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1. RESUMEN.

El estradiol participa en la regulacion de distintas funciones en el Sistema Nervioso
Central (SNC) de los mamiferos. La mayoria de las acciones de esta hormona son mediadas
por receptores intracelulares especificos (RE) que regulan la expresion de diferentes genes en
las células blanco. Diversos estudios sefialan que el crecimiento de diversos tumores (Mama,
Cérvico-Uterino, Colommectal, Pancreas, Osteosarcomas y Melanomas) es reguladi: por
estrogenos. La presencia de RE en tumores de Mama se ha utilizado como marcador
prondstico de la enfermedad. En tumores cerebrales se ha localizado la presencia del RE en
distintos casos de Meningiomas; sin embargo se carece de informacién sobre la expresién de
este tipo de receptores en otros tumores cerebrales como : Tumores Gliales, Adenomas de la
hipéfisis, Tumores de la vaina nerviosa, etc.

£n este trabajo se estudié la presencia del RE a través de inmunohistoquimica en
diversos tumores cerebraies, con la utilizacion de un anticuerpo monocional dingido contra el
RE. Las biopsias fueron obtenidas de pacientes sometidos a neurocirugia en el Instiuto
Nacional de Neurologia y Neurocdrugia. Los resultados obtenidos muestran una
inmunopositividad del 29% al RE localizada en el nicleo de diversas células tumorales. De los
casos analizados, el 13% de los Gliomas, el 60% de los Meningiomas y el 33% de los
Adenomas resultaron positivos al RE. En los Cordomas el 75% y en los Schwannomas el
100% resulté positivo al RE aunque en estos casos el nimero de tumores analizados fue
pequeio.

Por el contrario, los Craneofaringiomas, los Meduloblastomas, los Papilomas de Plexos

Coroides y Hemangioblastomas no se encontré la presencia del RE.

Estos resultados pemiten sugerr que existe una expresion diferencial del RE en
diversos tumores cerebrales, lo cual podria estar relacionado con los mecanismos moleculares
involucrados en el crecimiento de los mismos.




2. INTRODUCCION.

Durante mucho tiempo el estudio de las enfermedades de! Sistema Nervioso Central
(SNC) ha sido el tema principal de numerosas investigaciones cuyo ha sido conocerlas y
encontrar asi las estrategias adecuadas para su tratamiento.

Una de las posibles altemativas en el tratamiento de los tumores cerebrales es la
terapia hormonal, ya que en diversos tumores tanto de tejidos regulados por hormonas
esteroides como en tejidos que tipicamente no lo son, se ha observado una sobre expresion de
receptores a hormonas esteroides principalmente a progestzrona y a estradiol (Canver CC
1994). Se sabe que el estradiol incrementa la divisién de células cancerosas a través de la
expresion de proto-oncogenes, como c-myc (Leygue et al. 1995).

Se ha establecido que los tumores son dependientes de hormonas estercides debido
a la alta presencia de receptores de las mismas; estos receptores se han utifizado como
marcador pronéstico de la enfermedad (Heli 1968).

La presencia del receptor a estrégenos (RE) se ha mostrado por técnicas bioquimicas e
inmunohistoquimicas en varios tumores en el ser humano, entre los que se encuentran el de
mama, cérvico-uterino, colomectal, pancreas, osteosarcoma y melanoma, sin embargo. en
diversos tumores cerebrales se carece de informacion sobre sl RE.

El presente estudio se realizé con la finalidad de determinar la presencia del RE en
diversos tumores cerebrales en el ser humano y relacionar estos datos con el grado de
malignidad tumoral. Con el objetivo de utilizar en estudios futuros la presencia de estos
receptores como un marcador pronostico de la enfermedad.



3. ANTECEDENTES.

3.1 Estructura y Funcién de las Hormonas Esteroides.

3.1.1 Generalidades.

Las honmonas esteroides son lipidos no saponificables hidrofébicos, solubles en
disolventes organicos y que poseen en comun como nNldeo quimico bdsico, el cido
pentanoperhidrofenantreno (hidrocarburo ciclico constituido por diecisiete dtomos de
carbono dispuestos en tres anillos de seis atomos de carbono y un anillo de cinco dtomos
de carbono) (Fig. 1) .

D)
OOR

Fig.1 Rep i6n convenci del Tidr . nticleo quimico bésico de
los esteroides (Landers 1992).

El termino "esteroide” se deriva de la palabra griega esféreos = sdiido; la mayoria de
ellos se biosintetizan en el ovario, testiculo y gliandulas adrenales utilizando al colesteroi
como precursor el cual, a través de diversas reacciones enzimaticas que da origen a los
niicleos precursores de las diferemes hormonas esteroides (Fig. 2).

Las hormonas estervides son moléculas que desempeiian un papel muy importante
en la regulacidon de muliples procesos bioldgicos en los mamiferos, entre ellos destacan ia
homeostasis hidrolitica, el dimorfismo sexual, la funcién reproductiva y la respuesta a estrés.

Las hormonas esteroides modifican la actividad celular al ir iar con P

" especificos, que tienen una afinidad muy alta para cada hormona esteroide.
Los receptores son molécuias proteicas que en su mayoria se encuentran en el nicieo y que
actian como factores de transcripcion regulados por su ligando (Pérez1985).




Fig. 2 BIOSINTESIS DE LOS PRINCIPALES PRECURSORES DE LAS HORMONAS
ESTEROQIDES
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3.1.2 Estrogenos.
Los estrégenas constituyen un grupo de honmonas estervides cuya estructura quimica

basica es el estrano constituido por 18 dtomos de carbono; el rasgo distintivo de este grupo es
la forma fendlica de su anilio. Los principales estrégenos naturales son la estrona, el 17 -

estradiol y el Estriol (Fig. 3).
H
6 : { Hi

H
Estrona Estradiol Estriol

H

Fig. 3 q delos i) Q (Pérexz 1985).

Los estrbgenos se sintetizan a partir de acetato utlizando al colesterol, la
androstendiona y a la testosterona como intermediarios obligatorios. Otra via de sintesis de
estrogenos es a partir de los androgenos, la biosintesis de estrégenos se efectua a través de
una secuencia de reacciones conocidas como aromatizacion (Fig. 4).

En todas las especies de mamiferos el foliculo de Graaf es el sitio anatémico mas
importante de la sintesis del 17 p-estradiol, estrdgeno que presenta la mayor importancia
biolégica dentro del organismo. Una vez vertidos hacia la circulacion periférica, los estrégenos
son transportados a las células blanco.

Los estrdgenos son indispensables desde etapas muy tempranas dei desamolio

“humano (como en la impiantacion del ovulo fecundado), participan en el despliegue de
conductas sexuales, contribuyen al desarrolio de los genitales femeninos intemos (como en el
crecimiento de las trompas de Falopio y Utero) y extemos (caracteristicas sexuales secundarias
como en el desarmolio de las glandulas mamarias y distribucién de la grasa corpora etc.).

Ademds de los efectos a distancia, los estrégenos ejsrcen una accién local importante
dentro de la génada femenina, manteniendo el nivel honmonal favorable para el crecimiento y
desarolio de los foliculos ovaricos. Los estrégencs también $enen importantes efectos sobra el
metabolismo de carbohidratos, lipidos y lipoproteinas y se les ha asociado con dertos factores
que regulan la coagulacion y con algunas vitaminas (piridoxina) (Pérez 198S).



Fig. 4 BIOSINTESIS DE LOS.PRINCIPALES ESTEROIDES.
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(desmolasa) ,5) aromatasa . 6)17p-OH-deshidrogenasa (Ojeda 1993).




Una vez que son empleados 10s estrégenos son degradados a compuestos de menor
potencia biolégica como glucurdnidos y sulfatos con fo cual se incrementa su solubilidad en el
organismo. El 17 f-estradiol puede ser convertido periféricamente a estrona y a estriol, los
cuales son excetados predominantements como glucuronidos y en menor proporcin como
esteres sulfato en la orina. E! estriol es el mayor producto de excrecién de los estrogenos
aunque también se elimina como 16 B-hidroxiestrona y 16 epl-estriol. Otra via preferencial de
excrecion la constituye la formacion de! 2-metil etér de 12-hidroxiestrona (catecol estrégeno).
Ambos procesos enzimaticos ocumen a nivel hepatico por accion de la 2-hidrolasa y de la
catecol-O-metil transferasa, enzimas de localizacién microsomal (Perez. P 1985) (Fig.5).

