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I. Resumen 

La progesterona (P4) y sus receptores desempeñan una función importante en 

la ovulación, la conducta sexual, el embarazo, la excitabilidad neuronal, la 

diferenciación celular, la plasticidad cerebral, la protección al daño neuronal y la  

proliferación de los tumores cerebrales denominados astrocitomas. Esta hormona 

lleva a cabo sus acciones a través de su receptor (RP) que es una proteína 

intracelular, la cual al interactuar con su ligando se activa para unirse al ADN e 

inducir la transcripción de diversos genes. El RP ha sido caracterizado en 

astrocitomas humanos, tanto en biopsias como en líneas celulares derivadas de 

este tipo de tumores; además, en trabajos previos realizados en el laboratorio se 

ha encontrado que la P4, mediante el RP, modifica el número celular de las líneas 

celulares D54 y U373. El RP al activarse puede ser fosforilado por diversas 

cinasas e inducir la degradación del mismo. Hasta el momento, se ha encontrado 

que el RP puede ser fosforilado por la caseína cinasa II, la cinasa 2 dependiente 

de ciclina y la proteína cinasa activada por mitógenos (MAPK). La proteína cinasa 

C (PKC) es una familia de cinasas que tiene una gran variedad de sustratos, 

proteínas estructurales, del ciclo celular, etc. En modelos de gliomas y otros tipos 

de cáncer, se ha encontrado que estas cinasas participan en procesos de 

malignidad como invasividad y migración. Se desconoce el papel de PKC en la 

fosforilación del RP. 

 Para conocer el papel de PKC en la degradación del RP se trataron cultivos 

celulares derivados de astrocitomas humanos grado III (U373) con estradiol (E2) + 

P4 para determinar el tiempo en el que ocurre la degradación del RP por su 

ligando; con E2 + los inhibidores de PKC (Estaurosporina, St) y/o MAPK (UO126) 

+ P4 para determinar si PKC participa en la degradación del RP y comparar este 

comportamiento con el observado al inhibir MAPK, que ya fue reportado 

anteriormente; o con E2 + TPA (12 -O- Tetradecanoilforbol -13- acetato, activador 

de PKC) para evaluar el papel de la activación directa de PKC en la degradación 

del RP. Se realizó Western Blot sobre las proteínas totales para determinar la 

presencia de las dos isoformas del RP (RP-A y RP-B), además se utilizó la misma 
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técnica para determinar la cantidad de  α-tubulina, como control de carga. Se 

observó que la degradación de las isoformas de RP por su ligando en estas líneas 

ocurrió a los 300 min posteriores al tratamiento con P4. Al tratar a las células con 

ambos inhibidores (St y UO126), tanto por separado como en conjunto, no se 

observó degradación del RP a los 300 min del tratamiento con P4, lo que indica 

que PKC participa en la degradación de una manera similar a MAPK. Finalmente, 

se observó una disminución significativa para ambas isoformas desde los 15 y 

hasta los 60 min  posteriores al tratamiento con TPA, después de este tiempo se 

observó un aumento en el contenido del RP.  

 

Los resultados anteriores indican que PKC en una cinasa que participa en la 

regulación por degradación del RP. 

 

II. Introducción 

Los tumores cerebrales son patologías numerosas de múltiples características 

que producen diversos síntomas neurológicos como consecuencia de su tamaño, 

localización y capacidad invasiva. Estos tumores constituyen del 10 al 15% del 

total de las neoplasias que se presentan en el ser humano y pueden ser primarios, 

si se originan dentro del SNC, y secundarios si se originan fuera del SNC y migran 

a éste. Los más comunes son los de tipo primario y de éstos, los astrocitomas son 

los más frecuentes (69%). Los astrocitomas son tumores derivados de células 

gliales de un alto potencial de malignidad que se localizan en cualquier parte del 

encéfalo, especialmente en la corteza cerebral, y que se presentan con mayor 

frecuencia en adultos entre los 40 y los 60 años de edad. Los astrocitomas se 

clasifican de acuerdo a sus características histológicas en 4 grados (I-IV) siendo el 

grado IV el de máxima evolución, la sobrevivencia de los pacientes es 

inversamente proporcional al grado de evolución tumoral. Los tratamientos existen 

son quimioterapia y radioterapia, pero la sobrevida de los pacientes de grado III y 

IV sigue siendo muy baja. 
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Se ha observado que la progesterona (P4) desempeña un papel importante 

en procesos patológicos como el cáncer, particularmente participa en el 

crecimiento de algunos tumores cerebrales, como los astrocitomas. Por otro lado, 

la P4 también participa en la regulación de múltiples procesos fisiológicos en los 

mamíferos, entre los que se encuentran la ovulación, la conducta sexual, el 

embarazo y la excitabilidad neuronal.  

La P4 actúa en sus células blanco a través de dos mecanismos principales: 

uno genómico, llamado también clásico, y otro no genómico, o membranal. El 

primero involucra la interacción de la P4 con receptores intracelulares específicos 

(Receptores a Progesterona o RP), mientras que el segundo requiere la 

interacción de la hormona con receptores membranales propios o de manera 

alostérica, así como la activación de diversas cascadas de señalización.  

El mecanismo genómico de acción de la P4 se produce cuando esta 

hormona ingresa a la célula por difusión simple gracias a su naturaleza esteroide y 

ya en el núcleo se une al RP provocando un cambio conformacional en éste que 

lleva a la separación de las proteínas de choque térmico que estaban unidas al 

receptor inactivado, seguidas de la fosforilación del RP y su dimerización. La 

fosforilación del receptor induce su degradación a través del proteosoma 26S.  

Dentro de las acciones no genómicas de la P4 se encuentra la activación de 

diversas vías de señalización que involucran cinasas tales como las proteínas 

cinasas activadas por mitógenos (MAPKs) o las proteínas cinasas C (PKCs). Las 

PKCs poseen una amplia variedad de sustratos, por ello las rutas de transducción 

de señales juegan un papel crucial en la regulación de procesos celulares 

fundamentales como el metabolismo, la proliferación celular, la diferenciación 

celular, la sobrevivencia, la migración o la angiogénesis. Diferentes isoformas de 

PKC se han asociado a diferentes tipos de cáncer como el de colon, pulmón, 

mama, próstata y cerebro. En gliomas las PKCs α, δ y ε se han asociado a 

procesos invasivos y apoptóticos y al aumento en la expresión de oncogenes. En 

células U373 (derivadas de astrocitomas humanos grado III) se han detectado las 
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isoformas , y  de la PKC.  

A pesar de que ya se ha estudiado el efecto proliferativo de la P4 en líneas 

celulares de astrocitomas humanos y se han detectado las dos isoformas del RP 

tanto en astrocitomas humanos como en líneas derivadas de éstos y se han 

encontrado, también en estas líneas celulares, isoformas de PKC relacionadas 

con diversos procesos proliferativos de gliomas, hasta el momento se desconoce 

el papel de PKCs en la fosforilación del RP y su participación en la proliferación 

celular de los astrocitomas humanos.  

