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1. Resumen

La progesterona (P4) participa en la regulacion de la ovulacion, la conducta
sexual, el embarazo y en patologias como el cancer. Esta hormona lleva a cabo
muchas de sus acciones a través de su receptor intracelular (RP), el cual ha sido
encontrado expresado en biopsias y lineas celulares de gliomas, los tumores
cerebrales mas frecuentes y agresivos en el ser humano. Se ha descrito que la P4,
mediante el RP, aumenta la proliferacion de células de las lineas D54 y U373,
derivadas de gliomas humanos. Ademas, se ha reportado que la fosforilacion del
RP es importante para regular la actividad y el contenido del RP y se sabe que éste
puede ser fosforilado por la cinasa de la glicogeno sintasa 3 3, la cinasa de caseina
2, la cinasa dependiente de ciclina 2 y la proteina cinasa activada por mitdgenos.
La proteina cinasa C (PKC) representa una familia de cinasas con gran variedad de
sustratos que en modelos de gliomas se ha encontrado que participan en procesos
de malignidad como invasividad y migracion. En estudios in silico se encontrd que
la serina 400 del RP podria ser fosforilada por PKC, pero se desconoce hasta el
momento el papel de PKC en la fosforilacién del RP. En esta tesis se determiné el
efecto de la activacion de PKCs con 12 -O- Tetradecanoilforbol -13- acetato (TPA)
en el contenido y fosforilacion del RP en células U373, derivadas de gliomas
(astrocitomas) humanos grado Ill. Mediante citometria de flujo se determiné que el
tratamiento con TPA aument6 el contenido del receptor fosforilado en la serina 400
del RP a los 5 min, dicha fosforilacién disminuy6 a los 10 min y alcanzé niveles
basales desde los 20 hasta los 60 min. Con el uso de RNAs de interferencia (RNAI)
se bloqued la expresion de las isoformas a, & y € de PKC y se encontré que las
PKCa y 8 participan en la fosforilacion inducida por TPA. Por otro lado, mediante
Western blot se determiné que el contenido del RP total disminuy6 a las 3y 5 h
posteriores al tratamiento con TPA,; al utilizar un inhibidor del proteosoma 26S
(MG132), se observé que dicha degradacion esta mediada por esta via. Estos
resultados indican que las PKC a y & participan en la fosforilacion del RP en la serina
400, y que dicha fosforilacion disminuye el contenido del receptor, que es degradado

por la via del proteosoma 26S en células de gliomas humanos.



2. Introduccion

La progesterona (P4) desempefia una funcion importante en diversos procesos
fisiolégicos, y participa en diversas patologias, como en el crecimiento de tumores
cerebrales como los astrocitomas, que son los tumores primarios del Sistema
Nervioso Central (SNC) mas comunes y agresivos en adultos. Esta hormona lleva
a cabo muchas de sus acciones a través de su receptor intracelular (RP), un factor
de transcripcién activado por ligando. EI RP es una molécula susceptible a
modificaciones post-traduccionales como la fosforilacion. Se ha reportado que la
fosforilacion del receptor es importante para la regulacion de su actividad y
degradacion. La proteina cinasa C (PKC) representa una familia de cinasas con una
gran variedad de sustratos, que se ha implicado en diversos tipos de cancer. Se
sabe que la PKC participa en la migracion y proliferacién de gliomas. Sin embargo,
se desconoce si la PKC puede fosforilar al RP y si dicha fosforilacion influye en la

regulacién del mismo.

3. Antecedentes

3.1 Estructura y funcion de la progesterona (P4)

La progesterona (P4) es una hormona esteroide de 21 atomos de carbono
derivada del colesterol que se sintetiza en las células del cuerpo luteo, la corteza
adrenal, la placenta, en neuronas y células gliales en el Sistema Nervioso Central
(SNC) (Graham y Clarke 1997; Zwain y Yen 1999; Camacho-Arroyo y Rodriguez-
Dorantes, 2006; Schumacher et al. 2012).

La P4 participa en la regulacion de multiples procesos fisiologicos en los
mamiferos entre los que se encuentran la ovulacién, la conducta sexual, el
embarazo, la ventilacién pulmonar, el crecimiento, la diferenciacién celular, la
excitabilidad neuronal, la plasticidad cerebral y la proteccion al dafio neuronal.
(Genazzani et al. 2000; Gonzalez-Arenas et al. 2003; Gonzalez-Arenas Yy



Agramonte-Hevia 2012; Pluchino et al. 2009; Singh y Su 2013). Se ha reportado
que la P4 modula la actividad de diferentes neurotransmisores, como el &cido
gamma-aminobutirico (GABA), el glutamato, la acetilcolina, la dopamina,
noradrenalina y la serotonina (Etgen y Quesada 2001; Finocchi y Ferrari 2011;
Sanchez et al. 2010; Gonzalez-Flores et al. 2011; Guerra-Araiza et al. 2008). Se ha
reportado que esta hormona incrementa el contenido de dinorfina en la médula
espinal en la rata prefiada (Medina et al. 1993), ademas se ha relacionado con el
suefio y la ansiedad del sindrome premenstrual (Camacho-Arroyo et al. 1999;
Backstrom et al. 2003; Teran-Pérez et al. 2012; Nillni et al. 2011).

La P4 participa también en la promocién de la neuroproteccién vy
neuroregeneracion. En diversos modelos de dafio cerebral realizados in vivo en
ratones, gatos y ratas, e in vitro en neuronas se ha observado que la P4 posee
efectos neuroprotectores (Gonzéalez-Arenas et al. 2013; Callier 2001; Espinosa-
Garcia et al. 2013; Nilsen 2002; Arévalo et al. 2013; Deutsch et al. 2013).

La P4 también desempefia un papel importante en procesos patolégicos
como el cancer (Kim 2013). En estudios realizados en la linea celular T47-D de
cancer de mama humano se ha observado que la P4, a través de activar al RP,
induce la progresion del ciclo celular a través cambios en la expresion de genes
asociados con la regulacion de dicho ciclo como las ciclinas (CD-1; Sutherland et
al. 1998), factores de crecimiento (EGF, TGF-a, TGF-; Murphy et al. 1986;
Musgrove y Sutherland 1993) y proto-oncogenes asociados con la actividad
proliferativa (c-myc, c-fos; Musgrove et al. 1991). Estos y otros mecanismos que
involucran diferentes vias de sefalizacion han demostrado la importancia de la P4
para la progresion del cAncer de mama (Lange y Yee 2008).

Se ha observado que la P4 participa en el crecimiento de algunos tumores
cerebrales como los astrocitomas, cordomas, meningiomas y neuroblastoma
(Gonzélez-Aguiero et al. 2007; Camacho-Arroyo et al. 2000; Omulecka et al. 2006;
Atif et al. 2011). Los astrocitomas son tumores cerebrales que producen diversos
sintomas neurolégicos como consecuencia de su tamaiio, localizacion y capacidad

invasiva. Se sabe que la P4 y sus receptores influyen en la proliferaciéon de estos



tumores (Cabrera—Mufioz et al. 2009). Se profundizara en el papel de la P4 sobre

los astrocitomas mas adelante.

3.1.1 Mecanismos de accion

La P4 actla en sus células blanco a través de dos mecanismos principales
denominados gendmico (clasico) y no gendmico (membranal). El primero involucra
la interaccion de la P4 con receptores intracelulares especificos (RP; Camacho-
Arroyo y Rodriguez Dorantes 2006), mientras que el segundo requiere la interaccion
de la hormona con receptores membranales especificos, con sitios de regulacién
presentes en los receptores a neurotransmisores y con canales iénicos (Fig. 1;
Camacho-Arroyo et al. 2003; Gellersen et al. 2009; Lange 2008).

