Figura
4). El RP interactua con correguladores (coactivadores o correpresores) que
tienen actividad de histona acetiltransferasa, por lo que pueden modificar la
estructura de la cromatina al provocar cambios en el patron de acetilacion de
las histonas y favorecer o impedir de manera indirecta la interaccion del

receptor con los factores generales de transcripcion. [16—19].
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Figura 3. Esquema de los mecanismos de accion de la P4. Los efectos de la P4
ocurren por dos diferentes mecanismos celulares: 1.- clasico, en el que el complejo
hormona-receptor (Ps-RP) se une con ERP ubicados en las regiones promotoras de
los genes blanco de la P4, y asi se modula directamente la expresion génica. 2.- no
clasico, que incluye receptores membranales y canales idnicos, cuya activacién inicia
cascadas de senalizacion mediante la intervencién de mensajeros intracelulares. mRP:
Receptor membranal a Ps, G: Proteina G, afy: Subunidades de la proteina G, cAMP:
Adenosin monofosfato ciclico, PKA: Proteina Cinasa A, Ca?*: Calcio, PTK: Proteina
Tirosina Cinasa, MAPK: Proteina Cinasa Activada por Mitdgenos, MEK: Cinasa de
MAPK, PI3-K: Cinasa de Inositol Trifosfato, PLC: Fosfolipasa C, DAG: Diacil glicerol,
PKC: Proteina Cinasa C, IP3: Inositol Trifosfato. (Modificado de [20]).
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Figura 4. Mecanismo de accién clasico de la P4. En estado basal, el RP (A/B,
C, Dy E) esta asociado con proteinas chaperonas como las de choque térmico hsp90
y hsp70 (1). Después de la union de la P4 el RP se disocia de las proteinas
chaperonas (2) y se dimeriza con otra molécula de RP (3). El receptor es fosforilado y
forma complejos con correguladores como el coactivador SRC-1 y el correpresor
SMRT (4). El RP interactua con el ERP en la regién promotora de los genes blanco de
la P4, lo cual también induce fosforilacién del RP y la maquinaria de transcripcion basal
es reclutada (5). A/B, C, D y E son dominios del RP (Tomado de [21]) .

2.2. Receptores intracelulares a P4

2.2.1. Caracteristicas
Muchas de las acciones de la P4 estan mediadas por el RP, el cual se
encuentra localizado en el citoplasma y en el nucleo [15]. EI RP es miembro de
una superfamilia de factores de transcripcion activados por su ligando, que
incluye receptores para hormonas esteroides, hormonas tiroideas, &cido
retindico, asi como receptores huérfanos cuyo ligando enddégeno no ha sido

identificado. El gen que codifica al RP presenta una sola copia compuesta por 8



exones (Figura 5). En el humano se localiza en el cromosoma 11922-q23 [22,
23].

1 744 1228 3545 bp

5'< 1 [2 ]3] 4 |s[e]7] = f ko

Figura 5. Representacion esquematica del gen del RP humano. Se sefalan
sus 8 exones. El exén 1 codifica el extremo N-terminal del receptor, los exones 2y 3
codifican el dominio de uniéon a DNA y cada uno de ellos, ademas, codifica un dedo de

zinc, y los exones 4 — 8 codifican el dominio de unién al ligando (Modificado de [24]).

Existen tres dominios caracteristicos de todos los receptores esteroides,
que son la region N-terminal, el dominio de unién a ADN (DBD) y el dominio de
unién al ligando (LBD) (Figura 6). Cabe resaltar que el LBD es un dominio
multifuncional que une a la hsp90 y participa en la dimerizacién del receptor asi
como en la modulacion de la transcripcidn. Ademas, se han identificado
secuencias especificas a las cuales se pueden unir las proteinas reguladoras y

que desempefian funciones de activacion (FA) o inhibicién (FI) [25].

1 165 556 642 687 933 aa
RP-B NH, & gus DBD LBD e COOH
Féa FI Fa Fi »
556 933 aa
RP-A NH; = DBD LBD r COOH
FI Féig Féa 2

Figura 6. Representacién esquematica de las proteinas del RP-A y RP-B. FA—
FAs indica la localizacién de funciones activadoras y Fl indica funciones inhibidoras. El
segmento de 164 aminoacidos del extremo N-terminal del RP-B es conocido como
BUS (Modificado de [24]).



Se ha observado que el RP es regulado de manera positiva por
estrogenos, ya que el gen del RP contiene elementos de respuesta a esta
hormona. Ademas, el RP es regulado negativamente por P4 debido a que la
unién de su ligando induce su degradaciéon por el proteosoma 26S en
diferentes tejidos blanco, como el utero y el hipotalamo [1, 26, 27]. Esta
regulacion también se ha reportado en lineas celulares derivadas de

astrocitomas humanos grados Il y IV [28].

2.2.2. Isoformas del RP

Se han descrito dos isoformas principales del RP, las cuales se
denominan RP-A (94 kDa) y RP-B (114 kDa). La isoforma RP-A es una forma
truncada de la isoforma RP-B, ya que carece de 164 aminoacidos en la region
amino terminal denominados BUS. ElI RP-A posee solamente dos regiones con
funciones de activacion (FA1, 2), mientras que el RP-B contiene ademas una
tercera region (FA3) presente en el extremo amino terminal (Figura 6). Ambas
isoformas presentan una regién con funcién inhibidora (Fl) localizada en la
regiébn adyacente a FA1 que sélo es funcional en RP-A [29]. De hecho, la
remocion del dominio FI convierte a RP-A en un fuerte activador de la
transcripcion [30], mientras que la mutacion de FAsz inhibe
completamente la regulacibn RP-B-especifica, ya que se elimina el
sinergismo de FAs con FA1 y FA2 [31]. Estudios cinéticos indican que la
constante de union de la P4 por RP-A y RP-B es de 1.2 nM y 0.9 nM,
respectivamente [32].

Ambas isoformas son codificadas por el mismo gen pero se transcriben a
partir de dos secuencias promotoras distintas que dan lugar a diferentes
mRNAs. Las isoformas del RP pueden tener diferentes funciones dependiendo
del tipo de célula, del gen blanco y del promotor [33]. En muchos sistemas
celulares RP-B actua como un potente activador transcripcional, mientras que
RP-A funciona como un represor de la transcripcion mediada tanto por RP-B
como por otros receptores a hormonas esteroides [33—35]. Lo anterior se debe
a que, en general, RP-A tiene mayor afinidad por correpresores como SMRT y
RP-B por coactivadores como SRC-1 [36]. Las diferencias funcionales entre
ambas isoformas se han estudiado mediante experimentos de knockout en

ratones, en los cuales se ha observado que cada isoforma participa en
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procesos fisioldgicos especificos. De esta manera se ha descubierto que RP-B
participa en el desarrollo de la glandula mamaria, mientras que RP-A
desempefia una funcién critica en el desarrollo del ovario y el utero [37].
También se ha reportado que la isoforma mas importante en el despliegue de
la conducta sexual femenina en ratas es RP-B [38] y que en células T47D, la
sobre-expresion de RP-A conlleva a cambios en la morfologia celular que
ocasionan pérdida de propiedades adherentes [39]. De igual manera, se ha
observado en experimentos in vitro que en células derivadas de astrocitoma
humano grado lll la sobre-expresion de RP-A inhibe la proliferacién celular
inducida por P4 [28].

