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1. ABSTRACT 

 

Astrocytomas are the most common primary brain tumors in humans. It has been 

reported that vascular endothelial growth factor (VEGF), epidermal growth factor 

receptor (EGFR), cyclin D1 and progesterone receptor (PR) expression levels are 

elevated in patients with high-grade astrocytomas. Progesterone (P) regulates 

astrocytoma growth through its interaction with PR, which recruits coregulatory 

proteins, such as steroid receptor coactivator-1 (SRC-1), that are required for 

efficient transcriptional activation. The regulation of VEGF, EGFR and cyclin D1 

expression by P in human astrocytoma cells is not known. We studied the role of 

PR and SRC-1 in the expression of VEGF, EGFR and cyclin D1 mediated by P in 

human astrocytoma cell lines grade III (U373) and IV (D54). P significantly 

increased VEGF and EGFR mRNA expression after 12 h of treatment in D54 cells, 

and this was reflected at protein level 24 h after treatment. This effect was blocked 

by the PR antagonist, RU486. In U373 cells, cyclin D1 mRNA and protein 

expression were induced by P after 6 and 8 h of treatment, respectively, and this 

effect was blocked with RU486. Transfection with short hairpin RNA targeting 

coactivator SRC-1 significantly reduced VEGF expression after 24 h of treatment. 

Collectively, our results indicate that P regulates VEGF and EGFR expression in 

D54 cells and cyclin D1 expression in U373 through PR, and that SRC-1 

participates in the regulation of VEGF expression. 
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2. RESUMEN 

 

La progesterona (P) es una hormona esteroide secretada principalmente por 

los ovarios. Sus principales órganos blanco son el útero, la glándula mamaria y el 

cerebro. Esta hormona es fundamental en la regulación de la reproducción, 

además, participa en la regulación de muy diversos procesos no asociados a la 

reproducción. Aunque la P ejerce sus efectos a través de diversos mecanismos, la 

mayoría son mediados a través de la unión con su receptor intracelular, el receptor 

a progesterona (RP), el cual puede reclutar al coactivador de receptores a 

hormonas esteroides 1 (SRC-1) de manera dependiente del ligando facilitando el 

proceso de transcripción. 

Se sabe que la P puede participar en el proceso de tumorigénesis en 

diversos tejidos y se ha propuesto que puede regular el crecimiento de los 

astrocitomas, que son los tumores cerebrales más frecuentes y agresivos en el ser 

humano. Los astrocitomas presentan alteraciones en la expresión de genes como 

ciclina D1 que participa en el control del ciclo celular, el receptor del factor de 

crecimiento epidérmico (EGFR) que promueve la proliferación celular y en el factor 

de crecimiento endotelial vascular (VEGF) que promueve la angiogénesis. 

 Se ha reportado que la expresión de VEGF, EGFR y ciclina D1 es regulada 

por P, pero se desconoce si regula la expresión de VEGF, EGFR y ciclina D1 

mediante el RP y SRC-1 en astrocitomas humanos. 

En el presente trabajo se determinó la participación del RP y de SRC-1 en la 

regulación de la expresión de VEGF, EGFR y ciclina D1 en las líneas celulares de 

astrocitomas humanos U373 y D54 (grados III y IV de evolución, respectivamente). 

En la línea celular D54, el tratamiento con P durante 12 h aumentó 

significativamente la expresión del mRNA de VEGF y EGFR. El contenido de la 

proteína de VEGF y EGFR aumentó con P a las 24 h. Estos efectos fueron 

revertidos por el antagonista del RP, RU486. Por otro lado, la P no mostró un 

efecto sobre la expresión de los dos genes en la línea celular U373. 

En la línea celular U373, la expresión del mRNA y de la proteína de ciclina D1 

incrementó significativamente con el tratamiento de P a las 6 y 8 h 
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respectivamente, este efecto fue bloqueado por el RU486. La transfección de RNA 

tallo asa corta (short hairpin: shRNA) contra SRC-1 (shSRC-1) significativamente 

redujo el contenido de la proteína de VEGF después de 24 h de tratamiento con P 

en las células D54. Estos datos sugieren que la P regula diferencialmente la 

expresión de VEGF, EGFR y ciclina D1 mediante el RP en líneas celulares de 

astrocitomas humanos y que SRC-1 participa en la regulación de la expresión de 

VEGF. 
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3. INTRODUCCIÓN 

 

Los tumores derivados de células gliales tienen una incidencia de 6.5 casos 

por cada 100,000 personas por año. Los astrocitomas representan el 40-50% de 

todos los tumores del sistema nervioso central (SNC) y hasta 70% de los tumores 

gliales. El astrocitoma anaplásico (AA) y el glioblastoma multiforme (GBM) (grados 

III y IV) son las variantes más malignas y frecuentes de los tumores astrocíticos 

(30 y 50% de frecuencia respectivamente). El pronóstico de los pacientes con 

astrocitomas depende del grado de malignidad del tumor, localización y tamaño; 

sin embargo, el tiempo de sobrevida de los pacientes con diagnóstico de gliomas 

astrocíticos de alta malignidad es corto. Estas lesiones son generalmente 

incurables y, a pesar de los tratamientos y terapias existentes, dentro de los 

primeros 2 años después del diagnóstico, el 90% de los pacientes fallece (Pérez et 

al., 2001). 

Se han encontrado diversos factores asociados con el desarrollo y evolución 

en el grado de malignidad de los astrocitomas (Sarkar et al., 2009b). Existen 

reportes que sugieren que la progesterona (P), puede participar en el crecimiento 

de los astrocitomas (Camacho-Arroyo et al., 2000; González-Agüero et al., 2007; 

González-Agüero et al., 2001). Además, existe evidencia que indica que la P 

regula la expresión de ciertos genes, como VEGF, EGFR y ciclina D1 

(Boonyaratanakornkit et al., 2008; Liang et al., 2005; Zhao et al., 2007), los cuales, 

se encuentran implicados en el desarrollo y progresión de los astrocitomas 

(Furnari et al., 2007). 

Aunque, se ha establecido que la P induce la expresión de VEGF, EGFR y 

ciclina D1 en líneas celulares de cáncer de mama mediante el RP y que SRC-1 

regula la actividad transcripcional del RP aumentándola, se desconoce si la P 

regula la expresión de VEGF, EGFR y ciclina D1 mediante el RP y SRC-1 en 

astrocitomas humanos. Por lo que en este trabajo se determinará la participación 

del RP y de SRC-1 en la regulación de la expresión de VEGF, EGFR y ciclina D1 

en las líneas celulares de astrocitomas humanos  de grado III (U373) y IV (D54). 
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4. ANTECEDENTES 

 

4.1. Astrocitomas 

 

Los astrocitomas son tumores neuroepiteliales que se originan de los 

astrocitos, los cuales son uno de los varios tipos de células gliales, por lo que, un 

astrocitoma es un tipo de glioma (Badash, 2009; Daumas-Duport et al., 1988). Los 

astrocitomas son las neoplasias cerebrales primarias más comunes en humanos, 

al constituir el 45% de todos los tumores del Sistema Nervioso Central (Daumas-

Duport et al., 1988). 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) clasifica a los astrocitomas 

según sus características histológicas (presencia de atipia, proporción de células 

en mitosis, proliferación endotelial y necrosis), su capacidad de invasión y 

progresión, en cuatro grados de malignidad, siendo los de grado I biológicamente 

menos agresivos y los de grado IV aquellos de mayor agresividad: 

 

- Grado I (Astrocitoma pilocítico) 

Los astrocitomas pilocíticos son relativamente delimitados, de lento crecimiento y 

se presentan principalmente en niños y adultos jóvenes. Afectan más comúnmente 

al cerebelo, seguido por el hipotálamo, nervio y quiasma ópticos, tálamo, ganglios 

basales, tallo cerebral y hemisferios cerebrales. Histológicamente se caracterizan 

por un patrón bifásico de tejidos compacto y laxo. Las zonas compactas consisten 

de densos agregados de astrocitos bipolares alargados, mientras que las áreas 

esponjosas consisten de astrocitos multipolares redondos en asociación con 

microquistes y gránulos eosinofílicos. En ocasiones puede observarse 

proliferación vascular glomerular, sin embargo, no es considerada como una señal 

de malignidad. Las células que componen al astrocitoma presentan fuerte 

inmunopositividad a la proteína acídica fibrilar glial (GFAP) (Sarkar et al., 2009a). 

Estos tumores usualmente pueden ser eliminados mediante resección quirúrgica 

(total o parcial) y/o radio/quimioterapia (Bristol, 2009). 
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- Grado II (Astrocitoma difuso) 

Los astrocitomas difusos o infiltrantes afectan comúnmente a adultos entre 30 y 40 

años de edad. Estos tumores están caracterizados por un alto grado de 

diferenciación, lento crecimiento celular y bordes no definidos, pero con una 

tendencia intrínseca para la progresión a astrocitomas anaplásicos y en el peor de 

los casos a glioblastomas. Se presentan comúnmente en los hemisferios 

cerebrales, seguidos por el tallo cerebral y la médula espinal. Histológicamente, se 

observa en éstos un moderado incremento celular, se observan astrocitos bien 

diferenciados y con atipia nuclear ocasional. En los astrocitomas de grado II se 

observa una baja proporción de células con actividad mitótica y proliferación 

endotelial, además de no presentar necrosis. La inmunorreactividad a GFAP es en 

general alta. Usualmente son positivos también a otras dos proteínas, vimentina y 

S-100, aunque tienen poca relevancia en su diagnóstico (Sarkar et al., 2009a). El 

tratamiento puede incluir resección quirúrgica (aunque en mucho menor medida 

que en los astrocitomas grado I debido a su capacidad de infiltrarse), 

quimioterapia y/o radioterapia (Bristol, 2009). En general, la media de 

sobrevivencia de los pacientes es de 5 años (Louis et al., 2007). 

 

- Grado III (Astrocitoma anaplásico) 

De forma similar a los astrocitomas difusamente infiltrantes, los astrocitomas 

anaplásicos están preferencialmente localizados en los hemisferios cerebrales y 

usualmente afectan a adultos de entre 40 y 60 años de edad. Están 

histológicamente caracterizados por atipia nuclear, aumento celular y actividad 

proliferativa significativa. Señales adicionales de neoplasia incluyen células 

tumorales multinucleadas con anormalidades en la mitosis y positivas a GFAP. 

Los astrocitomas anaplásicos son el grado de astrocitoma más común y tienden a 

progresar a tumores grado IV en tiempos cortos (Sarkar et al., 2009a). El 

tratamiento inicial estándar incluye, la máxima remoción posible del tumor sin 

causar deficiencias neurológicas (en la mayoría de los casos resulta muy poco 

efectiva), radioterapia y/o quimioterapia  (Buckner et al., 2007). El tiempo de 

sobrevida de los pacientes con esta patología es de 2-3 años (Louis et al., 2007). 
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- Grado IV (Glioblastoma multiforme) 

El glioblastoma multiforme (GBM) es el tumor primario del SNC de mayor 

frecuencia y malignidad. Comúnmente se presentan en adultos entre las edades 

de 45 a 70 años (Daumas-Duport et al., 1988) y de forma preferencial en los 

hemisferios cerebrales (Sarkar et al., 2009), ganglios basales y tálamo. Estos 

tumores llegan a medir hasta 5 cm, microscópicamente son altamente anaplásicos 

y pueden estar compuestos de células de diversas morfologías. Algunos de estos 

tipos celulares tienen una morfología de estrella diferenciada y expresión de 

marcadores característicos como GFAP y S-100, mientras que otras de las células 

presentes son desdiferenciadas mezcladas con elementos estromales tales como 

astrocitos reactivos (caracterizados por hipertrofia y regulación a la alta de varias 

moléculas, incluyendo GFAP y S-100), microglía y otros infiltrados inmunes 

(Hadjipanayis et al., 2009). La atipia nuclear en estas células es muy evidente y la 

gran actividad mitótica, incluyendo formas atípicas, es una característica 

prominente. La presencia de proliferación microvascular atípica (debida a 

secreción de factores estimulantes de formación de vasos sanguíneos) y/o 

necrosis es esencial para su diagnóstico. 

Los glioblastomas pueden desarrollarse por progresión a partir de gliomas 

de menor malignidad (“glioblastoma secundario”) o desarrollarse de novo, es decir, 

sin evidencia de una lesión previa de menor malignidad (“glioblastoma primario”), 

los cuales representan aproximadamente el 90% de los casos (Furnari et al., 

2007). Morfológicamente, los glioblastomas primarios y secundarios son 

indistinguibles entre ellos. Clínicamente, los glioblastomas secundarios tienden a 

ocurrir en pacientes jóvenes (con una media de 45-50 años), mientras que los 

glioblastomas primarios ocurren mayormente en pacientes de edades más tardías 

(Sarkar et al., 2009). La sobrevida de los pacientes con GBM es corta, 

generalmente fallecen dentro del primer año después del diagnóstico (Louis et al., 

2007). Estos tumores son muy resistentes a la radioterapia y quimioterapia y 

debido a su alta capacidad para infiltrarse, en especial al parénquima cerebral, 

generalmente no es posible realizar resección quirúrgica (Hadjipanayis et al., 

2009). 
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En general, los primeros síntomas a causa de estos tumores pueden incluir: 

dolores de cabeza y vómito debido al aumento en la presión intracraneal, cambios 

visuales, ataques, cambios de personalidad, demencia o problemas con la 

memoria, el aprendizaje, la concentración y problemas motores. Los síntomas 

subsecuentes varían dependiendo de la localización del astrocitoma (Badash, 

2009) y se ha reportado que la sobrevivencia de los pacientes está inversamente 

relacionada al grado del tumor (Daumas-Duport et al., 1988). 

Las alteraciones más frecuentes que se encuentran en estos tipos 

tumorales son la pérdida de heterocigocidad, alteraciones en la función de p53/ 

proteína de unión a p53 (MDM2)/ inhibidor de la cinasa 2B dependiente de ciclina 

(P14arf) y de cinasa 4 dependiente de ciclina (CDK4)/ gen del retinoblastoma 

(RBl)/ y del inhibidor de la cinasa 2A dependiente de ciclina (P16ink4) implicadas 

en división celular y la alteración en la expresión de genes como ciclina D1 que 

participa en el control del ciclo celular, el receptor del factor de crecimiento 

epidérmico (EGFR) que promueve la proliferación celular y en el factor de 

crecimiento endotelial vascular (VEGF) que promueve la angiogénesis (Ichimura et 

al., 2004). Se ha obsevado que la expresión del mRNA y de la proteína de VEGF, 

EGFR y ciclina D1 es mayor en pacientes con astrocitomas grado IV comparada 

con los de bajo grado de evolución tumoral y que el aumento en la expresión de 

estos genes se ha correlacionado con alta proliferación celular y una menor 

sobrevida de los pacientes (Godard et al., 2003; Sallinen et al., 1999). 

El tratamiento para los astrocitomas más agresivos es muy pobre, de modo 

que el cuidado médico radica principalmente en el manejo paliativo de los 

pacientes. Es por esto que en muchos casos se busca ofrecer a los pacientes 

tratamientos experimentales o alternativos (como ocurre con otros tipos de 

tumores) entre los que se encuentran quimioterapia intrarterial, inmunoterapia, 

terapia génica y tratamientos endócrinos (Edward et al., 2005). 

 

 

 

 



  ANTECEDENTES 

9 

4.2. Estructura y funciones de la progesterona (P) 

 

La P (4-pregnen-3,20-diona) es una hormona esteroide de 21 átomos de 

carbono derivada del colesterol; por lo que al igual que éste, contiene un núcleo de 

ciclopentanoperhidrofenantreno (Ganong, 2006). El primer paso en su biosíntesis 

corresponde a la conversión de colesterol en pregnenolona, reacción que tiene 

lugar en la mitocondria. Posteriormente, la pregnenolona pasa de la mitocondria al 

retículo endoplásmico liso donde es convertida en P (Figura 1) (Schumacher et al., 

2009). 

 La P es sintetizada y secretada por los ovarios (cuerpo lúteo y folículos), 

testículos, glándulas adrenales y placenta (Henley et al., 2005). Además, puede 

ser sintetizada en el cerebro, médula espinal y nervios periféricos, ya sea de novo 

a partir del colesterol o a partir de pregnenolona circulante (Baulieu, 1999). En los 

vertebrados, la síntesis y secreción de P está regulada por otras hormonas, tales 

como la hormona folículo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH) 

(Henley et al., 2005). 

Cuando es metabolizada, la P es convertida a 5-dihidroprogesterona (5-

DHP), metabolito que es susceptible a una reducción y es convertido a 3,5-

tetrahidroprogesterona (3,5-THP). Además, puede ser convertida a 20-

hidroxiprogesterona, un metabolito con menor actividad biológica (Schumacher et 

al., 2009). 

Cerca del 2% de la P circulante está en su forma libre, mientras que 80% 

está unida con albúmina y 18% con globulina de unión a corticosteroides (Ganong, 

2006; Westphal et al., 1973). La P tiene una vida de 34.8-55.13 horas (Klein et al., 

2001) y en el hígado se convierte en pregnandiol, el cual se conjuga con ácido 

glucurónico y se excreta en la orina (Figura 2) (Ganong, 2006). 
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Figura 1. Biosíntesis de la P. Conversión de colesterol a pregnenolona por CYP11A 

(también llamada colesterol 20,22-desmolasa o P450scc) y de ésta a P por la enzima 3-

hidroxiesteroide deshidrogenasa (3-HSD). La 3-HSD cataliza 2 reacciones: la 

deshidrogenación del grupo OH del carbono (C) 3 y la subsecuente isomerización del 

doble enlace entre el C5 y C6 a un doble enlace entre el C4 y C5 (Carr et al., 2005). 

 

En los hombres, la concentración plasmática de P es cercana a 300 pg/mL, 

mientras que en las mujeres, la concentración de P es mayor que en los hombres 

y cambia a lo largo del ciclo menstrual (Tabla 1), en el embarazo y en la 

menopausia (Ganong, 2006). 
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Figura 2. Formación de un glucurónido a partir de pregnandiol. 

 

 

 

Tabla 1. Concentración plasmática de P en las diferentes etapas del ciclo menstrual. 

 

 

 

 

 

 

 

 

La P se encuentra involucrada en la regulación de un amplio número de 

funciones en los mamíferos. Participa en procesos como la regulación de la 

ovulación, estimulación de la regeneración del estroma endometrial, 

mantenimiento del embarazo, desarrollo alveolar de la glándula mamaria como 

parte de la preparación para la lactancia (Graham et al., 1997), ascenso de la 

temperatura basal en la ovulación (Ganong, 2006), estimulación de la respiración, 

conducta sexual, modulación de la masa ósea, regulación del sistema inmune, 

neuroprotección, reducción de la excitabilidad neuronal, memoria y aprendizaje, 

ciclo sueño-vigilia y en el crecimiento de diversos tumores (Camacho-Arroyo et al., 

2003). 

 

Etapa Progesterona (ng/mL) 

Menstruación 0.1-500 

Folicular 0.1-1 

Ovulatoria 1-2 

Lútea 4-15 
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4.2.1. Antagonistas de P 

 

Los antagonistas de P pertenecen a la gran familia de ligandos del receptor a 

esta hormona esteroide. A partir del primer reporte acerca de la mifepristona 

(RU486), un antagonista de progestinas y glucocorticoides (Figura 3), numerosos 

ligandos relacionados a ésta han sido sintetizados, los cuales exhiben un amplio 

espectro en su rango de actividad, desde antagonistas de P puros hasta ligandos 

con actividad de agonista-antagonista (Spitz, 2003). 

Inicialmente los antagonistas de P fueron divididos en  antagonistas Tipo 1 y Tipo 

2. Los antagonistas Tipo 1 fueron considerados como “puros” ya que antagonizan 

por completo la acción de su receptor, un ejemplo es la onapristona (ZK98299) 

(Figura 3). En contraste, los antagonistas Tipo 2, como el RU486, pueden incluso 

activar al receptor al que se unen de manera dependiente del tipo celular, el 

contexto del promotor y otras vías de señalización. Los compuestos con actividad 

de agonista-antagonista son actualmente conocidos como moduladores selectivos 

del receptor a progesterona (SPRMs) o como agonistas-antagonistas parciales 

(Spitz, 2003). 

 

  

Figura 3. Estructura química de dos antagonistas de P. A) RU486 (Mifepristona). La 

estructura muestra sustituciones en las posiciones 11 y 17 que son características de 

antiprogestinas esteroidales. B) ZK98299 (Onapristona) (Leonhardt et al., 2002; 

Raaijmakers et al., 2009). 

