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1. RESUMEN

La progesterona (P4) es una hormona esteroide que participa en la
regulacion de procesos patolégicos como el cancer y se ha propuesto que puede
regular el crecimiento de los astrocitomas, que son los tumores cerebrales mas
frecuentes y agresivos en el ser humano. Evidencia experimental reciente sugiere
que la P4 induce el desarrollo de distintos tipos de tumores a través de la sobre-
expresion del Factor de Bloqueo Inducido por Progesterona (PIBF). Las cinasas
asociadas Janus (JAK) son responsables de la activacion de STAT6 y se sabe que
el PIBF y la P4 pueden ejercer sus efectos a través de la activacion de la proteina
STATSG, la cual es activada por la interleucina 4 (IL-4). Sin embargo, se desconoce
el papel del PIBF en el crecimiento de la linea U373 derivada de astrocitomas
humanos de alta malignidad, el efecto de éste y de la P4 en la fosforilacion de
JAK, asi como el mecanismo por el cual se induce la fosforilacion de las proteinas
STAT6 en astrocitomas humanos, por lo que en el presente trabajo se
determinaron dichos efectos, mediante las técnicas de tincion por exclusion y
Western blot en la linea celular U373. Los resultados mostraron que al dia 4 de
cultivo el PIBF (200 ng/mL) y el tratamiento conjunto de P4+PIBF incrementaron el
namero de células. Por otra parte, no se observo un efecto sinérgico de P4+PIBF
sobre el incremento en el nimero de células, o que sugiere que el PIBF y la P4
podrian ejercer sus efectos a través de vias de activacion en comun. En los
estudios para conocer el mecanismo por el que se induce la fosforilacion de las
proteinas STAT6, se observd que existe la asociacion del PIBF con el receptor a
IL-4 (RIL-4), lo que nos indica que la induccién de las proteinas STAT6 por el PIBF
en esta linea celular podria darse a través de la activacion del RIL-4. Los estudios
de fosforilacion revelaron que las células U373 tratadas durante 20 minutos con
PIBF muestran un aumento significativo en la expresion de JAK fosforilada
respecto a las tratadas durante 24 horas con vehiculo y P4. Estos datos sugieren
qgue el PIBF es capaz de inducir la fosforilacion de la proteina JAK en esta linea
celular, lo cual puede estar relacionado con los efectos del PIBF en el aumento del

numero de células de la linea U373.



2. INTRODUCCION

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) constituyen una causa
frecuente de muerte en la poblacion mundial. Dentro de éstos, los tumores
derivados de células gliales (gliomas) representan mas del 50% de ellos y se
registran aproximadamente 6.5 casos por cada 100,000 personas por afio. Los
astrocitomas son un tipo de glioma y representan el 40-50% de todos los tumores
del SNC y hasta 70% de los gliomas. El astrocitoma anaplasico y el glioblastoma
multiforme (GBM) (grados Il y IV) son las variantes mas malignas y frecuentes de
los tumores astrociticos. El prondstico de los pacientes con astrocitomas depende
del grado de malignidad del tumor, localizacion y tamafio; sin embargo, el tiempo
de sobrevida de los pacientes con diagnoéstico de gliomas astrociticos de alta
malignidad es corto. Estas lesiones son generalmente incurables y, a pesar de los
tratamientos y terapias existentes, dentro de los primeros 2 afios después del
diagndstico, el 90% de los pacientes fallece (Pérez et al., 2001).

Se han encontrado diversos factores asociados con el desarrollo y evolucién
en el grado de malignidad de los astrocitomas (Sarkar et al.,, 2009). Existen
informes que sugieren que las hormonas sexuales, entre las que se encuentra la
progesterona (P4), pueden participar en el crecimiento de los astrocitomas
(Camacho-Arroyo et al., 2000; Gonzalez-Aguero et al., 2007; Gonzalez-Aguero et
al., 2001) a través de la interaccion con su receptor intracelular (RP) y que la
administracion de su antagonista, el RU486 bloquea los efectos de la P4 (Cabrera-
Mufioz et al., 2009; Gonzalez-Aguero et al., 2007; Ramaswamy et al., 2012).

Varios estudios han mostrado que la P4 regula positivamente la expresion
del factor de bloqueo inducido por progesterona (PIBF) a través de su interaccion
con el RP en la linea celular U373 derivada de astrocitomas humanos grado |
(Valadez, 2013).

También se ha observado que el PIBF y la P4 pueden ejercer sus efectos en
estas mismas células a través de la activacién de STAT6 (Valadez, 2013).