En cuanto a la regulacién génica, se ha encontrado que en células T47D
existen 94 genes regulados por RP, de los cuales 65 son regulados
exclusivamente por RP-B, 25 por ambas isoformas y so6lo 4 genes por RP-A
[40].

2.3. La P4 en el cerebro

La P4 es bien conocida por ser una hormona sexual femenina y en
particular por su papel en la receptividad sexual, implantacion del o6vulo
fecundado y mantenimiento del embarazo, sin embargo, en las ultimas décadas
se ha establecido que esta hormona desempefa multiples funciones que van
mas alla de la reproduccion.

La P4 forma parte de los esteroides neuroactivos, los cuales son
moléculas derivadas del colesterol capaces de regular diversas funciones en el
SNC. Estos pueden ser sintetizados en las neuronas y células gliales, asi como
en glandulas periféricas como los ovarios, las glandulas adrenales y la placenta
[41]. Se ha demostrado que la sintesis de P4 ocurre en el cerebro de diversas
especies y que las enzimas requeridas para su produccion se encuentran
ampliamente distribuidas en este érgano [2, 42—45]. Asimismo, se ha reportado
que es posible detectar niveles significativos de esteroides neuroactivos en el
SNC de roedores incluso después de la remocion de las glandulas
esteroidogénicas periféricas, lo que sugiere que los niveles de dichas
hormonas en el cerebro son independientes de los niveles séricos de las

mismas [46]. De igual manera, se ha observado que los niveles de P4

10



incrementan de manera significativa en el SNC de ratas macho (castradas y
adrenalectomizadas) como respuesta ante un dafio [47]. Los niveles de P4 en
el cerebro también aumentan después de lesiones cerebrales traumaticas en
ratas y después de lesiones isquémicas cerebrales en el ratdn [48, 49].

La P4 también participa en procesos de mielinizacion y en el desarrollo
del SNC [2, 50] y junto con las isoformas de su receptor influye en el desarrollo
y crecimiento de diversos tipos de cancer, por lo cual el entendimiento de la
dependencia hormonal de este padecimiento puede brindar herramientas para

la elaboracion de nuevas terapias [51].

2.4. Tumores cerebrales

2.4 1. Astrocitomas

Los gliomas son los tumores cerebrales mas comunes, representando
aproximadamente el 50% de todos los tumores del SNC y el 80% de los
tumores malignos en este sistema [52]. Se ha reportado que la incidencia de
gliomas en adultos es 50% mayor en hombres que en mujeres [53], lo que
sugiere la participacidon de un componente hormonal en su desarrollo. Los
astrocitomas son el tipo mas comun de (glioma, representando
aproximadamente el 76% de estos tumores [52], y pueden originarse a partir de

astrocitos, progenitores gliales o células troncales cancerosas [54-58].

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha elaborado una
clasificacion que establece una escala de progresiéon de acuerdo a las

caracteristicas histoldgicas del tumor [59].

e Astrocitoma pilocitico (grado I):

Es un tumor bien delimitado, de crecimiento lento, que suele ser quistico y
se presenta generalmente en nifos y adultos jévenes. Histologicamente
esta compuesto por proporciones variables de células bipolares compactas
y células multipolares laxas, con microquistes y cuerpos granulares. Afecta
mas comunmente al nervio y quiasma opticos, hipotalamo, talamo, ganglios
basales, hemisferios cerebrales, cerebelo y tallo cerebral. La reseccion

quirurgica total de un astrocitoma pilocitico solamente esta limitada por la
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proximidad del tumor a alguna estructura critica, por lo cual es la principal
estrategia terapéutica. En la mayoria de los casos donde el tumor ha sido
extraido total o parcialmente, las probabilidades de una sobrevida mayor a
20 afos son de mas del 85% [60].

e Astrocitoma difuso (grado Il)

Se caracteriza por un crecimiento lento e infiltracion a estructuras
cerebrales vecinas. Generalmente afecta a adultos jovenes con un pico de
incidencia entre los 30 y 40 afios y tiende a evolucionar en forma maligna a
astrocitoma anaplasico y glioblastoma. Histolégicamente esta compuesto
por astrocitos fibrilares bien diferenciados. Las células tumorales se pueden
acumular bajo la piamadre o alrededor de neuronas dafadas (satelitosis).
Se localiza en cualquier region del SNC pero con mas frecuencia se
encuentra en los hemisferios cerebrales, tallo cerebral y médula espinal. El
tratamiento puede incluir reseccién quirurgica, quimioterapia y/o radioterapia
y la media de sobrevivencia después de la intervencién quirurgica va de 6 a
8 afios [61].

e Astrocitoma anaplasico (grado Ill)

Este tipo de tumor puede surgir a partir de un astrocitoma difuso o
manifestarse de novo sin la presencia de un precursor. Es el grado mas
comun de astrocitoma y tienden a progresar a glioblastoma. Se caracteriza
por presentar una alta actividad mitética, atipia nuclear y lesiones
difusamente infiltrantes [60]. Se localiza preferentemente en los hemisferios
cerebrales y el promedio de edad de los pacientes que lo presentan es de
40 afnos. La media de sobrevida es de 2 a 3 afos y generalmente esta
determinado por el tiempo requerido para la progresion a un tumor de grado
IV [61].

e Glioblastoma (grado V)

Se puede generar a partir de un astrocitoma difuso o anaplasico, sin
embargo, lo mas frecuente es que aparezca de novo. Se caracteriza por
presentar astrocitos poco diferenciados, atipia nuclear, mitosis elevada,
trombosis vascular, proliferacion microvascular y necrosis. Es altamente
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infiltrante. La incidencia pico se presenta entre las edades de 45 a 70 afios
y afecta principalmente a los hemisferios cerebrales. El tratamiento consiste
principalmente en la reseccion quirurgica del tumor, asi como radio y/o
quimioterapia, sin embargo, dada su capacidad infiltrante, es practicamente
imposible la extraccion total del tumor por lo cual el tiempo de sobrevida es

menor a 1 afo [62].

Los sintomas mas comunes ocasionados por este grupo de tumores
son: déficit neuroldgico progresivo, debilidad motora, dolor de cabeza y

convulsiones [62].

Las alteraciones encontradas en los astrocitomas son resultado de la
acumulacion de anormalidades genéticas, incluyendo aberraciones
cromosomicas y mutaciones tales como amplificaciones y rearreglos génicos.
Un gen particularmente susceptible a sufrir modificaciones es el gen supresor
de tumores p53, que juega un papel fundamental en la respuesta celular ante
dafios al DNA (apoptosis y arresto del ciclo celular) y en la neovascularizacion.
También se han encontrado alteraciones en la proteina del retinoblastoma
(pRB) y defectos en cascadas de sefalizacion desencadenadas por factores de
crecimiento como PDGF (factor de crecimiento derivado de plaquetas) y EGF
[63].

El tratamiento de los gliomas depende de su tamafo, localizacién,
alcance de reseccion y grado histoldgico, sin embargo, en los astrocitomas de
grados Ill y IV no se ofrece una perspectiva de curacion a largo plazo, es por
ello que el entendimiento de los factores y mecanismos que participan en su
desarrollo es de vital importancia en la busqueda de nuevas estrategias de
tratamiento que sean eficaces y mejoren la sobrevida de los pacientes.