 

Se sabe que el RU486 compite con la P por el sitio de unión de ésta a su 

receptor intracelular (RP) y que se une al RP con una constante de afinidad media 

aproximada de 1.4 nM ± 0.6 (Raaijmakers et al., 2009). Aunque la activación del 

RP no se ve afectada al unirse el RU486, estudios con coactivadores de la familia 
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p160 y de la estructura del sitio de unión al ligando, han demostrado que el RU486 

no se une a las mismas regiones que un agonista y que induce una conformación 

diferente de su extremo C-terminal (Leonhardt et al., 2002). Esta conformación 

alterna no permite la interacción con coactivadores y promueve el reclutamiento de 

correpresores. 

Los antagonistas de P tienen diversos efectos sobre el sistema reproductivo. 

Además pueden ser utilizados en el tratamiento de algunos tipos de cáncer, por 

ejemplo RU486 es utilizado en el tratamiento contra meningiomas y cáncer de 

mama (Spitz, 2003). 

 

 

4.3. Receptor a progesterona (RP) 

 

4.3.1. Características y función del RP 

 

La mayoría de los efectos biológicos de la P están mediados a través del RP, 

el cual pertenece a la superfamilia de receptores nucleares cuyos miembros 

regulan la expresión de genes en respuesta a la unión con su ligando (Kastner et 

al., 1990). En una gran variedad de especies, incluyendo aves, roedores, monos y 

humanos, el RP está expresado en dos isoformas: una larga denominada RP-B y 

una corta una denominada RP-A (Guerra-Araiza et al., 2000), con excepción del 

conejo en el cual sólo se ha detectado la isoforma RP-B (Loosfelt et al., 1986). 

Ambas isoformas del RP son producto de un único gen, pero generadas a partir de 

diferentes sitios de inicio de la transcripción y reguladas por diferentes promotores. 

En el humano, este gen se encuentra localizado en el cromosoma 11q22-23 (Tetel 

et al., 2009), tiene un tamaño aproximado de 90 kb y comprende 8 exones y 7 

intrones (Misrahi et al., 1993) que generan un mRNA de aproximadamente 3000 

nucleótidos (Theveny et al., 1987) el cual da origen a un polipéptido de 933 

aminoácidos (Misrahi et al., 1993) (Figura 4). 

El RP tiene una estructura dividida en dominios funcionales que consiste en 

una región amino terminal (N-terminal), un dominio de unión al DNA (DBD), una 
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región de bisagra y una región carboxilo terminal (C-terminal) en donde se 

encuentra el dominio de unión al ligando (LBD). Al igual que la mayoría de los 

receptores a esteroides, tiene al menos dos funciones de activación de la 

transcripción (AF) (Figuras 4 y 5). 

 

 

 

Figura 4. Representación esquemática de la estructura de la proteína y del gen del RP 

humano (hRP). A) Organización de los dominios del RP. La secuencia total de 

aminoácidos (933) se muestra dividida en cuatro dominios: en color gris oscuro el dominio 

amino terminal (N terminal), en blanco el dominio de unión al DNA (DBD), en negro la 

región de bisagra y señalado en gris claro el dominio de unión al ligando (LBD). B) 

Esquema del gen. Se muestra la localización de las dos regiones promotoras: la región 

promotora 1 se encuentra ubicada de la posición -711 a +31 y la región 2 en la posición 

+464 a +1105. Los exones están señalados con la letra “E” seguida del número 

correspondiente a cada exón. Los límites de los exones están proyectados con líneas 

rectas hacia el esquema de la estructura de la proteína en donde se representa su 

correspondencia con la posición y número de aminoácidos, los cuales están señalados 

con números en la parte superior. Los intrones están señalados como líneas 

interrumpidas ( ) entre cada exón. Se señalan las 2 posiciones de inicio de la traducción 

(ATG) (ATG-1 a +744 y ATG-2 a +1236) y la posición de término (TGA) (Misrahi et al., 

1993). 
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El dominio N-terminal es el menos conservado entre los receptores 

nucleares, se codifica a partir del exón 1 y modula las interacciones 

intramoleculares e interacciones proteína-proteína. El DBD es la región más 

conservada, se codifica por los exones 2 y 3, consiste de dos motivos 

denominados “dedos de zinc”, elementos críticos para la activación de genes 

blanco, participa en su dimerización con otro RP y media la unión del receptor 

(unido a su ligando) a elementos de respuesta a progesterona (ERP). Los ERP, de 

manera general, consisten en secuencias consenso (palindrómicas o directamente 

repetidas) de seis nucleótidos que están separadas por un espaciador de tres 

nucleótidos. Adyacente al DBD se encuentra la región de bisagra, la cual se 

codifica a partir del exón 4, es importante para la apropiada dimerización del RP, 

participa en la estabilización del receptor mediante su unión con proteínas de 

choque térmico (Hsp) y contiene una secuencia de localización nuclear (NLS) 

(Figura 5). El LBD consiste de 10-12 -hélices que forman un sitio hidrofóbico de 

unión al ligando y se codifica del exón 5 al exón 8 (Misrahi et al., 1993; Tetel et al., 

2009). 

 

Figura 5. Esquema representativo de los dominios funcionales del RP (A-E). Los números 

indican las posiciones de los aminoácidos que delinean el inicio y término de cada 

dominio, mientras que las flechas () indican el sitio de inicio de la traducción de las dos 

isoformas. A/B: extremo N-terminal de la isoforma A/B, C: dominio de unión al DNA 

(DBD), D: región de bisagra, E: dominio de unión al ligando (LBD), AF: función de 

activación, NLS: señal de localización nuclear; Hsp: proteínas de choque térmico, 

(Camacho-Arroyo et al., 2006). 

A/B C D E 

AF-3 AF-1 AF-2 

Transactivación Dimerización 

NLS 

Hsp90 

Correguladores 

1 165 567 633 680 933 
RP-B RP-A 

Correguladores 
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4.3.2. Isoformas del RP 

 

Se han identificado dos isoformas del RP, las cuales se denominan RP-A 

(80-94 kDa; en el humano, hRP: 94 kDa) y RP-B (108-120 kDa; en el humano, 

hRP: 114 kDa). RP-A carece de 164 aminoácidos en la región amino terminal, 

mientras que en RP-B sí están presentes (Figura 6). El RP-A posee solamente dos 

regiones con funciones de activación, mientras que el RP-B contiene además una 

tercera región (AF-3) presente en el extremo amino terminal (Figura 5). Además 

existe la presencia de una región con función inhibidora localizada en la región 

adyacente a AF-1 que sólo es funcional en RP-A (Guerra-Araiza et al., 2000). 

Estudios cinéticos indican que la constante de unión de la P por RP-A y RP-B es 

de 1.2 nM y 0.9 nM, respectivamente (Raaijmakers et al., 2009). 

 

 

 

Figura 6. Esquema de la organización de las isoformas del hRP. Los números indican la 

posición de las bases en el gen y de los aminoácidos (aa) en las proteínas del receptor. A-

E: dominios funcionales del RP, ITB: sitio de inicio de la transcripción de RP-B, ITA: sitio 

de inicio de la transcripción de RP-A, ATG-B: codón de inicio de la traducción de RP-B; 

ATG-A: codón de inicio de la traducción de RP-A, TGA: codón de término de la 

traducción. 

165 546 597 636 933 aa 

933 aa 636 597 546 

9543 pb 
737 

744 1236 
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En el ser humano, ambas isoformas del RP son codificadas por el mismo gen 

pero se transcriben a partir de la regulación de dos secuencias promotoras 

distintas que dan lugar a diferentes mRNA. Una secuencia es distal (de -711 a 

+31) (Figura 4) y corresponde a la secuencia promotora de RP-B, mientras que la 

otra es proximal (de +464 a +1105) (Figura 4) y corresponde a la secuencia 

promotora de RP-A, (Kastner et al., 1990; Kraus et al., 1993). 

El RP tiene la capacidad de unirse al DNA como tres especies diméricas: AA, 

AB y BB. Se ha demostrado que la transcripción mediada por el RP no es igual 

cuando se forman homodímeros o heterodímeros e interactúan con agonistas y 

antagonistas (Leonhardt et al., 1998). 

Las isoformas del RP pueden tener diferentes funciones dependiendo del 

tipo de célula, del gen blanco y del promotor (Tung et al., 1993). En muchos 

sistemas celulares la isoforma RP-B actúa como un activador transcripcional, 

mientras que el RP-A funciona como un fuerte represor de la actividad 

transcripcional, incluyendo a RP-B y otros receptores a hormonas esteroides 

(Clemm et al., 1995; Sartorius et al., 1994; Tung et al., 1993; Vegeto et al., 1993). 

Esta capacidad represora permite al RP-A mediar las acciones de la P al mismo 

tiempo que regula los efectos de otras hormonas, participando de forma 

importante en la integración de señales (cross-talk) mediadas por otros receptores 

a hormonas (Camacho-Arroyo et al., 2006). 
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4.4. Mecanismos de acción de la P 

 

Los mecanismos celulares mediante los cuales la P puede llevar a cabo sus 

efectos se dividen en dos: clásico o genómico y no clásico o no genómico 

(Bramley, 2003). El primer mecanismo involucra la interacción de la P con el RP, 

mientras que el segundo requiere la interacción de la P con receptores a P de 

siete dominios transmembranales, receptores a neurotransmisores, receptores de 

tipo tirosina cinasa y canales iónicos (Figura 7) (Camacho-Arroyo et al., 2003; 

Camacho-Arroyo et al., 2007). 

El RP puede actuar como un activador de vías de señalización y como un 

factor de transcripción activado por su ligando regulando la expresión de genes 

blanco de la P (Boonyaratanakornkit et al., 2008). En general, en el mecanismo de 

acción del RP, la P atraviesa las membranas celulares por difusión simple debido 

a su carácter lipofílico y en el núcleo o en el citoplasma se une a su receptor, la 

unión provoca un cambio estructural en el receptor que le permite la disociación de 

las proteínas de choque térmico (Hsp70, 90 y 56), lo que expone la región que le 

permite fosforilarse y dimerizarse, resultando en una estructura con alta afinidad a 

secuencias específicas en el DNA (ERP). Una vez unido al ERP, el complejo 

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

iniciación de la transcripción en los promotores de genes blanco de P como VEGF, 

EGFR y ciclina D1 (Figura 8) (Camacho-Arroyo et al., 2006). También, se ha 

reportado que el RP se une indirectamente al DNA mediante la asociación con 

otros factores de transcripción, incluyendo a la proteína específica 1 (Sp1) y a la 

proteína activadora (AP1) para regular la transcripción de genes blanco de P  que 

carecen de ERP en su región promotora (Lockwood et al., 2000). El receptor 

activado unido al ligando puede reclutar correguladores, como los coactivadores 

de receptores a hormonas esteroides (SRC) que de manera dependiente de 

ligando facilitan el proceso de transcripción (McKenna et al., 1999). 

Mediante el mecanismo no genómico se modifica la conductancia iónica, la 

formación de segundos mensajeros y la activación de cascadas de fosforilación. 
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De esta manera la P puede regular diferentes funciones en sus órganos blanco a 

corto, mediano y largo plazo (Bramley, 2003). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 7. Esquema de los diferentes mecanismos de acción de la P Los efectos de la P 

ocurren por dos diferentes mecanismos celulares: 1) a nivel membranal incluye receptores 

membranales y canales iónicos, cuya activación inicia cascadas de señalización mediante 

la intervención de mensajeros intracelulares. mRP: Receptor membranal a P, G: Proteína 

G, αβγ: Subunidades de la proteína G, cAMP: Adenosín monofosfato cíclico, PKA: 

Proteína Cinasa A, GABAAR: Receptor a GABA tipo A, Ca2+: Calcio, Cl-: Cloro, K+: 

Potasio, PTK: Proteína Tirosina Cinasa, MAPK: Proteína Cinasa Activada por Mitógeno, 

MEK: Cinasa de MAPK, PI3-K: Cinasa de Inositol Trifosfato, PLC: Fosfolipasa C, DAG: 

Diacil glicerol, PKC: Proteína Cinasa C, IP3: Inositol Trifosfato 2) en el núcleo, donde el 

complejo hormona-receptor (P-RP) se une con ERP, ubicados en las regiones 

reguladoras de los genes blanco en el DNA, y así modulan directamente la expresión 

génica (Camacho-Arroyo et al., 2003). 



  ANTECEDENTES 

                                                                                                                                                20 

 

 

 

 

Figura 8. Mecanismo de acción genómico de la P. El RP (dominios A/B, C, D, E) se 

encuentra en un estado de inactivación, unido a proteínas de choque térmico (hsp). La P 

atraviesa la membrana plasmática y la envoltura nuclear, interactúa con su receptor, se 

liberan las hsp, el receptor se dimeriza, se une a elementos de respuesta a progesterona 

(ERP) y recluta a correguladores y a la maquinaria de transcripción basal (Cabrera-Muñoz 

et al., 2011). 
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4.5. Coactivador de receptores a hormonas esteroides 1 (SRC-1) 

 

Los coactivadores representan un grupo de proteínas que desempeñan sus 

funciones a través de interacciones proteína-proteína y por sus actividades 

enzimáticas, los coactivadores se unen a los  receptores nucleares como el RP 

para potenciar su efecto en la transcripción de genes blanco, los coactivadores 

también pueden ser reclutados por la interacción con miembros de la familia de 

SRC (McKenna et al., 1999). 

     Los coactivadores se asocian con los receptores nucleares de manera 

dependiente de ligando. Usualmente interaccionan con la parte C-terminal de los 

receptores nucleares, a través de los dominios LXXLL (L es leucina y X cualquier 

aminoácido) presentes en los coactivadores, la unión también puede ocurrir en el 

N-terminal del receptor en AF-1, la cual representa una forma alternativa de 

interacción (McKenna et al., 1999). 

SRC-1 pertenece a la familia de los SRC la cual también incluye a SRC-2 y 

SRC-3. Los tres coactivadores presentan un peso molecular de aproximadamente 

160 kDa y tienen un 40% de similitud en la secuencia completa (Xu et al., 2003), y 

en pruebas de transfección in vitro se ha demostrado que pueden aumentar la 

actividad transcripcional de algunos receptores nucleares de forma similar, lo que 

puede sugerir una redundancia funcional entre los miembros de la familia de SRC 

(McKenna et al., 1999), sin embargo, existe evidencia de que poseen diferentes 

funciones. 

 SRC-1 (también conocido como NCOA1) fue el primer coactivador para 

receptores a esteroides clonado y caracterizado (Onate et al., 1995). SRC-1 

interactúa y coactiva al RP, receptor a glucocorticoides (RG), receptor a 

estrógenos (RE), receptor a andrógenos (RA), receptor a hormonas tiroideas (RT) 

y receptor a ácido retinoico (RAR) en presencia de hormonas. 

Los dominios funcionales de SRC-1 son: el dominio básico hélice-asa-

hélice (bHLH), el dominio Per/ARNT/Sim (PAS: Per, proteína período involucrada 

en el ciclo circadiano de Drosophila; ARNT, translocador del receptor nuclear de 

aril hidrocarburo; Sim, proteína única de Drosophila) localizado en la región amino 
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terminal inicialmente identificado en Drosophila, está involucrado en 

homodimerización y la heterodimerización con proteínas que contienen estos 

dominios, éste es el dominio más conservado entre los 3 miembros de la familia 

SRC (McKenna et al., 1999). El dominio bHLH/PAS también contiene una señal de 

localización nuclear la cual es importante para la importación y exportación de 

SRC-1 entre el núcleo y el citoplasma (Walsh et al. 2012). La región central 

contiene 3 motivos LXXLL, responsables de la interacción con los receptores 

nucleares (Leo et al., 2000) (Figura 9).  

 

Figura 9. Dominios funcionales de SRC-1. En la región N-terminal se encuentra el 

dominio básico hélice-asa-hélice (bHLH), el dominio Per/ARNT/Sim (PAS: Per, proteína 

período involucrada en el ciclo circadiano de Drosophila; ARNT, translocador del receptor 

nuclear de aril hidrocarburo; Sim, proteína única de Drosophila) involucrado en la 

dimerización con otras proteínas, además, el dominio bHLH/PAS interactúa con 

coactivadores que poseen actividad de ATPasa como el complejo SWI/SNF. La región 

central de la proteína de SRC-1 tiene 3 motivos LXXLL, responsables de la interacción 

con los receptores nucleares (NRID). El dominio de activación 1 (AD1) está involucrado 

en la interacción con coactivadores como la proteína de unión a CREB (CBP),  la proteína 

de 300 kDa (p300) y el factor asociado-p300/CBP (pCAF). AD1 tiene tres motivos LXXLL 

involucrados en la interacción con la maquinaria de transcripción basal y la RNA helicasa 

A (RHA). AD2 es responsable de reclutar coactivadores con actividad de histona 

metiltransferasa como la proteína arginina metiltransferasa 1 (PRMT1) y el coactivador 

asociado a arginina metiltransferasa 1 (CARM1), además, contiene actividad de histona 

acetiltransferasa  (HAT). 
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Existen dos dominios de activación (AD1 y AD2), en donde, AD1 es 

responsable de la interacción con otros coactivadores como la proteína de unión a 

CREB (CBP), la proteína de 300 kDa (p300) y el factor asociado-p300/CBP 

(pCAF) que poseen actividad de histona acetiltransferasa (HAT), sin embargo, no 

interacciona con los receptores nucleares. El dominio AD1 tiene tres motivos 

LXXLL involucrados en la interacción con la maquinaria de transcripción basal, la 

RNA helicasa A y la RNA polimerasa II promoviendo la interacción de los 

receptores nucleares con la maquinaria de transcripción basal (Walsh et al. 2012). 

El dominio AD2 se localiza en la parte carboxilo terminal y es responsable de 

reclutar coactivadores con actividad de histona metiltransferasa como la proteína 

arginina metiltransferasa 1 (PRMT1) y el coactivador asociado a arginina 

metiltransferasa 1 (CARM1) (Xu et al., 2003). Recientemente, un tercer dominio de 

activación (AD3) se ha identificado en el dominio  bHLH/PAS; esta región también 

interactúa con coactivadores que poseen actividad de ATPasa como el complejo 

SWI/SNF (Johnson et al.), además, la región del carboxilo terminal de SRC-1 

contiene actividad de HAT (Figura 9 y 10) (Xu et al., 2009). 

La actividad de HAT de SRC-1 modifica la estructura de la cromatina al 

interrumpir las interacciones iónicas entre las histonas cargadas positivamente y el 

ADN cargado negativamente, lo que permite el ensamblaje de la maquinaria de 

transcripción basal y de la RNA polimerasa II llevándose a cabo la transcripción 

(Figura 10) (McKenna et al., 1999; Xu et al., 2009).  

SRC-1 es una proteína expresada en diferentes órganos, incluyendo, el 

pulmón, el corazón, el útero, la glándula mamaria, los testículos y el sistema 

nervioso (Walsh et al.; 2012, Xu et al., 2009). En el sistema nervioso, SRC-1 es 

altamente expresado en el hipotálamo, hipocampo, cerebelo, tálamo y amígdala 

(Leo et al., 2000). 
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Figura 10. Mecanismo de acción de los coactivadores. SRC-1 coactiva la transcripción 

mediada por receptores nucleares (NRs) activados por su ligando, incluyendo al RP, y 

recluta a otros coactivadores formando en conjunto un gran complejo coactivador. 

Específicamente, SRC-1 se une a NRs a través de los motivos LXXLL e interactúa con 

CBP y p300 mediante su dominio de activación 1 (AD1), con CARM1 y PRMT1 a través 

de su AD2 y con SWI/SNF mediante su AD3. p/CAF es un factor asociado a p300/CBP. 

SRC-1, CBP, p300 y p/CAF tienen actividad de histona acetiltransferasa. CARM1 y 

PRMT1 son  histonas metiltransferasas. RHA es una RNA helicasa A. SWI/SNF es un 

complejo de remodelación de la cromatina dependiente de ATP. La formación del 

complejo coactivador resulta en remodelación de la cromatina y favorece la interacción de 

los NRs con la maquinaria de transcripción basal. Ac: acetilación; Me: metilación; TBP: 

proteína de unión a caja TATA. 

 

SRC-1 contribuye a la regulación de la transcripción de genes mediada por 

receptores nucleares y se ha demostrado que el RP recluta preferentemente a 

SRC-1 después de la administración de P en la línea celular de cáncer de mama 

T47D (Li et al., 2003), en la línea celular HeLa (Tung et al., 2006) y en el útero del 

ratón (Han et al., 2006), mostrando a su vez un aumento en la actividad 

transcripcional del RP.  

En ratones “knockout” para SRC-1 se ha observado una resistencia parcial 

a hormonas esteroides y una disminución en el crecimiento del útero y glándula 

mamaria (Xu et al., 1998). La eliminación de SRC-1 modifica el patrón de 
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expresión de genes involucrados en el ciclo celular y el metabolismo energético 

(Xu et al., 2009).  

Se ha sugerido que cambios en el nivel de expresión de coactivadores 

pueden influir en la expresión de genes blanco de P y así participar en el 

desarrollo de diversas enfermedades de una manera importante (Walsh et al. 

2012). 