 

 

III. Antecedentes 

3.1 Estructura y función de la progesterona 

La progesterona (P4) es una hormona esteroide de 21 átomos de carbono 

derivada del colesterol que se sintetiza en las células del cuerpo lúteo, la corteza 

adrenal, la placenta y en neuronas y células gliales en el Sistema Nervioso Central 

(SNC) (Graham y Clarke, 1997; Zwain y Yen, 1999). Su síntesis está regulada por 

numerosas hormonas como la luteinizante (LH), la hormona estimulante de los 

folículos (FSH), las prostaglandinas y la adrenalina (Graham y Clarke, 1997). 

La síntesis de P4 se inicia con la conversión del colesterol a pregnenolona 

mediante la pérdida de un fragmento de seis átomos de carbono de la cadena 

lateral en el C-17 y posteriormente la transformación de la pregnenolona a P4 tras 

la oxidación del grupo alcohol en el C-3 y la migración del doble enlace del anillo B 

al anillo A (Fig. 1). Estos procesos se llevan a cabo por medio de distintas enzimas 

que se localizan en los tejidos u órganos anteriormente citados.  
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Figura 1. Biosíntesis de la P4. La biotransformación de colesterol a P4 implica tres 
cambios estructurales en la molécula: a) Estructura del colesterol. b) estructura del la 

pregnenolona. c) Estructura de la progesterona. 1) 20,22 esteroide liasa; 2) 3-OH-esteroide 
deshidrogenasa (Basada en Gore-Langton et al., 1988). 

 

 

Una vez que la P4 y sus metabolitos han llevado a cabo su función en el 

organismo, su catabolismo ocurre en dos etapas: 

La reducción en el carbono 20 da lugar a la formación de 20α y 20β 

dihidroprogesterona (con actividad biológica, que puede ser similar o diferente a la 

de progesterona); posteriormente se reduce el anillo A en los carbonos 3 y 5 

dando lugar a la formación de ocho pregnandioles o pregnantrioles.  

La P4 participa en la regulación de múltiples procesos fisiológicos en los 

mamíferos entre los que se encuentran la ovulación, la conducta sexual, el 

embarazo, la excitabilidad neuronal, la ventilación pulmonar, el crecimiento, la 

diferenciación celular, la plasticidad cerebral y la protección al daño neuronal. 

(Camacho-Arroyo et al., 1995; Genazzani et al., 2000; Gonzalez-Arenas et al., 

2003).  

Se ha descrito que la P4 modula la actividad de diferentes 

neurotransmisores como la del ácido gamma-aminobutírico (GABA), del 

glutamato, de la acetilcolina, de la dopamina, de la noradrenalina y de la 

serotonina (Rumpprecht, 2003; Melcangi et al., 2001; Engel y Grant, 2001; 

Arbogast y Voogt, 2002; Etgen y Quesada, 2001). En general se ha observado 

que la P4 disminuye la excitabilidad neuronal aumentando la actividad de GABA o 
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modulando la del glutamato (Melcangi et al., 2001; Engel y Grant, 2001). De 

hecho, P4 realiza efectos anestésicos en diferentes especies y posee actividad 

anticonvulsiva en modelos experimentales y en humanos (Backstrom et al., 1984; 

Beyenburg et al., 2001). También se ha visto el papel de la P4 en la analgesia 

observada en el embarazo, se ha encontrado que esta hormona incrementa el 

contenido de dinorfina en la médula espinal en la rata (Medina et al., 1993). 

Además, la P4 regula otras funciones en el sistema nervioso, como el 

sueño.  La P4 participa en la regulación del sueño durante el embarazo y su 

administración en hombres adultos ejerce efectos hipnóticos (Gomez et al., 2002). 

Por otro lado, se ha relacionado la ansiedad del síndrome premenstrual al final de 

la fase lútea con la disminución de P4 (Backstrom et al., 2003); adicionalmente se 

ha reportado que esta hormona y sus metabolitos poseen propiedades ansiolíticas 

(Freeman, 2002). 

Otro de los aspectos de la P4 en el sistema nervioso es su papel  en la 

promoción de la neuroprotección y neuroregeneración. En diversos modelos de 

daño cerebral realizados en  ratones, gatos y ratas se ha observado que la P4 

posee efectos neuroprotectores contra diferentes agentes y procedimientos 

traumáticos, como el ácido okadáico y la isquemia, respectivamente (Callier, 2001; 

Cervantes, 2002; Nilsen, 2002). A pesar de que la P4 reduce la peroxidación de 

lípidos después de daño traumático cerebral en rata, el mecanismo de 

neuroprotección de la P4 no está completamente dilucidado. 

La P4 también desempeña un papel importante en procesos patológicos 

como el cáncer. Estudios realizados en la línea celular T47-D de cáncer de mama 

humano se ha observado que la P4 induce la progresión del ciclo celular a través 

de la inducción de la expresión de genes asociados con la regulación de dicho 

ciclo como las ciclinas (CD-1) (Sutherland et al., 1998), factores de crecimiento 

(EGF, TGF-, TGF-) (Murphy et al., 1986; Musgrove y Sutherland, 1993) y 

protooncogenes asociados con la actividad proliferativa (c-myc, c-fos) (Musgrove 

et al., 1991). Los efectos antes mencionados pueden ser bloqueados por el 

compuesto RU486 que es antagonista de la P4. 
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Se ha observado que la P4 participa en el crecimiento de algunos tumores 

cerebrales. Los astrocitomas son tumores cerebrales que producen diversos 

síntomas neurológicos como consecuencia de su tamaño, localización y 

capacidad invasiva. Se sabe que la P4 y sus receptores influyen en la 

proliferación de estos tumores. Se profundizará en el papel de la P4 sobre los 

astrocitomas más adelante.  

 

3.1.1 Mecanismos de acción 

La P4 actúa en sus células blanco a través de dos mecanismos principales 

denominados genómico (clásico) y no genómico (membranal). El primero involucra 

la interacción de la P4 con receptores intracelulares específicos (RP), mientras 

que el segundo requiere la interacción de la hormona con receptores 

membranales, sitios de regulación presentes en los receptores a 

neurotransmisores y canales iónicos (Fig. 2) (Camacho-Arroyo et al., 2003; 

Camacho-Arroyo et al., 1995; Schumacher et al., 1999) 

La mayoría de los efectos de la P4 sobre la proliferación, la diferenciación y 

la muerte celular están mediados por sus receptores intracelulares (RP) 

(Camacho-Arroyo et al., 2003), los efectos ocurren de la siguiente manera: la P4 

ingresa a la célula por difusión simple; ya en el núcleo se une al RP que 

previamente se encontraba unido a proteínas chaperonas, como proteínas de 

choque térmico. La unión de la P4 al RP provoca un cambio conformacional en 

éste que lo separa de las proteínas chaperonas permitiendo su dimerización y 

fosforilación, resultando en una estructura con alta afinidad por secuencias 

específicas en el DNA llamadas elementos de respuesta hormonal que en el caso 

del RP se denominan elementos de respuesta a P4. Posteriormente el complejo 

ligando-receptor facilita el ensamblaje y la estabilización del complejo de pre-

iniciación de la transcripción en los promotores de genes regulados por la P4, 

favoreciendo así la transcripción (Liu et al., 2001).  