Se ha reportado que las hormonas sexuales, particularmente la Pa,
estan involucradas en el desarrollo y progresion los astrocitomas, por lo cual
éstas podrian ser de utilidad en la busqueda de alternativas terapéuticas contra

este tipo de tumores.
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2.5. P4y astrocitomas

La P4 participa en la regulacién del crecimiento de tumores cerebrales.
Se ha reportado que la administracion de esta hormona incrementa la
proliferacion en las lineas celulares U373 y D54 (derivadas de astrocitomas
humanos grados Il y IV, respectivamente), mientras que su antagonista, el
RU486 bloquea los efectos de la P4 [64]. Dichos resultados también se
observaron en un modelo in vivo, donde se implantaron células U373 en la
corteza cerebral de ratas macho y se estudiaron los efectos de la P4 y del
RU486 bajo dos esquemas de tratamiento. En el primero, 15 dias después del
implante de las células, las ratas se trataron diariamente de manera
subcutanea con vehiculo (propilenglicol), 1 mg de P4, 5 mg de RU486 o el
tratamiento conjunto P4 + RU486 durante 21 dias. En el segundo, el tratamiento
comenzo 8 semanas después del implante de las células y durd 14 dias.

En ambos esquemas se observo que la P4 incremento significativamente
el area de los tumores comparado con el resto de los tratamientos, mientras
que el RU486 bloqued los efectos de la misma. De igual manera, se observé
que todas las ratas tratadas con P4 presentaron infiltracién del tumor, mientras
que solo el 28.6% y el 42.9% de los animales tratados con RU486 y P4 +
RU486, respectivamente, la mostraron [65]. Cabe mencionar que ambas
isoformas del RP se expresan en distintas regiones del cerebro de la rata,
incluyendo la corteza cerebral [66, 67].

En cuanto a migracion, existen estudios recientes de nuestro laboratorio
que muestran que la P4 incrementa de manera significativa la migracién de
células D54, que el RU486 bloquea este efecto, y que el tratamiento sélo con el
antagonista disminuye significativamente el numero de células que migran
comparado con el vehiculo. Resultados similares se observaron en ensayos de
invasion, donde la P4 aumenté de manera significativa las células invasivas y el
RU486 bloqued este efecto [68].

El mecanismo molecular a través del cual el RU486 ejerce sus efectos
en las lineas celulares de astrocitomas humanos aun no esta completamente
explicado, sin embargo, se ha observado que la disminucion del numero de

células posterior a la administracion de dicho compuesto esta asociada a un
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retraso en la replicacién del DNA, inhibiendo de esta manera el avance del ciclo
celular [64].

El RU486 ya ha sido utilizado en ensayos clinicos para el tratamiento de
cancer de mama, miomas uterinos y meningiomas con alguna respuesta
positiva en aproximadamente 40-50% de los pacientes tratados [69-72].
También se evalué en modelos in vitro en otros tipos de cancer como fibroides
uterinos y cancer de préstata, donde se encontré que inhibe la proliferacion
celular [73, 74]. Ademas, estudios recientes indican que la administracion de
RU486 mejord la respuesta a la radio y quimioterapia en xenoinjertos de
glioblastoma en ratones atimicos [75].

Asimismo, se han realizado experimentos in vitro con células derivadas
de endometriosis, en los cuales también se observdé que el RU486 presenta
actividad antiproliferativa. En este estudio se sugiere que la actividad de este
antagonista podria estar relacionada con las propiedades antioxidantes de
dicho compuesto, ya que inhibe la produccién de especies reactivas de oxigeno
(ROS) las cuales pueden activar algunas vias de senalizacion involucradas en
proliferacion celular, por ejemplo, aumentando la actividad de la proteina cinasa
C, asi como la expresion de ciertos protooncogenes [76, 77].

Por otro lado, Klijn y colaboradores elaboraron una lista con los posibles
mecanismos de accion de las antiprogestinas en el cancer de mama,
padecimiento en el cual también se ha reportado que inhiben la proliferacion

celular. Entre dichos mecanismos se mencionan los siguientes:

¢ Bloqueo del ciclo celular en la fase Go/G+

¢ Induccion de la fragmentacion del DNA

e Regulacion a la baja de bcl-2 (proteinas que regulan la apoptosis)

¢ Induccion de la sintesis de TGF-§ (proteina que participa en el control
del crecimiento celular, proliferacion celular, diferenciacién y apoptosis).

e Bloqueo de la secrecion de VEGF inducida por P4
Estos generalmente ocurren por via del RP ya que se ha observado que
existe una relacién directa entre la concentracion del receptor y el efecto

antitumoral que ejercen las antiprogestinas [78].
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En diversos tipos celulares, el RP se encuentra regulado tanto por
estradiol (E2) como por P4, observandose que el contenido de RP en células
U373 aumenta después de tratarlas con E2, lo cual no se observa en las
células D54. Esto ultimo podria estar relacionado con los cambios génicos y
metabodlicos que ocurren en el grado de evolucibn mas avanzado de los
astrocitomas. Mientras tanto, la P4 actua como un regulador a la baja del RP
por un mecanismo de protedlisis dependiente de ligando, ya que cuando la P4
se une a su receptor induce su fosforilacion, lo cual es una sefial para la
degradacion por la via ubiquitina-proteosoma [79-81].

Se ha reportado que los astrocitomas expresan el RP de manera
diferencial dependiendo de su grado de evolucién, observandose una relacién
directa entre el contenido de RP y el grado del tumor, lo que sugiere que los
tumores que expresan RP presentan un alto indice de proliferacion celular [82—
84]. También se encontré que aunque la mayoria de los astrocitomas expresan
ambas isoformas del RP, la isoforma predominante en astrocitomas grados Il y
IV obtenidos de biopsias de pacientes mexicanos es RP-B [83].

De igual manera, se ha observado que al sobre-expresar la isoforma RP-
A en células U373 in vitro se reduce significativamente la proliferacion de las
mismas al ser tratadas con P4, lo cual sugiere que en esta linea celular, RP-A
tiene un efecto inhibidor sobre la proliferacion de las mismas cuando es

activado por su ligando [28].
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha reportado que la P4 induce la proliferacién, infiltracion, migracién e
invasion de lineas celulares derivadas de astrocitomas humanos tanto en
modelos in vitro como in vivo y que estos efectos son bloqueados por el
antagonista RU486, lo que sugiere que el mecanismo de accion de la P4 ocurre
a través de la interaccion con el RP, sin embargo, se desconoce el papel que
desempefian las isoformas de este receptor en dichos procesos, por lo cual en
este trabajo se estudiaron los efectos de la P4 en el desarrollo e infiltracion de
un tumor formado a partir del implante de células U87 (derivadas de un
astrocitoma humano grado 1V) en la corteza cerebral de la rata, asi como la

participacion de las isoformas del RP en dichos efectos.

4. HIPOTESIS

I. Si la P4 promueve el desarrollo de un tumor formado a partir del
implante de células U87 en la corteza cerebral de la rata, entonces su

administracion incrementara el area y la infiltracién del tumor.

II. Si el desarrollo e infiltracién provocados por la P4 ocurren a través de
la interaccion con el RP, entonces al silenciar su expresion disminuiran dichos

efectos.

lll. Si la isoforma RP-B, la cual es un mejor activador transcripcional que
RP-A, participa en la mediacion de los efectos de la P4 en el desarrollo tumoral,
entonces al silenciar su expresién disminuiran el area y la distancia de

infiltracion del tumor.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

o Estudiar los efectos de la P4 y la participacién del RP y sus isoformas en
el desarrollo de un tumor formado a partir de células U87 implantadas en

la corteza cerebral de la rata.