La expresión de la proteína de SRC-1 es baja en células epiteliales de la 

glándula mamaria, sin embargo, del 19% al 34% de los tumores de mama 

humanos presentan alta expresión de SRC-1, que se ha asociado con alta 

malignidad del tumor, positividad al HER2, recurrencia de la enfermedad y 

resistencia a terapia endocrina (Fleming et al., 2004; Kurebayashi et al., 2000). 

Estudios in vitro, han demostrado que SRC-1 tiene un papel importante en 

la proliferación e invasión de células cancerosas a través de múltiples vías. En 

células de cáncer de mama MCF-7, la sobre-expresión de SRC-1 en células  

positivas al RE- conlleva a un aumento en la expresión del factor derivado de 

células estromales  1 (SDF-1), el cual induce la invasión y metástasis en células 

que expresan altos niveles del receptor de SDF-1 (CXCR4) y otros genes 

prometastásicos (Kishimoto et al., 2005). 

El papel de SRC-1 en la iniciación, progresión y metástasis ha sido 

investigado en ratones MMTV-PyMT  (tumor mamario inducido por el virus de 

polioma T) “knockout” para SRC-1, se ha determinado que SRC-1 promueve la 

transformación del epitelio mamario (transición epitelial-mesenquimal), migración, 

invasión y metástasis de células tumorales de mama al inducir la expresión de 

Twist y del factor estimulante de colonias 1 (Wang et al., 2009; Qin et al., 2009).  
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4.6. P y astrocitomas 

 

A nivel de población, la frecuencia de astrocitomas es mayor en hombres que 

en mujeres (3:2) (Ohgaki et al., 2007). Esta diferencia en la incidencia de 

astrocitomas relacionada al género se ha observado más acentuada a partir de los 

14 años cuando la mujer ya presenta la menstruación y declina a los 50 años 

cuando se presenta la menopausia, sugiriendo que las hormonas sexuales pueden 

estar implicadas en el crecimiento de los astrocitomas (McKinley et al., 2000). 

Se ha sugerido que la P puede regular el crecimiento celular en tumores 

cerebrales (meningiomas, cordomas y astrocitomas) y que este efecto está 

mediado por su receptor nuclear (Camacho-Arroyo et al., 2000; Carroll et al., 1993; 

Carroll et al., 1995). Otros estudios en nuestro laboratorio han demostrado que el 

tratamiento con P aumenta la proliferación de las líneas celulares de astrocitomas 

humanos U373 y D54 (grados III y IV respectivamente) y con el tratamiento de 

RU486 disminuye la proliferación de estas líneas celulares (González-Agüero et 

al., 2007). Se ha reportado una correlación directa entre las características 

histológicas del grado del tumor astrocítico y el nivel de expresión de las isoformas 

del RP, aumentando su expresión en astrocitomas de grado IV (González-Agüero 

et al., 2001; Khalid et al., 1997). Los datos anteriores, en conjunto, sugieren que la 

P puede participar en el desarrollo de astrocitomas a través del RP lo que 

posiblemente involucra un mecanismo de acción genómico de la hormona. 

Por otro lado, estudios en nuestro laboratorio han demostrado que SRC-1 se 

expresa en las líneas celulares de astrocitomas humanos U373 y D54, además de 

que, la P  induce la expresión del mRNA y de la proteína de SRC-1 en la línea 

celular D54 (Hernández-Hernández et al., 2010). 
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4.7. Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) 

 

Los factores de crecimiento endotelial vascular (VEGFs) son una familia de 6 

proteínas angiogénicas estructuralmente relacionadas (Tabla 2), que juegan un 

papel importante en el crecimiento y diferenciación de células endoteliales 

vasculares y linfáticas (Rosen, 2005). 

 

Tabla 2. Miembros de la familia de VEGF y sus principales características (Rosen, 2005; 

The-UniProt-Consortium, 2010). 

Miembro 
Localización 

cromosómica 

Tamaño de la 

proteína 

Receptores a 

los que se une 

Funciones 

generales 

VEGF 

(VEGF-A) 

6p12 Proteína 

precursora: 232 

aa* / ~27 kDa 

VEGFR-1, 

VEGFR-2 y 

neuropilina-1 

Angiogénesis y 

mantenimiento 

vascular 

VEGF-B 11q13 207 aa / ~21 

kDa 

VEGFR-1 y 

neuropilina-1 

No establecido 

VEGF-C 4q34.1-q34.3 419 aa / ~47 

kDa 

VEGFR-2 y 

VEGFR-3 

Linfangiogénesis 

VEGF-D Xp22 354 aa / ~40 

kDa 

VEGFR-2 y 

VEGFR-3 

Linfangiogénesis 

VEGF-E 

(factor viral) 

Genoma del 

virus Orf 

Poxvirus 

Proteína 

precursora: 149 

aa / ~20 kDa 

VEGFR-2 Angiogénesis 

Factor de 

crecimiento 

placentario 

(PGF) 

14q24-q31 221 aa / ~25 

kDa 

VEGFR-2 y 

neuropilina-1 

Angiogénesis e 

inflamación. 

*aa: aminoácidos.  

Expresión restringida a gónadas, corteza adrenal y placenta.  

Contienen extensiones en las regiones N-terminal y C-terminal que no fueron 

encontradas más que en estos dos miembros de la familia de VEGF. 
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El VEGF, también conocido como VEGF-A o factor de permeabilidad 

vascular (VPF), el miembro más importante de la familia VEGF, es un mitógeno 

glicosilado que actúa específicamente sobre células endoteliales. VEGF estimula 

el crecimiento, sobrevivencia y proliferación de células endoteliales vasculares. Se 

ha demostrado que puede facilitar la sobrevivencia de vasos existentes, estimular 

el crecimiento de nuevos vasos, mediar el aumento en la permeabilidad vascular, 

estimular la vasodilatación (Ferrara, 2004), promover la migración celular e inhibir 

la apoptosis (Pruitt et al., 2007). Fue aislado originalmente de células tumorales, 

entre las que se encuentran células de hepatocarcinoma de cobayo y la línea 

celular U-937 derivada de linfoma humano. También se ha encontrado que es 

producido por la línea celular GS-9L de glioma de rata y la línea NB41 de 

neuroblastoma de ratón. Si bien, VEGF se ha encontrado sobre-expresado en 

células tumorales (por ejemplo, provenientes de mama, próstata, pulmón y colon), 

es también producido por otros tipos celulares como células vasculares de 

músculo liso (Tischer et al., 1991) y células de la hipófisis del ratón (Plouët et al., 

1989). 

El gen de VEGF humano se encuentra localizado en el cromosoma 6p12, 

tiene 8 exones (Figura 10 A), 7 intrones y un único sitio principal para el inicio de la 

transcripción (-1038). En su región promotora no tiene caja TATA (Tischer et al., 

1991) y contiene tres ERP (de -1865 a -1860; de -716 a -711; y de +679 a +684), 

más de 6 sitios de proteína activadora 1 (AP-1), AP-2 y más de 10 sitios para el 

factor de transcripción Sp1 (proteína específica 1) (Mueller et al., 2003). El tamaño 

del gen es de 16 kb, el dominio codificante del gen (intrones y exones) abarca 

aproximadamente 14 kb y produce una proteína que puede encontrarse como 

monómero (23 kDa, aunque puede tener de 18 a 24 kDa) (Tischer et al., 1991) o 

como homodímero (aprox. 46 kDa) unido mediante un puente disulfuro (Pruitt et 

al., 2007) (Figura 11).  
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Figura 11. Estructura del gen de VEGF humano. A) El gen de VEGF se encuentra 

localizado en el cromosoma 6p12, tiene ocho exones (la posición es indicada con la 

numeración del 1 al 8) y siete intrones. B) Representación de las isoformas de VEGF 

originadas por splicing alternativo, se muestra los exones y el número de aminoácidos de 

cada isoforma (Tischer et al., 1991). 

 

El splicing alternativo de sus exones resulta en la producción de varias 

isoformas de la proteína, ya sea libremente secretadas o asociadas a células 

(Pruitt et al., 2007). Todas las isoformas presentan un péptido señal en su región 

N-terminal, de 26 aminoácidos y codificado en su mayor parte por el exón 1 

(Tischer et al., 1991). La primera forma identificada de VEGF como proteína 

madura y como la más abundante es VEGF165 (Ferrara, 2004), que contiene 165 

aminoácidos (carece de los residuos codificados por el exón 6). Otras principales 

isoformas identificadas en humano son VEGF121 (121 aminoácidos como resultado 

de la deleción de residuos en la posición 116 por carencia de los exones 6 y 7), 

VEGF189 (no hay remoción de exones por lo que tiene 189 aminoácidos) (Leung et 

al., 1989; Tischer et al., 1991) (Figura 10 B), VEGF206 (206 aminoácidos) (Relf et 

al., 1997) y VEGF145 (no cuenta con 44 aminoácidos debido a la eliminación del 
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exón 7) (Poltorak et al., 1997). Se ha encontrado que todas las isoformas se 

comportan de forma idéntica en solución, pero difieren en su habilidad para unirse 

a heparina en la matriz extracelular (Relf et al., 1997). 

 
 

 

 

Figura 12. Estructura de la proteína de VEGF. En la región N-terminal existe un péptido 

señal de 26 aminoácidos y un sitio de dimerización. En la parte central de la proteína se 

presenta un sitio de unión al receptor de VEGF 1 y 2 (VEGFR1 y 2). En la región C-

terminal está el sitio de unión a heparina y seis aminoácidos que confieren propiedades 

angiogénicas (Ferrara, 2004). 

 

VEGF es el mayor regulador in vivo de la angiogénesis (formación de nuevos 

vasos sanguíneos a partir de los ya existentes) ocurrida en tumores (McKusick-

Nathans et al., 2010) y debido a la importancia de este factor y de su sistema de 

receptores en el crecimiento de tumores se ha sugerido que la intervención en 

este sistema puede proveer terapias prometedoras contra el cáncer (Folkman, 

1995). 

Se sabe que VEGF participa como un mediador central de angiogénesis en 

GBM. Se ha demostrado que la supresión de la función de VEGF inhibe el 

crecimiento celular en este tipo de tumores y se observa una regresión en la 

formación de vasos sanguíneos (Maity et al., 2000). También se han encontrado 

concentraciones significativamente altas de VEGF en tejido proveniente de GBM 

en comparación con los niveles en otros tumores o en tejido cerebral sano 

(Takano et al., 1996). 

El grado de angiogénesis en un proceso tumoral puede ser un factor 

pronóstico significativo de la progresión, recurrencia y diseminación de un tumor, 

ya que estudios in vivo e in vitro han confirmado una correlación directa entre el 

grado de tumor y la expresión de VEGF en gliomas, incluyendo GBM (Maity et al., 
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2000). Se han observado altos niveles de VEGF en fluido cerebroespinal de 

pacientes con astrocitomas de alto grado de evolución tumoral, mientras que esto 

no se ha visto en el fluido de pacientes con astrocitomas de bajo grado de 

evolución (Peles et al., 2004). 

 

4.8. Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) 

 

El EGFR (también conocido como ErbB-1 o HER1) es un receptor de 

superficie membranal, miembro de la familia ErbB de receptores con actividad 

intrínseca de tirosina cinasa (RTK) (Bazley et al., 2005). El receptor y sus ligandos 

participan en la señalización relacionada con proliferación, diferenciación, 

motilidad y sobrevivencia celular (Wang et al., 2004). EGFR es específico para el 

factor de crecimiento epidérmico (EGF) y otros miembros de la familia EGF, 

incluyendo TGF- y el factor de crecimiento parecido a EGF de unión a heparina. 

El gen de EGFR humano, también llamado ERBB1 (The-UniProt-

Consortium, 2010) está localizado en el cromosoma 7p12, tiene 30 intrones, 28 

exones y abarca alrededor de 200 kb de las cuales 123 kb están contenidas en el 

intrón 1 (Figura 13). Su región promotora tiene varias características especiales. 

Es de aproximadamente 1.1 kb, carece de caja TATA y de caja CAAT, contiene 

sitios múltiples de inicio de la transcripción (aunque in vivo el principal se 

encuentra localizado en -255) y es rico en G+C (88%). Se sabe que contiene cinco 

cajas GC y tiene cinco sitios de unión a Sp1 (Johnson et al., 1988), esta unión es 

esencial para su activación. Análisis funcionales revelaron elementos para 

transcripción dentro del exón 1 y previo al sitio de inicio de la transcripción hacia la 

región 5’ (Haley et al., 1987). 

El producto codificado por este gen es una glicoproteína de un único cruce 

transmembranal y que se expresa de forma ubicua (Pruitt et al., 2007). Este 

receptor tiene como particularidad un dominio que le permite tener actividad de 

tirosina cinasa es decir, une grupos fosfato a residuos de tirosina en las proteínas 

(Figura 14) (The-UniProt-Consortium, 2010). Se ha sugerido que su actividad de 
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tirosina cinasa es requerida para la internalización o degradación de los complejos 

ligando-EGFR (Yang et al., 1996). 

 

 
 
Figura 13. Mapa del gen de EGFR humano. Las líneas grises en la parte superior de la 

imagen indican la posición y número de exón (1-28). La porción gris claro del exón 28 

indica la región 3’ no traducida. Se muestra la posición de elementos repetidos a lo largo 

del gen: elementos nucleares interdispersos cortos (SINEs, línea naranja), elementos 

nucleares interdispersos largos (LINEs, línea verde),  (Reiter et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Esquema de la estructura de la proteína de EGFR. NH2: extremo amino 

terminal, COOH: extremo carboxilo terminal.  
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Como resultado de splicing alternativo, EGFR tiene 4 isoformas. En todos 

los casos, los primeros 24 aminoácidos codifican para el péptido señal. La 

isoforma 1, la más importante y comúnmente referida sólo como EGFR, tiene 

todos los exones, su mRNA es de 5800 pb, (Reiter et al., 2001; The-UniProt-

Consortium, 2010) y una vez que se escinde el péptido señal tiene 1186 

aminoácidos y pesa alrededor de 170 kDa (Kuan et al., 2001). Su región 

extracelular cuenta con 621 aminoácidos (25-645), la región transmembranal es 

de 23 aminoácidos (646-668), mientras que la región intracelular tiene 542 

aminoácidos (669-1210). La isoforma 2 presenta 10 exones, mRNA de 

aproximadamente 1800 pb, 405 aminoácidos incluyendo el péptido señal, pesa 

aproximadamente 45 kDa, puede actuar como antagonista de la acción de EGF y 

puede ser secretada al espacio extracelular. La isoforma 3 tiene 20 exones, mRNA 

de cerca de 3000 pb, pesa cerca de 77 kDa y tiene 705 aminoácidos. La isoforma 

4 contiene 20 exones, mRNA de aproximadamente 2400 pb, pesa alrededor de 69 

kDa y presenta 628 aminoácidos (Krieg et al., 1992; Reiter et al., 2001; The-

UniProt-Consortium, 2010). 

La unión del ligando al receptor induce homodimerización o 

heterodimerización (con otros miembros de la familia de receptores con actividad 

de cinasa, como Erb-2 en cáncer de ovario) del receptor (Kuan et al., 2001), 

autofosforilación de residuos de tirosinas e internalización del complejo EGFR-

ligando. Una vez que el receptor ha sido activado e internalizado, sirve como sitio 

de unión para reclutar moléculas transductoras de señales y fosforilar sustratos 

citoplásmicos, tales como Ras y proteína cinasa activada por mitógeno (MAPKs), 

con lo que se pueden activar vías que producen diversas respuestas celulares, 

incluyendo cambios en la expresión de genes, rearreglos del citoesqueleto, 

efectos antiapoptóticos, estimulación de síntesis de DNA y un incremento en la 

proliferación y diferenciación celulares (Pruitt et al., 2007) (Figura 12). 

El nivel de expresión del gen de EGFR varía entre tipos celulares normales 

y transformados. Está amplificado en carcinoma de próstata, en células humanas 

A431 de carcinoma de epidermis, en varias líneas derivadas de carcinoma de 

células escamosas humanas (Johnson et al., 1988) y en GBM (Furnari et al., 
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2007). Además se sabe que la activación desregulada de EGFR actúa de forma 

oncogénica, estimulando el crecimiento y diseminación de las células cancerosas 

(Viana-Pereira et al., 2008). 

 

Figura 15. Representación general de la dimerización inducida por ligando y del proceso 

de activación de EGFR (Zhang et al., 2006). 

 

En estudios realizados en muestras de pacientes con GBM y en líneas 

celulares derivadas de GBM se encontró un incremento en el mRNA de EGFR, 

que no fue observado en astrocitomas de grado III ni de bajo grado de evolución 

tumoral (Godard et al., 2003; Henn et al., 1986; Sallinen et al., 1999). 

Formas aberrantes de EGFR no son comúnmente encontradas en 

astrocitomas de bajo grado de evolución, sin embargo, se encuentra 

frecuentemente mutado en GBM. En general, estas mutaciones producen un 

receptor truncado, con una baja prevalencia de mutaciones puntuales en la 

proteína. Además, diferentes mutaciones en EGFR pueden estar presentes en el 

mismo GBM y pueden resultar en la activación constitutiva del receptor. En 

general, la amplificación de EGFR se ha encontrado en aproximadamente 30-50% 

de los casos de GBM y 90% de estos muestran sobreexpresión de la proteína. 

Debido a la alta frecuencia en que se presentan alteraciones en la proteína y 

el gen de EGFR y a su importancia en el desarrollo de GBM, han sido 

desarrolladas varias estrategias para disminuir su expresión y señalización, por 

ejemplo, tratamiento con inhibidores del receptor (Furnari et al., 2007). 
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4.9. Ciclina D1 

 

Las cinasas dependientes de ciclinas (CDK) heterodimerizan con subunidades 

reguladoras conocidas como ciclinas, las CDKs son proteínas que se expresan 

durante todo el ciclo celular, por otro lado, la expresión de las ciclinas es mayor en 

determinada fase del ciclo celular (Kim et al., 2009). Las ciclinas tipo D (D1, D2 y 

D3) son proteínas específicas de la fase G1 del ciclo celular, a diferencia de otras 

ciclinas que son periódicamente sintetizadas durante el ciclo celular, la expresión 

de ciclinas tipo D es dependiente de señales mitogénicas. Debido a esta 

característica las ciclinas tipo D funcionan como sensores mitogénicos e 

integradores de señales extracelulares (Kim et al., 2009). La ciclina D1 promueve 

la progresión del ciclo celular a través de la fase G1 al formar una holoenzima con 

CDK4 y 6, las cuales fosforilan a la proteína del retinoblastoma (pRB), esto induce 

la liberación del factor de transcripción E2F unido a pRB, posteriormente E2F 

activa la transcripción de genes involucrados en la transición de la fase G1 a S y 

en la síntesis de DNA (Figura 16). Además, la ciclina D1 regula funciones 

celulares de manera independiente a las CDKs mediante la interacción con 

reguladores transcripcionales como coactivadores y receptores nucleares como el 

RE (Klein et al., 2008). 

El gen de ciclina D1 humano se encuentra localizado en el cromosoma 11q13 

tiene 5 exones y 6 intrones, la proteína posee un peso de 35 kDa (Figura 17). La 

región  promotora del gen de ciclina D1 contiene numeroso sitios unión a factores 

de transcripción como AP-1, Sp1, RE y NF-ĸB (Klein et al., 2008). La expresión de 

ciclina D1 es regulada por factores de crecimiento como EGF y hormonas como el 

estradiol y P (Fu et al., 2004; Musgrove, 2006). Señales mitogénicas inducen la 

expresión de ciclina D1 mediante la activación de vías de señalización como la 

que involucra la señalización de Ras-Raf-MEK (cinasa de las MAPKs)- cinasa 

regulada por señales extracelulares (ERK) resultando en la activación de un factor 

de transcripción que se une a la región promotora del gen de ciclina D1 (Cheng et 

al., 1998). 
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Figura 16. Mecanismo de acción de ciclina D1. La ciclina D1 promueve la progresión del 

ciclo celular de fase G1 a S al formar una holoenzima con las cinasas dependiente de 

ciclinas (CDK) 4 o 6, las cuales fosforilan a la proteína del retinoblastoma (pRB) 

induciendo la liberación del factor de transcripción E2F, posteriormente E2F activa la 

transcripción de genes involucrados en la transición de la fase G1 a S y en la síntesis de 

DNA. 