Dentro de las acciones no genómicas de la P4 se encuentran la activación 

de receptores de membrana específicos, la interacción en sitios alostéricos en 
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receptores como el receptor a GABA y diversas vías de señalización que 

involucran cinasas tales como las proteínas cinasas activadas por mitógenos 

(MAPKs) o las proteínas cinasas C (PKCs) (Camacho-Arroyo et al., 2003). Las 

MAPKs que se activan en presencia de P4 son capaces de fosforilar al RP, inducir 

su degradación a través del proteosoma 26S y aumentar su actividad 

transcripcional (Camacho-Arroyo et al., 2002; Lange et al., 2000; Turgeon y 

Waring, 2000). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2. Mecanismos de acción de la P4. La P4 actúa mediante dos mecanismos, el clásico 
cuando la P4 atraviesa la membrana, se une a su receptor induciendo su dimerización, 
fosforilación y activación como factor de transcripción; y el no clásico cuando interactúa con 
receptores de membrana y canales desencadenando señales intracelulares. G: Proteína G, αβγ: 
subunidades de la proteína G, PKA: Proteína Cinasa A, RGABAA: Receptor a GABA tipo A, RP: 
Receptor a P4, PLC: Fosfolipasa C, IP3: Inositol Trifosfato, DAG: Diacil glicerol, PKC: Proteína 
Cinasa C, PI3-K: Cinasa de Inositol Trifosfato, PTK: Proteína de tirosina cinasa, TKR: Receptor tipo 
tirosina cinasa, MAPK: Proteína Cinasa Activada por Mitógenos, MEK: Cinasa de MAPK, Cl

- 
: 

Cloro, Ca
2+

: Calcio, K
+
: Potasio. (Tomada de González-Arenas y Hernández-Hernández, 2011) 
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3.2 Características del receptor a progesterona 

El RP pertenece a una familia de factores de transcripción activados por 

ligando, las isoformas de este receptor están compuestas por cuatro dominios 

(Tsai y o'Malley, 1994; Tata, 2002).  1) El dominio amino terminal  (A/B) participa 

en la regulación de la transcripción de genes blanco, este es el dominio que varía 

para cada isoforma. 2) Dominio de unión al DNA (C), participa en el proceso de 

dimerización y en la unión al DNA, en este dominio  se encuentran los dedos de 

zinc que permiten esta unión. 3) Dominio bisagra (D) participa en procesos de 

estabilización del receptor por unión a proteínas del choque térmico y en la 

localización nuclear ya que contiene el péptido señal de localización nuclear. 4) 

Dominio de unión al ligando (E) Participa en la interacción con el ligando y  en la 

regulación de transcripción (Figura 3).  

 

 

 

 

 

Figura 3. Esquema representativo del gen y la proteína de las isoformas del RP. Se indican los 

sitios de inicio de la transcripción del RP-A y RP-B (ITA e ITB, respectivamente). Los codones de 

inicio de la transcripción del RP-A y RP-B (ATG-A y ATG-B); el codón de paro de la transcripción 

del RP (TGA); y los dominios funcionales del RP (A-E) (Basada en Fujimoto, 1997 y Kastner,1990) 
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3.2.1 Isoformas del RP 

En diversas especies de vertebrados, incluido el ser humano se han 

caracterizado dos isoformas del RP denominadas RP-A (86-90 kDa) y RP-B (116-

120 kDa). La diferencia entre ellas es de 164 aminoácidos presentes en el extremo 

amino de RP-B (Conneely y Jericevic, 2002; Giangrande y McDonnell, 1999). 

Ambas isoformas son codificadas por el mismo gen pero son generadas a partir de 

sitios alternativos de inicio de la transcripción o de la traducción (Conneely et al., 

1987) (Fig. 3). 

Tanto el contenido de las isoformas del RP como su regulación varía de 

manera tejido-específica tanto en tejidos normales como neoplásicos (Cabrera-

Munoz et al., 2009; Gonzalez-Arenas et al., 2003; Guerra-Araiza et al., 2003). De 

manera general se ha observado que el RP es regulado de manera positiva por 

estrógenos ya que el gen del RP contiene elementos de respuesta a estrógenos y 

de manera negativa por P4, debido a que la unión del RP a su ligando, induce su 

degradación, en diferentes tejidos blanco, como el útero y el hipotálamo 

(Camacho-Arroyo et al., 1998; Camacho-Arroyo et al., 1996; Graham y Clarke, 

1997). 

3.2.2 Regulación de la expresión del RP 

3.2.2.1 Fosforilación del RP 

El RP es una fosfoproteína cuya actividad puede ser regulada por 

fosforilación (Sheridan et al., 1989; Zhang et al., 1997). Existe evidencia de que la 

regulación de distintas vías de señalización celular alteran la actividad y la 

fosforilación del RP (Beck et al., 1992; Takimoto et al., 1996), así como de otros 

receptores a hormonas esteroides (Ignar-Trowbirdge et al., 1992; Rogatsky et al., 

1999). Algunos de estos cambios se deben a alteraciones directas en la 

fosforilación del RP, mientras que otros parecen afectar a proteínas asociadas 

(Rowan et al., 2000).  
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La fosforilación es un evento muy importante para que se lleve a cabo la 

transactivación de genes mediada por P4. El RP de humano (hRP) contiene 14 

sitios de fosforilación (Fig. 4), de los cuales 10 han sido identificados mediante 

ensayos de fosforilación in vitro e in vivo (Ser20, Ser81, Ser102, Ser162, Ser190, 

Ser213, Ser294, Ser346, Ser400, Ser676) y cuatro únicamente por fosforilación in vitro 

(Ser25, Ser130, Thr430, Ser554) (Zhang et al., 1994 y 1997; Lange et al., 2000; Knotts 

et al., 2001). Hasta ahora se sabe que la P4 induce la fosforilación del RP en tres 

residuos que son la Ser102, Ser294 y Ser345 y que los residuos Ser81,Ser162, Ser190 y 

Ser400 son sitios ya fosforilados en condiciones basales que incrementan su 

fosforilación  después del tratamiento con la hormona (Zhang et al., 1994 y 1995). 

Hasta el momento se conoce que los residuos Ser162 y Ser294 son fosforilados por 

las proteínas cinasas activadas por mitógenos 44 y 42 (MAPK-44 y 42) (Lange et 

al., 2000).  

Se han detectado seis sitios de fosforilación que son exclusivos para la 

isoforma B del hRP en los residuos Ser20, Ser25, Ser81, Ser102, Ser130 y Ser162 y 

ocho sitios de fosforilación que son comunes para ambas isoformas en los 

residuos Ser190, Ser213, Ser294, Ser345, Ser400, Thr430, Ser554 y Ser676 (Knotts et al., 

2001). 

La fosforilación de sitios específicos del RP está acoplada a múltiples 

funciones del mismo, incluyendo localización nuclear en respuesta a la activación 

de MAPK, sinergismo transcripcional en presencia de P4 y regulación a la baja por 

acción del complejo ubiquitina-proteosoma 26S (Kazmi et al., 1993; Lange, 2004). 