5.2. Objetivos particulares

¢ Inducir la formacion de un tumor mediante el implante de células U87 en

la corteza cerebral de la rata.

e Evaluar los efectos de la administracion de P4 en el desarrollo del tumor.

e Silenciar la expresion del RP A+B o RP-B en células U87 implantadas
en la corteza cerebral de la rata (previos estudios in vitro), y evaluar el

silenciamiento mediante inmunofluorescencia.

e |dentificar las células implantadas a través de inmunofluorescencia
mediante el uso de marcadores de células de glioma (SOX-2) [85, 86] y

de proliferacién (Ki-67).

e Establecer la participacion de las isoformas del RP en el desarrollo de
células U87 implantadas en la corteza cerebral de la rata inducido por P4
mediante el silenciamiento de una o ambas isoformas bajo el tratamiento
con P4 a través de analisis histoldgicos: medicidn del area y distancia de

infiltracion del tumor.
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6. METODOLOGIA

6.1. Cultivo celular

La linea celular U87, derivada de astrocitomas humanos grado IV, se
cultivd en medio DMEM con rojo fenol suplementado con suero fetal bovino
(SFB) 10% y se incubo a 37°C en una atmésfera 95% aire / 5% CO2y 95% de
humedad. El medio se cambi6 cada 48 h hasta alcanzar una confluencia celular
de 70 — 80%.

6.2. Silenciamiento in vitro del RP-B y RP total mediante

oligodeoxinucledtidos (ODNs) antisentido

Las células U87 cultivadas en las condiciones anteriormente descritas se
trataron con 0.5 ug o 1 ug de ODNSs sentido y antisentido del RP-B y del RP
total utilizando el reactivo de transfeccion “X-tremeGENE 9 DNA transfection
reagent” (Roche). Para ello, se diluyo el reactivo de transfeccion en medio
DMEM sin rojo fenol, sin SFB y sin antibioticos en una relaciéon de 3 pL del
reactivo por cada 100 uL de medio. Se agité con suavidad y posteriormente se
mezcld con el ODN correspondiente, manteniendo una relaciéon de 1 ug de
ODN por cada 3 pL del reactivo diluido previamente. Como control se utilizé
una solucién (mock) que se prepard de la misma manera, excepto que no se le
agrego ningun ODN. Estas mezclas se dejaron reposar durante 30 min a 25°C
y se agregaron a 1,200,000 células U87 en medio DMEM con rojo fenol, SFB
10% vy sin antibidticos. Las células se incubaron a 37°C durante 72 h y pasado
este tiempo se realiz6 un Western Blot para evaluar el silenciamiento de las

isoformas del RP.

6.3. Western Blot

Las células fueron lisadas con buffer RIPA (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150
mM, SDS 0.1%, triton X-100 1%, aprotinina 22 ug/mL y PMSF 1 mM) con el fin
de extraer las proteinas totales, las cuales se separaron por centrifugacion a
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14,000 rpm a 4°C durante 15 min y se cuantificaron en el NanoDrop (Thermo
Scientific). Posteriormente, se mezclaron 70 ug de proteinas totales con
amortiguador de carga (Tris 0.5 M pH 6.8, SDS 10%, azul de bromofenol,
glicerol 10% y B-mercaptoetanol 5%) y se separaron en un gel de poliacrilamida
7.5% con SDS a 80 volts. Se utilizaron marcadores de peso molecular
pretefidos para determinar el tamafio de las proteinas. Los geles se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa en una camara semihumeda
durante 7 h a 35 mA por gel. Posteriormente, las membranas se bloquearon
con leche descremada 2%/albumina 3% en TBS-Tween 0.1% durante 3 h a
37°C y se incubaron con anticuerpo anti-RP total durante toda la noche a 4°C.
Concluida la incubacion se realizaron tres lavados de 5 min con TBS-Tween
0.1% y se incubaron con el anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa
durante 1 h a temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron tres lavados
de 5 min con TBS-Tween 0.1%. La identificacién de las proteinas se realiz6
por quimioluminiscencia utilizando el sustrato “SuperSignal West Femto
Maximum Sensitivity” (Thermo Scientific) de acuerdo a las indicaciones del
fabricante. Las membranas se incubaron con el sustrato durante 1 min antes de
la autoradiografia con placas para quimioluminiscencia “Carestream Kodak
Biomax” (Kodak, distribuido por Sigma-Aldrich) y se realizd la deteccion.
Posteriormente, las membranas fueron tratadas con glicina a pH acido durante
30 min a 50°C para remover el anticuerpo anti-RP, después se lavaron con
TBS durante 20 min y fueron bloqueadas de la manera antes mencionada.
Posteriormente se incubaron con un anticuerpo policlonal de raton contra o-
tubulina, la cual fue utilizada como control de carga, durante toda la noche a
4°C. Se realizaron 3 lavados de 5 min con TBS-Tween 0.1% y se coloco el
anticuerpo secundario contra ratébn conjugado con peroxidasa durante 1 h.
Después se realizaron los lavados y se llevd a cabo la identificacion de las
proteinas de la manera antes mencionada. Las bandas obtenidas de analizaron
mediante un analisis densitométrico utilizando el programa ImageJ (National
Institutes of Health) y se mostraron como porcentaje de expresion,
normalizando al 100% con respecto al Mock.
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6.4. Evaluacién de la proliferacion celular in vitro

Las células U87 se sembraron en una caja de 24 pozos (10,000
células/pozo) en las condiciones descritas en el apartado 5.1. “Cultivo celular”
durante 24 h. Posteriormente, se les cambié el medio a DMEM sin rojo fenol
suplementado con SFB libre de hormonas y 24 h después se administraron los
tratamientos de P4 (10 nM), RU486 (10 uM), P4 (10 nM) + RU486 (10 uM) o
vehiculo (ciclodextrina 0.02%). Pasadas 24 h, las células se colectaron cada
dia durante 6 dias consecutivos con PBS + EDTA 1 mM, se les agregaron 5 L
de azul tripan y se contaron (por duplicado) utilizando una camara de
Neubauer. La viabilidad de las células se determino por el método de exclusion

de dicho colorante.

6.5. Microinyeccion de las células U87 en el cerebro de la rata

Se trabajo con ratas macho adultas de la cepa Wistar de 250 — 300 g de
peso mantenidas en un ciclo 12:12 de luz/oscuridad y con alimento y agua ad
libitum. Cada rata se anestesi6 con una inyeccion intraperitoneal de
pentobarbital sédico (30 mg/kg) y se colocd en el aparato estereotaxico. Se
desinfectd la parte superior de la cabeza del animal con una gasa empapada
en Isodine® y se rasurd el area. Posteriormente, se realizd una incision en
direcciéon anteroposterior y se retrajo el tejido. Se goted un poco de agua
oxigenada sobre el craneo y se raspd con un bisturi para retirar el tejido
conectivo del mismo. En el aparato estereotaxico se localizaron las
coordenadas 1.6 mm anterior y 3 mm lateral izquierdo con respecto a Bregma
correspondientes a la corteza cerebral motora y se realizé un trépano en ese
sitio. Posteriormente se inserté una canula, la cual estaba conectada a una
microjeringa que contenia 250,000 células U87 en un volumen de 2 uL de
DMEM vy éstas se inyectaron a lo largo de 2 min a través de la canula. El
sistema de inyeccion se mantuvo en posicidn durante 5 min adicionales para
permitir el asentamiento de las células inyectadas y posteriormente se extrajo
la canula. Se colocd cera para hueso suficiente para cubrir el sitio de

trepanacioén, se goteé gentamicina sobre la superficie craneal y se suturé la
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piel. Las ratas se dejaron en recuperacion y se agrego enrofloxacina (10 mg/kg)

al agua de beber durante las siguientes 48 h.