 

 La sobre-expresión de ciclina D1 se ha asociado con una corta 

sobrevida de pacientes con cáncer mama y con un aumento en la metástasis, 

lo cual es consistente con la capacidad de ciclina D1 para inducir la migración 

en células cancerosas (Musgrove, 2006). También, se ha encontrado una 

sobre-expresión de ciclina D1 en otros cánceres humanos como pulmón y 

astrocitoma (Fu et al., 2004; Sallinen et al., 1999). En estos últimos, se ha 

determinado una correlación positiva entre el aumento de la expresión de 

ciclina D1 y el grado de malignidad del tumor (Sallinen et al., 1999). En líneas 

celulares de glioblastoma SHG-44 y U251 (astrocitoma grado IV) transfectadas 

con RNA de interferencia contra ciclina D1 la proliferación celular y la migración 

fueron inhibidas, mientras que la apoptosis se indujo. En contraste la sobre-

expresión de ciclina D1 incrementó la proliferación y la capacidad invasiva de 

las células SHG-44 y U251 (Wang et al. 2012). 
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Figura 17. Estructura de ciclina D1. A) El gen de ciclina D1 humano está localizado en 

el cromosoma 11q13, el gen presenta 5 exones. B) La proteína de ciclina D1 tiene 295 

aminoácidos, en el extremo N-terminal posee el dominio de unión a la proteína del 

retinoblastoma (pRB) y el dominio de interacción con las cinasas dependientes de 

cicclinas (CDK). 

 

 

4.10. Efecto de la P sobre la expresión de VEGF, EGFR y Ciclina D1 

 

Existen varios reportes que indican que la P regula la expresión del mRNA y 

de la proteína de VEGF en las líneas celulares de cáncer de mama BT-474, T47D, 

HCC-1428 y de adenocarcinoma endometrial Ishikawa y que este efecto es 

bloqueado por RU486 (Liang et al., 2005; Mueller et al., 2003; Wu et al., 2004). 

Mueller y colaboradores (2003) han reportado en células de adenocarcinoma 

endometrial que la tasa de transcripción del gen de VEGF aumenta 

significativamente con el tratamiento de la progestina R5020, mientras que, con el 

tratamiento en conjunto con antagonistas como RU486 o ZK299 no se observó un 

incremento en la transcripción del gen. 

Las progestinas R5020 y acetato de medroxyprogesterona (MPA) también 

inducen la expresión de VEGF en el útero del ratón y al igual que en cáncer de 
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mama, se ha determinado que su efecto es bloqueado por RU486 (Hyder et al., 

2000; Liang et al., 2005). 

Además, se ha reportado que en presencia de P aumenta la expresión de 

VEGF a nivel de la proteína y de una de las isoformas de su mRNA en el 

endometrio de primates (Greb et al., 1997). 

Por otro lado, se sabe que las progestinas regulan positivamente algunos de 

los factores de crecimiento que inician vías de señalización implicadas en el 

cáncer de mama, incluidos los miembros de la familia EGFR y sus ligandos; las 

células de cáncer de mama tratadas con progestinas son mucho más sensibles a 

la proliferación inducida por EGF. Así, la P puede actuar principalmente al 

sensibilizar las células de cáncer de mama a este factor de crecimiento y señales 

de citocinas (Lange et al., 2009). 

Se ha encontrado que el tratamiento con progestinas sintéticas aumenta la 

expresión de EGFR a nivel de mRNA, en la línea celular Ishikawa (Zhao et al., 

2007) y de manera tiempo y dosis dependiente en la línea celular T47D (Murphy et 

al., 1988). Asimismo, se ha encontrado que las progestinas potencian los efectos 

de EGF mediante la regulación a la alta de EGFR en la superficie celular de 

células de cáncer de mama (Lange et al., 1998). 

El contenido de EGFR también se ha visto aumentado de forma dosis 

dependiente por el tratamiento con P en células de adenocarcinoma endometrial 

(Reynolds et al., 1990). 

Musgrove y colaboradores (Musgrove et al., 1993) reportan que en la línea celular 

T47D, la P promueve la proliferación celular debido a que regula la expresión de 

genes que controlan la progresión del ciclo celular como es la de ciclina D1. Se ha 

demostrado en la línea celular T47D que la expresión del mRNA de ciclina D1 

aumenta  paulatinamente con el tratamiento de P. Este efecto se puede apreciar a 

partir de las 2 h de tratamiento con un efecto máximo a las 6 h, posteriormente la 

expresión de ciclina D1 retorna a niveles basales, lo que ha coincidido con la 

entrada de las células a la fase S del ciclo celular. La inducción del mRNA de 

ciclina D1 por P es un evento mediado por el RP, ya que con el tratamiento de 

RU486 se elimina esta inducción. En células T47D tratadas con MPA se ha 
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demostrado que la interacción del REα con el RP en el promotor del gen de ciclina 

D1 es esencial para inducir su expresión y la proliferación celular (Giulianelli et al. 

2012). 
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Se ha reportado en las líneas celulares de astrocitomas humanos U373 y D54 

que la P induce la proliferación celular mediante el RP (González-Agüero et al., 

2007), además, se ha determinado que SRC-1 regula la actividad transcripcional 

del RP aumentándola (Tung et al., 2006), por lo que se ha sugerido que SRC-1 

puede tener un papel en la regulación de genes blanco de la P, mediante su 

interacción con el RP, sin embargo, se desconoce si la P regula la expresión de 

VEGF, EGFR y ciclina D1 mediante la participación del RP y de SRC-1 en 

astrocitomas humanos. 

Por lo que en este trabajo se determinó la participación del RP y de SRC-1 en la 

regulación de la expresión de VEGF, EGFR y ciclina D1 en las líneas celulares de 

astrocitomas humano U373 y D54. 

 

6. HIPÓTESIS 

 

SRC-1 regulará la expresión de VEGF, EGFR y ciclina D1 inducida por P  

mediante el RP en las líneas celulares de astrocitomas humanos U373 y D54. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  OBJETIVOS 

                                                                                                                                                41 

7. OBJETIVOS 

 

7.1. Objetivo general 

 

Determinar la participación de SRC-1 en la regulación de la expresión de VEGF, 

EGFR y ciclina D1 inducida por P mediante el RP en las líneas celulares de 

astrocitomas humanos U373 y D54. 

 

7.2. Objetivos particulares 

 

1) Analizar la expresión del mRNA y de la proteína de VEGF, EGFR y ciclina 

D1 y su regulación por P en las líneas celulares de astrocitomas humano U373 y 

D54. 

2) Establecer la participación del RP en la regulación de la expresión de 

VEGF, EGFR y ciclina D1 en las líneas celulares U373 y D54 mediante el 

tratamiento con RU486 

3) Determinar el efecto de la disminución de SRC-1 en la expresión del 

mRNA y de la proteína de VEGF, EGFR y ciclina D1 en las líneas celulares U373 

y D54. 
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8. METODOLOGÍA 

 

8.1. Cultivo celular 

 

Las líneas celulares de astrocitomas humanos U373 (grado III) y D54 (grado 

IV) fueron cultivadas en medio DMEM con rojo fenol adicionado con suero fetal 

bovino (SFB) al 10% hasta obtener el 80% de confluencia celular. Una vez 

obtenida la confluencia se contó el número de células en un hemocitómetro 

(cámara de Neubauer) y se colocaron 1, 000,000 de células en cajas Petri de 10 

cm con medio DMEM con rojo fenol adicionado con SFB al 10% durante 24 h, 

posteriormente se les cambió el medio por DMEM sin rojo fenol adicionado con 

SFB libre de hormonas (SFBs) al 10% durante 24 h. Las células recibieron 

posteriormente los tratamientos de vehículo (V, ciclodextrina 0.02% en agua 

estéril), P (10 nM), P (10 nM) en conjunto con RU486 (1 M) y RU486 (1 M) 

durante 6, 12, 24 y 48 h. Las dosis usadas modifican la proliferación de estas 

líneas celulares, así, como la expresión del RP (González-Agüero et al., 2007). 

Las líneas celulares U373 y D54 fueron mantenidas  a 37°C con 5% de CO2 y 95% 

de humedad. 

Al terminar los tiempos de tratamiento, se realizaron dos lavados a las 

células con PBS frío (4°C) y se les agregaron los reactivos necesarios para la 

extracción de RNA total o proteínas. 

 

8.2. Sincronización de las líneas celulares  

 

Para determinar la expresión de ciclina D1 se colocaron 500,000 células en 

cajas Petri de 10 cm cultivadas en medio DMEM con rojo fenol adicionado con 

SFB al 10% durante 24 h. Posteriormente, las células fueron cultivadas con medio 

DMEM sin rojo fenol y sin SFB durante 48 h para inducir el arresto de las células 

en la fase G1 del ciclo celular, transcurrido este tiempo, se realizó un cambio de 

medio por DMEM sin rojo fenol adicionado con SFBs al 10% y las células 

recibieron tratamiento con V, P, RU486 y P en conjunto con RU486 durante 6, 12, 
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24 y 48 h para determinar la expresión de ciclina D1 a nivel del mRNA. Para los 

experimentos del contenido de la proteína las células recibieron tratamiento 

durante 8 h, por que se ha determinado que la P induce la expresión del mRNA de 

ciclina D1 después de 3 a 6 h de tratamiento, y este efecto es inmediatamente 

reflejado a nivel de la proteína la cual retorna a niveles basales después de 12 h 

(Musgrove et al., 1993).  

 

8.3. Extracción de RNA total 

 

Para determinar el perfil de expresión de VEGF, EGFR  y ciclina D1 a nivel 

de mRNA, a las células recolectadas se les agregó 1 ml de trizol (Invitrogen) a 

4°C, se homogenizaron en el vortex, se les agregaron 200 μl de cloroformo, se 

agitaron y se mantuvieron en hielo durante 5 min. Al final se obtuvieron dos fases: 

la inferior de color rojo compuesta por fenol:cloroformo y la porción superior 

incolora, el RNA quedó en esta última fase, mientras que el DNA y las proteínas 

se mantuvieron en una interfase y en la fase orgánica, respectivamente. 

    Para la precipitación del RNA, se transfirió la fase incolora a un tubo eppendorf, 

se agregó un volumen equivalente al extraído de isopropanol y se mantuvieron las 

muestras a 4°C toda la noche. Posteriormente se centrifugaron las muestras a 

12000 rpm durante 15 min a 4°C. El RNA se observó en una pastilla de color 

blanca amarillenta. Después, se retiró el sobrenadante de las muestras, se realizó 

un lavado con etanol al 75% (1 ml). Se centrifugaron las muestras a 7500 rpm 

durante 8 min a 4°C, se realizó otro lavado con etanol al 80% y se centrifugaron 

las muestras a 7500 rpm durante 8 min a 4°C, se eliminó el sobrenadante y se 

secó la pastilla formada de cada muestra. La cantidad de RNA extraído se 

cuantificó en el espectrofotómetro a 260 y 280 nm. Para conocer las condiciones 

del RNA extraído, éste se analizó en geles de agarosa al 1% en condiciones 

desnaturalizantes (con formaldehído 37%). Se utilizaron las muestras en las que el 

RNA estuviera íntegro, determinado por la observación clara de las bandas 

correspondientes a los RNAs ribosomales 28S, 18S y 5S, además, de que no se 

encontrara el RNA degradado ni la presencia de DNA. 
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8.4. RT-PCR 

 

8.4.1. Oligonucleótidos 

 

Para amplificar fragmentos de los genes de VEGF, EGFR, ciclina D1 y del 

RNA ribosomal 18S (control de carga) mediante la técnica de RT-PCR, se 

diseñaron oligonucleótidos a partir de las secuencias publicadas en GenBank para 

cada gen, las cuales fueron analizadas posteriormente por el programa Primer3 

(NCBI). 

Las secuencias que resultaron más adecuadas fueron sintetizadas y se 

muestran a continuación: 

 

 VEGF 

Sentido 5’ - CTTCGCTTACTCTCACCTGCTT - 3’ 

Antisentido 5’ - CAACCACTCACACACACACAAC - 3’ 

Tamaño y región del producto amplificado: 243 pb; parte del exón 8 

 

 EGFR 

Sentido 5’ - AGCTATGAGATGGAGGAAGACG - 3’ 

Antisentido 5’ - GGATCCAGAGGAGGAGTATGTG - 3’ 

Tamaño  y región del producto amplificado: 224 pb; parte del exón 8 

 

 Ciclina D1 

Sentido      5’- CTGTAGTGGGGTTCTAGGCATC – 3’ 

Antisentido 5’- CACGCTACGCTACTGTAACCAA –3’ 

Tamaño  y región del producto amplificado: 158 pb; parte del exón 2 

 

 18S 

Sentido 5’ - AAACGGCTACCACATCCAAG - 3’ 

Antisentido 5’ - CCTCCAATGGATCCTCGTTA - 3’ 

Tamaño del producto amplificado: 150 pb 
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8.4.2. Síntesis de DNA complementario (cDNA) 

 

Se agregaron los siguientes componentes en un tubo eppendorf (volúmenes 

para una reacción): 1 μL de oligo (dT)12-18 (500 μg/mL; Invitrogen), 1 μL dATP, 1 

μL dTTP, 1 μL dGTP, 1 μL dCTP, 2 μg de RNA total y agua destilada estéril (el 

volumen necesario para tener un total de 12 μL). La mezcla se incubó a 65°C 

durante 5 min y se mantuvo en hielo. 

Posteriormente se añadieron 4 μL de buffer para primera hebra 5X 

(Invitrogen), 2 μL de DTT 0.1 M (Invitrogen), 1 μL de RNasa OUT (40 unidades/L; 

Invitrogen), el contenido se mezcló suavemente y se incubó a 42°C durante 2 min. 

Transcurrido este tiempo se añadió 1 μL (200 unidades) de la enzima 

SuperScriptTM II RT / MMLV-RT (Invitrogen) y la muestra se incubó a 42°C durante 

50 min. Para inactivar la reacción, se calentó a 70°C durante 15 min. 

En esta fase del RT-PCR se incluyó un control negativo al cual no se le 

agregaron los 2 L de RNA total. 

 

8.4.3. PCR 

 

Con la finalidad de determinar el número de ciclos necesarios para realizar la 

amplificación de fragmentos de VEGF, EGFR y ciclina D1 se realizó una curva de 

20, 25, 30, 35 y 40 ciclos. Para definir la temperatura de alineamiento de los 

oligonucleótidos, se realizó una curva de temperaturas que incluyó 48, 52, 56, 60 y 

64°C. 

Se realizó un calentamiento inicial de la reacción durante 10 min a 94°C para 

asegurar la completa desnaturalización del cDNA. Posteriormente se efectuaron 

25 ciclos de amplificación para VEGF, EGFR, ciclina D1 y 18S en las siguientes 

condiciones: 1 min a 94°C, 1 min a 56°C, 1 min a 72°C. La etapa de extensión 

final se llevó a cabo a 72°C durante 5 min. 

Se incluyeron dos controles negativos, uno sin muestra de RNA total (que 

proviene desde la fase de síntesis de cDNA) y otro al que no se le agregó cDNA. 
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Para una reacción de amplificación se utilizaron los siguientes componentes: 

 

Buffer de PCR II 10X (Tris-HCl 200 mM pH 8.4 y KCl 500 mM)............... 2.5 L 

MgCl2 25 mM............................................................................................. 1.2 L 

dATP (10 mM)........................................................................................... 1 L 

dTTP (10 mM)............................................................................................ 1 L 

dGTP (10 mM)........................................................................................... 1 L 

dCTP (10 mM)........................................................................................... 1 L 

Oligonucleótido sentido (15 M)................................................................ 0.85 L 

Oligonucleótido antisentido (15 M).......................................................... 0.85 L 

Taq DNA polimerasa (5 U/L)................................................................... 0.5 L 

DNA molde (cDNA previamente sintetizado)............................................. 2 L 

Agua destilada estéril................................................................................ 13.1 L 

Volumen total 25 L 

 

Para normalizar las posibles diferencias en la cantidad cargada de cDNA, se 

realizó también la determinación de la expresión del gen 18S por medio de la 

técnica de RT-PCR como se describió previamente. 

Los productos de la amplificación se analizaron a partir de lo obtenido por 

electroforesis de las muestras en geles de agarosa al 2% y se observaron en un 

transiluminador de rayos UV. Se utilizó una cámara digital Kodak DC290 Zoom 

para obtener la imagen digital de las bandas observadas en cada gel. 

 

8.5. Extracción de proteínas totales 

 

Con la finalidad de determinar el contenido de la proteína de VEGF, EGFR y 

ciclina D1 se realizó la extracción de proteínas a partir de las células U373 y D54, 

para lo cual, se les agregaron 400 L de buffer RIPA con una mezcla de 

inhibidores de proteasas (Tris-HCl 50 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, Nonidet P-

40/Tritón 1%, desoxicolato de sodio 0.5%, SDS 0.1%, EDTA 1 mM, AEBSF (amino 
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etil bencenil sulfonil fluoruro) 2 mM, aprotinina 0.3 μM, bestatina 130 μM, E-64 14 

μM, leupeptina 1 μM y PMSF 100 g/mL) a 4°C y se incubaron durante 1 hora en 

hielo. Para asegurar el lisado de las células, las muestras se hicieron pasar a 

través de una aguja de 21G x 32 mm. Posteriormente se centrifugaron a 14,000 

rpm por 15 min a 4°C, se separó el sobrenadante y fue almacenado a 4°C en 

tubos eppendorf de 1.5 mL para su posterior cuantificación y separación de las 

proteínas mediante electroforesis. 

La concentración de proteínas en el sobrenadante se determinó 

espectrofotométricamente a 280 nm en un Thermo Scientific NanoDrop. 

 

8.6. Western blot 

 

Cada muestra de proteína obtenida de las células (tomando un volumen 

correspondiente a 100 g) se mezcló con buffer de Laemmli 2X (Tris-base pH 6.8 

100 mM, azul de bromofenol al 0.1%, glicerol al 20%, SDS al 4%, -

mercaptoetanol al 10%) en una proporción proteína-buffer de 2:1 (v/v) a 4°C, se 

hirvieron durante 5 min y se depositaron en geles de poliacrilamida. Las proteínas 

se separaron por electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 

10% a 60 volts hasta que las muestras cruzaran el gel concentrador (a 4%) y 

después a 90 volts para el gel de corrida durante 2 horas. 

Las proteínas fueron transferidas del gel a una membrana de nitrocelulosa 

(Millipore) a 70 mA, durante 2 h en una cámara semihúmeda. Posteriormente, las 

membranas se bloquearon con una solución de albúmina sérica de pollo (Sigma) 

al 1% y leche descremada en polvo al 5% en PBS durante 2 h a temperatura 

ambiente cuando la proteína a determinar fue EGFR, mientras que el tiempo de 

bloqueo para la detección de VEGF y ciclina D1 fue de 4 h. 

Las membranas fueron incubadas durante toda la noche a 4°C con los 

siguientes anticuerpos: anti-VEGF (anticuerpo policlonal de conejo; Santa Cruz sc-

152), anti-EGFR (anticuerpo policlonal de conejo; Santa Cruz sc-03), anti-ciclina 

D1  (anticuerpo monoclonal de ratón Santa Cruz sc-8396) en una dilución 1:250 

(0.8 g/mL) o anti-SRC-1 (anticuerpo monoclonal de ratón, Upstate 05-522) en 
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una dilución 1:1000 (0.8 g/mL). Posteriormente fueron lavadas con PBS-Tween 

(Tween al 0.05%) 3 veces por 5 minutos y después incubadas a temperatura 

ambiente durante 45 min con un anticuerpo secundario anti-conejo o anti-ratón 

conjugado a peroxidasa (IgG-HRP, Santa Cruz sc-2357 y Santa Cruz sc-2033) en 

una dilución de 1:5000 (0.08 g/mL). Se utilizó un método de detección de alta 

sensibilidad (ECL, Amersham Pharmacia Biotech) para determinar la presencia de 

las proteínas estudiadas. Con este sistema, el peróxido de luminol junto con un 

activador son sustrato de la peroxidasa acoplada al anticuerpo secundario, los 

cuales, al reaccionar generan una señal de quimioluminiscencia la cual es 

detectada al exponer las membranas a placas autoradiográficas (Kodak BioMax 

light film). 

Con la finalidad de corregir las posibles diferencias en la cantidad de proteína 

total cargada en cada pozo de los geles se realizó la determinación de -tubulina, 

para lo cual, las membranas se bloquearon 2 h a temperatura ambiente con una 

solución de leche descremada en polvo al 10% en PBS, se incubaron con un 

anticuerpo primario anti--tubulina (Sigma T9026, Saint Louis, MO) en una dilución 

de 1:10,000 (0.04 g/mL) durante toda la noche a 4°C, a continuación fueron 

lavadas con PBS-Tween 3 veces por 5 minutos y se incubaron 1 h con un 

anticuerpo secundario anti-ratón (IgG-HRP, Santa Cruz sc-2033) acoplado a 

peroxidasa en una dilución de 1:10,000 (0.04 g/mL). Posteriormente se utilizó el 

método de detección de alta sensibilidad descrito anteriormente. 