Dentro de las acciones no gendmicas de la P4 se encuentran la activacion
de receptores de membrana especificos y de diversas vias de sefializacion que
involucran cinasas tales como las proteinas cinasas activadas por mitdgenos
(MAPKs) o las proteinas cinasas C (PKCs; Camacho-Arroyo et al. 2003;
Boonyaratanakornkit et al. 2007; Gellersen et al.,2009). Las MAPKs que se activan
en presencia de P4 son capaces de fosforilar al RP, aumentar su actividad
transcripcional o inducir su degradacion a través del proteosoma 26S (Camacho-
Arroyo et al. 2002; Lange et al. 2000; Turgeon y Waring 2000; Khan et al. 2011;
Skildum et al. 2005)

La mayoria de los efectos de la P4 sobre la proliferacion, la diferenciacion y
la muerte celular estdn mediados por sus receptores intracelulares (RP; Camacho-
Arroyo et al. 2003; Hernandez-Hernandez y Camacho-Arroyo 2013) a través del
siguiente mecanismo: la P4 ingresa a la célula por difusion simple; ya en el
citoplasma o en el nucleo se une al RP que previamente se encontraba unido a
proteinas chaperonas, como proteinas de choque térmico. La union de la P4
provoca en el RP un cambio conformacional que lo separa de las proteinas
chaperonas a las que se encuentra unido basalmente. Esta nueva conformacién

permite su dimerizacion y fosforilacion, resultando en una estructura con alta
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Figura 1. Esquema de los mecanismos de accion de la P4. Los efectos de la P4 ocurren por dos
diferentes mecanismos celulares: 1.- no gendémico, que incluye receptores membranales y
canales iénicos, cuya activacion inicia cascadas de sefializacion mediante la intervenciéon de
mensajeros intracelulares. mRP: Receptor membranal a P4, G: Proteina G, afy: Subunidades de
la proteina G, cAMP: Adenosin monofosfato ciclico, PKA: Proteina Cinasa A, Ca?*: Calcio, CI-:
Cloro, K*: Potasio, PTK: Proteina Tirosina Cinasa, MAPK: Proteina Cinasa Activada por
Mitégenos, MEK: Cinasa de MAPK, PI3-K: Cinasa de Inositol Trifosfato, PLC: Fosfolipasa C,
DAG: Diacil glicerol, PKC: Proteina Cinasa C, IPs: Inositol Trifosfato. 2.- genémico, en el que el
complejo hormona-receptor (P4-RP) se une con ERP ubicados en las regiones reguladoras de
los genes blanco en el DNA, y asi se modula directamente la expresién génica. (Tomada de
Gonzalez-Arenas y Hernandez-Hernandez, 2011)

secuencias especificas en el DNA llamadas elementos de respuesta hormonal que
en el caso del RP se denominan elementos de respuesta a P4. Posteriormente al
complejo ligando-receptor se unen correguladores, como SRC (steroid receptor
coactivator) que activan remodeladores de la cromatina como las histona acetil
transferasas (HAT) y facilitan el ensamblaje y la estabilizacion del complejo de pre-
iniciacion de la transcripcion en los promotores de genes regulados por la P4,
favoreciendo asi la transcripcion (Fig. 2; Liu et al. 2001; Hernandez-Hernandez et
al. 2012).
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Figura 2. Esquema de la activacion del RP. El receptor inactivo se une a proteinas de choque térmico
(hsp90 y hsp70). Al unirse la P4, el RP se separa de las proteinas chaperonas para unirse a otro RP
y formar un dimero. El dimero es fosforilado por cinasas como GSK 3B, ck2, CDK2 y MAPK. Ya
fosforilado (indicado con triangulos negros) el RP interacciona con el DNA, tiene actividad
transcripcional reclutando correguladores como SRC y posteriormente es degradado por el
proteosoma 26S. Se muestran los siguientes dominios del receptor: A/B, region amino terminal; C,
de union al DNA; D, bisagra; y E, de unién a la hormona. P4: Progesterona, MAPK: Proteina Cinasa
Activada por Mitégenos, GSK 3f: cinasa de glicogeno sintasa 3, ck2: Caseina Cinasa 2, CDK2:
Cinasa Dependiente de Ciclina 2, SRC: Coactivador de Receptores a Esteroides, RNA Pol II: RNA
polimerasa, Ub: Ubiquitina.



3.2 Caracteristicas del Receptor a Progesterona (RP)

El receptor a progesterona nuclear (en adelante, RP) pertenece a una familia
de factores de transcripcion activados por ligando, compuestos por cuatro dominios
(Tsai y 0'Malley 1994; Tata 2002; Ellmann et al. 2009): 1) el dominio amino terminal
(A/B) participa en la regulacion de la transcripcion de genes blanco, en este dominio
se encuentran dos funciones de transactivacion y es el principal blanco de
modificaciones post-traduccionales; 2) dominio de unién al DNA (C), participa en el
proceso de dimerizacion y en la union al DNA, en este dominio se encuentran los
dedos de zinc que permiten la union a elementos de respuesta hormonal (ERH); 3)
dominio bisagra (D) participa la union al DNA aumentando la afinidad del receptor,
en procesos de estabilizacion del receptor por union a proteinas del choque térmico
y en la localizacion nuclear ya que contiene el péptido de localizacién nuclear; 4)
dominio de unién al ligando (E) participa en la interaccion con el ligando y en la
regulacion de la transcripcion. La union a P4 y a los antagonistas modifica la

conformacion del receptor exponiendo u ocultando la funcién activadora 2, presente

en el dominio (Hill et al. 2012; Figura 3).

1 165 567 633 680 933
PR-B I PR-A

AF-3 AF-1 { NLS l LBD {
DBD Hsp90 AF-2
Transactivacion Dimerizacién Correguladores

Figura 3. Representacion esquemaética de los dominios del RP. El dominio A/B se encuentra en
el extremo amino terminal y tiene dos funciones activadoras (AF-3 y 1) que participan en la
regulacion de la transcripcion de los genes blanco. ElI dominio C contiene el dominio de
dimerizacion y el dominio de union al DNA (DBD) que se caracteriza por tener dos dedos de zinc.
El dominio D tiene las secuencias de localizacion nuclear (NLS) y la de unién a chaperonas. El
dominio E tiene la regién de union al ligando (LBD), la de unién a correguladores y hacia el
extremo carboxilo terminal tiene una funcién activadora (AF-2). En el esquema también se
muestra el nimero de aminodcidos que tiene cada dominio y las isoformas RP-A y RP-B
(Tomada y modificada de Camacho-Arroyo y Rodriguez-Dorantes, 2006).



3.2.1 Isoformas del RP

En diversas especies de vertebrados, incluido el ser humano se han
caracterizado dos isoformas del RP denominadas RP-A (86-90 kDa) y RP-B (116-
120 kDa). La diferencia entre ellas en el ser humano es de 164 aminoacidos
presentes en el extremo amino-terminal de RP-B (Conneely y Jericevic 2002;
Giangrande y McDonnell 1999). Ambas isoformas son codificadas por el mismo gen
pero son generadas a partir de sitios alternativos de inicio de la transcripcion o de
la traduccion (Conneely et al. 1987, Hansberg-Pastor et al. 2013; Fig. 4). Esta
diferencia afecta también las funciones de las isoformas, RP-B tiene una funcién de
activacion mas que RP-A, lo que bloguea la funcion de inhibicion. Por otro lado, al
no haber la funcion de activacion 3, la funcion de inhibicion se encuentra activa en
RP-A. Es por esto que generalmente RP-B se considera un mejor activador de la
transcripcion que RP-A (Tabla 1; Jacobsen y Horwitz 2012, Camacho-Arroyo y
Rodriguez-Dorantes, 2006; Scarpin et al. 2009).
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Figura 4. Esquema Representativo del gen y la proteina de las isoformas humanas del RP. Se
indican las regiones promotoras de RP-B y RP-a y los 8 exones del gen. Se muestran también
los codones de inicio de la traduccion (ATG-B y ATG-A), las funciones de activacion (AF-3, AF-
1, AF-2), la funcién de inhibicién (IF), el dominio de unién al DNA (DBD), la region bisagra (H) y
el dominio de unién a la hormona (HBD) de las isoformas RP-B y RP-A (Modificada de
Camacho-Arroyo y Rodriguez-Dorantes, 2006).



Caracteristica RP-A RP-B
Peso molecular 72-86 KDa 110-120 KDa
Region N-terminal Truncada Completa
Funciones de activacion 2 3
Funcién de inhibicién Activa Inactiva
Sitios de fosforilacion 9 14
Unidn preferencial a correguladores Correpresor Coactivador
Actividad transcripcional mas comun Represor Activador
Propiedad de transrepresion Si No

Tabla 1. Diferencias de las isoformas del RP. (Camacho-Arroyo y Rodriguez-Dorantes,
2006).

Las isoformas del RP regulan la expresion de diferentes genes dependiendo del
tejido, célula e incluso promotor, y dicha union esta regulada a su vez por
modificaciones post-traduccionales. Cada isoforma reconoce secuencias de DNA
diferentes o interacciona con correguladores como los coactivadores de la familia
p160 o a correpresores como NCoR y SMRT para regular la expresion de los genes
(Jacobsen y Horwitz 2012).

Tanto el contenido de las isoformas del RP como su regulacién varia de
manera especifica al tejido tanto en tejidos sanos como en neoplasicos (Cabrera-
Mufioz et al. 2009; Gonzalez-Arenas et al. 2003; Guerra-Araiza et al. 2003). En
general se ha observado que el RP es regulado de manera positiva por estrogenos,
ya que el gen del RP contiene elementos de respuesta a esta hormona. Ademas, el
RP es negativamente por P4, debido a que la union del RP a su ligando induce su
degradacion en diferentes tejidos blanco, como el utero y el hipotalamo (Camacho-
Arroyo et al. 1998; Camacho-Arroyo et al. 1996; Graham y Clarke 1997; Villamar-
Cruz et al. 2006)



3.2.2 Modificaciones post-traduccionales

El RP es modificado post-traduccionalmente por diferentes procesos que
regulan su localizacion, degradacion y actividad transcripcional (Daniel et al. 2009).
Estas modificaciones consisten principalmente en fosforilaciones en serinas y

acetilacion, ubiquitinacion y sumoilacion en lisinas (Hagan et al. 2012).