Estudios realizados en células HeLa  mutando el RP en el residuo Ser211 

por Ala, muestran que en estas células sólo hay un 25% de la actividad 

transcripcional respecto a las normales; cuando se mutó la Ser530 se observó un 

menor plegamiento del RP, lo que sugiere que la fosforilación mantiene al receptor 

en estado activo (Weigel, 1996). En células T47D se ha observado que la 

fosforilación del RP aumenta su actividad transcripcional después del tratamiento 

con R5020, un agonista de la P4 (Shen et al., 2001). 

 



12 

 

 

 

   

Figura 4. Sitios de fosforilación en el RP humano. Residuos de fosforilación en el RP 

identificados hasta la fecha. Se esquematizan los dominios de transactivación (AF-1), de unión al 

ADN (DBD) y de unión a ligando (LBD). (Tomada de Knotts et al., 2001). 

 

Como se mencionó anteriormente, la P4 induce la fosforilación del RP, lo 

que ocasiona un aumento en la actividad transcripcional así como la inducción de 

la degradación del receptor por el proteosoma 26S (Lange, 2004). El residuo 

Ser294 fosforilado de manera dependiente de ligando es la señal para que el RP 

sea degradado por la vía Ubiquitina-Proteosoma 26S. Por otro lado se ha sugerido 

que la Ser400 puede estar implicada tanto en el recambio como en la actividad 

transcripcional del RP, ya que cuando se intercambia una alanina por la serina en 

esta posición tanto la actividad transcripcional como el contenido del RP se 

incrementan (Pierson-Mullany et al., 2004). 

Se tienen datos que indican que en células CV1 (células de riñón de 

mono) tratadas con ácido okadaico (inhibidor de fosfatasas PP1 y PP2A), se 

incrementa la fosforilación del RP así como su actividad transcripcional (Denner et 

al., 1990). Se ha encontrado que en células T47-D al ser tratadas con este 

inhibidor de fosfatasas, aumenta la actividad transcripcional del RP inducida por 

R5020 (agonista del RP) (Beck et al., 1992).   
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Existe evidencia de que la regulación de distintas vías de señalización 

alteran la actividad y la fosforilación del RP (Beck et al., 1992; Takimoto et al., 

1996), así como de otros receptores a hormonas esteroides, como el estradiol 

(Ignar-Trowbridge et al., 1992; Rogatsky et al., 1999). Algunos de estos cambios 

se deben a alteraciones directas en la fosforilación del RP, mientras que otros 

parecen afectar a proteínas asociadas a diferentes vías de señalización que 

regulan la actividad y la fosforilación del RP (Rowan et al., 2000). 

La ubiquitinación del RP implica la participación consecutiva de tres 

enzimas, la enzima activadora de ubiquitina (UBA), el complejo de enzimas 

conjugadoras de ubiquitina (UBC) y ligasas de ubiquitina (UBL). El RP una vez 

poliubiquitinado está listo para ser degradado por el proteosoma 26S, localizado 

en núcleo y en el citoplasma (Yang et al., 2003). Por otro lado, se ha reportado 

que tanto en el hipotálamo como en el área preóptica y el hipocampo de la rata la 

degradación del RP disminuye tras la inhibición del Proteosoma 26S (Villamar-

Cruz et al., 2006). 

La fosforilación de sitios específicos del RP está acoplada a múltiples 

funciones del mismo, incluyendo la localización nuclear en respuesta a la 

activación de MAPK, sinergismo transcripcional en presencia de P4 y regulación a 

la baja por acción del complejo ubiquitina-proteosoma 26S (Kazmi et al., 1993; 

Lange, 2004). 

 Hasta el momento se conoce que tres diferentes cinasas son capaces de 

fosforilar al RP: la caseína cinasa II (CKII) (Zhang et al., 1994), la cinasa 2 

dependiente de ciclina (Cdc2) (Knotts et al., 2001; Zhang et al., 1997), y por las 

MAPK-44 y MAPK-42 (Lange et al., 2000) (Fig. 4).  Sin embargo, aún existen sitios 

de fosforilación cuyas cinasas se desconocen. A este respecto, con el programa 

KinasePhos se han identificado 2 posibles residuos (Ser400 y Thr430) que podrían 

ser fosforilados por PKC. 

 

 

 

 



14 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Esquema de la activación y fosforilación del RP. El RP inactivo se une a proteínas de 

choque térmico (hsp90 y hsp70), al unirse la P4 al RP éste se separa de las proteínas chaperonas 

para unirse a otro RP y formar un dímero. El dímero es fosforilado por cinasas como CK2, CdC2 y 

MAPK , ya fosforilado el RP tiene actividad trascripcional y es degradado por le proteasoma 26S. 

A/B, C, D, E: Subunidades del RP, P4: Progesterona, MAPK: Proteína Cinasa Activada por 

Mitógenos, CK2: Caseín Cinasa 2, C2dC: Cinasa 2 Dependiente de Ciclina, DNA: Ácido 

Desoxirribonucleico, SRC: Coactivador de Receptores Esteroides, RNA Pol II: RNApolimerasa, 

RNA: Ácido Ribonucleico, Ub: Ubiquitina.   
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3.2.3 RP y tumores cerebrales 

Se ha observado que la P4 a través del RP intracelular participa en el 

crecimiento de algunos tumores cerebrales (González-Agüero et al., 2007). Los 

tumores cerebrales son patologías numerosas de múltiples características que 

producen diversos síntomas neurológicos como consecuencia de su tamaño, 

localización y capacidad invasiva. Estos tumores constituyen del 10 al 15% del 

total de las neoplasias que se presentan en el ser humano, pueden ser primarios 

(los más comunes) si se originan dentro del SNC o secundarios si se originan 

fuera del SNC y migran a éste (Felix et al., 1995), de estos tumores los 

astrocitomas son los más frecuentes (69%) (Valenzuela et al., 1990). 

Los astrocitomas son tumores compuestos de astrocitos neoplásicos, se 

localizan en cualquier parte del encéfalo especialmente en la corteza cerebral, 

microscópicamente tiene una apariencia uniforme con alta actividad proliferativa. 

(Nguyen et al., 1984) 

La OMS ha clasificado los astrocitomas en cuatro grados siguiendo criterios 

morfológicos, histológicos, capacidad de invasión y progresión de la siguiente 

forma: 

Grado Características 

I Astrocitoma de bajo grado, pilocítico 

II Astrocitoma difuso, fibrilar, 

protoplasmático y gemistocítico 

III Anaplásico, pleomórfico, mitosis atípica  

IV Astrocitoma de alto grado, glioblastoma 

multiforma, gliosarcoma y glioblastoma 

de células gigantes 

Tabla 1. Grados de astrocitomas humanos. La tabla muestra las características de los diferentes 

astrocitomas dependiendo del grado del mismo (I - IV). 
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Los de grado I son de crecimiento lento, con bordes relativamente bien 

definidos, crecen principalmente en cerebelo, rutas de nervio óptico, son tumores 

no-infiltrantes que se presentan en niños y adultos jóvenes, este tipo de tumores 

son usualmente curables por cirugía. Los astrocitomas de grado II son malignos 

de bajo grado de infiltración difusa en el cerebro, bordes no definidos y no son 

curables por cirugía, muchos de estos tumores pasan a un grado mayor de 

evolución (Hullerman et al., 2005)  

Los astrocitomas de grado III son multicelulares, células no uniformes, 

invaden los tejidos vecinos, presentan un notable pleomorfismo y anaplasia, con 

células multinucleadas y mitosis atípicas abundantes sin presentar extensas 

necrosis. 