H H H
HO CHJ:@5:E5
1 2
——— —
H H H

Estradiol 2-Hidroxiestradiol 2-Metoxiestradiol
@é’r I@ CH:;.: i 5 j:pj
Estrona 2-Hidroxiestrona 2-Metoxiestrona
Fig. 5 W rincipal de los estré Las que a los estré se
indi con los 1) 2 K il y 2) Catecol-o-metil transferasa.




3.1.3 Receptor a Estrogenos (RE).

El RE pertenece a la superfamilia de receptores a hormonas esteroides; los cuales son
factores de transcripcion activados por ligandos que tienen un papel fundamental en la sintesis
de proteinas y participan en el funcionamiento de diversos tipos celulares.

En 1960 Jensen y Jacobson fueron los primeros en demostrar la presencia de RE en
tejidos blanco de estrégenos como en ttero y la glandula mamaria, demostrando que el RE es
un importante regulador del crecimiento y de la diferenciacion de ia glandula mamaria (Jensen y
Green 1982).

Estudios mas recientes han mostrado que el gen del RE esta constituido por 140 kb;
esta dividido en 8 exones y por seis regiones funcionales y la proteina pesa aproximadamente
67 kDa (Green et a! 1986) (Fig 6).

F

N i 1 2?3 3?2 SE SE aa

o] E
Transactivacion__ |Union al DNA _ {Hsp90 [Unidn a la Hormona Estervide

[¢] 500 1000 1500 2000 pb
asa: Amino acidos , pb Pares de bases

Fig.6 y domi f del a o (Green et al 1986).

Las regiones funcionales de RE son las siguientes:

En el dominio A/B se encuentra la region amino terminal que activa ia transcripcion. La
capacidad de estos dominios A/B para regular la transcripcion depende del promotor y de
coactivadores para cada uno de los dominios.

El dominio C es la regidon que reconoce al DNA, esta regién se caracteriza por la
presencia de 2 dedos de zinc, los cuales se unen fuertemente a regiones reguladoras de! gen
que sera transcrito.

El dominio D es la zona del receptor que lo une a ia proteina Hsp90, que le da
estabilidad al neceptor mientras se encuentra inactivo.

El dominio E es el dominio de unién a la hormona y activa la transcripcidn de genes
solamente cuando la molécula de estradiol o de otro agonista esta unido a ella.

Y el dominio F del cual no se conoce atn la actividad que realiza (Klein 1988).



El mecanismo por el cual se lieva a cabo la accién del estradiol mediada por el RE es el
siguiente:

Sin |a presencia de ligandos especificos, el RE se encuentra inactivo y permanece
estable unido a la proteina Hsp90; cuando la hormona circulante entra por difusién a través de
las membranas citopldsmica y nuclear (Litwack 1992), el receptor se activa y se une
fuertemente a la hormona, esta unidn genera cambios conformacionales en el receptor en
donde este ultimo expone la regidn de unién al DNA, se une al elemento de respuesta a
estrogenos (ERE) y regula asi la expresion de genes especificos. (Litwack 1992).

Una vez que el receptor ha participado en su funcién de transcnipcion de genes, este
se separa del gen y de la hormona para regresa a la fase de inactivacion uniéndose
nuevamente a la proteina Hsp90 (Carson 1990) (Fig.7).

CELULA BLANCO

}
= 9, @

Hsp90

PROTEINA ———— CAMBIOS CELULARES

Fig. 7 M de i6n de las h Los (H) son por
proteinas transportadoras (PT) y flevados a las células a través del plasma sanguineo, entran al nicleo y
Se unen a su receptor (R) el cust se separa de p de chog como la Hsp90. Esta union
P un ional en el plor que su afinidad de unidn al DNA y asl €l

i H-R) ia con especificas (elementos de respuesta a

hormonas); lo cual modifica la transcripcion de varios genes (Landers and Spelberg 1982).



3.2 CANCER.
3.2.1 Generalidades.

Una célula sana presenta una morfologia definida, tiene la capacidad de dividirse, se
comunica con las células que le rodean y responde a seffales ambientales. E} procaso de
division y de crecimiento esta determinado por el ciclo celular qua es el conjunto de diferentes
fases (G1, S, G2, M) en donde una céiula madre se divide produciendo dos células hijas con
fas mismas caracteristicas y funciones, en este ciclo estdn involucradas sefales estimuladoras
e inhibidoras procedentes del exterior las cuales regulan la division celular (Masson, et al 1891).

Las fases en [as cuales esta organizado et ciclo celufar son.

G1, Es elintervalo que se caracteriza por la sintetisis def RNA, crecimiento

celular.

S, Esta caracterizada por la sintesis y duplicacion del DNA.

G2, Eslafase donde ia célula permanece poiiploide, se verifica que el DNA se
encuentre duplicado completamente y permanezca intacta.

M, Durante ta Mitosisla sintesis de RNA y de proteinas disminuye y el
material genético duplicado se segrega en las células hijas.

Go Se refiere af pericdo prolongado durante &l cual 1a célula no se encuentra
en e} ciclo de divisidén pero con el estimulo apropiado puede iniciar
nuevamente la proliferacion (Clement 1991) (Fig.8).

£l proceso de division celular esta en constante riesgo de mutaciones y cambios que

pueden alterar los mecanismos de regulacién celular, un conjunto de mutaciones en muchas
ocasiones puede generar que una célula pierda capacidad de responder a estimulos, lo cual se
manifiesta a través de sintomas malignos que provocan la duplicacién sin control de la misma.
La masa resultante daila los tejidos sanos de su alrededor, invade las baneras que separan
unos érganos de otros y astablece colonias en sitios cercanos o distantes. Toda esta patologia
comresponde a la enfermedad denominada cancer. Los tumores son una fase temprana de esta
enfermedad (Webster 1995) (Fig.9). El proceso neopldsico esta constituido esencialmente por
una enomme proliferacion celular anormal, en fases tempranas de su desamollo es de forma
axponencial, es decir, todas las células proliferan, por lo que ta masa de estas células aumenta,
y se genera un desequilibrio de aporte de nutrimentos y sanguineo de ias células adyacentes.

10



Las células turmnorales no forman sistemas tisulares ordenados ni drganos y por lo visto,
el comportamiento patolégico de las células tumorales estd relacionado con alteraciones de
estructura y propiedades de la membrana celular.

. DWISIoN

24 horas

INTERFASE

Fig.8 Ciclo celular. Se divide en las fases: G1, es el p de de la célula
pero sin sintesis de DNA; la fase S de sinlesis de DNA es el periodo d el cual el de
DNA se duplica. La fase G2 o tetraploiode es 1a que precede a f& divisién celulary M., es el periodo
de divisién celular. Cuando las células Que permanecen en G1 largo po, suele d en

{ase de GO. (Alberts1995).
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3.2.2 Tumores Cerebrales.

Los tumores cerebrales son patologias numerosas y con moltiples caracteristicas,
ion y

producen sintomas neurolégicos a consecuencia de su tamafo su k
invasoras que destruyen los tejidos donde se localizan. Durante mucho tiempo se han
propuesto numerosos factores y teorias para expiicar el origen de estas neoplasias (factores
causales, traumatismos, infecciones. enfermedades metabdlicas, exposicion a toxinas, sic.),
pero adn en la actualidad no se tiene un factor concluyente que explique su origen. El estudio
de los tumores cerebrales comenzé a finales del siglo pasado; asi, Muller J (1838) enuncié por
primera vez que los tumoras cerebrales podrian originarse a partir de células embricnarias que
permaneciercn en el cerebro durante el desamollo del individuo, Cohnleim (1878) retoma esta
idea y le da forma y estructura sugiriendo que la causa de los tumores es una anormalidad en
la disposicién embriolégica de las células, decia que deberia esperarse la formacidén de
tumores en fugares donde hay una rapida diferenciacion de capas gemminales asi como la
migracién completa de células embrionarias mal situadas y que con estimulos ambientales
podrian generarse estas neoplasias. En 1879, Sir William Mck Ewen remueve, por primera
vez, un tumor cerebral (De Vita 1985).