3.2.2.1 Fosforilacion del RP

El RP es una proteina cuya actividad y recambio pueden ser regulados por
fosforilacion (Sheridan et al. 1989; Zhang et al. 1997; Hagan et al. 2012). Existe
evidencia de que la regulacién de distintas vias de sefializacion celular alteran la
actividad y la fosforilacién del RP (Hagan et al. 2012; Dressing et al. 2009), asi como
de otros receptores a hormonas esteroides (Ward y Weigel 2009). Algunos de estos
cambios se deben a alteraciones directas en la fosforilaciéon del RP, mientras que

otros parecen afectar a proteinas asociadas como el SRC (Rowan et al. 2000).

La fosforilacién es un evento muy importante para que se lleve a cabo la
transactivacion de genes mediada por P4. EI RP de humano (hRP) contiene 15 sitios
de fosforilacion (Fig. 5), de los cuales 11 han sido identificados mediante ensayos
de fosforilacién in vitro e in vivo (Ser?, Ser®!, Serl0? Serl62 Serl®0, Ser?l3, Ser?%4,
Ser34, Ser3%, Ser4%0, Ser6’%) y cuatro GUnicamente por fosforilacién in vitro (Ser?>,
Serl3, Thr430, Ser®*; Wang et al. 2013; Zhang et al. 1994 y 1997; Lange et al. 2000;
Knotts et al. 2001). Hasta ahora se sabe que la P4 induce la fosforilacion del RP en
tres residuos que son las Serl®?, Ser?®* y Ser3*® y que los residuos Ser®!, Ser6?,
Ser'® y Ser*® son sitios que pueden estar fosforilados en algunos receptores en
condiciones basales, pero después del tratamiento con la hormona aumenta la
cantidad de receptores fosforilados en estos residuos (Fig. 5; Zhang et al. 1994 y
1995; Pierson-Mullany 2004; Hagan et al. 2012).
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--------- Ser81: Especificidad RP-A vs RP-B

----- Ser294: Activacién, sumoilacién, degradacién

RP-B RP-A :
|___iars | | AF1 AF2
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o

-- Ser400: Activacién independiente de ligando

e Ser345: Activacién de MAPK, unién a SP1

gSitios concenso MAPK (20, 294, 345)

Sitio ck2 (= 1)
Sitios CDK2 (25, 162, 190, 213, , 430, 554, 676) Sitios dependientes de hormona
Cinasas desconocidas (102, 130) Sitios basales

$3Sitio GSK- 3B (390)

Figura 5. Estructura y sitios de fosforilacion del RP humano. Se muestra el inicio de la
transcripcion de las isoformas RP-B y RP-A, las funciones de activacién (AF) y los dominios que las
forman: Segmento anterior de B (En inglés, B upstream segment, BUS), segmento exclusivo de la
isoforma RP-B; DBD, Dominio de union al DNA; H, region bisagra; HBD, dominio de union a la
hormona. Ademéas se muestran los sitios de fosforilacion basal y dependientes de ligando,
determinados in vitro e in vivo asi como las cinasas responsables de su fosforilaciéon directa. Tomada
y modificada de Hagan et al. 2012.

Se han detectado seis sitios de fosforilacion que son exclusivos para la
isoforma RP-B: Ser?®, Ser?®, Ser®!, Ser'??, Ser'¥® y Serl®? y nueve sitios de
fosforilacion gue son comunes para ambas isoformas en los residuos Ser!®°, Ser?'3,
Ser?%, Ser3®, Ser345, Ser4®, Thr430, Ser®54 y Ser76 (Knotts et al. 2001; Hagan 2012).

La fosforilacién de sitios especificos del RP esta acoplada a multiples funciones
del mismo, incluyendo la localizacion nuclear y union al DNA (Daniel et al. 2007);
activacion transcripcional en presencia de P4, regulacion de su sumoilacién (Daniel
y Lange 2009) y regulacion a la baja por accion del complejo ubiquitina-proteosoma
26S (Kazmi et al. 1993; Lange, 2004; Villamar-Cruz et al. 2006; Khan et al. 2011;
Rodriguez-Gonzéalez 2008; Daniel et al. 2007).
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Estudios realizados en células HeLa con el RP mutado en el residuo Ser?!!
por Ala, muestran que en estas células solo hay un 25% de la actividad
transcripcional respecto a las normales. Por otro lado, en células T47D se ha
observado que la fosforilacion del RP aumenta su actividad transcripcional después
del tratamiento con R5020, un agonista de la P4 (Shen et al. 2001).

Existe evidencia de que distintas vias de sefializacion regulan la
fosforilacion del RP (Beck et al. 1992; Takimoto et al. 1996; Lange et al. 2000). La
fosforilacion de la Ser?®* por MAPK induce la expresién de genes, aumenta la
actividad transcripcional del receptor, regula negativamente la sumoilacion del
receptor y también induce la ubiquitinacién y degradacion del mismo (Daniel et al.
2009; Hagan et al. 2012; Knutson et al. 2012).

Hasta el momento se conoce que cuatro diferentes cinasas son capaces
de fosforilar al RP: la cinasa de la glicogeno sintasa 3p (GSK 3[3; Wang et al. 2013),
la cinasa de caseina 2 (ck2; Zhang et al. 1994), la cinasa dependiente de ciclina 2
(CDK2; Knotts et al. 2001; Zhang et al. 1997), asi como MAPK-44 y MAPK-42
(Lange et al. 2000; Fig. 5). La fosforilacion en residuos especificos para cada cinasa
mencionada afecta de manera especifica la funcidn y regulacién del contenido del
receptor (Hagan et al. 2012). Estudios realizados en el laboratorio utilizando el
programa KinasePhos (Wong et al. 2007) identificaron en el laboratorio 2 posibles

residuos (Ser*® y Thr*3%) que podrian ser fosforilados por PKC (Tabla 2).

Arg/Lys | Arg/Lys | Lys i Ser/Thr Phe Arg/Lys | Arg/Lys

Aminoacido Sitio de Aminoacido 2 aminoacidos

3 0 4 aminoacidos basicos

neutro fosforilaciéon | hidrofébico basicos

Tabla 2. Sitio consenso de PKC. Se muestran los residuos adyacentes al sitio se fosforilacion
tipico para los sustratos de PKC. El aminoacido anterior a la serina o treonina debe ser glicina,
precedida por 3 0 4 aminoacidos basicos. El aminoacido posterior al residuo por fosforilar debe ser

un aminoécido hidrofébico, seguido de 2 aminoacidos basicos. (Basada en Nishikawa, 1997)
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3.2.3 RP y gliomas

Se ha observado que la P4 a través del RP participa en el crecimiento de
diversos tumores cerebrales, los cuales son patologias de multiples caracteristicas
gue producen diversos sintomas neurolégicos como consecuencia de su tamafio,
localizacion y capacidad invasiva (Gonzalez-Aguero et al. 2007). Estos tumores
constituyen del 10 al 15% del total de las neoplasias que se presentan en el ser
humano, pueden ser primarios (los mas comunes) si se originan dentro del SNC o
secundarios si se originan fuera del SNC y migran a éste (Felix et al. 1995). Los
tumores primarios mas agresivos y mas frecuentes (69%) son los astrocitomas
(Valenzuela et al. 1990; Alcantara-Llaguno et al. 2009).

Los gliomas son tumores neuroectodérmicos que tienen caracteristicas de
células gliales, pero de los cuales se desconoce su origen. Recientemente se ha
sugerido que los tumores gliales surgen de células troncales neuroectodérmicas.
Estas células se encuentran en el adulto y tienen un alto potencial de proliferar,
migrar y diferenciarse, por lo que son candidatos potenciales como progenitores de
tumores gliales (Louis 2006; Alcantara Llaguno et al. 2009). Los gliomas se
catalogan de acuerdo a sus caracteristicas histolégicas e inmunohistoquimicas en:
astrocitomas, oligodendrogliomas y oligoastrocitomas (Furnari et al. 2007), de los
cuales los astrocitomas son los mas frecuentes.