  Los astrocitomas de grado IV comúnmente llamados glioblastomas pueden 

estar compuestos por diferentes tipos celulares como astrocitos, oligodendrocitos, 

presentan una rápida evolución, son malignos y están localizados preferentemente 

en los hemisferios cerebrales, ganglios basales y tálamo. Llegan a medir 5 

centímetros, presentan áreas hemorrágicas con células redondas pequeñas, 

ovoides hasta agregados celulares grandes. Existe secreción de factores 

estimulantes de proliferación de vasos sanguíneos (factores angiogénicos) y 

presentan además células con grandes cantidades de filamentos, desprovistas de 

desmosomas y nucléolos prominentes. Las personas que desarrollan este grado 

de tumor tienen pocas esperanzas de vida con una tasa de sobrevivencia menor a 

1 año (Hullerman et al., 2005). 

En un estudio realizado en pacientes que tenían astrocitoma grado IV el 

100% de los tumores expresó al RP, mientras que solo el 83% de los tumores 

grado III lo expresó (Gonzalez-Aguero et al., 2001); lo anterior concuerda con 

otros informes en la literatura que señalan que la expresión del RP se relaciona 

directamente con la evolución de los astrocitomas, lo que sugiere que los tumores 

que expresan el RP presentan un alto índice de proliferación celular (Khalid et al., 

1997). Se ha demostrado que las isoformas A y B del RP se expresan  

diferencialmente en astrocitomas humanos, siendo RP–B la isoforma 

predominante en astrocitomas grados III y IV, sin embargo, en células con la 
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isoforma RP-A sobre-expresada y tratadas con P4, no se observó el incremento 

en el número celular inducido por esta hormona  en células silvestres. Esto sugiere 

que la función de la P4 sobre la proliferación celular de astrocitomas de grado III 

depende de la expresión de las isoformas del RP (Gonzalez-Agüero, 2001; 

Cabrera-Muñoz, 2009). 

 

3.3 Proteína cinasa C 

 Las proteína cinasa C (PKC) comprende una familia de isoenzimas con 

actividad de serina/treonina cinasas codificadas por diferentes genes. Forman 

parte de una gran cantidad de cascadas de señalización, además de estar 

implicadas en una amplia gama de respuestas celulares dependientes de factores 

de crecimiento y receptores acoplados a proteínas G (Steinberg, 2008).  

 Las PKCs están formadas por: 1) Un dominio catalítico altamente 

conservado y 2) Un dominio regulador en el extremo amino-terminal con una 

región de pseudosustrato autoinhibidora que mantiene la enzima en una 

conformación inactiva, y dos módulos de unión a membrana llamados C1 y C2. 

(Steinberg, 2008; Rosse et al., 2010)  

(Fig. 6). 

 Las PKC pueden ser clasificadas en 3 grupos dependiendo de sus 

regiones reguladoras: clásicas, nuevas y atípicas. Las PKCs clásicas (cPKC), 

PKC, PKCI, PKCII y PKCγ, son activadas por diacilglicerol (DAG), calcio, 

fosfatidilserina (PS) y compuestos sintéticos como los ésteres de forbol (el más 

utilizado es el TPA o PMA, 12 -O- Tetradecanoilforbol -13- acetato). Las PKC 

nuevas (nPKC), PKCζ, PKC, PKCε, PKCη y PKCθ,  no requieren de calcio para 

activarse pero son reguladas por DAG y PS. Las PKC atípicas (aPKC), PKCξ y 

PKCλ, son independientes de calcio y no requieren DAG para su activación, sin 

embargo, pueden ser activadas por ceramida, pero principalmente por 

interacciones proteína-proteína y por fosforilaciones (Fig. 6) (Mackay y Twelves, 

2007; Steinberg, 2008). 
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Figura 6. Estructura y familias de PKC. La parte superior de la figura muestra los dominios de las 

diferentes familias de PKC. Las PKCs clásicas (cPKCs) poseen una región de unión a DAG o TPA 

(C1A y C1B) y una región dependiente de calcio (C2), por otro lado, la región C2 de las PKCs 

nuevas (nPKCs) no es dependiente de calcio, pero su región C1 sí interactúa con DAG o TPA. La 

región C1 de las PKCs atípicas (aPKCs) no es capaz de permitir la activación de la enzima por 

DAG o TPA, la región PB1 es la que regula la activación mediante interacciones proteína-proteína. 

Todas las PKC poseen el dominio catalítico altamente conservado. La parte inferior presenta 

esquemas de los dominios C1, C2 y del sitio catalítico (Tomada de Steinberg, 2008). 

  

 Luego de su activación, las PKCs translocan a la membrana celular, de 

hecho en estudios preliminares se había considerado a ésta como una medida de 

activación en células. Las PKCs clásicas migran a la membrana de manera rápida 

mediante un mecanismo que involucra acumulación de DAG (debida a la 

fosfolipasa C, PLC), posteriormente, dependiendo de la célula y de la isoenzima, 

pueden ser liberadas de la membrana en un mecanismo dependiente de la 

actividad catalítica propia de la enzima (Steinberg, 2008).  

 La regulación de PKC no sólo depende de su translocación, también 

pueden ser controladas por fosforilaciones en residuos de serina/treonina muy 
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conservados de la región carboxilo terminal y en el caso participación de PKCδ en 

residuos de tirosina (Li, 1995; Soltoff, 1995; Denning, 1996), que afecten diversos 

aspectos de PKC como interacciones proteína-proteína, actividad o estabilidad 

(Newton, 1997); las PKCs también pueden ser sustratos de caspasas que generen 

un fragmento catalítico libre y un fragmento de autorregulación libre que afecte la 

actividad de otras PKC completas e incluso otras enzimas; finalmente, las PKC 

pueden ser activadas por cofactores lipídicos menos tradicionales como ceramida 

o ácido araquidónico (Steinberg, 2008).  

Las PKCs poseen una amplia variedad de sustratos, por ello las rutas de 

transducción de señales juegan un papel crucial en la regulación de procesos 

celulares fundamentales como el metabolismo, la proliferación celular, la 

diferenciación celular, la sobrevivencia, la migración o la angiogénesis. Diferentes 

isoformas de PKC se han asociado a diferentes tipos de cáncer como el de colon, 

pulmón, mama, próstata y cerebro (Konopatskaya y Poole, 2009; Techasen et al., 

2009). En gliomas las PKCs α, δ y ε se han asociado a procesos invasivos y 

apoptóticos y al aumento en la expresión de oncogenes (Sarkar y Yong, 2009; 

Sharif y Sharif, 1999; Tomiyama et al., 2009). En células U373 (derivadas de 

astrocitomas humanos grado III) se han detectado las isoformas , y  de las 

PKC (Gonzalez-Arenas et al., 2006). La participación de esta familia de enzimas 

en la fosforilación y posterior degradación del RP  no se ha estudiado.  