6.6. Tratamientos

6.6.1. ODNs
De manera aleatoria se formaron 2 grupos experimentales con 6 ratas
cada uno para ser tratadas con ODNs fosforotiolados. Se utilizaron: a) ODNs
contra RP total (RP A + B) sentido (S) y antisentido (As) y b) ODNs contra RP-

B S y As. La secuencia de cada uno fue la siguiente:

RP A + B S: 5-CAA GAT CCT GGC GGG CAT GGT G-3
RP A + B As: 5-CAC CAT GCC CGC CAG GAT CTT G-3
RP B S: 5-AAA ATC AGC AGT CGC TGT CCG-3’

RP B As: 5-CGG ACA GCG ACT GCT GAT TTT-3

La administraciéon de los ODNs (0.5 ug/dia para RP total y 1.0
ug/dia para RP-B) se realizd durante 15 dias, por via intracerebral a través
de una bomba osmética Alzet® utilizando las mismas coordenadas del sitio del
implante. Las dosis de los ODN se obtuvieron a partir de los experimentos in

vitro y la administracion inicio 8 semanas después del implante de las células.

6.6.2. Progesterona
A partir de los 2 grupos de animales formados anteriormente se
establecieron 2 subgrupos en cada uno (3 ratas por subgrupo) para trabajar

con el siguiente esquema de tratamiento, el cual se utilizé para el RP-total y

para el RP-B.
‘ Tratamientos ‘
|
ODN sentido _ODN_
antisentido
n=6 n=6
. | \ —1 | 1
Vehiculo P, Vehiculo P,
(propilenglicol (propilenglicol
100%). n=3 n=3 100%). n=3 n=3
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La administracion de los tratamientos se realizé diariamente, durante 14
dias, por via subcutanea e inicié un dia después de la primera administraciéon
de ODNsSs.

La P4 (400 ug/100 g de peso) se disolvio en 80 uL de propilenglicol puro.

6.7. Analisis histologicos

El dia siguiente a la ultima administracion de ODNs y P4, las ratas fueron
eutanizadas con una sobredosis de pentobarbital sédico (80 mg/kg)
administrado por via intraperitoneal. Cada rata fue perfundida con 500 mL de
solucién salina y 500 mL de paraformaldehido 4% en solucién salina y
posteriormente se les extrajo el cerebro, el cual se mantuvo en concentraciones
crecientes de sacarosa (10%, 20% y 30%) a temperatura ambiente durante 24
h cada una.

Se realizaron cortes de 16 ym de grosor a la altura del sitio de implante
con un criostato (Leica CM1850) a -20°C.

6.7.1. Tincion de Nissl

La mitad de los cortes obtenidos se tifieron con el método de Nissl, para
ello, los cortes montados en portaobjetos se colocaron de manera secuencial
en:

1.- Etanol 70% durante 2.5 min

2.- Etanol 80% durante 2.5 min

3.- Etanol 95% durante 2.5 min

4.- Agua destilada durante 2.5 min

5.- Violeta de cresilo 0.1% durante 15 min

6.- Etanol 95% durante 10 segundos (s) con agitacion

7.- Etanol 95% con 20 gotas de acido acético 10% durante 10 s con
agitacion

8.- Etanol absoluto durante 2.5 min

9.- Xilol durante 2.5 min
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e Finalmente, se coloco un cubreobjetos sobre los cortes con la resina
PolyMount (Polysciences, Inc.) y se dejaron secar durante 24 h a

temperatura ambiente.

6.7.2. Inmunofluorescencia

El resto de los cortes se incubaron en solucion de bloqueo (suero normal
de cabra 10% en PBS-tween 0.05%) durante 1 h a temperatura ambiente y
posteriormente fueron incubados con los anticuerpos primarios anti SOX-2, anti
Ki-67 oz anti RP total en solucion de bloqueo toda la noche a 4°C. Los
anticuerpos se removieron y los cortes se lavaron 3 veces con TBS-tween
0.05% durante 10 min. Posteriormente, se incubaron durante 1 h a temperatura
ambiente con los anticuerpos secundarios correspondientes. Los nucleos se
tineron con Hoestch. Finalmente, los cortes, cubiertos de la luz, se lavaron,
montaron y observaron en un microscopio de fluorescencia Olympus Bx43,
donde se cuantificé el area del tumor y su distancia de infiltracion con el uso del

programa Image-Pro Plus 7.0 (MediaCybernetics).

6.8. Analisis estadistico

Los datos del silenciamiento del RP-B y RP total in vitro se analizaron
mediante un ANOVA de una via, seguido de una prueba de Tukey. Los datos
de proliferacion celular in vitro se analizaron a través de una prueba t de
student. Los datos correspondientes al area, distancia de infiltracién del tumor y
colocalizacion de marcadores se analizaron con un ANOVA de dos vias,
seguido de una prueba de Bonferroni para la comparacion entre grupos. El
programa Prisma 5.01 (GraphPad, San Diego, CA) se utiliz6 para calcular los
valores de probabilidad.
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7. RESULTADOS

7.1. Evaluacion de la proliferacion celular in vitro

Para determinar el efecto de la P4 sobre la proliferacion de la linea
celular U87 se realizaron 2 experimentos independientes donde 10,000 células
fueron tratadas con vehiculo (ciclodextrina 0.02%), P4 (10 nM), RU486 (10 uM)
0 P4 (10 nM) + RU486 (10 uM) y se cuantifico el numero de células diariamente
durante 6 dias. Se observo que la P4 incrementé de manera significativa el
numero de células a partir del cuarto dia del estudio y que el efecto se mantuvo
hasta el sexto dia, mientras que el RU486 bloqueo el efecto de la P4 en los dias
mencionados. Asimismo, se observé una disminucion significativa en el numero
de células en el tratamiento unicamente con RU486 en los dias 2 y 5 del

estudio (Figura 7).
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Figura 7. Efecto de la administracion de P4 sobre el crecimiento celular de la
linea U87. Las células fueron tratadas con vehiculo (ciclodextrina 0.02%), P4 (10 nM),
RU486 (10 uM) 6 P4 (10 nM) + RU486 (10 uM). El numero de células se cuantifico
diariamente durante 6 dias. Los resultados se muestran como media £+ S.E.M. *p<0.05
vs el resto los tratamientos del mismo dia. #p<0.05 vs el mismo tratamiento del dia

anterior.
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7.2. Silenciamiento in vitro del RP total mediante ODNs antisentido