 

8.7.  Transfección en la línea celular D54 

 

Se utilizó un RNA tallo asa corta (short hairpin RNA: shRNA) contra SRC-1 

(Santa Cruz) para disminuir la expresión de este coactivador (shSRC-1) y un 

shRNA no complementario a la secuencia de SRC-1 (Santa Cruz) como control 

(shControl). La eficiencia de transfección se determinó utilizando un plásmido que 

contiene la secuencia que codifica para la proteína verde fluorescente (pmax-

GFP). 500,000 células D54 fueron sembradas y cultivadas en medio DMEM con 

rojo fenol adicionado con SFB al 10%.  Las células D54 fueron transfectadas con 
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pmax-GFP, shSRC-1 y con shControl utilizando el reactivo de transfección 

FUGENE® HD (Roche, Basel, Switzerland). Se realizaron las siguientes 

preparaciones: 1 μl de pmax-GFP diluido en 99 μl de medio DMEM sin SFB, 2 μl 

de shSRC-1 o shcontrol fueron diluidos en 98 μl de medio DMEM sin SFB, por otro 

lado, 18 μl de FUGENE® HD fueron diluidos en 82 μl de medio DMEM sin SFB y se 

incubaron durante 5 min a temperatura ambiente, transcurrido este tiempo, se 

mezclaron las preparaciones para la formación del complejo pmax-GFP, shSRC-1 

o shcontrol-FUGENE® HD y se incubaron durante 30 min a temperatura ambiente. 

El complejo fue añadido a cada una de las cajas que contenían las células D54 

cultivadas con medio DMEM con rojo fenol adicionado con SFB al 10% y sin 

antibiótico durante 24 h. Posteriormente, se realizó un cambio de medio por 

DMEM sin rojo fenol adicionado con SFBs al 10% y sin antibiótico. Las células 

D54 recibieron tratamiento con V, P, RU486 y P en conjunto con RU486 durante 

24 h. Las células transfectadas con pmax-GFP fueron analizadas en un 

microscopio de fluorescencia (Nikon ECLIPSE E600). El contenido de la proteína 

de SRC-1, VEGF, EGFR y  -tubulina fue determinado mediante Western blot. 

 

8.8. Análisis densitométrico y estadístico 

 

Las imágenes y placas obtenida fueron sometidas a un análisis 

densitométrico para cuantificar la expresión de VEGF, EGFR, ciclina D1, SRC-1 y 

-tubulina de acuerdo a la intensidad de cada banda, utilizando un escáner HP 

Scanjet G3110 y mediante el programa ChemiImager 4400. Para cada 

experimento los datos resultantes de VEGF y EGFR se normalizaron con los de 

18S y -tubulina. 

Los datos fueron analizados mediante la prueba de ANOVA de una vía 

(comparación entre tratamientos) o de dos vías (comparación transfección y 

tratamientos), seguida por una prueba posthoc Tukey o Bonferroni 

respectivamente. Se utilizó el programa SPSS 13.0 (SPSS Inc. Chicago, IL) para 

calcular los valores de probabilidad, donde P< 0.05 fue considerada como 

estadísticamente significativa. 
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9. RESULTADOS 

 

En el presente trabajo se estudió la expresión de VEGF, EGFR y ciclina D1 a 

nivel del mRNA y de la proteína en las líneas celulares U373 y D54 tratadas con P, 

RU486 o la combinación de ambos mediante RT-PCR y Western blot. En los 

experimentos de RT-PCR se observó una sola banda de 243, 224, 158 y 150 pb 

correspondiente al tamaño esperado del fragmento amplificado de VEGF, EGFR, 

ciclina D1 y 18S. En los experimentos de Western blot, VEGF, EGFR y ciclina D1 

fueron detectados como bandas de 27, 150, 35 kDa, mientras que α-tubulina fue 

detectada como una banda de 55 kDa. 

Se observó que en la línea celular U373 la expresión del mRNA de VEGF y 

EGFR no  cambia con ninguno de los tratamientos administrados durante 6, 12, 24 

y 48 h (Figura 18A y B). Asimismo, no se encontraron diferencias significativas en 

la expresión de VEGF y EGFR a nivel de la proteína en esta línea celular (datos 

no mostrados). En contraste, en la línea celular D54 se encontró que la expresión 

del mRNA de VEGF y EGFR aumentó significativamente con el tratamiento de P 

durante 12 h y este efecto fue bloqueado cuando se administró RU486 en conjunto 

con P (Figura 19A y B). Además, en la línea celular D54 se determinó que el 

contenido de la proteína de VEGF y EGFR no se modifica después de 12 h de 

tratamiento con P, sin embargo, a las 24 h se demostró que la proteína de VEGF y 

EGFR aumenta con el tratamiento de P, efecto que resultó bloqueado con la 

administración conjunta de P + RU486 (Figura 20A y B).  

Las células fueron sincronizadas en la fase G1 del ciclo celular para 

determinar la regulación de la expresión de ciclina D1 por P. En la línea celular 

U373 se encontró que la expresión del mRNA de ciclina D1 incrementa 

significativamente con el tratamiento de P a las 6 h y este efecto fue bloqueado por 

el RU486 (Figura 21A). Además, se observó que el contenido de la proteína de 

ciclina D1 aumentó significativamente con el tratamiento hormonal a las 8 h 

(Figura 21B). Por otro lado, se determinó que en la línea celular D54 la expresión 

del mRNA de ciclina D1 no se modificó con ninguno de los tratamientos 

administrados durante 6, 12, 24 y 48 h (Figura 21C). Estos resultados en conjunto 
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sugieren que los efectos de P en la regulación de la expresión de VEGF, EGFR y 

ciclina D1 son mediados por el RP. 

 
 

 

Figura 18. Expresión del mRNA de VEGF y EGFR en la línea celular U373. Las células 

fueron tratadas vehículo (V; ciclodextrina 0.02% en agua estéril), progesterona (P; 10 nM), 

P (10 nM) en conjunto con el antagonista del RP RU486 (P+RU; 1 M) y RU486 (RU; 1 

M) durante 6, 12, 24 y 48 h. Los experimentos se llevaron a cabo utilizando 

oligonucleótidos específicos para VEGF (producto de amplificación de 243 pb), EGFR 

(producto de amplificación de 224 pb) o RNA ribosomal 18S (producto de amplificación de 

150 pb) usado para normalizar los niveles de expresión de los dos genes. Análisis de RT-

PCR realizado para el mRNA de VEGF A) y de EGFR B). Se muestra el análisis 

densitométrico e imagen representativa de un experimento (12 h). Los resultados son 

expresados como media  S.E.M. de cuatro experimentos independientes. 
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Figura 19. Efecto de la P sobre la expresión de VEGF y EGFR en la línea celular D54. 

Las células fueron tratadas vehículo (V; ciclodextrina 0.02% en agua estéril), progesterona 

(P; 10 nM), P (10 nM) seguido de RU486 (P+RU; 1 M) o RU486 (RU; 1 M) durante 6, 

12, 24 y 48 h. Los experimentos se llevaron a cabo utilizando oligonucleótidos específicos 

para VEGF (243 pb), EGFR (224 pb) o RNA ribosomal 18S (150 pb) usado para 

normalizar los niveles de expresión de los dos genes. Análisis de RT-PCR realizado para 

el mRNA de VEGF A) y de EGFR B). Se muestra el análisis densitométrico e imagen 

representativa de un experimento (12 h). Los resultados son expresados como media  

S.E.M. de cuatro experimentos independientes. * P 0.05 comparado con V, P+RU y RU. 

Las barras oscuras en la gráfica indican el efecto significativo de P. 
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Figura 20. Regulación del contenido de la proteína de VEGF y EGFR por P mediada por 

el RP. Análisis del contenido de la proteína de VEGF A) y de EGFR B)  mediante Western 

blot en células tratadas con vehículo (V; ciclodextrina 0.02% en agua estéril), 

progesterona (P; 10 nM), P (10 nM) seguido de RU486 (P+RU; 1 M) o RU486 (RU; 1 

M) durante 12 y 24 h. Las células fueron lisadas y las proteínas obtenidas (100 µg) 

fueron separadas por electroforesis en geles SDS-PAGE al 12% para VEGF o al 6% para 

EGFR, posteriormente fueron transferidas en membranas de nitrocelulosa e incubadas 

con anticuerpo para VEGF (27 kDa), EGFR (150 kDa) o -tubulina (55kDa) usada para 

normalizar los niveles de expresión de las dos proteínas. Se muestra el análisis 

densitométrico e imagen representativa de un experimento (24 h). Los resultados son 

expresados como media  S.E.M. de cuatro experimentos independientes. * P 0.05 

comparado con V, P+RU y RU. Las barras oscuras en la gráfica indican el efecto 

significativo de P. 
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Figura 21. Regulación de la expresión de ciclina D1 por P a través del RP. Análisis del 

mRNA de ciclina D1 (producto de amplificación de 158 pb) mediante RT-PCR en células 

U373 A) y D54 C) tratadas con vehículo (V; ciclodextrina 0.02%), progesterona (P; 10 

nM), P (10 nM) seguido de RU486 (P+RU; 1 M) o RU486 (RU; 1 M) durante 6, 12, 24 y 

48 h. Análisis del contenido de la proteína de ciclina D1 B) mediante Western blot en 

células tratadas con V; P, P + RU o RU durante 8 h. Células U373 fueron lisadas y las 

proteínas obtenidas (100 µg) fueron separadas por electroforesis en geles SDS-PAGE al 

12%, transferidas en membranas de nitrocelulosa e incubadas con anticuerpo para ciclina 

D1 (35 kDa) o -tubulina. Se muestra el análisis densitométrico e imagen representativa 

de un experimento (8 h). Los resultados son expresados como media  S.E.M. de cuatro 

experimentos independientes. * P 0.05 comparado con V, P+RU y RU. Las barras 

oscuras en la gráfica indican el efecto significativo de P. 
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Los efectos de la P encontrados sobre la expresión de VEGF, EGFR y ciclina 

D1 en las dos líneas celulares de astrocitomas son resumidos en la siguiente tabla 

(Tabla 3). 

Tabla 3. Efectos de P a nivel de mRNA y a nivel de la proteína de VEGF,  

EGFR y ciclina D1 en las líneas celulares U373 y D54. 
 

 
U373 (grado III) D54 (grado IV) 

mRNA Proteína mRNA Proteína 

VEGF Sin efecto Sin efecto 
Aumento a 

las 12 h 

Aumento a 

las 24 h 

EGFR Sin efecto Sin efecto 
Aumento a 

las 12 h 

Aumento a 

las 24 h 

Ciclina 

D1 

Aumento a 

las 6 h 

Aumento a 

las 8 h 
Sin efecto Sin efecto 

 

Se estudió el efecto de SRC-1 sobre la expresión de VEGF y EGFR inducida 

por P en células D54 transfectadas con shRNA contra SRC-1. Se confirmó 

mediante Western blot que el contenido de la proteína de SRC-1 en las células 

D54 tranfectadas con shSRC-1 fue significativamente menor (30%) que las células 

transfectadas con shControl (Figura 22A). En células D54 transfectadas con 

shControl, el tratamiento con P durante 24 h produjo el resultado esperado de un 

incremento en el contenido de la proteína de VEGF y EGFR, este efecto fue 

bloqueado con el tratamiento de RU486 (Figura 22B y C). La transfección con 

shSRC-1 redujo significativamente el contenido de la proteína de VEGF después 

de 24 h de tratamiento con P (Figura 22B). El análisis de los resultados mediante 

ANOVA de dos vías reveló que el tratamiento con P y la transfección con shSRC-1 

produjeron un aumento y una disminución, respectivamente, sobre la expresión de 

VEGF (tratamiento: F (1,32) =63.52, P< 0.001; transfección: F (1,32) = 28.52, P< 

0.001) sin una interacción significativa entre el tratamiento y transfección. Por otro 

lado, la transfección con shSRC-1 no causó un efecto sobre el contenido de la 

proteína de EGFR (Figura 22C). Estos datos sugieren que SRC-1 participa en la 

regulación de la expresión de VEGF. 
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Figura 22. Efectos del silenciamiento de SRC-1 sobre la expresión de VEGF y EGFR 

estimulada por P. Células D54 fueron transfectadas con shControl o shSRC-1, 12 h 

después de la transfección el medio fue cambiado por medio DMEM sin rojo fenol 

suplementado con 10% de SFBs y tratadas con vehículo (V; ciclodextrina 0.02% en agua 

estéril), progesterona (P; 10 nM), P (10 nM) seguido de RU486 (P+RU; 1 M) o RU486 

(RU; 1 M) durante 24 h. El contenido de la proteína de SRC-1 A), VEGF B), EGFR C) y 

-tubulina fue determinado mediante Western blot. Se muestra el análisis densitométrico 

e imagen representativa de un experimento. Los resultados son expresados como media 

 S.E.M. de tres experimentos independientes. El análisis de ANOVA de dos vías indica 

un efecto significativo del tratamiento con P (F (1,32) =63.52, P< 0.001) y la transfección 

con shSRC-1 (F (1,32) = 28.52, P< 0.001) sobre la expresión de VEGF sin una interacción 

significativa entre estos factores. * P< 0.001 comparado con todos los grupos 

transfectados con shControl, ** P< 0.001 comparado con V. 
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10. DISCUSIÓN 

 

La P puede regular procesos biológicos como el crecimiento y la proliferación 

la celular a través de la unión con su receptor intracelular, el RP (Henley et al., 

2005), el cual, mediante la activación de vías de señalización o mediante su 

función como factor de transcripción puede causar el aumento o disminución de la 

expresión de genes blanco (Boonyaratanakornkit et al., 2008; Misiti et al., 1998). 

Cuando el RP actúa como factor de transcripción, para mediar los efectos 

transcripcionales de la P, se une a secuencias específicas en el DNA e interactúa 

con la maquinaria de transcripción y correguladores como SRC-1 (Beato et al., 

1996). 

La P, además de estar involucrada en procesos fisiológicos, participa en 

procesos patológicos como la tumorigénesis (Camacho-Arroyo et al., 2000). Se ha 

reportado que la regulación de la expresión de factores de crecimiento y/o de sus 

receptores por P, es un mecanismo por el cual la hormona incrementa la tasa de 

proliferación de células normales y cancerosas. Por otro lado, existe evidencia de 

que el cáncer es resultado de cambios genéticos graduales que resultan en la 

inactivación de genes supresores de tumores y la activación de oncogenes entre 

éstos últimos se encuentran factores de crecimiento o sus receptores como VEGF, 

VEGFR, EGF o EGFR, que pueden encontrarse sobreexpresados en tumores 

celulares lo que deriva en la pérdida de importantes mecanismos de control 

celular. Debido a su influencia en el fenotipo de muchos tipos celulares malignos, 

el conocimiento de los factores de crecimiento, sus receptores y su regulación, es 

importante para su establecimiento como blancos terapéuticos (Hernández et al., 

1999; Nussey et al., 2001). 

Entre los tipos de tumores malignos de los cuales se ha propuesto que su 

desarrollo se encuentra influenciado por el ambiente hormonal, están los 

astrocitomas. Se ha sugerido que la P participa en el desarrollo de estos últimos y 

que los efectos de la hormona pueden estar mediados por el RP (Carroll et al., 

1993; González-Agüero et al., 2001). También se ha demostrado que la P 

aumenta la proliferación celular en las líneas celulares U373 (grado III) y D54 
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(grado IV) derivadas de astrocitomas humanos, mientras que el tratamiento con un 

antagonista, RU486, bloquea el efecto de P (González-Agüero et al., 2007). 

En el presente trabajo se determinó la regulación de la expresión de VEGF, 

EGFR y ciclina D1 por P mediante el RP y SRC-1 en líneas celulares derivadas de 

astrocitomas humanos U373 y D54. 

Los resultados obtenidos muestran que, en la línea D54, la P regula 

positivamente la expresión de VEGF. Se observó un aumento significativo de su 

mRNA a las 12 h de tratamiento, mientras que la administración de RU486 

bloqueó este efecto, por lo que se puede sugerir que la regulación por P está 

mediada por el RP. Este efecto se vio reflejado a nivel de la proteína, ya que se 

observó un aumento significativo de su contenido a las 24 h de tratamiento con P y 

de la misma forma que para el mRNA, el RU486 bloqueó su efecto. VEGF es un 

regulador fundamental de la angiogénesis (Ferrara, 2009) y se ha reportado que 

células tumorales lo producen, incluyendo células de astrocitomas (Knizetova et 

al., 2008; Zhou et al., 2003). Existen varios reportes en los que, de manera similar 

a este trabajo, se observa que la P incrementa la expresión del mRNA y/o de la 

proteína de VEGF en el útero del ratón (Hyder et al., 2000) y en las líneas 

celulares de cáncer de mama BT-474 HCC-1428 y T47D, efecto que es bloqueado 

por RU486 (Liang et al., 2005; Wu et al., 2004). También, en células de 

adenocarcinoma endometrial Ishikawa se ha reportado que la tasa de 

transcripción del gen de VEGF aumenta significativamente con el tratamiento de la 

progestina R5020, mientras que, con el tratamiento conjunto de P con 

antagonistas del RP como RU486 o ZK299 no se observa un incremento en la 

transcripción del gen (Mueller et al., 2003).  

Se sugiere que la P regula la expresión de VEGF mediante un mecanismo de 

acción genómico o clásico, donde el RP activado por P se une directamente al 

promotor del gen de VEGF, ya que se han identificado tres ERP. La localización 

de los ERP en la secuencia promotora de VEGF es la siguiente: ERP1 del –1865 

al –1860; el ERP2 del –716 al 711 y el ERP3 del +679 al +684 (Figura 18).  

Del mismo modo, en la línea celular D54, se determinó que la expresión de 

EGFR está regulada positivamente por P, ya que el tratamiento con esta hormona 
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incrementó significativamente su mRNA a las 12 h y este efecto se observó 

bloqueado por RU486. Al igual que en VEGF, el contenido de la proteína de EGFR 

aumentó de forma significativa a las 24 h de tratamiento con P, efecto que fue 

bloqueado por RU486, lo que sugiere que su regulación por P se lleva a cabo por 

medio del RP. Este aumento de la proteína refleja los cambios observados a nivel 

del mRNA de EGFR a las 12 h. Se ha establecido que EGFR está involucrado en 

la regulación de la proliferación y diferenciación celular (Mitsudomi et al., 2012). 

Los resultados obtenidos en el presente estudio coinciden con otros reportes en 

los cuales se ha descrito que, en la línea celular T47D y en células estromales de 

endometrio, la P incrementa la expresión a nivel del mRNA y del contenido de 

EGFR, además de haberse demostrado que la inducción observada es bloqueada 

por RU486 (Faivre et al., 2008; Musgrove et al., 1991). Se ha reportado también, 

que progestinas sintéticas, como el acetato de medroxiprogesterona, aumentan la 

expresión de EGFR en células de adenocarcinoma endometrial (Zhao et al., 

2007). 

Se sabe que el RP activado por su ligando puede unirse directamente al 

DNA regulando la transcripción de genes blanco de P que tienen ERP en su 

secuencia promotora, también, se ha reportado que el RP se une indirectamente 

al DNA mediante la asociación con otros factores de transcripción, incluyendo a la 

proteína específica 1 (Sp1) y a la proteína activadora (AP1) para regular la 

transcripción de genes blanco de P que carecen de ERP en su región promotora 

(Lockwood et al., 2000). Faivre y colaboradores (2008) sugieren un mecanismo 

por el cual la P regula la expresión de EGFR, se conoce que el promotor de EGFR 

no contiene ERP, sin embargo, tiene sitios de unión a Sp1 donde el RP se puede 

asociar. La P unida al RP que se encuentra en citoplasma activa la vía de 

señalización de c-Src y MAPK, a su vez se induce la fosforilación de la isoforma B 

del RP nuclear (en la serina 345) promoviendo su activación y unión con el factor 

Sp1 en la región promotora del gen de EGFR, aumentando la transcripción de este 

gen (Figura 23). 

Por otro lado, en la línea celular U373, se encontró que la P incrementa 

significativamente la expresión del mRNA de ciclina D1 (6 h) y este efecto fue 
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bloqueado por RU486, sugiriendo que el efecto de la hormona  es mediado por el 

RP. Musgrove y colaboradores (1993) reportan que en la línea celular T47D, la P 

promueve la proliferación celular debido a que regula la expresión de genes que 

controlan la progresión del ciclo celular como es la de ciclina D1. Se conoce que la 

expresión de ciclina D1 aumenta en la fase temprana de G1 del ciclo celular, esto 

es importante para que las células progresen hacia la fase S y posteriormente se 

dividan. Se ha demostrado en la línea celular de cáncer de mama T47D que la 

expresión del mRNA de ciclina D1 aumenta paulatinamente con el tratamiento de 

P, este efecto se puede apreciar a partir de las 2 h de tratamiento con un efecto 

máximo a las 6 h, posteriormente la expresión de ciclina D1 retorna a niveles 

basales, esta regulación de la hormona coincide con la entrada de las células a la 

fase S del ciclo celular.  