Los astrocitomas son tumores compuestos de astrocitos neoplasicos, se
localizan en cualquier parte del encéfalo, especialmente en la corteza cerebral y
microscépicamente tienen una apariencia uniforme con alta actividad proliferativa
(Nguyen et al. 1984; Louis 2006). La OMS ha clasificado los astrocitomas en cuatro
grados siguiendo criterios morfoldgicos, histologicos, capacidad de invasion y

progresion de la forma indicada en la Tabla 3 (Louis et al. 2007).
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Grado Caracteristicas

I Astrocitoma de bajo grado, pilocitico

Il Astrocitoma difuso, fibrilar, protoplasméatico y gemistocitico

1] Anaplasico, pleomoérfico, mitosis atipica

\Y Astrocitoma de alto grado, glioblastoma multiforme,

gliosarcoma y glioblastoma de células gigantes

Tabla 3. Grados de astrocitomas humanos. La tabla muestra las caracteristicas de los diferentes
astrocitomas dependiendo del grado del mismo (I — IV; Basada en Hullerman, 2005).

Los astrocitomas de grado | son de crecimiento lento, con bordes
relativamente bien definidos. Crecen principalmente en el cerebelo y rutas de nervio
optico. Son tumores no-infiltrantes que se presentan en nifios y adultos jovenes.
Este tipo de tumores son usualmente curables por cirugia. Los astrocitomas de
grado Il son malignos, de bajo grado de infiltracidén difusa en el cerebro, bordes no
definidos y no son curables por cirugia. Muchos de estos tumores pasan a un grado
mayor de evolucién (Hullerman et al. 2005).

Los astrocitomas de grado Ill presentan heterogeneidad celular, presentan
un notable pleomorfismo y anaplasia con células multinucleadas y mitosis atipicas
abundantes. Invaden los tejidos vecinos sin presentar extensa necrosis. Los
astrocitomas de grado IV comunmente llamados glioblastomas pueden originarse
de diferentes tipos celulares como astrocitos y oligodendrocitos, presentan una
rapida evolucién, son malignos y estan localizados preferentemente en los
hemisferios cerebrales, ganglios basales y talamo. Llegan a medir 5 centimetros,
presentan areas hemorragicas con células redondas pequefas, ovoides hasta
agregados celulares grandes (Hullerman et al. 2005).

La sobrevida de los pacientes esta relacionada directamente con el grado del
tumor, pacientes con astrocitomas grado Il tienen wuna sobrevida de
aproximadamente 7 afios, los de grado Ill de 2 afios y los de grado IV de 9 a 11
meses. El tratamiento a elegir dependera en gran medida de la ubicacion, la tasa

de crecimiento, los sintomas y otros factores. Las estrategias mas utilizadas para
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tratar este tipo de tumores son la reseccion quirdrgica, radiacion o quimioterapia,
muy frecuentemente la combinacion de estas tres (Cabrera-Mufioz et al. 2011).

Una caracteristica de estos tumores es su alta capacidad de invasion, lo que
impide reseccion quirdrgica satisfactoria y provoca el resurgimiento del tumor.
Ademas, la gran variabilidad tanto genética como morfolégica de estos tumores
hace que las terapias existentes sean ineficientes por lo que es necesario
comprender mejor los mecanismos de proliferacion e invasion tanto para mejorar su
pronéstico como su tratamiento (Lima et al. 2012).

Las diferencias en los distintos grados de gliomas no sélo se observan a nivel
morfolégico, sino también a nivel genético, lo que permite comprender mejor la
evolucion del tumor. Alteraciones en vias de sefalizaciobn son clave para la
evolucién del tumor. Por ejemplo, mutaciones en TP53 (gen de la proteina tumoral
53) son caracteristicas de astrocitomas de grados bajos y de los glioblastomas
secundarios en los que derivan. Alteraciones en receptores con actividad de cinasa
de tirosina son clave para la oncogénesis de estos tumores, asi como la
amplificacion de EGFR y el aumento en la sefializacién de PDGF se han implicado
en la patogénesis de gliomas de bajo grado y de glioblastomas (Huse et al. 2011,
Le Mercier et al. 2012).

En un estudio realizado en pacientes con astrocitomas se observé que el
100% de los tumores grado IV expresé al RP, mientras que el 83% de los tumores
grado Il lo expresé (Tabla 4; Gonzalez-Aguero et al. 2001). Lo anterior concuerda
con otros informes en la literatura que sefialan que la expresion del RP esta
relacionada directamente con la evolucién de los astrocitomas, lo que sugiere que
los tumores que expresan el RP presentan un alto indice de proliferacién celular
(Khalid et al. 1997). Se ha demostrado que las isoformas A y B del RP se expresan
diferencialmente en astrocitomas humanos, siendo RP-B la isoforma predominante
en astrocitomas grados Il y IV (Tabla 4). De igual manera, en las lineas U373 y D54
(derivadas de astrocitomas humanos grado Il y IV, respectivamente) se ha
observado una expresion diferencial de las isoformas del RP, mientras que en la

linea U373 se observd una mayor expresion de RP-B (Relacion RP-B:RP-A 3:1), en

15



la linea D54 la isoforma predominante fue RP-A, RP-B:RP-A (0.66:1; Gonzalez-
Aguero, et al. 2007).

Expresiéon RP
Tumor (Grado)
Biopsias positivas (%) Células positivas (%)
Astrocitoma pilocitico (1) 44 21 +29.34
Astrocitoma (I1) 54 24.79 + 29.32
Astrocitoma anaplastico (I11) 75 32 +24.18
Glioblastoma (1V) 94 58.24 + 22.13
Grado de | Isoforma predominante ] Relacion
. _ Linea celular
tumor (Biopsias) RP-B: RP-A
1 RP -B U373 3:1
v RP -B D54 0.66:1

Tabla 4. Expresion del RP en gliomas y lineas celulares. Panel Superior, nUmero de biopsias
y células por biopsia positivas para RP de diferentes grados de gliomas (Tomada de Kalid et al.
1997). Panel Inferior, expresion diferencial de las isoformas del RP tanto en biopsias de pacientes
mexicanos como en lineas celulares (Basada en Gonzalez-Aguero et al. 2001).

Estudios en nuestro laboratorio demostraron que la P4 induce la proliferacion
de las lineas celulares U373 y D54 a través de la interaccion con el RP. De manera
muy interesante la sobre-expresion de RP-A en células U373 disminuyé el efecto
de la P4 sobre la proliferacion celular. Esto sugiere que el efecto de la P4 en la
proliferacion celular de astrocitomas de grado Il depende de la expresion de las
isoformas del RP (Gonzalez-Agtiero 2007; Cabrera-Mufioz 2009). La progresién de
estos tumores depende en gran medida de la vascularizacion. Asi, se ha reportado
que la P4 aumenta la expresion de VEGF y EGFR en células D54 (Hernandez-
Hernandez et al. 2012). Dicho aumento mediado por el RP también se ha observado
en otros modelos de cancer (Cabrera-Mufioz et al. 2011).

Estos resultados demuestran la importancia de la expresion y activacion del

RP para regular la proliferacion de este tipo de tumores, sin embargo, se han
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relacionado muchas otras proteinas con el progreso de este tipo de tumores, como
factores de transcripcion, receptores y cinasas. De estas Ultimas, se ha relacionado
la activacion y sobre expresion de la Proteina Cinasa C (PKC) con la malignidad de

diversos tumores, incluidos los gliomas.

3.3. Proteina Cinasa C

Las PKC comprenden una familia de isoenzimas con actividad de
serina/treonina cinasa codificadas por diferentes genes. Participan en una gran
cantidad de cascadas de sefalizacion, ademas de estar implicadas en una amplia
gama de respuestas celulares dependientes de factores de crecimiento y receptores
acoplados a proteinas G (Steinberg 2008).

Las PKCs estan formadas por: 1) un dominio catalitico altamente
conservado y 2) un dominio regulador en el extremo amino-terminal con una regién
de pseudosustrato autoinhibidora que mantiene a la enzima en una conformacién
inactiva. En este dominio se encuentran dos modulos de uniébn a membrana
llamados C1y C2 que marcan la diferencia entre las diferentes isoformas y familias
de PKC (Steinberg 2008; Rosse et al. 2010; Fig. 6).Las PKC pueden ser
clasificadas en 3 grupos dependiendo de sus regiones reguladoras: clasicas,
nuevas y atipicas. Las PKCs clasicas (cPKC), PKCa, PKCBI, PKCBII y PKCy, son
activadas por diacilglicerol (DAG), calcio, fosfatidilserina (PS) y ésteres de forbol
como el 12 -O- Tetradecanoilforbol -13- acetato (TPA o PMA). Las PKC nuevas
(nPKC), PKCao, PKC3, PKCg, PKCn y PKC6, no requieren de calcio para activarse
pero son reguladas por DAG y PS. Las PKC atipicas (aPKC), PKCE y PKCA, son
independientes de calcio y no requieren DAG para su activacion, sin embargo,
pueden ser activadas por ceramida, pero principalmente por interacciones proteina-
proteinay PS (Fig. 6; Mackay y Twelves 2007, Steinberg 2008).
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Isoformas de PKC: Estructura de Dominios

Bisagra
Dominio de Regulacién M Dominio Catalitico
| 11 |

cPKC: a, BI, Bll, y
nPKC: 8, 0, g, 0
aPKC: ¢, v

ciB c2 Centro Catalitico

Figura 6. Estructura y familias de PKC. La parte superior de la figura muestra los dominios de las
diferentes familias de PKC. Las clasicas (cPKCs) poseen una region de union a DAG o TPA (C1Ay
C1B) y una region dependiente de calcio (C2), por otro lado, la region C2 de las PKCs nuevas
(nPKCs) no es dependiente de calcio, pero su region C1 si interacciona con DAG o TPA. La region
C1 de las PKCs atipicas (aPKCs) no es capaz de permitir la activacion de la enzima por DAG o TPA,
la region PB1 es la que regula la activacién mediante interacciones proteina-proteina. Todas las PKC
poseen el dominio catalitico altamente conservado. La parte inferior muestra esquemas de los

dominios C1, C2 y del sitio catalitico (Tomada de Steinberg 2008).