Con el fin de evaluar la capacidad de silenciamiento de los ODNs, se
realizaron 4 experimentos independientes en los cuales se traté a las células
U87 con 0.5y 1.0 ug de ODNSs sentido y antisentido para el RP total (RP A+B).
Se utilizé la técnica de Western Blot para determinar la mejor dosis de ODNs
para silenciar al RP. Con los ODNs antisentido se obtuvo un silenciamiento
(media £+ S.E.M) de 86.67 + 13.33% para 0.5 ngy 37.46 = 5.54% para 1.0 ug
en el caso de la isoforma RP-A y de 39.22 + 6.62% para 0.5 ng y 29.91
9.48% para 1.0 pg en la isoforma RP-B. Utilizando los ODNs sentido, la
expresion de RP-A 6 RP-B no disminuyd mas alla de 21% con respecto al
Mock (Figura 8). Con estos resultados se decidio usar la cantidad de 0.5 ug de
ODNs en los siguientes tratamientos.
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Figura 8. Silenciamiento in vitro del RP total (RP A+B) en células U87
derivadas de astrocitoma humano grado |IV. Panel superior. Blot representativo de 4
experimentos independientes con a tubulina como control de carga. Mock: células
tratadas con el reactivo de transfeccidn, sin ODNs. Panel inferior. Analisis
densitométrico que muestra el silenciamiento logrado con el uso de ODNs antisentido
para las isoformas RP-B y RP-A normalizado al 100% con respecto al Mock. 0.5 y 1
indican la cantidad de ODN utilizada (ug). Los resultados se muestran como media +

S.E.M. *p<0.001 vs el resto de los grupos. **p<0.001 vs el mock.
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7.3. Silenciamiento del RP total in vivo. Evaluacion del area e

infiltracion de los tumores

Una vez cumplidas las 2 semanas de tratamientos posteriores a las 8
semanas de desarrollo de las células U87 implantadas en la corteza cerebral
de la rata, los animales fueron eutanizados y se extrajeron los cerebros, los
cuales se cortaron en secciones de 16 um de grosor y fueron tedidos por el
meétodo de Nissl o mediante inmunofluorescencia para detectar SOX-2, Ki-67 o
RP.

En los cortes tefidos con el método de Nissl se observo que en las ratas
tratadas con vehiculo y ODNs sentido y antisentido contra el RP total las
células U87 permanecieron alrededor del sitio del implante y mostraron un area
de tumor similar (Figuras 9 A, B), mientras que aquellas tratadas con P4
presentaron infiltracion hacia regiones mas internas del cerebro. De manera
interesante, se observd que en el caso de las ratas tratadas con ODN
antisentido, la distancia de infiltracion fue significativamente menor comparada

con el tratamiento con ODN sentido (Figuras 9 C, D).

V +ODNS V + ODN As P,s+ ODN S P4+ ODN As

Figura 9. Efectos de los ODNs antisentido contra el RP total sobre el crecimiento e
infiltracién inducidos por P4 en células U87 implantadas en la corteza cerebral de la
rata. A. ODN sentido + vehiculo. B. ODN antisentido + vehiculo. C. ODN sentido + Pg.

D. ODN antisentido + P4. El aumento esta representado por una escala de 200 um.
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Con el fin de identificar a las células tumorales implantadas, se realiz6
una tincion de inmunofluorescencia para detectar a SOX-2 (marcador de
células de glioma) y Ki-67 (marcador de proliferacion) en el tejido cerebral de
las ratas (Figura 10).

En los cortes tefiidos mediante este método se comprobd que las células
U87 se encontraban en el tejido cerebral y que éstas continuaban en
proliferacion. En las ratas tratadas con ODN sentido + vehiculo la
colocalizacién Ki-67/SOX-2 fue de 80.07 + 6.62% (media + SEM), mientras que
en aquellas con tratamiento de P4 fue de 47.93 £ 5.55%. Las ratas tratadas con
ODN antisentido y vehiculo presentaron una colocalizacion de 60.55 + 2.12% vy
con P4 de 34.82 + 2.81%. Tanto en el caso de los ODN sentido como
antisentido, las ratas tratadas con Pas presentaron una colocalizacidon
significativamente menor comparadas con el vehiculo.

Asimismo, la P4 incrementé de manera significativa tanto el area del
tumor (Figura 11B) como la distancia de infiltraciéon (Figura 11A) de las células
U87 implantadas en la corteza cerebral de la rata, dichos efectos fueron
bloqueados por el ODN antisentido contra el RP total (Figura 11), lo cual
sugiere que ambos procesos ocurren a traves de la interaccion de la P4 con el
RP.
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Figura 10. Expresion de SOX-2 y Ki-67 en células U87 implantadas en la
corteza cerebral de la rata bajo tratamientos con P, y ODNs sentido y antisentido
contra RP total. Los nucleos se encuentran tefiidos con Hoechst en azul, Ki-67 en
verde, SOX-2 en rojo y el merge Ki-67/SOX-2 en naranja. El aumento esta
representado por una escala de 200 um.
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Figura 11. Efectos de los ODNs antisentido contra RP total en células U87
implantadas en la corteza cerebral de la rata bajo el tratamiento con P4. A. Distancia
de infiltracion. B. Area del tumor. Los datos representan media + SEM. n= 3. *p<0.05

vs el resto de los tratamientos. **p<0.05 vs Sentido + Pa.

De igual manera, se realizaron tinciones de inmunofluorescencia para
evaluar la expresion del RP en las células implantadas. En la Figura 12 se
muestra la expresion de RP y SOX-2 en ratas tratadas con P4 y ODN sentido
(A) y antisentido (B). En los cortes del panel A, el RP se expresa en un 92.90 +
2.45% vy el porcentaje de colocalizacion RP/SOX-2 es de 88.90 + 2.7%,
mientras que en el panel B, la expresién del RP es de 33.87 £ 4.27% vy la
colocalizacion RP/SOX-2 de 21.85 + 2.06%. El porcentaje de expresion del RP
se obtuvo con base en el total de células que expresan SOX-2, ya que nos
interesa conocer la expresién de las células cancerosas, identificadas con
dicho marcador. Los resultados indican que la administracion del ODN
antisentido, logré silenciar de manera significativa la expresiéon del RP en las

células U87 implantadas en la corteza cerebral de la rata.
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Hoechst RP SOX-2 Merge

Figura 12. Expresion del RP y SOX-2 en células U87 implantadas en la corteza
cerebral de la rata. Los nucleos se encuentran teiidos con Hoechst en azul, RP en
verde, SOX-2 en rojo y el merge RP/SOX-2 en naranja. A. ODN sentido + P4. B. ODN

antisentido + P4. El aumento esta representado por una escala de 100 um.
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7.4. Silenciamiento in vitro del RP-B mediante ODNs antisentido