 

IV. Justificación 

A pesar de que ya se ha estudiado el efecto proliferativo de la P4 en líneas 

celulares de astrocitomas humanos y se han detectado las dos isoformas del RP 

tanto en astrocitomas humanos como en líneas derivadas de éstos y se ha 

relacionado la actividad de PKCs con diversos procesos proliferativos de gliomas, 

hasta el momento se desconoce el papel de las PKCs en la fosforilación y 

regulación del RP en los astrocitomas humanos. 
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V. Hipótesis 

 

Si las isoformas del RP son fosforiladas por PKC, la activación de estas 

cinasas inducirá una disminución de las isoformas del RP. 

 

 

 

VI. Objetivos 

 

6.1 Objetivo general 

- Estudiar el papel de las PKCs sobre el contenido de las isoformas del 

receptor a progesterona (RP-A y RP-B) en la línea celular U373 derivada de 

astrocitoma humano grado III. 

 

6.2 Particulares 

- Caracterizar la degradación de las isoformas del RP por su ligando. 

- Determinar la participación de la cinasa PKC en la degradación de las 

isoformas del RP inducida por su ligando. 

- Caracterizar el efecto de activación de las PKC sobre el contenido de las 

isoformas de RP 
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VII. Materiales y métodos 

7.1 Reactivos 

Medio Eagle Modificado Dulbecco (DMEM, In Vitro S. A.) con rojo fenol 

complementado con suero fetal bovino 10% (PAA), piruvato 1 mM (Gibco) y 

aminoácidos no esenciales 0.1 mM (Gibco) 

Medio Eagle Modificado Dulbecco (DMEM, In Vitro S. A.) sin rojo fenol 

complementado con suero fetal bovino sin hormonas 10% (PAA), piruvato 1 mM 

(Gibco) y aminoácidos no esenciales 0.1 mM (Gibco) 

Estradiol soluble en agua acoplado a ciclodextrina (E2, Sigma) 10 nM  

Progesterona soluble en agua acoplada a ciclodextrina (P4, Sigma) 10 nM 

Estaurosporina (St, Sigma) 100 nM en DMSO (Dimetilsulfóxido) 10% 

Ciclodextrina (Vehículo, Sigma) 30 nM 

UO126 (Calbiochem) 100nM en DMSO 10% 

TPA  (12 -O- Tetradecanoilforbol -13- acetato, Sigma) 1 µM en DMSO 10% 

Amortiguador RIPA: Tris- HCl  (Baker) 50 mM, NaCl (Baker) 150 mM, SDS 

(dodecilsulfato de sodio, BioRad) 0.1 %, tritón x-100 (Sigma) 1 %, aprotinina 

(Sigma) 22 µg/ml, PMSF (Fluoruro de fenilmetil sulfonilo, Sigma) 1 mM 

Amortiguador de carga: Tris base (Baker) 0.5 M pH 6.8, SDS 10%, Azul de 

bromofenol (Sigma), Glicerol (Sigma) 10%, 2- mercaptoetanol (BioRad) 5% 

Amortiguador Tris (TBS): Tris base 0.05M, NaCl 0.15 M. 

Anticuerpos: Anti-RP AB-13 (inducido en conejo, Thermo Scientific), Anti-RP AB-

52 (inducido en ratón, Santa-Cruz), Anti--tubulina (inducido en ratón, 
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Neomarkers), Anti- Inmunoglobulinas de ratón y Anti – Inmunoglobulinas de conejo 

(Santa-Cruz). 

 7.2 Cultivo celular  

La línea celular U373 se cultivó en medio Eagle Modificado Dulbecco 

(DMEM), con rojo fenol complementado con suero fetal bovino al 10%, piruvato 1 

mM y aminoácidos no esenciales 0.1 mM en cajas de Petri hasta que alcanzaron el 

80% de confluencia a 37C y CO2 al 5%. El medio de cultivo se reemplazó por 

DMEM sin rojo fenol y con suero fetal bovino libre de hormonas 24 h antes de cada 

experimento.  

7.3 Caracterización de la degradación de las isoformas del RP dependiente de 

ligando. 

  Las células cultivadas en las condiciones antes mencionadas se trataron 

con ciclodextrina (Vehículo, V) o estradiol 10 nM (E2) para inducir la expresión del 

RP durante 48 horas. Posteriormente las células se trataron con P4 10 nM y las 

células se colectaron a los siguientes tiempos: 0, 5, 15, 30, 60, 180 y 300 min.  

 

7.4 Determinación de la participación de PKC sobre la degradación del RP 

inducida por su ligando.  

  A las células cultivadas en las condiciones mencionadas en el apartado 7.1 

se añadió ciclodextrina (Vehículo, V) o estradiol 10 nM (E2) para inducir la 

expresión del RP durante 48 horas. Posteriormente las células se trataron con el 

inhibidor general de PKCs estaurosporina (St, 100 nM en DMSO 10%), con el 

inhibidor de MAPKs UO126 (100 nM en DMSO 10%), o bien con ambos 

inhibidores durante 30 min. Posteriormente se cambió el medio por DMEM fresco 

y se trataron con P4 10 nM. Las células se recolectaron a las 5 horas, tiempo en el 

que la degradación del RP por P4 se observó en el experimento I. 
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7.5 Caracterización del efecto de activación de PKCs sobre el contenido de las 

isoformas del RP.  

 

  A las células cultivadas en las condiciones mencionadas en el apartado 7.1 

se añadió ciclodextrina (Vehículo, V) o estradiol 10 nM (E2) para inducir la 

expresión del RP durante 48 horas. Posteriormente las células se trataron con el 

activador general de PKCs TPA  (12 -O- Tetradecanoilforbol -13- acetato, 1 µM en 

DMSO 10%) durante 5 min Transcurrido el tiempo se lavaron las células y se 

colocaron en medio fresco hasta la recolección a los 0, 15, 30, 60, 180 y 300 min 

después de la activación de PKC por TPA. 

Además, se utilizó un tratamiento con estaurosporina como control. Las 

células se trataron con estaurosporina (100 nM en DMSO 10%) durante 30 min. 

Después de lavar se colocó medio fresco y  se trataron con TPA durante 5 min, 

después el medio se retiró y se reemplazó con medio fresco. Las células se 

colectaron 30 min después del tratamiento con TPA. 

 

7.6 Extracción de proteínas totales 

Después de los tratamientos las células se lisaron con amortiguador RIPA 

(Tris- HCl 50 mM, NaCl 150 mM, SDS 0.1 %, tritón x-100 1 %, aprotinina 22 µg/ml, 

PMSF 1 mM). Las proteínas totales se separaron por centrifugación (Eppendorf 

Centrifuge 5804R, Rotor Eppendorf F45-30-11) a 14,000 rpm a 4°C durante 15 

min y se cuantificaron por el método de Bradford. 