La estimulacion de receptores con actividad de cinasa de tirosina y
receptores acoplados a proteinas G activa a la fosfolipasa C (PLC) que incrementa
los niveles de DAG e induce la relocalizacion y activacion de PKCs. Estas cinasas,
por lo tanto, son activadas por eventos membranales y tienen la capacidad de
interactuar y activar cascadas de sefializacion como MEK-ERK y la via PI3-Akt, y

asi regular la expresion de diferentes genes (Ali et al. 2008).
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Después de su activacion, las PKCs se translocan a la membrana
plasmatica. De hecho, en los primeros estudios para evaluar la activacion y funcion
de estas cinasas, se considero6 a la translocaciéon como una medida de activacion
en células. En la actualidad se ha observado que Unicamente la translocacién no es
suficiente para determinar el estado de activacion. Las PKCs clasicas migran a la
membrana de manera rapida mediante un mecanismo que involucra acumulacion
de DAG (debida a la PLC), posteriormente, dependiendo de la célula y de la
isoenzima, pueden ser liberadas de la membrana en un mecanismo dependiente de
la actividad catalitica propia de la enzima (Steinberg 2008).

La regulacién de PKC no sélo depende de su translocacion, también puede
ser controlada por fosforilaciones en residuos de serina/treonina muy conservados
de la region carboxilo terminal y en el caso de PKC54 en residuos de tirosina (Li 1995;
Soltoff 1995; Denning 1996), sitios que afecten las interacciones proteina-proteina,
la actividad o la estabilidad de la enzima (Newton 1997); las PKCs también pueden
ser sustratos de caspasas que originan un fragmento catalitico y otro de
autorregulacion separados que afectan la actividad de otras PKC integras e incluso
a otras enzimas; finalmente, las PKC pueden ser activadas por cofactores lipidicos
menos tradicionales como ceramida o &cido araquidonico (Steinberg 2008).

3.3.1 PKC y gliomas

Debido a su diversidad de sustratos, las PKCs tienen un papel central en la
sefalizacion de la proliferacion, diferenciacion, apoptosis y angiogénesis. Por lo que
la desregulacion de dichas funciones generalmente se ha visto implicada en el
cancer (Ali et al. 2008; Konopatskaya y Poole 2009; Techasen et al. 2009). La
sobreexpresion de PKCe favorece el crecimiento tumoral mientras que la de PKCd
tiene efectos anti-proliferativos, sin embargo, estas funciones son tejido
dependientes, por lo que la sobreexpresion o actividad desregulada de las PKCs no
siempre son indicadores de los mismos efectos (Ali et al. 2008). Esto resalta la
importancia de comprender a profundidad los efectos y mecanismos de PKCs en el
desarrollo de los tumores. En gliomas las PKCs q, 8 y € se han asociado a procesos

invasivos y apoptoticos asi como al aumento en la expresion de oncogenes (Sarkar
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y Yong 2009; Sharif y Sharif 1999; Tomiyama et al. 2009).

La activacion de PKCa confiere a células HeLa y NIH3T3 (derivadas de cancer
cervical y de fibroblastos, respectivamente) resistencia a la apoptosis en diferentes
modelos y bajo diferentes estimulos, sobre todo la apoptosis inducida por radiacion
(Nakajima 2008). Lin y colaboradores encontraron que PKC a activa la via de ERK
y NFkB, induciendo la activacion de metaloproteasas que aumentan la migracion e

invasion de la linea celular de glioblastoma GBM8401 (Lin et al. 2010).

De manera similar, PKCd se ha asociado a la induccion de apoptosis inducida
por radiacion, mediante la activacion de la proteina Atm (Nakajima 2008). Por otro
lado, se ha observado que PKCd participa en la activacion de mataloproteasas
inducida por tenacina, una proteina de la matriz extracelular, en lineas celulares de
glioma grado Il (U-251) y glioblastoma (U-178; Sarkar y Yong 2010). Este tipo de
interacciones con diferentes vias de sefializacion, se ha reportado en otros tipos de
tumores, por ejemplo, en cancer de prostata se ha observado que PKC®d activa la
cascada de p38, c-jun, JNK, ERK, NFkB y otras, regulando la apoptosis y
sobrevivencia de este tipo de tumores (Chen et al. 2012). PKCe esta sobre-
expresada y constitutivamente activada en gliomas y se ha reportado su papel tanto
de inductor de la proliferacion como de muerte celular (Okhrimenko et al. 2005). En
gliomas se ha reportado que PKCe induce la proliferacién y la evasion de la
apoptosis (Okhrimenko et al. 2005; Yang et al. 2012), ademas se ha asociado a la
invasion por activacion del factor de transcripcion Stat3 (Aziz et al. 2010). En células
U373 se han detectado las isoformas a,0 y € de las PKC (Gonzélez-Arenas et al.
2006). La participacion de esta familia de enzimas en la fosforilacion, activaciéon y

posterior degradacion del RP no ha sido estudiada.
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4. Planteamiento del problema

Se desconoce si la PKC fosforila al RP en el residuo serina 400, predicho in
silico, y qué isoformas de PKCs participan en dicha fosforilacion. Asimismo, se
desconoce si la activacion de la PKC afecta la degradacion del receptor, y si ésta

es por la via del proteosoma.

5. Hipotesis

La activacion de la PKC inducira la fosforilacion del RP y con esto aumentara

su degradacién por el proteosoma 26S.

6. Objetivos

6. 1 Objetivo general

Estudiar el papel de la PKC en la fosforilacion y degradacion del RP en

células U373 derivadas de astrocitomas humanos grado lll.

6.2 Objetivos particulares

- Caracterizar el efecto de la activacion de la PKC sobre la fosforilacion del RP

en la serina 400, identificada in silico.

- Determinar la isoforma o isoformas de la PKC que participan en la

fosforilacion del RP.
- Evaluar el papel de las isoformas a y & de la PKC en la degradacion del RP.

- Estudiar el papel del proteosoma 26S en la degradacion del RP inducida por
la activacion de la PKC.
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VIl. Materiales y métodos

7.1 Cultivo celular

La linea celular U373 (ATCC: HTB 17), derivada de astrocitomas humanos
grado Ill se cultivd en un medio Eagle Modificado Dulbecco (DMEM In vitro, S.A.,
México), con rojo fenol con suero fetal bovino (SFB) al 10%, piruvato 1 mM y
aminoacidos no esenciales 0.1 mM (invitrogen, USA) a 37°C y CO2 al 5% en cajas de
Petri hasta que alcanzaron el 80% de confluencia. Veinticuatro horas antes de cada
experimento el medio de cultivo se reemplaz6 por DMEM sin rojo fenol y con SFB libre

de hormonas.

7.2 Caracterizacion de la fosforilacion del residuo $S400 del RP por

activacion de PKC y citometria de flujo.

Utilizando el programa KinasePhos, en el laboratorio se encontraron dos
residuos en el RP que podrian ser fosforilados por PKCs, uno de ellos es la serina

400, que ya se reporté como un residuo fosforilable del RP.

Antes del experimento, el medio de cultivo se reemplazé por DMEM sin rojo
fenol sin SFB. Transcurridas 4 h, las células se trataron con el activador general de
PKCs, 12 -O- Tetradecanoilforbol -13- acetato (TPA) 1 uM en DMSO 10%,
concentracion a la que se ha observado la activacion de la PKC, y transcurridos 5,
10, 20, 40 y 60 min las células se colectaron y centrifugaron a 4,500 rpm y 4°C por
4 min. A continuacién las células se resuspendieron en PBS con SFB 4% (PS4).
Para fijar las células se incubaron en paraformaldehido 2% a 37°C durante 10 min.
Posteriormente se afiadid metanol (100%) y se incubaron las células en hielo
durante 30 min. Concluida la incubacion, se centrifugaron de nuevo a 4,500 rpm y
4°C por 4 min. Las células se lavaron con PS4 y centrifugaron a 1,400 rpm y 4°C

por 4 min.