Estos estudios permitieron que Cushing (1926) desarrollara, clasificara y describiera
mas de 200 tumores cerebrales .
Méds tarde, después de la segunda guerra mundial, se desarroliaron numarosas técnicas para fa
localizacién, extraccion y terapias para los diversos tumores cerebrales (De Vita 1985).
En Ja actualidad, se poseen grandes avances en la localizacion y tratamiento de los tumores
cerebrales; a través de las Tomografias Computarizadas y de la Resonancia Magnética se
puede conocer con exactitud el tamajto, la forma del tumor y la profundidad que este presenta.
Con respecto al tratamiento de los tumores del SNC se conoce también que, ademas de la
quimioterapia, se puede tratar a los pacientes con terapia hormonal (como en los
meningiomas); este tipo de tratamiento representa otra altemativa menos agresiva para los

pacientes.
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3.2.3 Tipos de Tumores Cerebrales.

Los tumores del SNC constituyen del 10 al 15% del total de las neoplasias mas
frecuentemente se presentan en el ser humano (Felix 1995). De acuerdo a sus caracteristicas
histologicas se dividen en primarios o secundarios, En personas de edad adulta. Los tumores
primarios comesponden a las neoplasias mas comunes, constituyendo del 50% al 60% de las
neoplasias intracraneales (Velazquez 1982 ). (Tabla 1).

En Estados Unidos, los tumores del tipo primario del SNC, los gliomas son los mas
comunes y representan el B0 %, el segundo lugar son !os meningiomas con el 20% y los
adenomas pituitarios el tercer lugar (18 %) ( Velazquez 1982 ).

Tabla 1. FRECUENCIA DE LOS TUMORES MAS COMUNES DEL SNC EN EDAD
ADULTA (Felix 1995)

Glloma; ‘
Meningiomas 20
Adenomas 18
Otros 2

Las causas de los tumores cerebrales son vanables, algunos surgen por mutaciones,
otros por virus y en casos muy raros por traumatismos (De Vita 1985). En el ser humano los
tumores cerebrales se presentan en nifios entre los 3 a los 12 afios de edad y en adultos de los
30 a los 50 aflos (Fig.10). L.a mayoria de estos se presentan indistintamente en hombres y en
mujeres, sin embargo se ha obsvervado que los astrocitomas son mas frecuentes en hombres y
los meningiomas en mujeres. (Tabla 2)
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FIG. 10. FRECUENCIA DE LA PRESENCIA DE TUMORES CEREBRALES EN EL SER

HUMANO

TIPOS TUMORALES

ASTROCITOMAS
(Infantiles)

MEDULOBLASTOMAS
CRANEOFARINGIOMAS
PAPILOMA PLEXOS CORIDES
GLIOMAS OPTICOS

——————— INTERVALOL——]
TOTAL

;.IT_-:
=]

MAYOR
FRECUENCIA

OLIGODENDROGLIOMAS
EPENDIMOMAS
GLIOBLASTOMAS
ASTROC!TOMAS

(Adultas) L N 1
MENINGIOMAS — IR 1
SCHWANNOMAS )
ADENOMAS HIPOFISIARIOS [ — R 1
CARCINOMAS METASTASICOS [———— ]

10 20 30 . 40 50 60

F1G.10. En esta figura se observa [

EDAD (afios)

as edades mas frecuentes en las cuales se presentan

los tumores cerebrales.(De Vita 1985)
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Tabla 2 FRECUENCIA DE TUMORES CEREBRALES DE ACUERDO
AL SEXO.

S

ed loblastomas ‘raneofannglomas 2:1

Oligodendrogliomas Epidermoides 5:2

Astrocitomas Teratomas 7:4

Glioblastomas Angiomas 2:1

Ependimomas Meningiomas 1:2

Pinealomas Neurisma 2:1
Angioblastomas

Tabla 2. En esta tabla se presenta la relacion de aparicion de tumores cerebrales ente Hombres (M) y
Mujeres (M) (Lundon 1980).

Aungue no existe una clasificacion perfecta y completa de los tumores cerebrales, una manera
de agruparios es !a siguiente:

1.- Tumores de células neuragliales (gliomas).
2.- Turnores formados por neuronas.
3.- Tumores meningoteliales.

, 4.- Tumores intracraneanos de origen measodéanmico.

5.- Tumores de restos embrionarios y por defectos en el desarrollo.
6.- Tumores de Plexos Coroides. v

7.- Tumores de la hipdfisis.

8- Tumores de (as ralces nerviosas intracraneanas .
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1.-Tumores de Celulas Neurogiiales (gliomas).

Los gliomas comprenden cerca del 60% de todos los tumores primarios del SNC; su
origen es neuroectodémmico. Estos se dividen en tres tipos: astrocitomas, ependimomas y
oligodendrogliomas (Felix 1995).

Astrocitomas

Los astrocitomas se originan de los astrocitos, que son células de forma estrellada y
con grandes prolongaciones citoplasmicas, se encuentran junto a vasos sanguineos,
oligodendrocitos, neuronas y sus pralongaciones. Constituyen alrededor del 70% de todos los
gliomas y el 45% de todos los tumores primarios de! SNC. Se localizan en cualquier parte del
encéfalo especiaimente en los supratentonales. Microscopicamenta tienen una aparnencia
uniforme con una regulacién proliferativa de los astrocitos (Poirier 1991).

Mientras mds malignos son mayor delimitaciéon presentan, en tanto que los benignos
son difusos e infiltrantes, con tendencia a formar cavidades largas o seudoquistes.
Los astrocilomas, se dlasifican en grado | y || cuando son benignos o de bajo grado de
malignidad como los astrocitomas difuso, fibrilar, protoplasmatico y pinocitico y son de grado lit
y IV cuando son malignos agresivos, con células neoplasicas, con gran pleomorfismo y atipicas
(Felix1995).

Ependimomas.

Se originan de las células ependimales, son de crecimiento lento y con delimitacion,
tienen una frecuencia del 7 al 10% y en la médula espinal son los gliomas mas frecuentes,
aunque también se localizan en las cavidades ventriculares aunque en menor proporcion (Felix
1996).

Oligodendrogtiomas.

Los oligodendrogliomas representan el 5% de todos los gliomas (Felix 1995). Se
originan en la oligodendroglia (células satélite, que se encuentran en la proximidad de las
neuronas y estan involucradas en el proceso de mielinizacion). Son usuaimente benignos,
aunque ocasionalmente pueden llegar a malignizarse, se caracterizan por células con nlicleos
redondos y ovales prominentes y estan rodeadas por abundantes vasos capilares, ademéas
prasentan calcificaciones bien diferenciadas (De Vita 1985).



2.-Tumores Formados_por Neuronas

Neurocitomas

Son tumores de crecimiento lento, generalmente supratentoriales y se presentan dentro
de los ventriculos, estan formados por células redondas y ovoides que muestran una gran
uniformidad, con nucleos redondos cuya cromatina, el citoplasma es abundante y claro.
presentan prolongaciones citoplasmicas con abundantes neurofilamentos y estas
terminaciones tienen vesiculas o granulos densos, presentan atipia y con mitosis. Ef
comportamiento biolégico de este tipe de tumor es poco agresivo y cuando se reseca
quirirgicamentes los pacientes se curan (Burger 1981)

3.- Tumores Meningoteliales.

Meningiomas. )

Son neoplasias intracraneales muy frecuentes, con crecimiento lento y con
compontamiento benigno, ocupan del 12 al 20% de las neopldsias intracraneales, se
desamollan a partir de células de origen mesodémico de las meninges, principaimente de la
Pia o Aracnoides.

Se conoce que existe una asociacion entre la presencia de meningiomas y los
adenocarcinomas de ia glandula mamana, estos son mas frecuentes en mujeres que en
hombres y se pueden desamollar durante el embarazo. Son tumores encapsulados con enome
variacion en su morfologia y se ha visto que responden a la terapia hommonal con el uso de
antiprogestagenos como el RU 488 y antiestrégenos como el Tamoxifen (Gnrunberg 1991).

Muchos de los meningiomas estan asociados con anomalidades cariotipicas
presentando una delecion en el brazo corto de! cromosoma 22 (Akagi 1995).