La inducción del mRNA de ciclina D1 por P es un evento mediado por el RP, 

ya que con el tratamiento de RU486 se bloquea esta inducción. Se sugiere que la 

P regula positivamente la expresión de ciclina D1 mediante el RP, este efecto 

puede deberse a la activación de vías de señalización y/o a través de su función 

como factor de transcripción, aunque el promotor del gen de ciclina D1 carece de 

ERP, el RP puede unirse indirectamente al DNA mediante la asociación con otros 

factores de transcripción (Figura 23). Se ha reportado, que la inducción de la 

expresión del gen de ciclina D1 es dependiente de la interacción del RP (activado 

por P) con c-Src en citoplasma, posteriormente se activa la vía de señalización de 

MAPKs. El promotor de ciclina D1 tiene múltiples elementos de unión para 

factores de transcripción incluyendo Sp1, AP1, RE y Ets, los cuales pueden ser 

blanco de la vía de MAPK activada por P (Boonyaratanakornkit et al., 2008; Faivre 

et al., 2008; Klein et al., 2008). Por otro lado, en células T47D tratadas con MPA, 

se ha demostrado que la interacción del REα con el RP en el promotor del gen de 

ciclina D1 es esencial para inducir su expresión y la proliferación celular (Giulianelli 

et al. 2012). 
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Figura 23. Mecanismos de acción propuestos para la regulación de P sobre la expresión 

VEGF, EGFR y ciclina D1 (CCD1) (Boonyaratanakornkit et al., 2008; Faivre et al., 2008; 

Giulianelli et al.; 2012, Liang et al., 2005; Mueller et al., 2003). 

 

 En conjunto estos datos sugieren que la P regula diferencialmente la 

expresión de VEGF, EGFR y ciclina D1 mediante el RP en líneas celulares de 

astrocitomas humanos. Diferencias en la regulación de estas proteínas entre las 

células U373 (grado III) y D54 (grado IV) podrían estar relacionados con el grado 

del tumor del cual se derivan. El grado histológico de un tumor se refiere a su 

grado de diferenciación o semejanza que tengan o no las células del tumor con las 

células normales del mismo tipo de tejido. Las células U373 exhiben 

características de malignidad como lo son la atipia nuclear y alta proliferación 

(Cabrera-Muñoz et al., 2009; González-Agüero et al., 2001; González-Arenas et 

al.2012). A nivel molecular, los astrocitomas de grado III presentan alteraciones en 

la expresión de genes que regulan el ciclo celular como lo es la ciclina D1 (Louis et 

al., 2007) y su expresión se ha relacionado a una activa y constante proliferación 
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celular (Sallinen et al., 1999). En contraste, las células D54 exhiben características 

de una malignidad mayor como lo son la alta proliferación y propiedades invasivas 

(Cabrera-Muñoz et al., 2009; González-Arenas et al. 2012). A mayor grado de 

evolución las células presentan mayor desdiferenciación y por consiguiente, una 

expresión diferencial de proteínas como factores de crecimiento y sus receptores 

que conllevan a una malignidad mayor (American-Joint-Committee-on-Cancer, 

2010). Se ha reportado que la inducción de la expresión de VEGF y EGFR 

aumenta la malignidad de células de astrocitomas humanos, ya que promueven la 

proliferación, angiogénesis, invasión y metástasis (Furnari et al., 2007). 

Además, la regulación diferencial de la expresión de VEGF, EGFR y ciclina 

D1 por P observada en las líneas celulares U373 y D54 puede deberse a la 

expresión diferencial de proteínas que los regulan, como es el caso de la 

expresión de las isoformas RP-A y RP B y de coactivadores como SRC-1. En 

nuestro laboratorio, se ha determinado que en la línea celular U373 la isoforma 

RP-B es la predominante (RP-B:RP-A 3:1), mientras que en la línea celular D54 la 

isoforma predominante es la RP-A (RP-B:RP-A 0.66:1) (Cabrera-Muñoz et al., 

2009). Se ha reportado que RP-A y RP-B modulan la expresión de diferentes 

genes en el útero y células de cáncer de mama (Tung et al., 2006). De igual forma, 

esta regulación diferencial podría verse influenciada por la expresión del 

coactivador SRC-1 ya que éste interviene en la remodelación de la estructura de la 

cromatina para favorecer la actividad transcripcional del RP (Tung et al., 2006) y 

en la línea celular D54 se ha determinado que la P aumenta significativamente la 

expresión de SRC-1 (Hernández-Hernández et al., 2010); esto es relevante 

porque el coactivador podría también aumentar la transcripción de genes blanco 

de P. 

Los resultados obtenidos demuestran que el contenido de la proteína de 

SRC-1 en células D54 transfectadas con shSRC-1 fue significativamente menor 

que en las células transfectadas con shControl. De manera interesante, se 

observó que la P incrementó el contenido de la proteína de SRC-1 en células D54 

transfectadas con shSRC-1 y shControl. Del mismo modo, previos estudios en 

nuestro laboratorio demuestran, que la P incrementa la expresión del mRNA de 
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SRC-1 en células D54 12 h después de su administración y este incremento se vio 

reflejado en el contenido de la proteína de SRC-1 12 h después (Hernández-

Hernández et al., 2010). Esto podría contrarrestar los efectos de la disminución de 

SRC-1 en células D54 transfectadas con shSRC-1. 

En la línea celular D54, se determinó que la disminución de la expresión de 

SRC-1 no influyó en la expresión de EGFR inducida por P, sugiriendo que SRC-1 

no es requerido para mediar la transcripción del mRNA de EGFR, es posible que 

otros coactivadores como SRC-2 y SRC-3 participen en su regulación. Con 

respecto a este último punto, sería interesante investigar los efectos de la 

disminución de SRC-2 y SRC-3 sobre la expresión de EGFR inducida por P. 

Por otro lado, se demostró que en las células D54 transfectadas con 

shSRC-1 significativamente disminuyó el contenido de la proteína de VEGF. 

Varios estudios han demostrado la importancia fisiológica y patológica de la 

expresión de SRC-1 (Han et al., 2005; Qin et al., 2009; Wang et al., 2009; Xu et 

al., 2009), asimismo, que SRC-1 es un modulador clave de la transcripción de 

genes mediada por RP (Han et al., 2005; Tung et al., 2006). Se ha reportado que 

la regulación de la expresión de SRC-1 es importante para la tumorigénesis, ya 

que existen estudios que demuestran que la expresión de SRC-1 aumenta 

significativamente en tumores de mama y se correlaciona positivamente con la 

recurrencia de la enfermedad y con una baja sobrevida libre de la enfermedad (Xu 

et al., 2009). Del mismo modo, se ha demostrado in vivo que SRC-1 promueve la 

invasividad y metástasis en cáncer de mama al coactivar al factor de transcripción 

PEA3, el cual induce la expresión de Twist (un regulador clave de la metástasis) 

(Qin et al., 2009). Los resultados obtenidos sugieren que SRC-1 actúa como un 

coactivador de la transcripción del mRNA de VEGF. El conocer cual es la función 

de SRC-1 en astrocitomas puede ser de utilidad para mejorar o proponer nuevas 

estrategias terapéuticas para inhibir el crecimiento de los astrocitomas humanos. 
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11. CONCLUSIONES 

 

 La P regula positivamente la expresión del mRNA y de la proteína de VEGF 

y EGFR en la línea celular D54 derivada de astrocitomas humanos de grado IV, 

pero no en la línea celular U373, de grado III. 

 

 La expresión del mRNA y de la proteína de ciclina D1 fue inducida por P en 

la línea celular U373. 

 

 El efecto de la P sobre la regulación de la expresión de VEGF, EGFR y 

ciclina D1 está mediado por el RP. 

 
 SRC-1 participa en la regulación de la expresión de VEGF en la línea 

celular D54. 
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13. ANEXO 

 

13.1. Línea celular D54 transfectada con pmaxGFP-FUGENE 

 

 

 

Figura 24. Control de transfección. Las células D54 fueron transfectadas con pmax-GFP 

utilizando FUGENE® HD  (A). Fluorescencia observada de las células que expresaron la 

proteína GFP (B). Sobrelape de las imágenes obtenidas con microscopio de luz visible y 

de fluorescencia (C). 
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13.2. PUBLICACIONES 

 

  13.2.1. Progesterone receptor and SRC-1 participate in the regulation 

of VEGF, EGFR and Cyclin D1 expression in human astrocytoma cell lines 
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such as sleroid reeeptor COolCliv.ltor-l (SRC·I ) ¡hat dre required for efficient trdnscriplional activ.uion. 
The reguldlion ofVEGF. EGf'R dnd cyclin DI express ion by P in humdn dSlrocytomd cells is nOI known. We 
sludied the role ofPR .lnd SRC- I in the expression ofVEGF. EGAI:.lnd cyclin DI medidted by P in human 
dstrocytoma cell Unes gr.acle 111 (U373 ) dnd IV (OS4). P significdnlly incredsed VEGF .lOO EGFR mRNA 
expression arter 12 h oflreatment in 054 cells Ih,¡t was reflf'Cted.n protein level24 h afler tre,¡ lment. This 
efreet WdS blocked by ¡he PR dnlagonis!. RU 436. In U)71 cells cyctin DI mRNA aOO proteln expression 
WolS induced by P dfter 6 .lOO 8 h of tredlmen!. respeclively. dnd Ihis efreet WdS blocked wilh RU 486. 
Tr.lnsff'Ction with 500rt h.lirpin RNII Idrgeting cOdCliv.llOr SRC-I significdnlly reduced VEGF expression 
afler 24 h of lredtment. Colleetively. our results indiCdte tha! P reguldles VEGF and EGFR expression in 
054 cells and cyctin 01 expression in U)73 Ihrough PR. and Ih'¡l SRC-I pdrticlpdles in Ihe regulalion of 
VEGF express ion. 

1. Int.roduction 

Astrocytomas are the most common primary brain tumors in 
humans. They are mainly found in adults between ages 30 and 50. 
and possess a high malignancy potential. The World Heallh Organi· 
Zdlion (WHO) eI.lssifies .lslrocylom.lS dccording lO Ihei r h iSlologicdl 
Ch.lrdCleris tics in four groups (l-IV). and the surviva l of p.atients is 
inversely relaled to Ihe tumor"s grade (12 1. 

The most common dllerations in astrocytomas inelude somatic 
mU(dtions in tumor su ppressor genes, such as pS3 and PTEN 
involved in Ihe regul.llion of response lo ONA ddmdge, .lpoplo­
sis and differenlialion; overexpression of many growth fdCtOrs and 
the'r receptors. such as vascular endolhelial growth factor (VEGF) 
and epidermal growth fa ctor receplor (EGFR), that regulate cell pro­
lireration. dngiogenesis and migra tion : and abnormalities in the 
cell cyele regulatory complex thal ineludes Ihe cyelin-dependenl 
kindse (cdk ) 4, cdk6. cyelin DI and retinoblasloma (Rb) PI. It has 
been reported thal VEGF. EGFR and cyelin DI expression levels are 
elevated in high-grade human astrocyromas (3 -5). 

• Corresp(mding~ulhor ~t: F~cu ll,¡d de Quimiu. U. N. A. M~ Ciud,¡d Un¡~rs¡lari,¡, 

Coyoacln 04S10. D.F. México. Mexico. Tel: -S2 SS 56223132: 
r.x: .S2 SS S616 2010. 

f·nuJil oddrm: c.lma(ho.Irro~mai l.com (l. C.lma(ho·Arroyo ~ 

0960-07601$ - _ fron! rn.mer Cl2012 Elsevier LId. AlI rillh ls reseM!'d. 
hnp:/Idx.doi.org,l IO.IO 16}j.jsbmb.2012.04.00s 

() 201 2 Elsevier lid. A11 rights reserved. 

Progeslerone (P) p.lrtícip.ltes in the regul.ltion of sever.ll physi­
ological dnd p.llhologiC.l1 processes (6 ). P has been involved in the 
growth of brain tumors such as chordomas. meningiomas. c ranio­
pharyngiomas and astrocytomas (7- 11 J. P mainly elicits its effects 
by interaction with progesterone receptor (PR), which in humans is 
expressed as two isoforms; PR-A .lnd PR-S with d ifferenl function 
.lnd regularion ( 12, 13). In astrocytomas, a direct reldtion between 
the contenl ofPR and the tumor grade has been reported. suggest­
ing Ihal PR-posilive tumors possess a high proliferative potential 
(8, 14). Our group has found Ihat P induces cell prolireration in U37 3 
.lnd 054 humdn dstrocytom.l celllines (grddes 111 and IV, respec­
t ively). which is blocked by its .lnlagonist RU 486, suggening Ihdt 
P effecls are mediated by PR (1 5) whose both isoforms have been 
detecled in UJ73 and 0S4 cells (16.17 ).11 has been demonsrraled 
that the expression ofVEGF, EGFR and cyelin DI directly corre lolles 
wi th the tumorgrdde and Ihe recurrence of dslrocytomas (),5 (. Sev­
era l studies hdve established thal natural and synthetic progestins 
increase VEGF. EGFR and cyelin DI expression (mRNAand prolein) 
in human endolhelial. lshikawa endometrial carcinoma and breasl 
Cdncer cells (BT-474. T470 dnd HCC·1428) Ihrough a PR-medidted 
mechanism ( 18-2 1). 

Classically. P binding 10 PR induces a change in receptor 
conformation. followed by dimerization and interaction wilh pro­
gesterone responsive elemenls (PRE ) in the promoter or enhancer 
regions of tdrget genes. In dddition to direct ly COnl.lcting ONA, 
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PR Cdn tetht'r to other tr,mscription (dcton. including specificity 
proteio I (Sp l ) and activator pro teio 1 (AP I ), 10 regulolte gene pro­
moters rhclt lack canonieal PRE sequences [21). To activare t.ugel 
gene trimscription ligimd-.1ctiv.Hed PR recruits corrgul.1tory pro­
teios. coactivators or corepressors that are required fer efficient 
tT.1nscriptiondl regu lollion by sleroid receptors [221. COclct iv.1tors 
enha.nce Ihe transcriptional activity of PRo through their chrom.1tin 
remodeling activities Ih.1t f.1cilitOlte the .assembly of a tr.1nSCrip­
tion ¡niliation complex, by bridging nuclear recepters w ith (he 
t ranscription mdchinery or by interclcting with other cOclct ivd(OrS 
1231. 

Severa] families of coactiva!ors have been charac!erized. The 
sleroid receptor coaclivator (SRC) family of 160 kOa consisls of 
Ihree members: SRC- I (al5O called NCoA-l). SRC-2 (al5O called 
GRIP-I JNCoA-2 ) and SRC-3 (also cal le<! AIB I /ACTR/NcOA-3). These 
proteins are known 10 possess inlriosic histone acetyltr,¡nsfer,¡se 
(HAT) activity ,¡nd are capable of modificating chromatine by his­
tone ,¡cetyl,¡tion [24-261. 

SRC proleins inleract wilh sever,¡1 ligand-bound receplors 
including PR 1271. 11 h,as been demonstr,¡l ed Ih,¡1 SRC- I is,an impor­
l,anl modul,alOrofPR-medi,ated gene tr,anseription. lnT470 hum,an 
breasl c,¡ncer cell line, PR preferenti,¡lly recruils SRC- I after P 
,administrdlion 128,29), H,an et ,a l. (29) used ,a tr,ansgenic mouse 
model (a PR ,actiVity indical or (PRAl) system th,¡! cou ld monitor 
PR funclion In vivo) in which SRC- I modul'¡led PR ,¡ctivity in the 
ulerus. 

Severdl sludies hdve demonslrdl ed Ihdt SRC- I expression is sig­
nific,antly incre.1sed in bre.ast tumors and posilively correl,¡tes wilh 
disease recurrence dnd poor disease-free survival (30). Jt al50 par­
ticipates in l umor progression and surviv,¡1 of ~er.11 c,¡ncer cell 
l ines (31-33 ). l t has been reported thal disruption ofSRC-1 gene in 
mice suppresses bre,¡st c,¡ncer mel.1sl,¡sis [34 ). Studies in our l.1bo­
rdloryhave demonstraled thaISRC- I isexpressed in U373 and 054 
cells. ,and i l S expression w,¡s up- regul.1led by P in OS4 cel ls [ 17 ). 

In this sludywe inveslig'¡led whelherVEGF, EGFR .1nd cyclin DI 
mRNAand prolein express ion could be regulated by P. and ifPR and 
SRC- I co,¡cl iv,¡lor ,¡re involved in such regul.1tion in U373 .1nd 054 
human astrocyloma cells. 

2. M,¡teri,¡ls ,¡nd methods 

;U . CI.'/J (1Iltllrl.' olld U f.'OtlJll.'lItS 

U373 .1nd 054 hum.1n asrrocyloma cel l l ines derive<! from 
human astrocylom.1 gr.1des 111 (ATCC, M.1nasSds. VA) and IV. 
generously obtained by Dr. Andres Gurierrez from Dr. Sontheimer 
(Birmingham. Aldbama ) laboralory. were used. 1 x 1()6 cells were 
plated i n IOcm dishes .1nd maiOl.1ined in Oulbecco's modification 
of Eagle's medium ( OMEM ) supplemenled with 10% fetal bovine 
serum (FBS), 1 mM pyruvale, 2mM gIUI.1mine. 0.1 mM non­
esseOlial amino .1cids (GIBCO N.Y.) for 24 h. Medium was changed 
by phenol red-free OMEM medium supplemented with 10% chu­
cO.1l Slripped serum FBS (sFBS) (Hyelone, Utah). 1 mM pyruvale, 
2 mM gJuUmine. 0. 1 mM non-essenti.11 .1mino aeids (CISCO N.Y.) 
al 37 °C under a 9S1:: air, 51:: CCQ .umosphere during 24h. Then, 
Ihe following treatments were applied for 6. 12. 24 and 48 h: (a) 
vehicle (V: 0.021:: cyelodextrin in sterile w.1ter ): ( b) P ( 10 nM): (e) P 
followed by ils aOlagonist RU 486 ( 1¡.t.M); (d) RU 486. Cyclodextrin, 
P dnd RU 486 were purchased from Sigm.1- A1drich (SI. Louis. MO). 
For cyclin DI expression experimenlS, cells were synchronized in 
phenol red-free OMEM withoul sFBS for 48 h. Then. the treatments 
were .1pplied for 6. 12. 24 and 48h lo determine the expression 
of cyclin DI .1r mRNA levels. For cyclin DI protein expression 
experimenl. eells were treated for 8 h. bec,ause, il has been demon­
stral ed that P induces Ihe expression of cyclin 01 mRNA 3- 6h 

after treatment, .1Od this effect is immedi.1tely renected at protein 
levels and retur ned to controllevels by 12 h (35 ). 

12. Toral RNA rxtraerlon and RT-PCR 

TOlal RNA was i50ldled from U373 and 054 cells 6. 12. 24 and 
48 h afler tre.Jtments wilh Ihe single-sl ep method bdsed on gU.1ni­
dine i5Othiocyanatel phenolJchloroform extraction according 10 Ihe 
TRlzol Reagenl manufdcturer's protocol. TIle tirst- slrand cDNA was 
synthesized from 2¡.t.g of lotdl RNA by using SuperScript 11 reverse 
transeriplion (Invilrogen ) and oligo (dTh s primers .1ccording lo ilS 
prOIOCOI. Two ¡.t.1 of RT re.1ction W.1S subjected to PCR in order 10 
simultaneously amplify a gene fragmenl ofVEGF. EGFR. cyclin DI 
and 18S ribosom.11 RNA. This W.1S used.1s.1n internal control. The 
sequences ofthe specitic primers for VEGF amplification fragment 
( from +2601 lo +2844) were 5' -CITCGCITACTCTCACCTCCIT- 3' 
in the sense primer .1nd 5' -CMCCACTCACACACACACAAC-3' in 
Ihe dnlisense; for EGFR ,amplitic,alion region (from +1189 10 
+14 12) were 5'-AGCTATGAGATGGAGGMGACG-3' in Ihe sense 
and 5' -GGATCCAGAGGAGGAGTATGTG-3' in Ihe antisense; and 
for cyelin DI .1mplific.Uion region ( from +1627 10 +1783 ) 
were 5' -CTCTAGTGGGGTICTAGCCATC-3' in lhe sense and 5' ­
CACGCTACGCTACTGTMCCM-3'. The 2S ¡.t.1 PCR reaelion included : 
2¡.t.1 of previously synlhesized cONA. 2.5¡.t.1 IO x buffer PCR. 
1.25 mM MgCI2. 0.25 mM of edch dNTP. 1 J.lM of each primer. ,¡nd 
2.5 units ofT.1Q DNA polymer.1se. Negative controls Wilhoul RNA 
and with non-retrotranscribe<! RNA were included in alJ the exper­
imenls. Afler Ihe initi~1 denatur.1!ion slep.Jt 94 °C for S min. PCR 
reaclion was performed for 25 cycles. The cycle profile for VEGF. 
ECFR. cyelin 01 and 18S ampl ification was: 1 min dt 94 °(,1 min 
at 56 °C and 1 min .1[ 72 "C. A tinal extension cycle was performed 
at 72 °C for S min. The number ofperformed cycles was within Ihe 
exponential phase of Ihe .1mpl ificalion process. AII PCR produclS 
were always studied and andlysed togelher throughoul the experi­
ments. 2S ¡.t.1 of PCR producls were separ aled on 21:: ag,arose gel and 
sl .1ined with ethidium bromide. The image was caplured under a 
UV transilluminalor. The inlensity of VECF. EGFR. cyelin DI and 
18S bdnds W.1S Quanlified by densi l ometry using the Chemilm­
ager 4400 50frware (Alpha Innotech Corporation). Gene expression 
levels were norm.1lized 10 lhose of 18S. 