Posteriormente, éstas se incubaron con un anticuerpo que reconoce a las

isoformas del RP fosforiladas en el residuo Ser*® (pRP S400, AbCam, 5 pg/mL)
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durante 20 min a 4°C, luego de un lavado con PS4, las células se incubaron de
nuevo con un anticuerpo secundario acoplado a fluoresceina (FITC, 20 ng/mL)
durante 20 min a 4°C. Las células se lavaron y resuspendieron en 400 uL de PS4
para ser mantenidas en la oscuridad hasta ser analizadas por citometria de flujo en
un citometro FACS Calibur (BD, Biosciences), el analisis de datos se realizo

utilizando el software FlowJo.

7.3 Bloqueo de la expresion de las isoformas PKC a, 8y € y
determinacion de las isoformas de PKC que participan en la

fosforilacion del RP.

Las células cultivadas en las condiciones antes mencionadas en el apartado
7.1 Cultivo celular, se trataron con 0.5 ng de RNAs de interferencia (RNAI) para las
isoformas de PKC (a, &y €) utilizando el reactivo de transfeccion Fugene de acuerdo
a las instrucciones del fabricante. Cuarenta y ocho horas después se cambi6 el
medio por DMEM sin rojo fenol y SFB sin hormonas. Para comprobar el blogqueo de
la expresion de las PKCs se realiz6 un Western blot de la manera indicada
posteriormente en el apartado 7.6 Western blot, utilizando anticuerpos para detectar
cada isoforma de la PKC.
Se cambi6 el medio de las células transfectadas por DMEM sin rojo fenol sin SFB 4
horas antes del experimento. Posteriormente se trataron con TPA (1 uM en DMSO
10%) durante 5 min, a continuacioén, se colectaron y centrifugaron a 4,500 rpomy 4°C
por 4 miny se continud con la tincién de la manera mencionada en el apartado 7.2
Caracterizacion de la fosforilacion del residuo S400 del RP por activacion de PKC'y
citometria de flujo.

7.4 Determinacion del contenido del RP por activacion de PKC y del

papel de PKCa y PKC?S en la degradacion del RP mediada por TPA.

Las células U373 cultivadas en las condiciones antes mencionadas en el
apartado 7.1 Cultivo celular se trataron con el activador general de PKCs, TPA (1
UM en DMSO 10%) durante 5, 10, 20, 40, 60, 180 y 300 min. Por otro lado, se

23



pretrataron células U373 con el inhibidor de PKCa, G66976 (G6 1 uM en DMSO
10%) o con el inhibidor de PKC®, Rottlerina (Rott 100 nM en DMSO 10%) durante
30 min; posteriormente, se trataron con el activador de PKCs, TPA (1 uM en DMSO
10%) durante 180 y 300 min. Las células se trataron de la manera indicada en el

apartado 7.6 Western blot.

7.5 Papel del proteosoma en la degradacion del RP por activacion

de PKC

Las células cultivadas en las condiciones antes mencionadas en el apartado
7.1 Cultivo celular se pretrataron con el inhibidor del proteosoma MG132 (MG, 1 uM
en DMSO 10%) durante 30 min; posteriormente, se trataron con el activador de
PKCs, TPA (1 uM en DMSO 10%) durante 180 y 300 min y las células se trataron
de la manera indicada en el apartado 7.6 Western blot

7.6 Western blot

Para la extraccibn de proteinas totales, después de los tratamientos
mencionados en los apartados anteriores, las células fueron lisadas con buffer RIPA
(Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, SDS 0.1%, tritbn X-100 1%, aprotinina 22 pg/ml,
PMSF 1 mM). Las proteinas totales se separaron por centrifugacion a 14,000 rpm a

4°C durante 15 min y se cuantificaron por el método de Bradford.

70 ug de proteinas totales en buffer de carga (Tris 0.5M pH 6.8, SDS 10%, Azul
de bromofenol, Glicerol 10%, B-mercaptoetanol 5%) se separaron en un gel de
poliacrilamida con SDS 7.5% a 20 mA. Marcadores de peso molecular pretefiidos
se utilizaron para determinar el tamafio de las bandas. Los geles se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa en una camara semihiumeda durante 5 horas a 40 mA
por gel. Posteriormente las membranas se bloquearon con leche descremada al 5%

en TBS—-Tween 0.1% durante toda la noche a 4° C.
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Las membranas se incubaron con un anticuerpo que reconoce a ambas
isoformas del RP (AbCam, 5 ug/mL) o a las isoformas de PKC (Santa Cruz, 0.7
pug/mL) durante toda la noche a 4° C. Concluida la incubacion se realizaron tres
lavados de 5 min con TBS-Tween 0.1% y se incubaron con el anticuerpo secundario
correspondiente conjugado a peroxidasa durante una hora. Posteriormente se

realizaron tres lavados de 5 min con TBS—Tween 0.1%.

Se utilizé la proteina a-tubulina como control de carga ya que se ha reportado
gue no se modifica su expresion por los tratamientos. Las membranas fueron
tratadas con glicina acida para quitar el anticuerpo anti-RP, posteriormente se
lavaron con TBS durante 20 min antes de ser bloqueadas de la manera antes
mencionada. Posteriormente se incubaron con un anticuerpo policlonal de ratén
contra a-tubulina durante toda la noche. Se realizaron 3 lavados de 5 min con TBS-
Tween 0.1% y se coloco el anticuerpo secundario contra ratdbn conjugado con
peroxidasa durante una hora. Posteriormente se realizaron los lavados de la manera
antes mencionada. La identificacion de las proteinas se realiz6 por
guimioluminiscencia utilizando el sustrato SuperSignal West Femto Maximum
Sensitivity (Thermo Scientific) de acuerdo a las indicaciones del fabricante,
incubando las membranas con el sustrato durante un minuto antes de la
autoradiografia con placas para quimioluminiscencia Carestream Kodak Biomax
(Kodak, distribuido por Sigma-Aldrich).

7.7 Analisis estadistico

Cada placa fue sometida a un andlisis densitométrico para cuantificar las
bandas que corresponden al contenido del RP y a-tubulina mediante el programa
Scion Image. Las medias de fluorescencia obtenidas por citometria de flujo se
normalizaron respecto al vehiculo. Se realizo un analisis de Kruskal-Wallis seguido
de una prueba de U de Mann Whitney para el analisis de los datos, considerandose

significativa la diferencia con una P<0.05.
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8. Resultados

8.1 Efecto de la activacion de PKC sobre la fosforilacion del residuo

S400 del RP.

Con el fin de caracterizar el efecto de la activacion de la PKC sobre la
fosforilacién del RP, las células U373 se trataron con el activador de PKC, TPA 1uM,
durante 5, 10, 20, 40 y 60 min. Se detecto el contenido de RP fosforilado en la serina
400 mediante citometria de flujo, se promediaron las medias de fluorescencia
observadas en las células para cada tratamiento y se normalizaron los datos
respecto al vehiculo (tiempo 0, figura 7). Se realizaron 3 experimentos
independientes en los que se observo un aumento significativo de mas del doble en
el contenido del receptor fosforilado en la serina 400 a los 5 minutos y
posteriormente disminuy6 a los 10 min, alcanzando niveles basales desde los 20
minutos hasta 1 h.

8.2 Determinacion de las isoformas de PKC que participan en la
fosforilacion del RP.

Una vez observado que al estimular las células U373 con el éster de forbol
TPA, aumentaba el contenido de receptor fosforilado en la serina predicha in silico,
se buscd determinar qué isoforma o isoformas de PKC participaban en dicha
fosforilacion. Para tal efecto, se utilizaron RNAs de interferencia para bloquear la
expresion de las isoformas a, 8 y €; isoformas que se activan por ésteres de forbol
y que ya se ha reportado estan presentes en esta linea celular (Gonzalez-Arenas et
al. 2006). Se utilizé la técnica de Western blot para determinar el grado de
silenciamiento de estas proteinas, que fue de 76 para a, 82 para 6 y 78% para ¢,