Desde el punto de vista macroscopico son tumores bien delimitados, circunscritos,
lobulados y perfectamente separados del tejido nervioso, su consistencia es dura
Microscopicamente, los meningiomas son neoplasias con una enomme variacién en su
morfologia y muy a menudo pueden presentar diferentes tipos celulares (Poirier 1991).

Aunque existen diferentes variedades de meningiomas, las mdas importantes son los
siguientes:

Meningioma_sincicial. Se caracteriza por tener grupos de céjulas meningoteliales
amegladas en espiral, con ntudleos redondos e invaginaciones de! citoplasma; presentan
depdsitos de calcio en forma concéntrica y laminar (cuerpos de psammomas).
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Meningioma fibroblastico. Este tipo de meningioma esta formado por células fusiformes
elongadas, constituyendo haces o fasciculos sin formaciones concéntricas y ocasionalmente
presentan cuerpos de psammomas. Este tipo de células son muy jantes a los fibrobl
pero los nucleos tienen apariencia meningotelial.

Meningioma_ transicional. Se considera como la forma mixta del sincicial y el
fibroblastico, con células elongadas en forma de remolino, algunas presentan microquistes,
vasos sanguineos con paredes gruesas hialinizadas y células con abundantes con
pleomorfismo (Felix 1895).

4.- Tumores Intracraneanos de Origen Mesodermico.

Fibrosarcomas

Los tumores primarios de este grupo son extremadamente raros, de orden del 1% de
los tumores cerebrales, se dice que se originan del mesénquima de vasos sanguineos o de
células periteliales, se les ha clasificado en tumores de bajo, medio y alto grado de malignidad
dependiendo del nimero de células mitéticas de la y del pleomorfismo celular. Ocasionalmente
pueden contener hueso o cartilago (De Vita 1995).

Condromas

Son lesiones benignas mesenquimatosas de crecimiento muy lento, a menudo
aparecen en la base del craneo o en la duramadre. Son masas bien localizadas y limitadas de
consistencia dura, constituidas por cartilago maduro bien diferenciado, son de crecimiento lento
y producen aumento de gloébulos rojos (policistemia) (Felix 1995).

Linfornas.

Los linffomas primarios derivan de linfocitos T o B, pueden ser masas o nédulas
tumorales, se pueden presentar a cualquier edad, se localizan frecuentemente en la regién
supratentorial; macroscdpicamente son extensas dareas de necrosis acompaiadas de
hemomagias, el nucleo de las células es oval y con numerosas mitosis y dclinicamente son
neoplasias con buena respuesta a esteroides (corticoesteroides) (Felix 1895)
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Hemangioblastomas.

Aungue son lesiones vasculares de origen desconocido, se sabe que son tumoras benignos
que se desanollan principaimente en el cerebelo y hemisferics. Estas lesiones pueden ser
neoplasicas © seudo neoplasicas y se han asociados con carcinoma renal (Felix 1995); se
caracterizan por la proliferacion de capilares en las células endoteliares y presentar células
estromales grandes con abundante citoplasma y con numerosas vacuolas.

5.-Tumores de Restos Embrionarios y por Defectos en el Desarrolio.

Craneofaringiomas.

Son tumores benignos epiteliales, que se presentan con mayor frecuencia en niflos que

en adultos, constituyen el 1% de los tumores intracraneanos en adultos y el 10% de las
neoplasias intracraneales en ninos.
Se originan de nidos de células epiteliales escamosas localizados en la porcion infundibular,
remanentes de la belsa faringea de Rathke. Se caracterizan por ser grandes lesiones de
células escamosas y anastomosadas adheridas fimemente al tejido cerebral vecino, se
desplazan a los pares craneales y vascs sanguineos con mucha frecuenca contienen
calcificaciones , ademas de contener matenal oleoso que se encuentra dentro de los quistes
que alteman con areas soélidas. Y pueden causar invasividad, se desamollan preferentemente
en la regidn supraselar (Felix 1995).

Cordomas

Son neoplasias malignas originadas de restos o vestigios de la notocorda y tienen la
capacidad de desarrollarse dentro de los huesos. La gran mayoria de los cordomas se originan
en la region sacrococcigea, donde invaden y destruyen el hueso. Son neoplasias muitilobulares
de consistencia dura, con hemormragias focales de consistencia carilaginosa y gelatinosa, se
disporien en nidos, I6bulos o cordones de células rodeados por estroma de tejido conectivo.
Los cordomas pueden producir metistasis invasiva a otros érganos (Poirier 1991).

20



Meduloblastomas

Son tumores embrionarios malignos del cerebelo formados por pequefias células, en el
que se reconocen neuronas en diferentas etapas de evolucién; presentan tubulos, canales,
glandulas y papilas. L.os meduloblastomas pueden ser :

- Indiferenciado, tumor de alta densidad celular con focos de necrosis con células pequeias y
con poco citoplasma.
Con_diferendiacion_neuronal, es el mas comun. Estd formado por células tumorales que no
tienen luz, el centro esta ocupado por matenal fibrilar .

La agresividad de los meduloblastomas es una de las mads grandes de todos los
tumores intracraneales; se pueden diseminar a través el liquido cefalomaquideo y dar implantes
o siembras metastasicas en diferentes porciones de! sistema ventricular y del espacio
aracnoideo (Burger 1991).

6.-Tumores de la Hip6fisis

Los tumores de la hipéfisis (Adenomas hipofisiarios) son tumores epiteliales benignos
que se originan principalmente en la parte anterior de la hipofisis, comprenden del 12 al 18 %
de todas la neoplasias intracraneanas.

Por sus caracteristicas endocrinas los adenomas pueden ser:

Productores de hormonas de crecimiento:
Son tumores que presentan granulos de secrecion a hormonas de crecimiento en niveles altos.
Presentan células alargadas y ovoides, e! nucleo excéntrico con cuerpos fibrosos.

Productores de Prolactina.
Son tumores cuyas células presentan granos de secrecién de prolactina, con enome
proliferacion.

Productores de Tirotropina.
Son tumores con elongacion celular, microtibulos, con granos pequeiios esféricos y
localizados en la periferia.

Productores de Gonadotropinas
Son tumores cuyas células presentan granos productores de hommona foliculo estimulante
(FSH) y Hormona luteinizante (LH).
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Neurofibromas.

Los neurofibromas son tumores benignos bien diferenciados que se originan en las
vainas nerviosas, estan formados por células de Schwann, fibroblastos y céiulas perineurales
en un material o matriz laxa. Microscopicamente son tumores blandos, mucoides y fusformes y
se disponen en fasciculos, haces o bandas de células. Ataca a los nervios grandes formando
ondulaciones en especie de rosario. Se localizan tanto en la médula espinal como en el
encéfalo.

Schwannomas

Se les conoce como neurinomas o neurorilermomas. En el 80% de los casos afectan el
Vil par craneal.
Se ha informado que aigunos schwannomas que se localizan en la médula o en el encéfalo
pueden originarse de los nervios de la vasa nervorum. Son tumores redondos u ovoides y
tienen una delicada capa de fibras de coldgena, pueden alcanzar de 6 a 8 cm, cuando
alcanzan grandes dimensiones presentan degeneracidn quistica. Se caracterizan porque sus
céluilas son generalmente elongadas. Los schwannomas generan enonmes aleraciones
vasculares, los vasos sanguineos proliferan, se distorsionan y presentan engrosamiento de sus
paredes y existe un gran pleomorfismo. Los schwannomas malignos son raros, presentan
dreas der is con las mitosis y células atipk abundantes.
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3.2.4 Raceptor a Estrégenos y Cancer.

Los estrégenos regulan la proliferacion celular de tumores a través de la modulacién
de receptores y factores de crecimiento (Bradiow H 1985) .

Beatson en 1886 demostrd por primera vez que el cracimiento de un cancer humano
podria ser drasticamente influenciado por secreciones enddcrinas. El observé la regresion de
cancer metastasico de mama cuando la paciente se ovariectomizaba; 75 afios més tarde a los
tumores cuyo crecimiento era regulado por hommonas se les llamé hormonorregulados. Esta
regulacion génica por medio de hormonas esteroides ha pemmitido explicar el desanollo y el
crecimiento de muchos tipos de cancer (Mama, Cérvico-Uterino, Colomectal, Pancreas,
Osteosarcomas, Hepatocarcinomas y Melanomas) (Cavner C. 1994).