Una vez obtenidos los datos del silenciamiento del RP total, se procedi6
con la evaluacion del silenciamiento de la isoforma B del RP. Para ello se
realizaron 3 experimentos independientes en los cuales se traté a las células
U87 con 0.5 y 1.0 ug de ODNSs sentido y antisentido para RP-B. Se utiliz6 la
técnica de Western Blot para determinar la dosis de los ODNs que se usaria en
los experimentos in vivo. Con los ODNs antisentido se obtuvo un silenciamiento
(media + S.E.M) de 47.87 + 4.84% para 0.5 ng y 63.44 + 5.35% para 1.0 ug en
la isoforma RP-B, mientras que en el caso de los ODN sentido la expresion de
RP-B no disminuyé mas del 23%. Para la isoforma A en ninguno de los
tratamientos la expresion disminuyé de manera significativa con respecto al
mock (Figura 13). Con estos resultados se decidio usar la cantidad de 1.0 ug

de ODNs en los tratamientos in vivo.
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Figura 13. Silenciamiento in vitro del RP-B en células U87 derivadas de
astrocitoma humano grado V. Panel superior. Blot representativo de 3 experimentos
independientes con o tubulina como control de carga. Mock: células tratadas con el
reactivo de transfeccion, sin ODNs. Panel inferior. Analisis densitométrico que
muestra el silenciamiento logrado con el uso de ODNs antisentido para RP-B y RP-A
normalizado al 100% con respecto al Mock. Los resultados se muestran como media +
S.E.M. *p<0.05 vs Mock. **p<0.05 vs Mock, 0.5 Sy 1 S.
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7.5. Silenciamiento del RP-B in vivo. Evaluaciéon del area e

infiltracion de los tumores

Una vez cumplido el esquema de tratamiento, las ratas se eutanizaron,
se extrajeron los cerebros que posteriormente se cortaron en secciones de 16
um y se tineron mediante el método de Nissl o con inmunofluorescencia para

detectar los marcadores SOX-2 y Ki-67.

En los cortes tefidos con Nissl se observd que el area del tumor en las
ratas tratadas con vehiculo fue menor en comparacion con las ratas tratadas
con P4, ya sea con ODN sentido o antisentido. Incluso, de manera inesperada,
el area del tumor de las ratas tratadas con P4 + ODN antisentido fue mayor que

en aquellas tratadas con la hormona + ODN sentido (Figura 14).

V+ODNS V + ODN As P4+ ODN S P4+ ODN As

Figura 14. Efectos de los ODNs antisentido contra el RP-B sobre el
crecimiento inducido por P4 en células U87 implantadas en la corteza cerebral de la
rata. A. ODN sentido + vehiculo. B. ODN antisentido + vehiculo. C. ODN sentido + Pg.

D. ODN antisentido + P4. El aumento esta representado por una escala de 200 um.
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Se realizaron tinciones de inmunofluorescencia para detectar a SOX-2 y
Ki-67 en el tejido cerebral de las ratas (Figura 15). En los cortes tefiidos se
comprobo que las células U87 se encontraban en el tejido cerebral y que éstas

continuaban en proliferacion.

En las ratas tratadas con ODN sentido + vehiculo la colocalizacion Ki-
67/SOX-2 fue de 65.69 £ 8.70% (media + SEM), mientras que en aquellas con
tratamiento de P4 fue de 72.24 + 8.10%. Las ratas tratadas con ODN
antisentido y vehiculo presentaron una colocalizacién de 29.36 £ 0.52% y con
P4 de 42.22 + 7.50%. En ambos casos, vehiculo y P4, los tratamientos con
ODN antisentido presentaron una colocalizacién significativamente menor

comparada con la observada con el ODN sentido.

La Psincrementd de manera significativa el area del tumor formado por
el implante de células U87 en la corteza cerebral de ratas tratadas tanto con
ODNs sentido como antisentido para el RP-B. La administracion de ODN
antisentido no solo no disminuyé el efecto de la P4, sino que contrario a lo que

se esperaba, lo aumento (Figura 16).
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Figura 15. Expresion de SOX-2 y Ki-67 en células U87 implantadas en la
corteza cerebral de la rata bajo tratamientos con P, y ODNs sentido y antisentido
contra RP-B. Los nucleos se encuentran tenidos con Hoechst en azul, Ki-67 en verde,
SOX-2 en rojo y el merge Ki-67/SOX-2 en naranja El aumento esta representado por
una escala de 200 pm.
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Figura 16. Efectos de los ODNs antisentido contra RP-B sobre el area del
tumor formado por el implante de células U87 en la corteza cerebral de la rata
bajo el tratamiento con P4. Los datos representan media £+ SEM. n= 3. *p<0.05

vs el resto de los tratamientos. &p<0.05 vs Sentido + Pa.

En este caso no se evalud la distancia de infiltracion, debido a que el
tamano del tumor desarrollado con el tratamiento de P4 + ODN antisentido no
permitié distinguir si el tumor habia infiltrado o solamente aumentado de

tamano.
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8. DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue estudiar el papel de la P4+ y de las
isoformas de su receptor intracelular en la progresién tumoral a partir de células
derivadas de un astrocitoma humano grado IV implantadas en la corteza
cerebral de la rata. En primer lugar, se determind que la P4 induce la
proliferacion celular en la linea U87 y que este efecto es bloqueado por su
antagonista, el RU486, lo que sugiere que éste ocurre a través de la interaccion
de la P4 con el RP. Este resultado es consistente con los obtenidos en trabajos
previos de nuestro laboratorio, donde se estudiaron otras lineas celulares
derivadas de astrocitomas humanos grados Ill y IV (U373 y D54,
respectivamente) tanto en modelos in vitro como in vivo [21, 64, 65]. Asimismo,
se ha reportado que la P4 incrementa el numero de células que se encuentran
en la fase S de ciclo celular en las células U373 [64], lo que podria explicar el

aumento en el nimero de células observado en la linea U87.

Posteriormente, con el fin de estudiar el papel de las isoformas del RP
en los efectos inducidos por la P4 in vivo, se decidid silenciar la expresion del
RP total (RP A+B) y del RP-B en las células U87 implantadas en la corteza
cerebral de la rata utilizando ODNs antisentido. Al trabajar con el RP total se
observo que en las ratas tratadas con vehiculo y ODNs sentido y antisentido
las células U87 permanecieron alrededor del sitio del implante y formaron
tumores de area similar, mientras que en aquellas tratadas con P4+ y ODN
sentido tanto el area como la distancia de infiltracion fueron significativamente
mayores que en el resto de los grupos. Estos efectos fueron bloqueados por el
tratamiento con ODN antisentido, disminuyendo significativamente ambas
respuestas (Figura 11). Estos resultados concuerdan con los reportes que
indican que la P4 ejerce dichos efectos a través del RP, ya que al bloquear su
actividad con un antagonista, o silenciar su expresiéon con ODNs, las
respuestas provocadas por la P4 se ven abatidas.

También observamos que las células U87 implantadas expresaban los
marcadores de glioma y de proliferacion en distintas proporciones dependiendo

del tratamiento recibido. De manera interesante observamos que en cada
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tratamiento de ODNSs, la colocalizacién de dichos marcadores en ratas tratadas
con vehiculo fue significativamente mayor a su respectivo tratamiento con
hormona, es decir, la colocalizacién de los marcadores en las ratas tratadas
con vehiculo + ODN sentido fue mayor que en el tratamiento con P4 + ODN
sentido, de igual manera, en el caso de vehiculo + ODN antisentido la
colocalizacién de los marcadores fue mayor que con P4 + ODN antisentido, lo
que podria indicar que la P4 favorecié la progresion de estos tumores, llevando
a un proceso de desdiferenciacion en el cual las células resultantes expresaran
en menor medida el marcador de proliferacion expresando en su lugar
marcadores de invasion y/o migracion. Es importante mencionar que este
efecto de desdiferenciacion pareciera ser independiente del RP, ya que se
observa tanto en las células tratadas con el ODN sentido como en aquellas

tratadas con el antisentido.