(Figura 8, panel superior).
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Figura 7. Efecto de la activacion de PKC sobre la fosforilacién de la Ser 400
del RP. Células U373 se trataron con TPA (1 uM en DMSO 10%) fueron
colectadas y fijadas a los 5, 10, 20, 40 y 60 min de tratamiento. Panel superior
Los histogramas muestran la fluorescencia medida para células sin
anticuerpos (uns, rojo), células incubadas Unicamente con anticuerpo
secundario (Sec ab, azul) y células incubadas con anticuerpo primario y
secundario (gris); tanto para el vehiculo (izquierda) como el tratamiento con
TPA por 5 min (derecha). Panel inferior, la grafica muestra las medias de
fluorescencia para RP fosforilado en la Ser400 obtenidas mediante citometria
de flujo, media + ES (n=3)(*P<0.05 vs todos los tiempos excepto 10 min).
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A continuacion, las células con las isoformas de PKC silenciadas se trataron
con TPA 1 uM durante 5 min, tiempo en el que se observo la mayor fosforilacion del
RP en la serina 400. Posteriormente se fijaron y se detecto el contenido del RP
fosforilado mediante citometria de flujo. Tres experimentos independientes
mostraron que al silenciar las isoformas a y & se bloqueé el incremento en el RP
fosforilado observado en las células tratadas con TPA. El silenciamiento de PKCe
no tuvo efecto en la fosforilacion de la serina 400 (Figura 8, inferior), lo que indica
gue las isoformas a y , pero no €, participan en la fosforilacion del RP en la serina
400 inducida por TPA.
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Figura 8. Isoformas de PKC que participan en la fosforilacion del RP. Células U373 se
trataron con el vehiculo (V, DMSO) o se transfectaron con RNAs de interferencia (RNAI)
para las isoformas de PKC a, & y €, Mock (M): células tratadas con el reactivo de
transfeccion sin RNA de interferencia, Control (C): células transfectadas con una secuencia
aleatoria de un RNAIi que no silencia ningin gen al menos durante 72 h. Posteriormente
se trataron con el vehiculo (DMSO) o con TPA (1 pM en DMSO 10%) durante 5 min,
transcurrido el tiempo se colectaron, fijaron y trataron con los anticuerpos mencionados.
Panel superior Western blot que muestra el silenciamiento en el contenido de las isoformas
PKC a, & y €. Panel inferior La grafica muestra las medias de fluorescencia para el RP
fosforilado en la serina 400 obtenidas mediante citometria de flujo después del tratamiento
con TPA, normalizadas respecto al vehiculo. Las graficas representan la media + ES (n=3,
*P< 0.05 vs Mock y control).
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8.3 Caracterizacion del efecto de la activacion de PKCs sobre el

contenido de las isoformas del RP

Con el fin de determinar si la disminucion en el receptor fosforilado observada
a partir de los 10 min de tratamiento con TPA era debida a la degradacion del
receptor total o a una desfosforilaciéon del mismo, se detecté por western blot el
contenido del receptor total al tratar las células U373 con TPA durante 5, 10, 20, 40,
60, 180 y 300 min.

Los resultados de 3 experimentos independientes muestran que el contenido
del RP se mantiene constante, a niveles del vehiculo desde los 5 hasta los 60 min
de tratamiento con TPA, observandose una disminucion significativa de
aproximadamente 30% a los 180 y 300 min (Figura 9). Esto indica que la
disminucién observada en el contenido del receptor fosforilado en la serina 400 no
se debe a la disminucién en el contenido del receptor total, si no a un proceso de

desfosforilacion del mismo.

Por otro lado, la disminucion en el contenido del RP a los 180 y 300 min
sugiere que la activacion de PKCs induce la degradacion del receptor. Ya se ha
reportado que la activaciéon de MAPK induce la fosforilacion del RP en el residuo
294, marcandolo para ser degradado por el proteosoma hasta por 12 h, sin
embargo, hasta el momento se desconocia si la activacion de PKCs también dirigia

al RP a ser degradado.
8.4 Papel de PKCa y PKCd en la degradacion del RP inducida por

TPA

Una vez observado que la activacion de PKCs inducia la degradacion del
receptor alas 3y 5 h, se estudio si las isoformas de PKCa y PKC que participaban
en la fosforilacion del receptor lo hacian también en la degradacion del mismo, y

comprobar ademas, que la degradacion inducida por TPA fuera mediante PKCs.
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Figura 9. Efecto de la activacion de PKC sobre el contenido del RP. Células U373
tratadas con TPA (1 uM en DMSO 10%) fueron colectadas y lisadas a los 5, 10, 20, 40,
60, 180, y 300 min de tratamiento. Panel superior Western blot representativo de 4
experimentos para detectar el RP total y el control de carga, a- tubulina. Panel inferior
Andlisis densitométrico de RP total normalizado a 1 con respecto al vehiculo (v) , las
graficas muestran la media + ES (n=3, *P<0.05 vs control).

Por lo anterior, las células U373 se pretrataron con el inhibidor de PKCa,

G66976 (GO 1 uM) o con el inhibidor de PKC®, Rottlerina (Rott 100 nM) durante 30

min, posteriormente se trataron con TPA durante 3 0 5 h (Figura 10). Se observé

gue como en el caso de la Figura 9, el TPA disminuye el contenido de la isoformas

del RP a las 3 y 5 h. Ademas, la inhibicion de las isoformas PKCa y PKCd impidi6

la degradacién del RP inducida por TPA a las 3y 5 h, por lo que ambas isoformas

participan en la regulacién de la degradacion del RP a las 3 y 5 horas de activacion
por TPA (Figura 10).
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Figura 10. Papel de PKCa y PKC® en la degradacion del RP inducida por TPA. Las
células U373 fueron tratadas con o sin el inhibidor (Inh) de PKCa, G66976 (Inh
PKCa, 1 uM) o el inhibidor (Inh) de PKC9, Rottlerina (Inh PKC8, 100 nM) durante
30 min previo al tratamiento con TPA (1 pM en DMSO 10% (V)) durante 3 0 5 h.
Panel superior, Western Blot representativo de 3 experimentos en donde se
aprecian las isoformas del RP y la a- tubulina utilizada como control de carga. Panel
inferior Andlisis densitométrico de los receptores RP-A y RP-B total normalizado a
1 con respecto al vehiculo, la grafica muestra la media + ES (n=3, *P< 0.05 vs
Todos los tratamientos).
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8.5 Participacion del proteosoma en la degradacion del RP

inducida por la activacion de PKC

Para caracterizar si el proteosoma participa en la degradacion del RP
inducida por ésteres de forbol, células U373 se pretrataron con el inhibidor del
proteosoma MG (1 uM) durante 30 min y posteriormente se anadié TPA al medio

durante 3y 5 h, tiempos en los que se observé la degradacion del receptor.

La Figura 11 muestra que al tratar las células U373 con el MG antes de
estimular las PKCs con TPA, se inhibi6é la degradacion de las isoformas del RP,
tanto a las 3 como a las 5 horas, indicando que la activacién de PKCs induce a la

degradacion del RP por la via del proteosoma 26S.
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Figura 11. Participacién del proteosoma en la degradacion del RP inducida por
PKCs. Las células U373 fueron tratadas con o sin el inhibidor del proteosoma MG
132 durante 30 min previo al tratamiento con TPA (1 UM en DMSO 10%) durante 3
0 5 h. Panel superior, Western Blot representativo de 3 experimentos en donde se
aprecian las isoformas del RP y la a-tubulina utilizada como control de carga. Panel
inferior Analisis densitométrico de RP total normalizado a 1 con respecto al vehiculo,
la grafica muestra la media + ES (n=3) (*P< 0.05 vs MG + TPA correspondiente).
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9. Discusion

Los astrocitomas representan los tumores mas agresivos y frecuentes del
Sistema Nervioso Central en el ser humano. Trabajos realizados en nuestro
laboratorio indican que la P4, mediante el RP, induce la proliferacion de lineas
celulares derivadas de este tipo de tumores (Gonzalez-Aguero et al. 2001; Cabrera-
Mufioz, 2009). El RP es una proteina cuya actividad, localizacion y degradacion esta
regulada de forma importante por modificaciones post-traduccionales, como la
fosforilacion, la sumoilacion y la acetilacion. Dado que tanto las PKCs, como el RP
son importantes para el crecimiento tumoral, en el presente trabajo se determind si
la PKC participa en la fosforilacion del RP, y el impacto de ésta en la degradacion
del mismo. Utilizando distintos estudios in silico se encontramos varios residuos que
podrian ser fosforilados directamente por PKC, siendo la serina 400 el residuo con
mejor puntaje en la mayoria de los analisis (Wong et al. 2007).

Los resultados muestran que al activar a las PKCs con TPA, un éster de
forbol, aumenta el contenido del RP fosforilado en la serina 400. Sin embargo, estos
resultados solo indican que la fosforilacion de este residuo es dependiente de PKCs,
y no necesariamente que la PKC fosforila al receptor directamente. Para corroborar
y comprender mejor esta posible interaccion RP-PKC, estudios de co-
inmunoprecipitacion realizados en nuestro laboratorio indican que al tratar las
células U373 con TPA se induce la interaccion de las dos isoformas de PKC con el
RP desde los 5 minutos hasta 1h (datos no publicados). Esta interaccion podria
formar parte de un complejo con la C2dC o con otras cinasas, pero son necesarios
mas experimentos para conocer a fondo las interacciones que podrian darse entre
la PKC y el RP.