7.7 Western blot 

Se separaron 70µg de proteínas totales en amortiguador de carga  (Tris 

0.5M pH 6.8, SDS 10%, Azul de bromofenol, Glicerol 10%, 2- mercaptoetanol 5%) 

en un gel de poliacrilamida con SDS 7.5% a 20 mA. Se utilizaron para determinar 

el tamaño de las bandas marcadores de peso molecular preteñidos.  Los geles se 

transfirieron a membranas de nitrocelulosa en una cámara semihúmeda durante 5 
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horas a 40 mA por gel. Posteriormente las membranas se bloquearon con leche 

descremada al 5%  en TBS–Tween 0.1% durante toda la noche. 

Las membranas se incubaron con una mezcla de anticuerpos que 

reconocen a ambas isoformas del RP (anti RP inducido en conejo, 3.33 µg/mL y 

anti RP inducido en ratón, 0.66 µg/mL) durante toda la noche. Al día siguiente se 

realizaron tres lavados de 5 min con TBS-Tween 0.1% y se colocaron con los 

anticuerpos secundarios contra conejo y ratón conjugados a peroxidasa durante 

una hora. Posteriormente se realizaron tres lavados de 5 min con TBS – Tween 

0.1%. 

Se utilizó la proteína α-tubulina como control de carga ya que no se altera 

por los tratamientos. Las membranas se trataron con glicina ácida para quitar el 

anticuerpo anti-RP, posteriormente se lavaron con TBS durante 20 min antes de 

ser bloqueadas de la manera antes mencionada. Posteriormente se incubaron con 

anticuerpo policlonal de ratón contra α-tubulina durante toda la noche. Se 

realizaron 3 lavados de 5 min con TBS-Tween 0.1% y se colocó el anticuerpo 

secundario contra ratón conjugado con peroxidasa durante una hora. 

Posteriormente se realizaron los lavados de la manera antes mencionada. 

La identificación de las proteínas se realizó por autoradiografía y se reveló 

por quimioluminiscencia.  

 

7.8 Análisis de resultados 

Los resultados son expresados como media + ES, la n de cada experimento se 

indica en la figura correspondiente.  

Finalmente se realizó el análisis estadístico utilizando una ANOVA seguida de una 

prueba de Bonferroni von p < 0.05.  
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VIII. Resultados 

8.1  Caracterización de la degradación de las isoformas del RP dependiente de 

ligando. 

Se realizó un control para observar a qué tiempo la P4 induce la 

degradación de su receptor; células en medio DMEM sin rojo fenol 

complementado con suero fetal bovino sin hormonas fueron tratadas con E2 10 

nM para inducir la expresión del RP y posteriormente con P4 10 nM. Luego del 

tratamiento con P4 las células se colectaron a los 0, 15, 30, 60, 180 y 300 min. Se 

observó una disminución significativa del contenido de ambas isoformas del RP a 

los 300 min del tratamiento con P4 10 nM, lo que indica que la P4 induce la 

degradación de su receptor intracelular y que ésta degradación es significativa 5 

horas después del tratamiento con su ligando.  

En la figura 7 se representa los resultados obtenidos después del tratamiento con 

P4 para la isoforma A y B del RP.  
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Figura 7. Degradación del RP dependiente de ligando. Las células U373 se trataron con vehículo (V, 

ciclodextrina 30 nM), E2 10 nM y P4 10 nM durante 0, 15, 30, 60, 180 y 300 min.  En el panel A se 

representa un Western blot representativo de 3 experimentos en donde se aprecian las isoformas 

del RP y la α- tubulina utilizada como control de carga.  En los paneles B y C se presentan las 

densitometrías de los resultados obtenidos (n=3), los cuales están normalizados a 1 con respecto 

al vehículo. (* p < 0.05 vs todos los grupos) 
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8.2  Determinación de la participación de PKC en la degradación de las isoformas 

del RP inducida por su ligando. 

 

Posteriormente, se buscó evaluar el papel de PKC en la degradación de las 

isoformas del RP por su ligando. Para lo anterior, se utilizaron inhibidores 

generales de MAPK (UO126) y de PKC (Estaurosporina, St) antes de tratar las 

células con P4. Dado que las MAPKs 44 y 42 son cinasas que fosforilan al RP 

induciendo su degradación, se utilizaron estas proteínas como control de 

degradación del receptor. Las células U373 en medio DMEM sin rojo fenol 

complementado con suero fetal bovino sin hormonas se trataron con E2 10 nM 

para inducir la expresión del RP y posteriormente con UO126 100 nM y/o St 100 

nM durante 30 min. Transcurrido el tiempo se colocó medio nuevo y se añadió P4 

10 nM. Luego del tratamiento con P4 las células se recolectaron a los 300 min.  

En las células tratadas con los inhibidores no se aprecia la disminución en 

el contenido de ambas isoformas del RP observada en la ausencia de éstos (Fig. 

8). El tratamiento conjunto con UO y St no tuvo en efecto aditivo sobre el 

contenido de las isoformas del RP.  

La figura 8 representa los resultados obtenidos para las isoformas del RP 

después del tratamiento conjunto de P4 previa exposición con o sin los inhibidores 

de las cinasas MAPK y PKC, UO126 y St, respectivamente.   
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Figura 8. Papel de MAPK y de PKC en la degradación del RP por su ligando. Las células U373 tratadas 

con vehículo (V, ciclodextrina), E2 y P4 con los inhibidores de PKC (St 100 nM) o de MAPK (UO126 100 

nM) durante 30 min antes de ser tratados con P4 durante 300 min.  En el panel A se presenta un 

Western blot representativo en donde se aprecian en la parte superior las isoformas del RP y en la 

parte inferior  la α- tubulina utilizada como control de carga. En los paneles B y C se presentan las 

densitometrías de los resultados obtenidos (n=3) normalizados a 1 con respecto al vehículo (* p < 0.05 

vs todos los grupos excepto V, ** p < 0.05 vs V).  
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8.3 Caracterización del efecto de activación de PKCs sobre el contenido de las 

isoformas del RP.  

Finalmente, se buscó evaluar el efecto de la activación de PKC en la 

degradación de las isoformas del RP. Para esto, se utilizó al activador general de 

PKC (TPA) para observar si al aumentar la actividad de estas cinasas también 

aumentaba la degradación del RP. Las células en medio DMEM sin rojo fenol 

complementado con suero fetal bovino sin hormonas se trataron con E2 10 nM 

para inducir la expresión del RP y posteriormente con TPA 1 µM durante 5 min. 

Transcurrido el tiempo se colocó medio nuevo y las células se colectaron a los a 

los 0, 15, 30, 60 y 180 min. Se realizó un control con el inhibidor de PKC (St) para 

evaluar si PKC es el responsable de la degradación. Después del tratamiento con 

E2, se añadió al medio St 100 nM durante 30 min, después de cambiar el medio 

se trataron con TPA 1 µM durante 5 min, posteriormente se colocó medio nuevo, 

finalmente se colectaron las células después de 30 min. 

Se observó una disminución en el contenido del RP desde el tiempo 0, es 

decir, inmediatamente después de los 5 minutos de tratamiento con TPA (Fig. 9). 