De la muttitud de receptores hormonales descritos en diferentes cetulas y tejidos, los
mas importantes en el estudio del comportamiento bioldgico neoplasico son los receptores a
hormeonas estercides, en particular los RE, ya que se ha observado que estos receptores
activados por su ligando, regulan el crecimiento de numerosos tipos de canceres como por
ejemplo el cancer de Mama, donde se conoce desde hace mas de 15 afios, que existen por los
menos dos tipos de carcinoma mamario respecto a su contenido de RE; unos contienen RE en
cantidades importantes y otros no; diversos estudios clinicos muestran que las mujeres cuyos
tumores presentan positividad al RE tienen una tasa de sobrevivencia mayor y responden
mejor a la hormonoterapia en comparacion con mujeres cuyos tumores no presentan RE. Asi,
se ha observado que l0s tumores de mama RE negativos son mas agresivos que los pasitives
(Lexmieux 1995); por otro 1ado, aquellos tumores que sintetizan RE también pueden sintetizar
receptores de progesterona (RP). Por ello, son sensibles tanto a la accidn del estradiol como
de la progestercna y pueden manipularse con sustancias que bloquean la unién de la hormona
con su receptor. Esta opcién en el tratamiento del cancer y ia reciente introduccién de nuevos
agentes homrmonales que han sido estudiados intensamente en estos Gitimos aflos, como los
antiestrégenos (Tamoxifen), y los agentes antiprogestagenos (medroxiprog ona), han
incrementado el uso de la hormonoterapia aditiva, dada su menor toxicidad comparada con la
quimioterapia. Estos estudios han permitido que el RE, como otros receptores, sean utilizados
como un marcador prondstico de la enfermedad (Leygue 1995).

23



Otras neoplasias que contienen RE, sugieren sensibilidad a estdgenos y
susceptibilidad a la terapia hormonal. La distribucion de los RE se ha asociado al grado de
malignidad tumaral, como en el caso de los tumores gastricos (Landayi 1987) pulimén (Colley et
al 1989) y tumores intracraneanos (Perrot 1990) En estos tumores se ha observado que entre
menor sea el grado de evolucion del tumor existe mayor cantidad de RE y entre mas avanzado
sea el tumor, menor es su expresidn (Perrot M. 1992),

Por otro lado, se ha demostrado a través del uso de técnicas bioquimicas e
inmunohistoquimicas la presenda de RE numerosos tumores, cuyo tejido sano tipicamente no
presenta RE, observadose en estos tumores una sobre expresion del receptor, mecanismos
por los cuales se lleva a cabo esta expresion, son desconocidos (Cavner 1994).

Dentro del SNC, las hommonas sexuales esteroides regulan numerosas funciones. Los
receptores a honmonas esteroides se han detectado en numerosas dreas del SNC. En este
érgano, su distribuciéon como su concentracion varia en las diferentes regiones (Camacho
1995). En el cerebro, ios estrégenos (17p-estradiol) promueven la arborizacién de las dendritas
y la formacion de  sinapsis (Spreafico 1993).

Debido a la gran participacion de las hormonas esteroides en diferentes procesos del
SNC ha generaron la hipétesis de que los tejidos malignos en el cervbro en diferentes estadios
de desarollo podrian contener receptores a hommonas sexuales en diferentes cantidades
dependiendo de! grado evoiutivo de los mismos y por estas razones muchos de ellos podrian
ser hormonodependientes y responder asi a una terapia anti hormonal (Ranka 1590 ).

En el SNC, el RE se ha encontrado en diferentes tipos de meningiomas, como en el
caso de los meningoteliales, fibroblasticos, transicionales (Khalid 1994, Halper 1989), en los
cuales se ha encontrado al RE en el nucleo de las células, sugirendo que los estrégenos
participan en el crecimiento y la angiogénesis de los mismos (Khalid 1995).
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Asl también, estudios realizados por Paoletti en 1880 han asodiado la presencia de
meningiomas con el cancer de la gldndula mamaria sugieren que estos tumores tienen una afta
hormonosensibilidad y que pueden responder a una terapia hormonal (Paoletti et al 1990).

En otros estudios realizados por Grunberg 1991, se ha sugerido que los tumores que
presentan RE pueden ser tratados con anti estrogénos.

A diferencia de los meningiomas en donde hay mucha informacién con respecto al
papel de los receptores a honmonas esteroides, existen otros tipos de tumores cerebrales como
en gliomas (Camroll 1995) meduloblatomas, schwanommas (Khalid 1995) etc., en donde la
presencia del RE ha sido controvercial ya que no hay datos concluyentes que demuestren la
presencia del RE.
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4. PLANTEAMIENTO DEL. PROBLEMA

Recientemente, la presencia de receptores a hormonas esteroides se ha observado en
numerosas tipos de tumores cerebrales, en particular en los meningiomas, esto ha sugerido
que las hormonas sexuales estercides podrian estar involucradas en la aparicion, el desanollo
y crecimiento de los mismos, lo cual puede explicar la alta incidencia de estas patologias en
mujeres donde se a observado una evolucion tumoratl mas rapida y con una mayor agresividad.
Por todo ello, los investigadores se han preocupado por estudiar la regulacién del crecimiento
tumoral por hormonas en esta enfermedad. Un incremento en el nimero de receptores se ha
reportado en algunos tumoras humanos, como en el de Mama, el Cérvico-Uterino, el de Ovario,
Préstata, Leucemias y Linfomas,. efc, cuyo crecimiento y evolucion estd regulado por
hommonas esteroides.

Asi también se ha tratado de establecer una relacidn entre la expresion de receptores a
hormonas esteroides y la aparicién de tumores cerebrales; asi como su posible tratamiento
hormonal. Es por elio que en este trabajo se estudid la presericia del RE en diferentes tumores
cerebrales. con la finalidad de establecer una relacion entre su expresion y el grado de
malignidad tumoral .
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5.08JETIVOS.

General:
-Conocer la expresion del RE en diferentes tumores cerebrales humanos.

Particulares:
-Determinar por inmunchistoquimica la presencia del RE en diversos tumores
cerebrales en el ser humano

- Establecer la existencia de una expresion diferencial del RE en tumores cerebrales

con distintos grados de evolucion.

6. HIPOTESIS.

De acuerdo a los planteado en los antecedentes, se espera que en los estadios

tempranos de la evolucién tumoral y en los tumores benignos haya una mayor expresion dei
receptor a estrogenos comparada con los estadios mds avanzados de la evolucién tumoral y
con los tumores malignos.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Obtencién de las biopsias.

Las muestras tumorales se obtuvieron de pacientes que se sometidos a neurocirugia en
el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia de la Secretaria de Salud (INNN), a los
cuales se les practicd previamente un estudio de tomografia computarizada, por medio de la
cual se obtuvo la localizacién exacta, a longitud y el volumen de cada tumor.

Una vez obtenidas las biopsias, los tumores sa colocaron en criotubos NUNC de 1.8 mi
e inmediatamente se sumergieron en nitrégeno liquido para su preservacion hasta su analisis.
Las biopsias analizadas fueron las siguientes:

ASTROCITOMAS
I

il
i
v

N OWaas

GLIOMAS MIXTOS
MENINGIOMAS

Fibroblasticos
Meningotsliales
Sinciciales
Angioblasticos
Mixtos
Psammomatosos
Transicionales

MDA aawd

ADENOMAS
CORDOMAS
CRANEOFARINGIOMAS
PAPILOMAS PLEXOS C.
SCHWANOMAS
HEMANGIOBLASTOMAS

MEDULOBLASTOMAS
TOTAL 4

Vhaasmnnao

* Los datos de los pacientes se encuentran registrados en ef APENDICE.
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7.2 Técnica Inmunohistoquimica.