1.3. Prateinl.'xrra(Non ond Wesrl.'m blorullg 

After 24 and 48 h oftrealmenl cells were homogenized in TOG 
Iysisbufferwilh proledse inhibilors ( 10mMTris-HCI. 1 mM dithio­
threitol. 30%glycerol, I %Trilon X-lOO. 15 mM sodium azide, 1 mM 
EDTA.4Ilglmlleupeplin.22IlgJml aprolinin.1 mM PMSFdnd 1 mM 
sodium ortov.1nadale ). PrOleins were obt.1ined by centrifugation al 
20.000 x g. al4 oC for 15 min. Proleins ( 100 Ilg) were separaled by 
electrophoresis on 61::{SRC- I and EGFR)or 121::(VEGF .1nd cyelin 01 ) 
SDS-PACE al 60 volts. Colored and enhanced chemilumineseence 
markers (BiO Rad. CA. USA and Gibco-BRL M.1ryland ) were inelude<! 
for size delerminalion. Gels were transferred 2 h ro nitrocellulose 
membranes (Amersh;1lm. NJ. USA) 140 mA. al room temperature in 
semi dryconditions. which were blocked.11 room lemper.Jture w ilh 
5% non-foil dry milk al1d 0.5% bovine serum albumin for 2 h. Mem­
br.1nes were then incubdled wilh 0.5 J.lgJml of anlibodies ag.1inSI 
SRC- I (Upstale 05-522: mouse monoclonal ). VEGF (S.Jnta Cruz 
5(- IS2; rabbil polyclon,al), EGFR (S.1nl,a Cruz se-03 : r.1bbit poly­
clon.1I). cycl in DI (S.Jnt.1 Cruz se-8396: mouse monoclon,¡I) .11 4 °C 
overnight. Blo15 were then incubared w ith a 1 :5000 dilulion sec­
ondary antibody conjug.1[ed lO horseradish peroxid.1se (anti-r.1bbil 
or anti-mouse S.Jnta Cruz Biolechnology) for I h. Prolein-anribody 
complexes were reve,aled by enhaneed chemilumineseence (ECL) 
deleCfion (Amersh.1m, NJ). 
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To corre« for differences in Ihe amount of lotal protein 1000ded 
in e.Jch l.Jne SRC- I. VECF, ECFR .Jnd cyclin DI prolein conlent W.JS 
normalize<! 10 Ihal of a-tubulin. Blots were stripped with glycine 
(0. 1 M. pH 2.5. 0.5% SOS) at 37 °C for 30min. and incubate<! with 
él 1 :10.000 dilution mouse o-tubulin monoclonal antibody (Sigma 
T9026. 5.lint Louis, MO)al 4 cC overnight Blols were incubaled with 
al : 10,000 dilution gOClt anti-mouse IgG conjugated 10 horseradish 
peroxidase (5.lnta Cruz se-2033) for 45 min at room temperature. 
Prolein-antibody complexes were revealed by ECl detection. The 
imensityofSRC- t , VECF. ECFR, cyclin 01 and o-tubulin sign.Jls was 
quantified by densilomelry using the Chemi lmager 4400 softw.Jre 
(Alpha lnnotech Corporation ). 

2.4. SRC- I kllockdowII 

Two inlerierence RNAs were purch.Jsed from Santa Cruz 
Oiotechnology (CA. USA): one short hairpin RNA (shRNA) largeting 
cOCIctivator SRC- I (sh5RC-1) and one shRNA control (shConlrol ~ 
Dile day before Iransfection. S le lOS 054cells were plale<! in 10cm 
dishes and mainlained in OMEM for reaching 50-60% confluenl al 
rime of rransfe«ion. For the transfection of each sample. shRNA­
AJCENE'" (Roche, Base!. SWitzerland ) comp1exes were prep,lred 
as follows : 2 ~g of shSRC- I or shControl W.JS di1ule<! in 100~1 of 
OMEM withoul FBS and 1 8~1 ofFUGEN~ was diluted in 100 ~I of 
DMEM wilhout FB5. Afler 5 min incubation.lhe di luled shRNA was 
combined wilh Ihe diluted FUCENE"'. mixe<! gently and incubaled 
for 30 min al room temperature. The shRNA-FUGENE'" complexes 
wtre adde<! to edch dish containing cells maint.Jined in OMEM 
wilhoul anlibiolics and incubaled at )7 oC ror 12 h. Me<!ium was 
changed by phenol red-fr~ OMEM medium supplemented with 
10% sFBS and 24 h later, cells were Ireate<!, collecled and whole cell 
Iys.ates were use<! 10 delermine prolein expression of VEGF .Jnd 
EGFR by Western blol. 

2.5. Storlsrlcolonolysls 

Dala were an.Jlysed by one-wdy (hormone treatment ) or 
rwo-way (sh5RC- 1 and hormone treatment ) ANOVA folJowed by 
Tukey or Bonferroni posthoc tests. respectively. by using Ihe 
Sutistical Package for Ihe Social Sciences 12.0 for Windows 
(SPSS lnc., Chicago. IL). P<O.OS was considered as slalistically 
significanl. 

l. Results 

J. J. EJJecrs of P ond RU 486 011 VECF. ECFR olld cycUn D J 
expresS/O/I/n U373 ond D54 'IUmon oscrocyrolllo CI.'II Unes 

We investigaled the expression ofVEGF. EGFR and cyclin DI at 
mRNA .Jnd prolein levels in U373 and 054 celll ines treate<! wilh Por 
RU 486 orwilh a combination ofbolh by RT-PCR and Western blol. 
In RT-PCR experiments single bands of243. 224.158 and 150 pb 
corresponding to Ihe expected size fr.Jgments ofVEGF, EGR, cyclin 
DI and 185 were observed. No bands were observed in Ihe nega­
I¡ve controls (wilhout RNAand wilh non-retrotranseribed RNA). ln 
Western blot experi ments VECF. ECFR and cyclin O 1 were delecled 
as bands of27, ISO, 35 kOa. while a-tubulin W.JS delecled .Jsa band 
or55 kOa. 

We round Ihal VEGF and ECFR mRNA expression was nOI reg­
ulated by P in U373 cells (Fig. l A and 8 ). In contras!. in 054 cells 
P significanlly incre.Jse<! VECF and ECFR mRNA expression .Jfler 
12h oftreatmenl. This effect W.JS blocked with RU 486 (Fig. 2A 
and O). P increased VEGF and EGFR protein conlenl afler 24 h or 
Ireatment. and Ihis increase was .lIso blocked wilh RU 486 (Rg. 
3A .Jnd O). whereas in U373 cells P had no significant effects 
(data not shown). In 054 cells mainlained in OMEM with phe­
nol red and FB5 conl'aining steroids. we .lIso found Ihat P induce<! 
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FiJo 2. I'rogt"stero~ eff«ts on VEGF ~nd EGFR mRNA expression in OS<! hUlThln olSU'ocytom~ cellline. (t'lIs w t'f"e Irt.lttd wilh vthiclc- (V ). prog~t'rone (P: 10 nM ). p. RU 
486 (RU: I ~M) or !tU ror 6. 12. 24,1nd 481L RNA WolS obI:.Iinrd. m'~ tr.lnS("ri~;loo Pelt tondocttd usina primers for VECF, ECFR or 18S. RT-1'ClI ,1n.1lysis ofVECF (A) 
;lOO EGFR mRNA (B). Dmsitomelric oln.llysis ,¡OO rtpr~nl.ll ivt' Im,¡l" .1ft' shown. Rrsults .m' UprtUN oH rm'.ln '* 5.E.M. or rour lnM~nMm ex~rlmenl $. ·P<O.05 1'5. 0111 
¡roups. B<lrs Ofl l~ ¡r,¡phs 111011 ut' sludtd d<l rktr denott .l sign i1\c.¡nt t'ff«t of P. 

VEGF and EGFR proteio expression 24 h after (rearment, and that 
this erre« was blocked with RU 486, where.J.s [he t re.ument wHh 
RU486 .llone did nol exert significomt effects on b.1S.ll expres­
sion of VEGF and EGFR (Supptementary Fig. 1 l. Jo U373 eells, P 
induced .lO increase in cyclin DI mRNA expression after 6h that 
was blocke<! with RU 486 (Fig. 4A). This efrect was refleeted at pro­
tein level 8 h after t reatment (Fig. 48 ). Cyclin DI expression was 
not regulated by P in 054 cells (Rg. 4C). Colleetively. our results 
indicate that P d ifrerentially regula tes VEGF and EGFR expres­
sion in 054 cells and cyclin DI expression in 0373 through PR 
aCfivation. 

32. Effecr o/ SRC- I 0 11 PR-mPdiorPd VEGF alld EGFR C'xpresslOll jll 

DS4 ('("lis 

We studied the effeet ofSRC- 1 on the stimulalion ofVEGF and 
EGFR expression by P in 054 cells using shRNA for SRC- l (shSRC-l l. 
We confi rme<! by Westem blot that the protein content of SRC-
1 in 054 cells transfeeled with shSRC- I was significantly lower 
(30%) than that in 054 cells transfe<red wilh shControl (Fig. 5A). 
In shConrrol-rransfeete<! 054 cells. P rreatment for 24h produce<! 
the expecled result of an increased in VEGF and EGFR protein 
expression (Fig. 58 and C). Transfection with shSRC- I significantly 
reduce<! basal (vehicle) and P-induced VEGF protein content afler 
24 h oftrearmenr (Fig. 58 ). Two-way ANOVA reveale<! thal P t rear­
ment and rransfection with shSRC-1 produce<! significant effeets 
on VEGF expression ( treatment: f{ 1. 32 ) - 63.52. P<O.OO I ; trans­
fection : F( 1. 32) - 28.52. P<O.OO 1) without significant interaction 
between treatment and t ransfection. On the other hand. transfee­
tion with shSRC- I had no efrect on the P- induced EGFR protein 
expression (Fig. SC). 

4. Discussion 

The regulation of cel l growth and prol iferatíon by P is associated 
with modulation of the expression of genes involved in the control 
of cell cycle. apoptosis and angiogenesis /351. PR modulares targel 
gene transcription by reeruiting components of the basal tran­
scriptional machinery and by interaCfing with cQactivator proteins 
such as SRC- I 122 ]. lhe growth and proliferaríon of many human 
cancers are P-dependent 136.37 ]. Our group has reported thal P reg­
ulares astrocytomas cell growth through the ¡nteracrion with PR 
[15[. 

In this study, we determine<! rhe regulation of VEGF. EGFR and 
cyclin DI expression by P through PR and SRC- I in U373 and 054 
cells. We found Ihat PSignificélllt lyincred$('d VECF olnd ECFR mRNA 
expression 12 h afrer its administratíon in 054 cells. This increase 
was reflected ar VEGF and EGFR protein contenr 12 h later in these 
cells. This efreet was blocked with the PR antagonist RU 486. Ir has 
been repon ed thdt reguldtion of the expression of growth fdctors 
or their receplors by P, could provide d mechdnism by which P 
might increase rhe rale of proliferarion of normal and cancer cells 
]381. Growth factors, such dS EGF and VEGF regulate cell growth vio 
(he initia!ion of mi togenic intracellu lar signal transduction p.1th­
WdyS dfter binding to high-dffi nity ryrosine kindse reeeptors. such 
dS EGFR on the cell surfdce (35.39]. Mdny of rhe prol iferdtive gene 
targets of PR such as EGFR does not conta in a canonical PRE in 
their promoter region and mdy thus be regulated by non-cldssicdl 
PR tethering dnd/or rapid signa ling independent of direet PR ONA 
binding (21.401. 

EGFR is involved in the reguldtion of proli ferdtion dnd differ­
enriation in various cell types 14 1]. Ir has been determined tha t 
R5020 a PR agonist. induces EGFR-. eSrc-. and MAPK-dependent 
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phosphorylation of PR-B at Ser345 in 1470 breast eancer cells sta­
bly expressing PR-B (T47PR-B). Progestin incre.1sed EGFR mRNA 
.1nd protein expression in PR-B (Ser345-phosphoryl.1ted) express­
ingcells but not in PR-nu ll oreont.1iningSer345A phospho-mut.1nt 
PR-B. Besides. the inhibition of e-Sre and EGFR kin.1se .1etivirywith 
PP2 .1nd AG1478 blocked the up-regulation of EGFR in R5020-
tre.ued eells st.1bly expressing PR-B (21.421. The EGFR promoter 
does not cont.1in c.1nonic.11 PRE; however. the presenee of numer­
ous Sp 1 sites m.1y provide .1 meeh.1nism for PR regul.1tion of 
EGFR expression vio Sp l (43). Also. it h.1s been reponed th.1t 
Ser345-phosphorylated PR-B strongly associates with Spl U.1n­
scription f.1ctor to regu l.1te EGFR expression. Inhibito~ of EGFR. 
e-Sre or MAPK .1ctivities blocked PR lethering to Sp 1 .1nd progestin­
stimul.1ted S-ph.1se entry (2 1). 

VEGF is .1 fund.1mental regul.1tor of norm.11 .1nd .1bnorm.11 
angiogenesis (44). It has been demonstrated that many IUmor 
eells produce VEGF. including astrocytom.1S (5.451. It has been 
shown th.1t nalural .1nd synthelie progestins. sueh as R5020 and 
medroxyprogesterone .1eet.1te (MPA) incre.1sed VEGF mRNA .1nd 
protein levels in hum.1n bre.1st cancer cells (BT -474. 147D .1nd 
HCC-1428). and human endomelrium. while the PR ant.1gonist. RU 
486. suppressed progestin-dependent VEGF induction. indicating 
(hal Ihis response is PR dependent [1 8,20.461. In Ishikaw.1 cells 
derived from hum.1n endometri.11 .1denoc.1rcinom.1, cotr.1nsfeeted 
with hum.1n VEGFgene promoter and expression vectorsencoding 
eilher PR-A or PR-B. treatmem with R5020 and MPA resulled in 
.1 significant increase in luciferase activiry. whereas pretre.1tment 
wilh RU 486 or the PR pure .1nl.1gonist (ZK299) dr.1stiC.1l1y reduced 
(he progestin effeet. Three consensus PRE h.1ve been identified in 

the VEGF promoter region. PREl (TGTACA) from - 1865 to 1860, 
PRE2 (TGTACA) from - 716 to - 71 1, .1Ild PREJ (TGner) from +679 
to +684 (18(. It has .1lso been determined that lig.1nd-.1ctivated PR 
modul.1(es the promoter .1ctiviry of some genes through Sp l .1nd 
AP-I sites. More Ih.1n 6 AP- I sites .1nd 10 Sp l sites Me loc.1led in 
the VEGF gene promoter. and these .1re widely distributed across 
the 3-kb stretch of the promoter sequence [ 18.471. Therefore. other 
response elements within the VEGF gene promoter sequence .1nd 
other tr.1nscriplion f.1cto~ .1ppeM (O pl.1y.1n impon.1nt role in (he 
regul.1tion ofVEGF gene tr.1nscrip(ion by p, 

We found that only in U373 cells P increases cyelin DI mRNA 
.1nd protein expression. Several GI·S ph.1se cell cycle proteins .1re 
t r.1nSiently up-regul.1ted by P including e-fos. c-myc. and cyelin DI , 
le.1ding 10 .1(Cumulation .1nd incre.1sed .1ctiviry of cyel in dependent 
kinase 4 (Cdk4)Jcyelin DI complex .1nd hyperphosphoryl.1tion of 
the retinoblastoma protein. In PR-positive 1470 eells, cyelin DI 
expression W.1S induced by treatment with P and synthetic pro­
gestins (R5020 .1nd ORG 2058) (351. It has been determined th.1t 
progestin-stimul.1ted eells begin to enter S ph.1se .1fter approxi­
m.1tely 8 h of P ue.1tment and th.1t progestin effecrs on cell cycle 
progression C.1n be antagonized by Ihe .1ddition of Ihe PR antag­
onist. RU 486. suggesting th.1t induction of cyelin DI expression 
is medi.1ted by PR [401. The cyelin DI gene l.1eks PRE sequences, 
but the cyelin DI promoter h.1s regul.1tory elements for multiple 
uanscription factors ineluding AP-l. Sp 1 and nuele.1r f.1ctor kappa 
8 (NF-d), Ihat could be nuclear t.1rgels of progestin-activated sig­
n.1ling p.1thw.1ys [481 . 

Our d.1t.1 suggest th.11 P differenli.1l1y regul.1les VEGF. EGFR .1nd 
cyclin DI expression in .1strocytom.1 cell lines. Differences in (he 
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regul.nion of Ihese proleins between U373 .1nd 054 cells could 
be rel.1ted to the tumor gr.1de they derive from (U373, gr.1de 111 : 
.1nd 054, gr.1de IV). U373 cells exhibit histologiC.11 CMr.1cteris­
tic of m.1lign.1ncy. including nucle.1r .1lypia and high proliferation 
(1 5. 16.49). At.1 molecular level grade 111 tumors have many genetic 
alteralions oftargetcel l cycle regul.1torygenes such.1scyclin 01 (2) 
whose expression has been relaled to .1n .1Clive .1nd const.1nt cell 
prolifer.1tion 13.501. In contr.1st, 054 cells exhibit more .1dvanced 
fe.1turesof m.1lign.1ncy, including signifiunt prolifer.1tion .1nd inv.1-
sive properties 115,491. A higher evolution grade in tumors impl ies 
a more dedifferentiated phenotype. which correlates with an over­
expression of growth faClors and their receptors (2.5 1). It has 
been reported th.1t the induction of the expression of VEGF and 
EGFR enh.1nces tumorigenic beh.1vior of hum.1n astrocytoma cells 
by increasing prolifer.1tion • .1ngiogenesis .1nd inv.1sion 15 1). Previ· 
ous studies in our l.1boralory h.1ve demonstr.1ted th.1t PR isoforms 
expression partern was different in U373 and 054 cel1s. Thus, PR-B 
was the predominant isoform in U373 cells. whereas in 054 cells 
PR-A was the predominant one 116,17). This suggests that PR iso­
forms should exert .1 differential role in the regulation of VEGF. 
EGFR .1nd cyclin 01 by P in hum.1n astrocytom.1 cells. ]n facr. it h.1s 
been reported th.1t PR-A and PR-B modify the expression of dif· 
ferent genes in the uterus .1nd bre.1st C.1ncer cells 152). We h.1ve 
recently reported that P signifk antly ¡ncre.tses SRC- I expression 
in 054 cells but not in U373 cells (17). This suggests a cell-specific 

modul.ttion ofSRC- 1 expression by P in .tstrocytomas th.tt should be 
related to an ¡ncrease in tr.tnscriptional.tctiv.1tion ofPR in 054 cells. 

We found that the protein content of SRC- I in 054 cells trans­
rected with shSRC- 1 w.ts signific.tntly lower th.tn Ih.tt in 0S4 
cells tr.tnsrected with shControl. Interestingly. we observed th.tt 
P incre.tses 5RC-I protein content in 0S4 cells transfected w i th 
shSRC- I .tnd shControl. Consistent with these observ.ttions in our 
l.tbor.tlory we h.1ve demonstr.1ted th.1t P incre.1ses SRC- I mRNA 
expression in 054 cell s 12 h .1fter its .1dministr.1tion, this incre.15e 
W.1S renected.1t SRC- I protein content 12h l.1ter (17). Thi s could 
limit (he effects ofSRC- l depletion by shSRC- I tr.1nsfection. 

Our d.1t.1 indic.1te eh.1t SRC-I depletion did not innuence the P­
induced EGFR expression. suggesting th.1t SRC- ¡ is nOI required for 
PR-medi.1ted EGFR mRNA u.1nscription. U is possible th.1t other 
CO.1ctiv.1tors such .1S SRC-2 .1nd SRC-3 p.1rticip.1te in thi s regul.1-
tion.]n this reg.1rd il would be interest.ing 10 comp.1re the effectsof 
SRC-2 .1nd SRC-3 depletion on the P-induced EGFR expression. 