Sin embargo se observó diferencia significativa para ambas isoformas a los 15 y 

30 min después de la activación de PKC por TPA.  Se observó que el contenido de 

ambas isoformas incrementa nuevamente a partir de 60 min En cuanto al control, 

se observa que al inhibir PKC con St, el contenido del RP es semejante al 

presente con el tratamiento de E2 (Fig 9). 
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Figura 9. Degradación del RP por activación de PKC. Las células U373 se trataron con vehículo (V, 

ciclodextrina), E2 y con el activador de PKC (TPA) 1 µM 5 min, después de la activación de PKC se 

retiró el medio y se colocó nuevo medio hasta la recolección de las células a los 0, 15, 30, 60, 180 y 

300 min.  En el panel A se presenta un Western Blot representativo en donde se aprecian en la 

parte superior las isoformas del RP y en la parte inferior  la α- tubulina utilizada como control de 

carga. En los paneles B, C, D y E se presentan las densitometrías de los resultados obtenidos (n=3). 

Los paneles B y C corresponden al contenido del RP al activar a PKC a los tiempos indicados.  Los 

paneles D y E presentan los resultados del control  utilizado, las células se trataron con  vehículo 

(V, ciclodextrina), E2, con el activador de PKC (TPA) 1 µM 5 min y recolectadas a los 30 min y con 

el inhibidor de PKC (St) durante 30 min antes de tratar con TPA en las condiciones mencionadas y 

recolectadas a los 30 min. Los resultados están normalizados a 1 con respecto al vehículo (* p < 

0.05 vs todos los grupos, ** p < 0.05 vs todos los grupos excepto 0) 
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IX. Discusión  

En el presente trabajo se estudió el papel de las PKCs sobre el contenido 

del RP en la línea celular U373, derivada de astrocitomas humanos grado III. 

Como ya se mencionó, la P4 regula diferentes funciones en esta línea celular a 

través de su receptor, como el número celular por ejemplo. Para que el RP sea 

activo debe interactuar con su ligando, formar dímeros y fosforilarse. La 

fosforilación del RP es necesaria para que éste se una a los elementos de 

respuesta a P4 e inicie la transcripción de genes blanco, sin embargo, esta 

fosforilación también induce la poliubiquitinación del receptor, marcándolo para ser 

degradado por el proteosoma 26S. La fosforilación del receptor es clave para la 

regulación de su actividad. Como primer objetivo  se buscó determinar el tiempo 

en el que se observa una disminución significativa en el contenido del RP después 

del tratamiento con P4. Se observó una disminución en el contenido del RP a los 

300 min post tratamiento con P4; Lange y colaboradores reportan que en células 

de cáncer de mama, la degradación del receptor inducida por la progestina R5020 

ocurre desde 4 las hasta las 12 horas (Lange et al. 2000). Posteriormente se 

buscó evaluar la participación de la familia de cinasas PKC en la degradación del 

RP inducida por su ligando.  

 Las PKCs son cinasas involucradas en una gran variedad de fenómenos 

tanto fisiológicos como patológicos. En diferentes tipos de cáncer se ha observado 

que participan de manera importante induciendo la migración de las células. 

Particularmente en glioma, se ha observado que isoformas específicas de PKC 

participan activamente en la invasión y migración de las células. El papel que 

desarrolla PKC en la proliferación, migración o invasividad de esta línea celular no 

ha sido caracterizado. Mediante el programa KinasePhos se detectaron sitios en 

los cuales el RP que podría ser fosforilado por PKC; para comprobar la 

participación de PKC en la fosforilación y degradación del RP se trataron células 

con St, inhibidor de PKC y posteriormente con P4.  Por otro lado, se ha reportado 

que MAPK fosforila al RP en la Ser 294 induciendo su degradación (Lange et al. 

2000). Por lo anterior, se trataron células con el inhibidor de estas cinasas 
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(UO126) para comprobar si el modelo utilizado era el apropiado. No se observó 

degradación del RP al tratar las células con UO126 a pesar del tratamiento 

posterior con P4, esto indica que MAPK no puede fosforilar al receptor y por lo 

tanto no es degradado. Esto concuerda con lo reportado previamente, lo que 

indica que el modelo utilizado es adecuado. Además, al tratar las células con St y 

P4 tampoco se observó degradación del RP, incluso se observó un contenido del 

RP que no tiene diferencia significativa con el de las células tratadas con UO 126. 

Finalmente al comparar los tratamientos que inhiben a ambas cinasas tanto por 

separado como en conjunto se observa que los efectos en la degradación son muy 

similares y no se observa un efecto aditivo entre las dos vías de fosforilación, lo 

que sugiere que son vías diferentes de regulación del RP 

 El hecho de que la inhibición de PKC disminuya la degradación del RP por 

su ligando indica que PKC puede ser activada por P4 mediante mecanismos que 

pueden o no involucrar al RP. Una vez comprobado que PKC participa en la 

fosforilación del RP en esta línea celular, se determinó el efecto de la activación 

directa de PKC por TPA (un éster de forbol que activa a PKCs) sobre el contenido 

del RP. Células U373 fueron tratadas con TPA durante 5 min y fueron colectadas 

a diferentes tiempos después de dicho tratamiento. Se observó que la activación 

de PKCs disminuyó el contenido de ambas isoformas del RP, a los 15 min, tiempo 

mucho menor al observado con el tratamiento con P4 (300 min). Esto sugiere que 

la P4 activa a PKC mediante un mecanismo que aún no puede detallarse y esta 

cinasa fosforila al RP induciendo su degradación; sin embargo, al activar de 

manera directa a PKC, sin necesidad de activar una cascada de señalización, esta 

cinasa puede fosforilar a sus sustratos de manera más rápida. Se realizó un 

control para observar si la activación de PKCs era la responsable de esta 

degradación, utilizando al inhibidor de PKCs (St) previo al tratamiento con TPA. El 

tratamiento conjunto de St y TPA no reflejó diferencias con respecto al tratamiento 

con E2, pero sí con el tratamiento con TPA, lo que indica que la activación de PKC 

disminuye de manera significativa el contenido de las isoformas del RP. 
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En conjunto, los resultados anteriores indican que PKC participa en la 

fosforilación y posterior degradación del RP, y que PKC podría activarse por P4. 

Los mecanismos de la activación  de PKC por P4 no han sido estudiados, de igual 

manera los resultados no permiten determinar en qué residuos se fosforila el RP 

por PKC.   
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XI. Conclusiones 

Los resultados en conjunto indican que en células U373 la P4 induce la 

degradación de su receptor intracelular 5 horas después de su adición.  

La activación de PKC regula la degradación de las isoformas del RP por su 

ligando. 

 

 

 

 

X. Perspectivas 

 - Determinar en qué residuo (Ser 400 o Thr 430) PKC fosforila al RP.  

- Identificar la o las isoformas de PKC presentes en esta línea celular que 

participen en esta fosforilación.  

- Evaluar los efectos tanto de P4 como de PKC en procesos relacionados 

con la malignidad de estas células. 
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