Como ya se menciond, se ha reportado que la C2dC puede fosforilar al RP
en este residuo y ademas, se ha reportado que la PKC puede activar a diferentes
reguladores del ciclo celular, como las cinasas dependientes de ciclina (Black y
Black, 2013). Mas estudios son necesarios para poder determinar si la fosforilacion

observada es mediante esta via, o si es una fosforilacion directa de la PKC al RP.
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Después de demostrar que la PKC patrticipa en la fosforilacion del RP, se
busco determinar qué isoformas inducibles por TPA participaban en este proceso.
Utilizando RNAI se determind que las isoformas PKCa y PKC? fosforilan al RP en
la serina 400. Se ha reportado que estas cinasas regulan de manera opuesta al ciclo
celular, por un lado se ha reportado que, en células de glioma, PKCa promueve
proliferacion, mientras que PKCd tipicamente actia como inhibidor en diferentes
tipos celulares, aunque no hay datos aun en gliomas (Black y Black, 2013). Cabe
resaltar que los efectos de las PKCs dependen en gran medida del tipo celular, ya
gue tienen una gran variedad de sustratos, y dependiendo del contexto celular,
puede haber preferencia por unos u otros. De igual manera, el RP es capaz de
inducir la expresion de diversos genes blanco como la ciclina D1, VEGF y EGFR
(Hernandez-Hernandez et al. 2012). Ya que se ha reportado que PKCa y PKC5,
asi como el RP pueden regular la progresion del ciclo celular, esto podria indicar
que probablemente en contextos fisioldgicos y patoldgicos, el RP podria ser uno de
los factores de transcripcion que regulen la proliferacion inducida por PKCs, aun en

ausencia de P4.

Como se menciong, otro de los efectos de la fosforilacion del RP es un
aumento en la actividad, resultados preliminares de nuestro laboratorio indican que
la activacion de PKCs aumenta la actividad transcripcional del RP a niveles
semejantes a los alcanzados con P4, 24 h después del estimulo con TPA. Dado que
el contenido del RP fosforilado en la serina 400 disminuye desde los 10 min, es
probable que esta fosforilacibn sea suficiente para marcar al receptor para ser
blanco de otras modificaciones post-traduccionales que afecten la estabilidad y
actividad del receptor. Es por esto que aunque el RP se desfosforile en este residuo,
el tiempo que estuvo fosforilado bastd para incrementar su actividad e inducir su
degradacion. Fendmenos semejantes se han reportado en cancer de mama, en

donde la fosforilacion del RP impide su sumoilacion (Knutson et al. 2012).

Los resultados de degradacion indican que el RP permanece estable hasta 1
h después del tratamiento con TPA, y disminuye su contenido a las 3 y 5 h. Estos
tiempos de degradacion prolongados del RP ya han sido reportados en otros
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modelos, sobre todo en cancer de mama (Lange et al. 2001). Llama la atencién que
el tiempo que el RP permanece estable coincide con el tiempo en el que se observa
la interaccion en el complejo con PKC (datos no publicados), resaltando la
importancia de estudiar este tipo de interacciones y sus consecuencias en la
estabilidad del RP.

Al bloguear a las isoformas PKCa y & no se observé el aumento en la
fosforilacion del RP al tratar con TPA las células U373 (Figura 8), por lo tanto, PKCa
y & participan en la fosforilacion del receptor. Se observa también que ambas
isoformas de PKC participan en la degradacion del RP a las 3 y 5 h de tratamiento
con TPA (Figura 10), indicando que estas isoformas de PKC regulan el contenido
del RP mediante la fosforilacién de este receptor. Otro punto a tomar en cuenta es
gue mucho se ha discutido sobre la especificidad de los inhibidores de PKC (Mackay
y Twelves, 2007), ya que al tener dominios tan conservados, no hay inhibidores
completamente especificos, y la gran mayoria son capaces de inhibir a varios
miembros de la misma familia e incluso de otras familias de PKC. Aun asi, son una
buena herramienta para hacer aproximaciones, y en el caso del presente proyecto,

confirman que la PKC regula la fosforilacion del RP y ademas, su degradacion.

En el presente trabajo se encontré que los ésteres de forbol aumentan el
contenido del RP fosforilado en la serina 400, e inducen la degradacion del receptor.
El contenido del RP esta relacionado al grado de evolucién del tumor, y su activacion
por ligando induce la proliferacion de la linea U373 (Gonzéalez-Aguero et al. 2007),
por lo que los mecanismos de su degradacion son muy importantes. Para
comprender mejor los mecanismos de regulacion del contenido del RP en este tipo
de lineas, se utilizé el inhibidor del proteosoma MG132. Los resultados muestran
gue el proteosoma 26S participa en la degradacion del receptor inducida por ésteres
de forbol. La fosforilacion del RP por PKC marca al receptor para que
probablemente sea poli-ubiquitinado y marcado para degradacién. Ya que la
degradacion del receptor se ve a tiempos largos (3 y 5 h después del tratamiento

con TPA), probablemente haya otros mecanismos de regulacion que retarden la
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degradacion, ya sea en la poli-ubiquitinacion o en otras modificaciones post-

traduccionales que estén asociadas a la degradacion, como la sumoilacion.

Otro aspecto importante que se observa en todos los resultados, es que el
RP esté fosforilado de manera basal, en ausencia de ligando, lo que aumenta su
importancia como factor de transcripcion en condiciones fisiolégicas y patoldgicas,
ya que podria ser activado por una gran variedad de vias de transduccion. Aunque
tipicamente las PKCs se activan por los productos de la PLC (el DAG e IP3, que
aumentan el Ca?* intracelular), las PKCs pueden activarse por muchos mecanismos
y participar en una gran diversidad de vias de sefalizacion. Con los resultados
obtenidos en este trabajo, se demuestra una relacion entre la actividad de PKC y el
RP, por lo que este receptor podria estar activo por mecanismos no contemplados

en sus vias de activacidon canonica.

Finalmente, nuestros resultados muestran que la PKC participa en la
regulacion de la funcion del RP como su fosforilacion y degradacion por la via del
proteosoma (Resumido en la Figura 12). Sin embargo, los experimentos realizados
no permiten comprobar que la PKC fosforile directamente al receptor o si forma
parte de una via o un complejo que involucre a otras cinasas, como la C2dC.
Ademas, se desconoce si la fosforilacion y activacion del RP tienen efectos en
algunos procesos de malignidad caracteristicos de este tipo de tumores, como la
invasividad y la proliferacion. Estudios que evallien estos procesos, como la
migracion en matrigel y la incorporacion de BrdU, nos darian una mejor idea de la
importancia de la interaccibn PKC-RP, ademas de comprender mejor los

mecanismos por los que estos procesos se ven aumentados en gliomas.
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Proteosoma 26S

5h

Figura 12. PKCa y & participan en la fosforilacion del RP. La activacién de PKCs por TPA
induce la fosforilacién del RP en la Ser 400 a los 5 min de tratamiento. Dicha fosforilacion
aumenta su actividad transcripcional e induce la degradacion del RP por la via del
proteosoma. Se muestran los siguientes dominios del receptor: A/B, region amino terminal;
C, de unién al DNA; D, bisagra; y E, de unién a la hormona. PKC: Proteina cinasa C, SRC:
Coactivador de Receptores a Esteroides, RNA Pol II: RNA polimerasa, Ub: Ubiquitina.
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10. Conclusiones

En células U373, el TPA induce la fosforilacién de la Ser400 del RP a través
de las PKCs ay 6.

La activacion de PKCs induce la degradacion del RP por el proteosoma 26S.

11. Perspectivas

* Observar la localizacion celular del RP y PKC después de la activacion por TPA o
P4.

* Caracterizar el efecto de la fosforilacion del RP por PKC en la migracion y

proliferacion de lineas celulares de astrocitomas humanos.

* Estudiar las probables interacciones mediadas por PKC del RP con otras cinasas
como MAPK o CDK2.

* Evaluar los mecanismos de activacion de PKC por P4, particularmente los que

involucren RPs de membrana (mRP).
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“.. diciéndose que al fin y al cabo algin encuentro
habia, aunque no pudiera durar mas que ese
instante terriblemente dulce en el que lo mejor sin
lugar a dudar hubiera sido inclinarse apenas hacia
afuera y dejarse ir, paf se acab6”

- Julio Cortdzar. Rayuela, Capitulo 56.

50



	Portada

	Índice

	1. Resumen

	2. Introducción   3. Antecedentes

	4. Planteamiento del Problema      
5. Hipótesis   6. Objetivos 
	7. Materiales  y Métodos

	8. Resultados

	9. Discusión

	10. Conclusiones   

	11. Referencias