We found th.1t shSRC- I transfection signific.1ntly reduced VEGF 
protein expression in 0S4 cells. 5ever.11 studies h.1ve demon­
stf.1ted the physiologic.11 .1nd physiop.1thologic.11 import.1nce of 
SRC-I expression levels 130.34.53,54) • .1nd SRC-I is .1 key modu­
l.1tor ofPR-medi.1ted gene tr.1nscription (52,53.55). Cell regul.1tion 
of SRC- I levels seems 10 be .11so critic.11 for tumorigenesis, .1nd 
s(udies h.1ve demonstr.1ted Ih.1t SRC- I expression is signific.tntly 
incre.1sed in bre.1s t tumors .1nd positively correl.1tes with dise.1se 
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recurrence .md poor disedse-free surviV.1I [JO[. lr hdS been demon­
srr.1ted In vivo th.1 t SRC- I promotes bredst (dnCer inv.1siveness 
and metdstdsis by cOdcrivati ng PEAJ-mediated Twist expression (.1 
master regulalOr of metasrasis) [541. Our dara suggest rhat SRC- I 
enhances VEGF express ion by serving as a coactivator to regulate 
VEGF mRNA rranscriprion. lntervenrionofSRC-l function mdy pro­
vide new srralegies ro inh ibil growth of astrocylomas. 

In conclusion, our results indicale Ihal P ditrerentially reguldteS 
VEGF and EGFR expression in OS4 cells and cyclin DI expression in 
UJ7J rhrough PR, and that SRC- I participales in rhe regularion of 
VEGF expression. 
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13.2.3. Role of Progesterone in human astrocytomas growth. 
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Abstnfl: Prolleslerone (P) pal1icipales in Ihe rellulalion of st'..-ernl reproducli..-e processes such as O\1.llalion and sexual 
behat·ior. howe\'er. Ihis honnone also paJticipales in non-reproducli\'e processes. such as neural excilability. leaming alld 
memory. alld palholollical processes such as cancer. P mainly elicils ils effecls by interaclion \\,th ilS intrncellular receptor 
(PR). which is a ligand-actinted trnnscription factor lhal modifies lhe expression of genes int'O!\'ed in lhe control of cell 
powth and proliferntion. such as \'ascular endotbelial powth factor and epidennalgrowdl faclor receplor. Two PR iso­
fonns han been repolled: PRoS and PR-A. which present different function and regulation. PR isofonns are expressed in 
UJ7J and D~4 ceU lines. which are deri"ed f10m pades DI and IVoflmman astrocytomas. respectit·ely. In bodl ceUs 
tines P increases !he IlUlllber of aSlrocytolllas cells. The PR antagonisl. RU48ó. blocked P eff«ts and its treatment alone 
significalllly reduced human aSltocytomas cell growth in 11t1'0. The o\'er-expressioll ofPR-A in UJ7J cells significamly 
reduced P effects. These dala suggest lhat P reglllates hmuan astroCj1oiUas cell proliferation dU'ough Ihe inleraction with 
PRo 

Kf'~" 'ot'ds : Prog:esterone. astrocytolUas. prog:eSlerone receplor isofon ns. cell g:ro\\'lh . 

I!"TRODUCTlO~ 

Progeslerone (P) parlicipales in the reglllalioll of severa l 
pbysiolog:ical and patholog:ical processes in Ihe bra in of 
mallulIals. nüs honnone has 1>«n Ulyolved UI Ihe p:ro"1h of 
braul nuno rs sucb as chordomas. menulgiomas and astrocy­
tomas (1 -5]. Astrocytomas are the mo st frequellt prinmry 
braUI nunors and consTinue a leadulg callse of cancer related 
deaths. 

P mau, ly elicils ils effecls by ulleraclion wilh ils intracel­
lular receplor (PR). which is a lig:and-activaled rranscription 
faclor. PR aCli\' ity is fiUldamenlal in deyelopmen l. gro\\1h 
and proliferalion of nUllors [l . 6-8]. Illlhis paper we p resenl 
an onrview of the research abolll Ihe role of P UI cell gTO\\1h 
of lnullan astrocylOlllaS. 

GEl\O:\lIC MECHA:"ISM OF ACTlO~ OF PROGES­
TERONE 

lO" 

r-,'lallY P aclions are medialed by PR which is a ligand­
aClin led trallscnplion fac lor Ihat regulale Ihe expression of 
se\'eral g:en es ulvoked Ul metabolism. deyelopmelll alld re­
produclion aS weU as ceU cycle pro~ess ion [6. 8. 9]. 

Two lIlaUl PR isofonlls ha"e beell repol'led UI Inunans: a 
fitll-Iengtb fonu (PR-B. 114 tOa) and an N-tenu ulaJ tnm­
ca led one (PR-A. 94 kOa). PR isofonns are encoded b y Ihe 
same g:ene . bllllhey are reg:nlaled by distUICt prOllloters (6. 8. 
9]. bl gene ral. PR-B is a much slronger rrallscriplional acti­
\'a lor Ihall PR-A (7 . lO] . 

nle gellomic llle<:hanislll of aCliOIl ul\'olves the uuerac­
tion of P w ilh PR. localed Ul cyloplaslll 01' 1I11clellS Fi~ . (1). 
In abseuce of lig:and PR is associa led with bea l shock pro-

Fi¡. (1). Oenolllic acfion Illechanism of P. In Ihe \Ul ligaled fonu. PR 
is associated with chaperone proteins such as h~at shock proteins 
HSP70 alld HSP90. After P bindillg. PR dissociates frolll chaperone 
ptOtei.ns alld dimerizes with another PR. Then. PR is phospbory· 
lated (Slars) and fonlls cOlllplex widl coreglllators such as die coac· 
lit'ator SRC-I, PR in t~racts ",tb PRE in die promoter tegion of 
Sletoid t~ef genes. and die basal rranscriplion machinery is te· 
tnliled. P. s t~ro id honllone: AIB. C. O and E are steroid receptor 
domains: PRE progeSlerone responsi\'e elemelllS. 

·Ad!Irtss ~~t 10 11m I Utbor 11 tIw Facultld lit QuÍlUlCI . UW\·tf­

sadad NICKlOaI AulÓOOma di!' Mkx'tI, Ciudad U W\"tr>ltInI, Co)'o«áo 
04510. MelOCO D.F. MelOCO: Fax: 525~-56 1 6-201 0: 
E-mail: camachoanoro~gmall.rom 
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leUls (HSP70 alld HSP90). When Ihe honuone ulleracls ",ilh 
PR il ulduces confonna lional chang:es Ihat allo\\' Ihe disso­
Cialion wilh heal shock proleuls. foUowed by phosphol)' la­
tion and dimerizalion of Ihe re<:eptor. nle resllltulg stnlcntre 
possesses hig:h affUli ly for specific sequences UI Ihe ONA. 
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known as P response elements (PRE) wruch are presellt in 
the promoter region of P target genes. Once bOlUld 10 PRE. 
PR is able 10 recmit coactivator and corepresor proleins 
regulating gene rranscription [11] P induces PR phosphoryla­
tion. which signals it to degradalion by Ihe ubiquitin­
proleasome system [12-14]. 

ASTROCYTOMAS 

Asrrocytomas arise from astrocytes and are the most 
C0ll11l10n pri1l1ary inu"acerebral neoplasms in hU1l1ans. Astro­
cytic nt1l10rs conslinne 65-70% of a11 glioll1as. and four ma­
lignancy grades are recognised by Ihe \Vorld Health Organi­
salion (\VHO). Grade 1 applies lo lesions wilb low prolifera­
tive pOlential. minimal variation i.ll shape alld size of lIuc1ei 
alld Ihe possibility of cure following surgical resectioll. 
Grade II nUllors are gelleral1y i.llfiltrative. present low prolif­
eralive activity. nuclear atypia and some grade 11 nl1110rs telld 
to progress to higher grades of malignancy. TIle designation 
grade III nUllor is generally reserved for lesiolls with his­
tological evidence of malignancy. inclndillg nuclear atypia 
and brisk mitolic activity. patients witb grade III nllllors re­
ceive adjuvant radiation alldlor chemotherapy. Grade IV 
nllnors exhibit more advanced feanues of malignancy. in­
cluding vascular proliferation. miloses and necrosis. typi­
cally associated widl rapid pre- and posloperative disease 
evolUlion and a fatal oUlcome [1 5.16]. 

The average snrviva l of patients witb an astrocytoma 
grade 11 is around 7 years. while patients with astrocylomas 
grade DI have a median Sllrvival ha lf that time. ASlrocy­
tomas grade IV (glioblastoma) patienlS have a very poor 
prognosis with average survival reponed berween 9 and 11 
months. Glioblastomas are divided uno mose dlat develop 
from a previously diagnosed astl"ocytoma and rhose rhar ap­
peal' 10 develop de 110\ '0 [17]. TIle trea rmenl given 10 parients 
wirh astrocylomas depends on many facrors. includuIg rhe 
nllllor size a.ud localization. its growth rale. and dIe symp­
toms rhe palient is experiencuIg. Various strategies have 
been used lo treat astrocytomas includuIg extensive surgical 
resectioll. fractionated and focused radiatíon and ultracavi­
tary and/or ultra-arterial chemotherapy. Despite tbese treat­
ment strategies. median s\Uvival bas remauled only ap­
proxinlately 1 year for decades. TIms. ir is urgent to develop 
more effecrive therapies for this disease. The lIbiquitin­
proleasome parhway plays a critical role in Ihe degradation 
of ultracelllllar proleins involved UI cell-cyc1e controL tran­
scription faclor activation. apoptosis. cell trafficking. and 
nllllor growth. including PR [14, 18. 19]. Recenlly. rhe ubiq­
uirul-proleasome parhway has emerged as a new larger in 
alllicancer rherapy. Ir has been reponed Ibal proteasome UI­
hibilors (bonezomib. MG132 or lactacyslul) snppresses 
growrh alld uldnces apoptosis in established U25 L U87 alld 
D37 glioblastoma mnltifonlle (GBM) ceHlilles. Ral 9L glio­
sarcoma cellline as weH as UI short-tenll culnlres from pa­
tient-derived GBM xenografts and UI the brain of ral chal­
lellged with 9L gliosarcoma [20. 21). AlI altemative treat­
ment for astrocytomas is hOffilonal therapy based on sex 
steroid honnones such as P. which participates in tbe regula­
tion of cell proliferatioll of several nllllOrs. such as. breast 
cancer and meningiomas (4 ). 

CQbN'ro-.\lurio: n al. 

ROLE OF P AND ITS RECEPTOR ON THE GROWTH 
AND PROLIFERATION L." ASTROCYTOMAS 

There are mally reports abonl proliferative and anti­
proliferative effects of P in different types of cancer [22]. In 
brauI nllllOrs P has different effecrs. In cell culnlres of men­
ingiolllas (intracranial or i.lltraspi.llal from the aradllloidal 
layer of lllenuIges) different doses of P (1 -1 00 nM) stimulate 
cell growth (23). btlt P inhibits cell growth of prolaclinomas 
[24]. It has been reported dlat a progestuL medroxypro­
gesterone (6 ~IM). inhibits S-phase of C6 ral gliollla cells by 
41 and 73% ar 48 and 96 h. respecrively [23]. bur RU486 
(0.1 and 0.5 mg/day. durulg 4 days) also inhibils Ihe growth 
of a human ash'ocytoma celllule uljected UI nude mice. TIle 
higllesl dose of RU486 was more effective lo reduce rhe nl­
mor growth as compared wirh rhe lower dose (1.8 ±0.2 and 
0.6 ± 0. 1 g. respectively) [26]. However. P effects on human 
astrocytomas growth have not been wel! characterized. 111 
\·¡tro. we have observed that P induces cel! proliferation in 
U373 and 054 celllines derived from human astrocytomas 
grade III and IV. respectively [27). In a lime-course snldy 
over a 5-day peliod with differellt doses of P (1 llM-I O ~IM) 
in U373 and D54 human astrocytoma celllines we observed 
Ihat ahhough Ihe majoriry of P doses ulduced a slight in­
crease in cell growth of both celllines. only dIe dose of 10 
nM significantly ulcreased rhe nUlllber of cells frOlll Ihe sec­
ond day of culmre in D54 cells and from Ihe rhird day UI dIe 
case of U373 cells [27]. In bodl celllules P (10 nM) effecl 
persisled until day 5. It is important to mention thar the con­
centration of P (10 nM) dlat ulduces a significant ulcrease in 
the number of astrocytoma cells is found in the luteal phase 
of dIe woman menstnlal cyc1e [28]. The treatment \Vith the 
PR antagollist. RU486 ( lO ~IM) without P for 5 days Sigllifi­
cantly decreased the mUllber ofU373 and D54 cel!s as com­
pared with vehicle treatment from the second day of the ex­
periment. RU486 co-admillistered wilb P siguificantly 
blocked dIe effecls of rhe lalter 011 days 2 alld 4 in D54 aud 
U373 cells. respectively. 

Moreover. P increased (19.8%) S phase of cell cycle UI 
U373 on day 5 aud RU486 blocked the effecrs of P. TIlese 
data SUjilJizest tbat P effects on human astrocylomas celllines 
gro\\1b ill \ ·¡fro . should be mediated by PR (27). PR isofonns 
expressioll has been detected both in human aslrocytomas 
biopses and UI U373 aud D54 ceHWles. 

PR expression assessed by inull\Ulohistochemistry di­
recrly conelates with histologic grades of human astrocy­
tomas [3]. Tbe percelltage of PR expressillg in cells high­
grade astrocytic nUllor biopses was bigber rhan that of low­
grade oues. suggesting that PR-positive nllllOrs possess a 
higll proliferalive polentia!. Strong PR nuclear illlmunoposi­
livity was observed UI 59% of glioblaslomas (higher Illalig­
nancy). 45% UI anaplastic astrocyromas and 8% UI lower 
grade aSb'ocytolllas [29]. On me conu·ary. meningiomas ex­
hibit an ulverse relationship belween malignancy and dIe 
presence of PR. TIms. malignant meningiolllas lack PRo 
whereas benigtl ones possess Ihese steroid receptors (30). 
Indeed. PR expression UI mellulgiomas is cOllsidered ro be a 
favorable progtlostic factor [3 1]. 
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ProgtSltront in A SI'r0t:rtOmas 

PR isofonns are differentially expressed in human astro· 
cytomas ( 1]. Our group has observed Ihal PR gene \Vas ex­
pressed in 92% of snldied aSlrocytolllas biopses (83% and 
100% of astrocytomas grades III and IV, respeclively). At 
mRNA leve!. PR-B expression was higher Ihan thal of PR-A 
in astrocytomas grades III and IV, PR llllll1\UlOSlaini.llg \Vas 
detected in 85% of astrocytolllas and, as in the case of RT­
PCR snld ies. PR·B isofonll was tbe predolllinant one in most 
mmors (73%) (32]. 

Recently, we have detected PR isofonlls in U3 73 and 
D54 luunan astrocytoma cell lines . hl U373 cell line PR·B 
\Vas Ihe predomi.llant isofonn (PR·B :PR-A ratio 3: 1) whereas 
in D54 cells PR-A \Vas lhe predominanl olle (PR-B:PR-A 
ralio 0.66:1) [27]. PR isofonns rate is important because P 
can exert different ftUlCIÍOIlS in a cel!. depel1ding 011 Ihe ex­
pression pal1em of its isofonns (33]. In PR-A kllockollt mice 
(PR·A KO) it has been observed a lower expression of lac­
toferrin as compared with PR-B KO after treatment wirh 
estradiol alld P and Ihe cOlllrary effect \Vas observed for cal­
citonlll and histidine carboxilase expression (34]. Thus, Ihis 
differential PR isof0I111 expression should be involved in the 
P effects III U373 and D54 cell grO\\1h. 

It is kIIOWII thal PR isofonus are differenlially regulated 
by estradiol (E) and P in different cells and tissues . hl several 
cell types PR isofonus are up-regulaled by E [35. 36]. PR 
up-regulatioll by E is medialed by estrogen-responsive ele­
melllS localed III the PR prollloler (37] whereas PR down­
regulation by its own ligand (P) is associated wirh ligand­
dependent proleolysis: P lllduces receptor phosphorylalÍoll. 
which signals PR lO degradation by Ihe ubiqllillll-proteasome 
pathway (12-1 4, 38]. 

hl U373 and D54 astrocytOlllas cell lilles \Ve observed 
thal PR isofonns are regulaled by E ( 10 nM) and P ( 10 nM). 
In U373 cells PR isofonus content was increased by E, 
whereas III D54 cells E had no significant effects. In both 
cell lines P alone did nor Illodify PR isofonlls contelll but 
this \Vas dowu-reglllaled when P wa s administered afler E 
n·eatmenl. PR-A isofol1n was more sensitive to E + P treal­
ment rhan PR·B Slllce a greater dllllllllllion was observed in 
PR-A COlllell1 after the combllled trealmellt. PR down­
regulation was blocked with PR anlagonist RU 486, in U373 
and D54 cells [39]. 

PR·A and PR-B exhibÍ! differelll aClivities ill "irro : PR-B 
is a Illuch stronger activator thall PR-A and Ihis OIle exhibits 
a dominant negative lllhibitory effect on rhe activity of PR·B 
[7.40.41]. Our group has evaluated rhe effect ofPR-A over­
expressioIl 011 cell growth of U373 cells. ",hich endoge­
nously express a low runOlmt of PR·A. We trallsfected PR·A 
to over·express this PR isofonn and we observed rul increase 
of 60% III PR·A contell1ll1 trrulsfected U373 cells. In a lime­
coltl"se smdy over a 6-day period PR-A over-expression sig­
nificantly d im.i.nished the cell number of U3 73 cells treated 
wilh P (from day 4 lO day 6). SUggestlllg Ihat PR-A has an 
lllhibitory effect on cell growth when il is activated by ils 
ligand Fig. (2) (39]. 

Cancer progression depends on dIe development of a 
vascular Iletwork Ihat supplies vital nlltrients to the grOWlllg 
nllllor. Over-expressioll of certain grO\Vdl factors and their 
receptors such as vascular elldothelial growth factor (VEGF), 

Cllrunt Topirsin ,lftdirinal Chtm;str)", 2011, Yol, 11, No. JJ 1665 

platelet derived gro\\1h factor receptor (PDGF). transfonning 
growlh facto r (TGF) and epidennal growlh faClor receptor 
(EGFR) are lllVolved III increased motility, adhesion, inva· 
sion and proliferation of rumor cells as well as lllhibition of 
apoptosis and llldllctioll ofangiogenesis [42·44}. It has been 
established thal nanll'al and sylllhelic progeslll1s lllcrease 
VEGF and EGFR expressioll (mRNA and protelll level) in 
human elldotbelial. Ishikawa endomen'ial carclllOlHa rutd 
breast cancel' cells (BT-474. T47D and HCC·1428) Ihrough 
a PR·mediated mechallism (45-49]. 
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Flg. (2). Effects of PR-A o\'er-expression on U373 cell growth. 
U373 wild type (\vr) and U373 cells were transfec ted Wilh PR-A. 
U373 \VI cells (while bars) or transfected with PR-A (gray bars) 
were trealed witb 10 11M of P dllring 6 days (DO-D6). Every day 
cells were removed frOIll incubatíon and the lIIullber of ceUs was 
measured by trypan blue dye exclusioll, Day zero (DO) \'alue \Vas 
100%. Data are expressed as mean ± S.E: • P<0.05 vs WT. Modi­
fied from Cabrera-MlU1oz et 01.2009 [39 ]. 

It has been demonstrated through llllnuillohistochem.istry 
alld Westem blot tha! expression of VEGF and EGFR di· 
rectly corre la les \Vilh Ihe nunor grade, the reC1ll1'ence, and 
the slU'vival of palÍents with astrocytolllas [50}. Prelimina.ry 
snldies III our laboratory have demonstraled Ihat P up· 
regulales VEGF and EGFR expressioll in D54 cells . P (lO 
nM) lllcreased VEGF and EGFR mRNA expressioIl after 12 
h of !reatmen'- as \Vell as EGFR protelll content after 24 h. 
TIlis suggests that P should participale III progression of 
high-grade astrocytomas mmor evolution by increaslllg Ihe 
expressioll VEGF and EGFR.. 

CONCLUSION AND PERSPECTIVES 

Astrocytomas are Ihe most frequellt primary bralll rumors 
and constinile a leading cause of cancer related dealhs. NI 
altemalive treatment for astrocytomas is honnollal therapy 
based on sex sleroid honnones such as P thal lllcreases cell 
proliferation in U373 and D54 astrocytomas cell lines by 
inleracting with PR.. The expressioll of PR isofonns (PR·A 
and PR-B) directly cOITelales ",ilh maligllancy grades of 
human astrocytoma s, beillg PR-B the predomillrull isofonn 
in high·grade nllllOfS. P effects on astrocytoma cells growth 
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sbould ul\'oh'e changes Ul Ihe expressioll of several faclors 
parlicipalulg Ul Ihe conlrol of anp:iop:enesis. p:rowlh and pl'O­
hferalion. processcs altered Ul cancel'. such as VEOF aud 
EOFR. The kllowledp:e of Ihe effecls. Illechanisllls of aclion 
aud larp:el p:eues of p .. Ul aSlrocylolllas may be helpful 10 
delennine its prognosis alld trealmeul. 
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