Al estudiar a la isoforma B del receptor se observd que en los
tratamientos con vehiculo el area del tumor con los ODN sentido y antisentido
fue similar, mientras que en los tratamientos con P4, el area incrementé de
manera significativa con respecto al vehiculo bajo ambos tratamientos de
ODNs. De manera interesante se observo que el area de los tumores de las
ratas tratadas con P4+ + ODN antisentido fue significativamente mayor que en
aquellas tratadas con P4 + ODN sentido (Figura 16), lo cual fue un resultado
imprevisto, ya que se esperaba que con los ODNs antisentido el area del tumor
disminuyera. Sin embargo, es notoria la ausencia de células en la parte interna
del tumor desarrollado bajo este tratamiento, lo cual podria sugerir que ademas
del incremento en el area ocasionado por la administracion de P4, se esta
llevando a cabo otro proceso que altera el desarrollo del tumor. Un posible
mecanismo podria estar relacionado con inflamacion y necrosis ya que se ha
reportado que el microambiente de los glioblastomas esta compuesto por
diversos tipos de células, entre las que se encuentran células que participan en
procesos inflamatorios como los neutrdéfilos, macréfagos, eosindfilos y linfocitos
T [87], asimismo, se ha determinado que la necrosis es una caracteristica de
los glioblastomas, ya que diversos estudios sefialan que esta presente en el
85% de los casos [88-91].

38



Al igual que con el tratamiento de ODNs para silenciar el RP total, se
observo que las células implantadas expresaban los marcadores de glioma vy
proliferacion en distintas proporciones dependiendo del tratamiento recibido. En
este caso, y a diferencia del tratamiento anterior, los cambios se observaron
con respecto a los ODNSs, donde los animales tratados con ODNs As mostraron
una colocalizacion Ki-67/SOX-2 significativamente menor comparada con la
observada con el ODN sentido con ambos tratamientos de vehiculo y P4. Este
resultado podria indicar que el cambio en la proporcion de expresion de las
isoformas del RP altera la expresion de dichos marcadores, lo cual podria
relacionarse con la progresién del tumor y con la expresion de otros

marcadores involucrados en inflamacion y/o necrosis.

Se ha reportado que el patron de expresion de las isoformas del RP es
determinante en el desarrollo de los tumores, asi como en su respuesta ante
determinados estimulos. En cancer de mama, un incremento en la expresion
de RP-A esta frecuentemente asociado a una mayor agresividad y peor
prognosis de la enfermedad [92]; asimismo, es sabido que RP-A puede regular
la actividad transcripcional de otros receptores nucleares, como el de
glucocorticoides, mineralocorticoides, androgenos y estrogenos [93, 94], y que
éstos estan relacionados con la regulaciéon de la inflamacion y la respuesta
inmune [95]. Adicionalmente, se ha observado que la P4, a través del RP-A,
participa en la modulacion de genes relacionados con inflamacion, adhesién

celular y apoptosis [96].

De igual manera, se ha reportado que una consecuencia de la
administracion de progestinas en células de cancer de mama con
predominancia de RP-A es la adquisicién de sensibilidad a dicha hormona en
genes involucrados en la regulacién del metabolismo, morfologia y adhesion
celular, los cuales normalmente no son blancos de la P4 [97]. Asi mismo, se ha
observado que el aumento en la expresiéon de RP-A en células miometriales
humanas provoca la activacion de genes proinflamatorios ademas de inhibir los
efectos antiinflamatorios de RP-B [98]. Esto puede ocurrir a través de la
activacion de NF-kB, el cual es un factor de transcripcion proinflamatorio que

suprime la expresion de RP-B, lo cual a su vez provoca mas inflamacion [99].
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También, se ha reportado que en células de cancer de mama y endometrio, la
sobreexpresion de RP-A provoca alteraciones en la morfologia y adhesion
celular, lo que sugiere que la sola sobreexpresion de la isoforma A del RP
puede provocar cambios deletéreos en el funcionamiento de la célula [100],
ademas de que una mayor expresion de RP-A puede provocar que esas

células invadan el estroma circulante mas facilmente [101].

Al discutir acerca de los efectos de la predominancia de RP-A, es
necesario recordar que ademas del aumento de la proporciéon de RP-A también
existe una disminucién en RP-B, y que como ya se ha mencionado, esta
isoforma participa en la regulacion de gran numero de genes blanco de la Pa.

Es sabido que la pérdida de la expresion coordinada de las isoformas de
RP conlleva no solamente a la perturbacion de la sefnalizaciéon del RP, sino
también a alteraciones en la sefializacidn del receptor a estrogenos (RE), y que
RP-A, pero no RP-B, en presencia de P4 disminuye la habilidad de los

estrégenos de inducir una respuesta en sus genes blanco [102].

Finalmente, es importante recalcar que en diversos tumores un alto
indice de RP estd asociado a un fuerte potencial oncogénico y que la
identificacion de la isoforma predominante en cada tumor es de suma
importancia, ya que puede determinar su respuesta ante el tratamiento. En
carcinomas mamarios se ha observado que cuando la proporcion de RP-A es
mayor que la de RP-B éstos responden al tratamiento con antiprogestinas,
mientras que con una proporcion RP-B:RP-A mayor presentan resistencia a

dicho tratamiento [103].
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9. CONCLUSIONES

La P4 promueve el crecimiento e infiltracién de un tumor formado a partir
del implante de células de glioblastoma humano en la corteza cerebral de la

rata a través de su interaccion con el RP.

La tasa de expresion de las isoformas del RP desempefia un papel

fundamental en la respuesta de los glioblastomas a la Pa.
Las isoformas del RP participan de manera diferencial en la progresion

de un glioblastoma in vivo, siendo la isoforma RP-A la principalmente implicada

en los efectos de la Pa.
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10. ABREVIATURAS

3a-HSOR
3B-HSD
3B-HSOR
5a-DPH
A
AKRs
AMPc
CO2
DBD
DMEM
E2
EGF
EGFR
ERP
FA
Fl
FSH
h
Hsp
LBD
LH
min
ODNs
OMS
P4
PDGF
pRB
PRL
RE
RP
RP-A
RP-B

SDRs
SDS
SFB
SNC
TBS

TGF-a

TGF-B

VEGF

3a-hidroxiesteroide oxidorreductasa
3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
3B-hidroxiesteroide reductasa
5a-dihidroprogesterona

Amperes

Aldo-ceto reductasas

Adenosin monofosfato ciclico

Dioxido de carbono

Dominio de uniéon a ADN

Medio Eagle modificado por Dulbecco
Estradiol

Factor de crecimiento epidérmico
Receptor del factor de crecimiento epidérmico
Elemento de respuesta a progesterona
Funcion de activacion transcripcional
Funcion de inhibicion trascripcional
Hormona foliculo estimulante

Horas

Proteina de choque térmico

Dominio de union a ligando

Hormona luteinizante

Minutos

Oligodeoxinucleotidos

Organizacion Mundial de la Salud
Progesterona

Factor de crecimiento derivado de plaquetas
Proteina del retinoblastoma

Prolactina

Receptor a estrégenos

Receptor a progesterona

Isoforma A del receptor a progesterona
Isoforma B del receptor a progesterona
Segundos
Deshidrogenasas/reductasas de cadena corta
Dodecilsulfato sédico

Suero fetal bovino

Sistema Nervioso Central
Amortiguador tris salino

Factor de crecimiento transformante o
Factor de crecimiento transformante 3
Factor de crecimiento vascular endotelial
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