7.2.1. Cortes por congelacion

Se utilizaron tres senes de taminiflas por tumor para aeteqminar la presencia del RE, la
primera para el RE sin contratincion, la segunda para los RE contratedlidos con hematoxilina de
Harris y la tercera para los controles. L.a decision de no contratefiir se tomo debido a que en
algunos casos, la sefial del RE podria ser muy baja y al contratefiir esta sefial no serna visible
con lo cual se tendria una mala interpretacion de las muestras. En cada serie se colocaron
tres cortes de tejidos, los cuales se cortaron a 6 pm de grosor con el empleo de un microtomo
de congelacion (criotomo). Para ello se colocaron los tejidos sobre pequeias platinas donde se
cubrieron con un polimero de papa (Tissue Tek), el cual al introducirse a bajas temperaturas de
entre -27 a -28°C se solidifica y da una mayor estabilidad a los tejidos facilitando asi el corte de
los mismos. Los cortes fueron colocados en laminiilas silanizadas (APENDICE).

Los cortes obtenidos se dejaron secar durante 20 min. a temperatura ambiente,
posteriommente  se colocaron en acetona absoluta fria por 10 min. para fijar el tejido y se
transfirieron a una solucién buffer de sales de fosfato (PBS) 1X dos veces durante 2 min. para
ser incubadas sucesivamente en una solucién 6 :1 de metanol absoluto y perdxido de
hidrogeno (H;O,) al 30% durante 30 min. para inactivar las peroxidasas endégenas y etanol al
70% por 3 min. para eliminar el exceso de la solucion anterior. Posteriormente se lavaron con
PBS 1X dos veces durante 2 min. (APENDICE) (Fig. 11) .




METODO

] OBTENCION DE LAS MUESTRAS |

| cortes por congeLacion]

| Fuacion be Los TEsDOS |

I BLOQUEO DE PEROXIDASAS ENDOGENASI

I INCUBACION DURANTE 24 HRS CON EL ANTICUERPO CONTRA EL]
RECEPTOR A ESTROGENOS

I

IINCUBACION CON EL ANTICUERPO SECUNDARIOI

!

INCUBACION CON EL. COMPLEJO
PEROXIDASA-ANTIPEROXIDASA (PAP)

|

REVELADO CON EL CROMOGENO DE DIAMINOBENCIDIN,

SIN CONTRATINCION TINCION CONHEMATOXILINA
DE HARRIS.

- I DESHIDRATACION Y MONTAJEI D EEE—

1 Anausis microscoricol

Fig. 11 Método
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7.2.2 Incubacién con anticuerpos y revelado.

Para esta parte del experimento se siguieron las instrucciones del Kitt Abbott £ER - ICA
Monoclonal, que es un ensayo inmunohistoquimico para la deteccién del RE humano ya
establecido y utilizado en muchas pruebas para 1a deteccion de este receptor en tumores de
mama (Fig.12):

a) Los tejidos se lavaron con PBS 1X 3 veces durante 5 min.

b} Las muestras se incubaron con el anticuerpo bloqueador (Suero Normat de

Cabra) por 1 hr. en una camara humeda; este anticuerpo se une a proteinas que

pueden interferir en la deteccion especifica del RE.

c) Se lavaron las muestras nuevamente en PBS 1X3 veces por 5 min,

d) Se les anadio el anticuerpo primario (Rat, Monoclona} Antibody) a una

concentracion de 0.01pg/ml, el cual esta dirigido especificamente contra el RE

presente en ias células, esta incubacion se realizé durante 24 hrs a 4° C en la
camara humeda. En los controles se utilizé Suero Normal de Rata en lugar del
anticuerpo monocional contra el RE,

e) Después de 24 hrs se realizaron 3 lavados sucesivos con PBS 1X durante 5

min. c/u.

f) Se colocaron las laminabas en una solucidn de Peroxidasa al 3% en PBS 1X

durante 30 min., se lavaron con PBS 1X dos veces por 2 min. y mas tarde se afadio

el anticuerpo secundario (anticuerpo de cabra 1 pg/mi) el cual se une
especificamente al anticuerpo primano, durante una hora a temperatura ambiente en
la camara humeda.

g) Nuevamente las laminillas se lavaron 3 veces con PBS 1X 5 min. c/u.

h} Las laminillas se colocaron en la cdmara himeda y se les afadié el complejo

Peroxidasa-antiperoxidasa (PAP 0.1 pg/ml), que se une al segundo anticuerpo. El

PAP tiene la caracteristica de presentar sitios libres que al interaccionar con las

moléculas de un crombgeno, que pemite la observacion de la positividad al receptor

a través de una tincion café.

i) El Cromdgeno que se emple¢ para revelar fue Diaminobencidina, durante 12 min.

en la oscuridad.

k)Transcurmido el tiempo se eliminé el exceso de cromogeno y los cortas se lavaron

durante 5 min. en agua destilada.
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) Una serie de cortes se contratifieron con hematoxilina durante 45 seg. -1 min. y
mas tarde se lavaron con agua corriente y se sumergieron en carbonato de litio por
unos segundos (como mordente), para después lavarse nuevamente con agua
cofiente. L.a otra serie se deshidrato como a continuacién se describe.

7.2.3.- Deshidratacién.

Para la deshidratacion, los tejidos se colocaron en lavados sucesivos de alccholes a
diferentes porcentajes iniciando con dos lavados de alcohol etilico al 70%, al 85%, al 90%,
Absoluto, Absoluto / Xilol (1:1) durante 2 min. en cada uno y por ulttimo se colocaron en Xilol
absoluto durante ¥2 min.

7.2.4.- Montaje.
Las muestras se fijaron con una resina de balsamo de Canada y se incubaron en una
estufa a 60° C durante 1 hr.

Cromodgeno

Peroxidasa-Antiperoxidasa
(rata) (PAP)

Anticuerpo secundario
(anti-rata g (cabra))

Anticuerpo monoclonal

{19G rata)
RE RE RE
[ v |
Fig. 12. Técnica | quimica. EI RE es do por el anti po primario, el cual a su vez es
reconocido por el segundo anticuerpo. Para evidenciar la presencia de RE, se le ahade el PAP, que al
con el cr q una col pri café oscuro lo cual indica la
ividad para dicho { po

32



7.3 Anilisis.

7.3.1. Microscopia Optica.

Las laminillas se observaron a traveés de un microscopio optico a diferentes aumentos
{100, 200,400, y 1000 X} donde se observarcn espedialmente los nicleos de las células para
poder la interpratacion de los resu;hados.

7.3.2.Criterios para el analisis de las muestras.

El crterio para detemminar el nivel de inmuncpositividad al RE en diversos tumaores cerebrales

fue el siguiente:

*‘Cuando el tejido no presentaba inmunopositividad (tincién nuclear evidente) se
determind que dicho tumor era negativo.
“Cuando el 30 al 50% las células del tejido se encontraban tefidas ligeramente se
denomind como positivo (+).
*Si el tumor era positivo y la tonalidad de la reaccion era moderada del 50% de las
céluias marcadas se determind positivo (++) .
*Si el tumor presentaba una inmunopositivad extremadamente fuerte y ef porcentaje de
positividad de las células era mayor del 50% se denomind positivo (+++} .

Criterios para la Determinacion del Nivel de Inmmunopositividad al RE.

Ausencia

Ligera +)
Moderada (++)
Fuerte (+++)
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8. RESULTADOS

En el presente trabajo se estudio la presencia del RE en diferentes tumores cerebrales;
para los cual se analizaron 47 tumores del SNC (25 hombres y 22 mujeres) por
inmunohistoquimica. La poblacion de tumores fue heterogénea ya que se estudiaron diferentes
tipos de tumores. En algunos casos predominaron pacientes masculinos como en el caso de
los astrocitomas (9/13) y en otros pacientes femeninos como en el caso de los meningiomas
(8/13). Con respecto a la edad de los pacientes vario en ambos casos. El rango de edad en los
hombres que presentaron estas neoplasias fue de 20 - 73 aflos con una edad promedio de 38
afios y en las mujeres el rango de edad fue de 30 - 78 afios con una edad promedio de 48

afos.

Con respecto a la inmunopositividad al RE, los resultados obtenidos muestran una
inmunoreactividad localizada en el nlcleo de las diversas células tumorales (Figs. 13,14,15). Lo
cual se comprobd al comparar cada ensayo positivo con su control negativo (sin anticuernpo
primario) y no observar tincién nuclear en los controles. La inmunopositividad observada fue
independiente de la edad y del sexo de los pacientes (Tablas 3 - 9). Dentro de todos los tipos
tumorales los meningiomas presentaron el mayor nimero de casos positivos.

El 29% de los tumores analizados (15/47) mostrd positividad al RE (Tabia 10). El 13%
de los gliomas (2/15) mostraron positividad al RE la cual fue de tipo ligera (Tabla 3). El 50% de
los meningiomas mostrd positividad al RE, de estos casos 5 presentaron tonalidad ligera. v
solo en un caso la positividad fue de tonalidad moderada (Tabla 4). El 33% de los adenomas
resultaron con una inmunopositividad, 2 de ellos resultaron con tincion fuerte en donde se
presenté en mas del 50% de las células tumorales, solamenie un caso resultd con positiviiad
ligera y con menos del 50% de tincion celular (Tabla 5). En los cordomas el 75% de eflos 2
casos mostraron tonalidad moderada y uno fuerte (Tabla 6). El 100% de los schwannomas
resultd con positividad moderada, aunque el nimero del tamafio de la muestra fue muy
pequeiio (n=1) (Tabla 9).

En tanto que ios creaneofaringiomas, los meduloblastomas y papilomas de plexos coroides y
hemangioblastomas fueron negativos al RE (Tablas 6-8).
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Fig 13
Inmunolocalizacién del
RE en un Cordoma. Las
fleclas indican los nucleos
inmunopositivos.

A)400x

B)1000x

C)Control Negativo 400x




Fig 14.
inmunolocalizacién del
RE en un Meningioma’
contrateilido. Las fleclas
indican los nlcleos
inmunopositivos.

A} 400X.

B) 1000X

C) Control Negativo 400X



Fig.15. Presencia del RE en un Schwannoma (400X y 1000X).

.

B) 1000X

En esta figura, las flechas indican la presencia del RE en los nucleos
inmunopositivos.



Tabla 3. Presencia del RE en tumores de origen glial.

ASTROCITOMAS

1 20/H Negativo
i 29/M Negativo
1} 37/H Negativo
i} 66/H Negativo

in 55/M +
v 14/H Negativo
v 25/H Negativo
v 26/H Negativo
v 48/H . Negativo
v 81/H Negativo
v 73/H Negativo
v 45/M Negativo
v 59/M Negativo

OLIGOASTROCITOMAS 22/H +
71M Negativo

Tabla 4. Presencia del RE en tumores de origen meningotelial.

MENINGIOMAS
Fibroblastico 22/H : +
Fibroblastico 65/H +
Fibrobiastico 48/M ++
Fibroblastico 66/M Negativo
Meningotelial 36/M +
Meningotetial 48/M Negativo
Meningotelial 78/M +
Transicional 44/H Negativo
Sincicial S51/H Negativo
Psammomatoso 32/M Negativo
Angioblastico 54/M Negativo
Mixto 65/M +
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Tabla 5. Presencia del RE en tumores de la hipéfisis.

ADENOMAS

37/H Negativo
45/H Negativo
55/M Negativo
81/M +
23/M ++4
45/H 4+
35/M Negativo
61/M Negativo
20/H Negativo

Tabla 6. Presencia del RE en tumores de origen de restos embrionarios
y por defectos en el desarrollo.

CORDOMAS
17/M +4r
38/M ++

. 40/M LR

56/M Negativo

CRANEOFARINGIOMAS
35/H Negativo
52/H Negativo

MEDULOBLASTOMAS 25/H Negativo




Tabla 7. Presencia del RE en tumores de origen mesodérmico.

HEMANGIOBLASTOMA 19/H Negativo

T INMUNOPOSITIVIDAD <

Tabla 8. Presencia del RE en tumores de origen papilar.

| R dcout A | i 3 OR

PAPILOMA PLEXOS C.

30/H Negativo
21/M Negativo

Tabla 9. Presencia del RE en tumores de raices nerviosas intracraneanas.

SCHWANNOMAS Maligno 84/H

+o
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Tabla 10. PROPORCION Y PORCENTAJE DE INMUNOREACTIVIDAD AL
RE EN LOS DIVERSOS TUMORES CEREBRALES.

ASTROCITOMAS

J o/ [0}
I 01 o]
] 1/3 33
v o/8 o]
GLIOMAS MIXTOS Ya S0

MENINGIOMAS

Fibroblasticos 3/4 75
Meningoteliales 213 66
Sinciciales on o]
Angioblasticos an o
Mixtos i 100
Psammomatosos 0/ o]
Transicionales on [o]
ADENOMAS 3/9 33
CORDOMAS 314 75
CRANEOFARINGIOMAS 072 o
PAPILOMAS PLEXOS C. 0r2 (¢}
SCHWANOMAS 1 100
HEMANGIOBLASTOMAS 0/1 o
MEDULOBLASTOMAS 01 [s]
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9. DISCUSION.

Los estrégenos tienen un papel muy importante en la regulacién del crecimiento y
diferenciacién celular de numerosos tejidos. Esta regulacién ocurre a través de la activacion de
sus receptores intracelulares especificas .

El control de la proliferacion en las células cancercsas en el humano involucra
numerosas interacciones entre hormonas, factores de crecimiento, oncogenes, etc.. Sin
embargo, no se conocen los mecanismos por los cuales estos factores modulan la expresion
de numerosos genes y como controlan la progresion del ciclo celular en células tumorales
(Sutheriand 1992).

Durante fa pasada década muchos estudios se han enfecado en la deteccion de la
presencia del RE en los tumores cerebrales principalmente en los meningiomas utilizando
diferentes métodos como los ensayos de union al receptor con estradiol marcadao
radiactivamente, e! uso de ia biologia molecular con la utilizaciéon de la reaccion en cadena de la
polimerasa (Screll 1990, Adams 1990, W.Hsu 1997), etc.. en los cuales se ha detectado al RE
en bajos niveles; Sin embargo pocos métodos son tan rapidos, efectivos y especificos como la
técnica de inmunohistoquimica. El analisis por inmunochistoquimica con la utilizacion de
anticuerpos monoclonales especificos es comunmente aceptada para evidenciar la presencia
de muttiples marcadores tumorales entre los cuales se incluye el RE en tejidos neoplasicos de
organos blancos, como en el cancer de mama, prostata y endometrio, permitiendo la
visualizacién directa de las células en las biopsias analizadas o en células dispersas de estos
tejidos. La presencia y el nivel de receptores en tejido canceroso es considerado como
indicador para la seleccion de un tratamiento apropiado (W. Hsu 1997).

En este estudio se observo una expresion diferencial al RE en los diferentes tumores
cerebrales. En el caso de los meningiomas, los resultados muestran una alta positividad al RE
(50%), principalmente en los tipos fibroblastico y menigotelial; sin embargo, en los otros tipos no
fue evidente; esto pudiera deberse a las caracteristicas particulares en cada tipo celular Esta
heterogeneidad concuerda con estudios antenores, como en el caso de los realizados por
Magdelenat 1982, Bozzeti 1995 y Martuza 1985, quienes al analizar la expresion de! RE en
meningiomas encontraron una baja expresion del receptor (18%) mientras, que en el caso de
los estudios realizados por Halper 1690, StojKovic 1990 y Gemtein 1995 se muestra una
ausencia total de RE .
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El porcentaje mas alto (100%) de inmunopositividad se observé en schwannomas y
meningiomas mixtos aunque en estos tumores el numerc de casos analizados fue muy bajo.
En los meningiomas de tipo fibroblastico y cordomas la inmunopositividad fue del 75% mientras
que hubo tumores que no expresaron RE como meduloblastomas y los astrocitomas grado. IV
(glioblastomas).

Para tener un mayor grado de significancia se requiere un mayor nimero de muestras ya que
solamente se tiene un caso de astrocitomas grado | y |l, dos casos en los gliomas mixtos.

En los adenomas el numero de casos positivos al RE fue del 33% similar al encontrado por
Zafar en 1995. La localizacién del RE fue nuclear. Se conoce muy poco de la expresién del RE
en este tipo de tumores, en los cuales cabe la posibilidad de que su crecimiento este regulado
por otros factores ademas de las hormonas esteroides ya que es un centro regulador de la
sintesis de neuropéptidos que influyen en la secrecion de otras homonas.

En el caso de otros tipos tumorales solamente se conoce el estudio realizado por Khalid
1995 en donde se observa la expresion del RE en schwannomas, meduloblastomas y
hemangioblastomas. En los primeros, encuentra que presentan una alta positividad al RE del
87% (datos que concuerdan con los resultados obtenidos en este trabajo). Mientras que en el
caso de los meduloblastomas €l informd un 67% y para los Hemangioblastomas un 100% estos
porcentajes no concuerdan con los obtenidos en este trabajo. aunque cabe sefalar que en
este estudio solo se analizé un caso con o cual tampoco se puede llegar a una conclusion que
demusestre la variacion en el RE en estos tumores. En los cordomas, aunque son tumores
malignos se observé un alta positividad al RE.

Por otro lado, no se encontrd relacién entre edad, sexo, y localizacién de los tumores con la
axpresion de RE. Asi podemos concluir que hay una heterogeneidad en la expresion al RE en
los diferentes tipos tumorales lo cual puede estar relacionado con los diferentes mecanismos
moleculares involucrados en la proliferacion de las células neopldsicas. A pesar de haber
encontrado tumores positivos al RE el papel de este en los tumoras no es dlaro y en muchos
€asos no se conoce su funcion bioldgica (Bradis 1995).
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£n los tumores cerebrales, ia presencia del RE al parecer no es el unico factor que
determinan el crecimiento turmoral la baja expresion puede deberse a la baja concentracién de
ia proteina en el ndcleo 6 a que la proteina presente emores en su estructura y no pueda ser
detectada o que tenga alteraciones en sus mecanismos de transactivacion. Existen oiros
factores involucrados en el crecimiento de los diferentes tipos de tumores cerebrales como son:
ia expresién de oncogenes & la participacion de otro tipo de hormonas esterocides como la
progesterona la cual juega un papel importante en la génesis de los tumores cerebrales.

Este estudio preliminar en los tumores cerebrales de base que servid para realizar
investigaciones mas profundas y poder entender el comportamiento y los mecanismos por los
cuales se originan los tumores cerebraies, asi de esta manera se podrd encontrar nuevas
altemativas para su control.

Por ejemplo, este estudio podria enfocarse a trabajar exclusivamente con los cordomas
y con los meningiomas de tipo fibroblastico y meningotelial (los cuales presentaron fa mayor
expresién al RE), analizando un mayor niimero de muestras y comprobar si esta relacion sigue
manteniendose, y llegar a concluir que en estos tipos de tuimores la expresion de RE puede
utilizarse como marcador pronostico de estas patologias.
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10.CONCLUSIONES

-Existe una expresion diferencial del receptor a estrogenos (RE) en los diferentes tipos
de tumores cerebrales de pacientes mexicanos, lo cual puede estar relacionado con los
diferentes mecanismos moleculares involucrados en el crecimiento de los mismos.

- Un alto porcentaje de inmunopositividad moderada al RE (75%) de los cordomas y de
fos Meningiomas de tipo fibroblastico presentd RE.

-No se encontro relacion entre la inmunoreactividad det RE en los tumores cerebrales y
ia edad, sexo o la localizacién de los mismos.
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12. APENDICE

A. Datos de los pacientes

TIRODE TUMOR
ASTROCITOMAS
i
n

Supra Tentorial
Supra Tentoriat

Supra Tentorial: Lobulos Cerebrales (Frontal, Prietal, Temporal, Occipital), Hemisfertos { Veniriculos laterales, y Ganglios Basaes)

Reglon Seliar: Hemisferio Medio {Cuerpo Calloso, Sita tirca, Jil Ventriculo, Pineal).

Infra Tentorial: Cerebela, VI Ventricuko y Clivus.

Supra Tentorial: Lobulos Cersbrales (Frontal, Prietal, Temporal, Occipital),

TWODE TUMOR EDALVSEXO LOCALIZACION EVOLUCION
MENINGIOMAS
Fibrobigstico M Supra Tentorial 8
Floroblastico 65+ Supra Tentoriai 10dlas
Fibrobigstico 48/ Tentorial 3 aftos.
Fibrobidstico oM Infra Tantorial 14 afos.
Meningotetal M Supra Tentorial 1 mes
Menngatelisl 46 Region Setar 1afo
Menungotetiat 780 Supra Tentorial 2 meses
Transicionsl 44H Regitn Selw 1 mes
- Sincicial SIH Rogitn Selar 10 mes=s
Psamomatoso 3288 Region Seiar 2 anos
Angioblgstico 54M Supra Tantoriat 3 wos
Mixto (.50 Region Setar 6 meses
lateraies, y ios Basales)

Reglon Seftar: Hemmisferio Medio (Cuerpo Calloso, Sita tirca, lii Ventricuto, Pinest}.
infra Tentorial: Ceredelo, V1 Ventricuio y Civus
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TiPO EDAIVEEXO LOCALIZACION EVOLUCION
ADENOMAS
M Reg. Selar 1 mes
Reg. Selsr 1800
S55M Reg. Seisr 2 ahos
61M Reg. Selar 1 a0
2VH Reg. Salar 9 afios
45H Reg. Selar 4 ahos
M Reg. Selar 2 shos
B1M Reg. Selar 8 meses
2H Supra Tentorial 4 meses
Supra Tentorial: Lobuks Cerebrales (Frontal, Prietal, Temporal, Occipital). ( laternies, y gl

Region Seitar: Hemisferio Madhio (Cuerpo Calioso, Silla tirca, Ii! Ventriculo, Pineal)

infra Yentorial: Cerebeio, Vi Ventriculo y Clivus

e me——— . e
TIPO DE TUMOR EDADVSEXO LOCALIZACION EVOLUCION
CORDOMAS
17M Reg. Selar 1 afo
M Reg. Selar 1 aho
40/M Reg. Selar 4 meses
sam Supra Tentorial 5 ks
CRANEOFARINGIOMAS
ASH Supra Tentoral 5 meses
52/H Supra Tentoria! 8 afos
HEMANGIOBLASTOMAS
194 Infra Tentonal 4 meses
MEDULOBLASTOMAS
25H Infra Tentorial 2meses
PAPILOMA PLEXOS C.
3/H Supea Tentorial 10 meses
2m Supra Tentorial 1 afo
SCHWANNOMAS
Maligno M Infra Tentorial 1 afio

Supea Tentorial: Lobuics Cerebrales (Frontal, Prietal, Temporal. Occipital), Hemis(elos { Ventriculos lateralces, y Gangiics Basaies)
Region Seltar: Hemislerio Medio (Cuerpo Callosg, Sika tirca, Il) Vertsiculo, Pineal).
infra Taniorial: Cersbelo, V1 Ventriculo y Chvus.
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B) SOLUCIONES

1.LAMINILLAS

Silanizacién.

Las laminillas se lavaron con alcohol al 0% y se colocaron en una solucion  1:10 de Poly -L-
lisina durante 30 min., {a cual permite la adhesitn de los tejidos. Transcurrido el tiempo se

sacudieron fuertements y sin tocar la regidn sitanizada, se colocaron en la estufa para

secarlas durante 1 hra60°C.

2. PBS 1X

Un litro de PBS 1X se prepart de la siguiente manera:
Solucién A: 800 ml de una solucién 10 mM de Fosfato de Sodio Dibdsico (Na,HPO,, 1.13g) y
150 mM de Cloruro de Sodio (NaCl 7.01 g), aforar y ajustar pH (pH=7.2-7.4) con la Solucién
8: 200 ml de 10 mM de Fosfato de Sodio Monobasico (Na HPO,, 0.27g) y 150 mM de
Cloruro de Sodio (NaCl, 1.75 g).

3. CROMOGENO

Se prepard con la solucidon-sustrato (Buffer de Citatos - Fosfatos y Peroxido de
Hidrdgeno) y una pastilla de Diaminobencidina del Kit de Abott, la cantidad tanto de la solucion-
sustrato como del nimero de pastillas depende del niimero de laminillas analizadas, asi para
de 1 a 10 se requieren 5§ mi de la solucién Buffer y 1 pastilla, etc.. Esta solucién se prepara de
10 a 15 min. antes de su aplicacion.
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