Sin embargo, se desconoce el papel del PIBF en el crecimiento celular de la

linea U373, el mecanismo por el cual el PIBF activa a las proteinas STAT6 y el



efecto del PIBF sobre la fosforilacion de JAK (involucrado en el mecanismo de
activacion de las proteinas STAT6) en estas células. Por esta razén en este
trabajo se estudiaron dichos aspectos en la linea celular U373.

3. ANTECEDENTES
3.1. Tumores cerebrales
3.1.1 Generalidades

La incidencia anual de tumores cerebrales primarios a nivel mundial es de
aproximadamente siete por cada 100 mil individuos (Furnari et al., 2007; Xie,
2009), de los cuales los gliomas representan el 70% (Schwartzbaum et al., 2006).
Los gliomas son tumores neuroectodérmicos que tienen caracteristicas de células
gliales, pero se desconoce su origen. En un principio se creia que surgian a partir
de células gliales bien diferenciadas, pero hoy en dia se piensa que existen
eventos oncogénicos en células fetales en proliferacion. Se ha sugerido que los
tumores gliales surgen de células troncales neuroectodémicas. Estas células se
encuentran en el adulto y tienen una alta capacidad de proliferar y migrar, por lo
que son potenciales progenitores de tumores gliales (Alcantara Llaguno et al.,
2009; Louis et al., 2007).

Los gliomas se catalogan de acuerdo a sus caracteristicas histologicas e
inmunohistoquimicas en: astrocitomas, oligodendrogliomas y oligoastrocitomas
(Furnari et al., 2007), de los cuales los astrocitomas son los mas frecuentes (Kim
et al., 1991). Todos los gliomas son mas frecuentes en hombres que en mujeres
(3:2) (Schwartzbaum et al., 2006).

3.1.2 Astrocitomas

Los astrocitomas son tumores neuroepiteliales que se pueden originar de los
astrocitos, que son un tipo de célula glial, por lo que, un astrocitoma es un tipo de
glioma (Badash, 2009). Evidencias sugieren que la capacidad de un tumor para

crecer y propagarse es dependiente de un pequefio subconjunto de células dentro



de un tumor, denominadas células troncales cancerosas. Estas pueden originarse
por la auto-renovacion y las vias de diferenciacion que ocurren en células madre
multi-potenciales, células madre especificas de tejido, células progenitoras y
células cancerosas. Se ha demostrado que las células troncales cancerosas
tienen un papel en varios tipos de cancer, incluyendo el cancer de ovario, mama,
cerebro, préstata, pancreas, hepatocelular, de cabeza, cuello y tumores
hematoldgicos (Moorthy P Ponnusamy and Surinder K Batra., 2008). Los
astrocitomas son las neoplasias cerebrales mas comunes en humanos, se
presentan principalmente en adultos de entre 50 y 70 afios y poseen un alto
potencial de malignidad (Gonzalez-Aguero et al., 2001).

La Organizacibn Mundial de la Salud (OMS) ha clasificado a los
astrocitomas segun sus caracteristicas histolégicas (presencia de atipia,
proporcion de células en mitosis, proliferacion endotelial y necrosis), capacidad de
invasion y progresion, en cuatro grados de malignidad, siendo los de grado |
biolégicamente menos agresivos y los de grado IV los de mayor agresividad
(Tabla 1).

Grado Caracteristicas

I Astrocitoma de bajo grado, pilocitico

Il Astrocitoma difuso, fibrilar, protoplasmético y gemistocitico

1l Anaplasico, pleomorfico, mitosis atipica

\Y Astrocitoma de alto grado, glioblastoma multiforme,

gliosarcoma y glioblastoma de células gigantes

Tabla 1. Clasificacién de los grados de astrocitomas humanos. La tabla muestra las caracteristicas
de los diferentes astrocitomas dependiendo del grado de los mismos (I-IV; Basada en Hullerman,
2005).



En general, los primeros sintomas a causa de estos tumores pueden incluir:
dolores de cabeza y vomito debido al aumento en la presion intracraneal, cambios
visuales, ataques, cambios de personalidad, demencia o problemas con la
memoria, el aprendizaje, la concentracion y problemas motores. Los sintomas
subsecuentes varian dependiendo de la localizacion del astrocitoma (Badash,
2009) y se ha reportado que la sobrevivencia de los pacientes esta inversamente
relacionada al grado del tumor (Daumas-Duport et al., 1988).

Los astrocitomas de grado |, también conocidos como astrocitomas
pilociticos, son tumores relativamente delimitados, de crecimiento lento, que suele
ser quistico y se presentan principalmente en nifios y adultos jovenes. Afectan
mas comunmente al cerebelo, hipotalamo, nervio y quiasma Opticos, talamo,
ganglios basales, tallo cerebral y hemisferios cerebrales. Se caracterizan por un
patron bifasico de tejidos compacto (densos agregados de astrocitos bipolares
alargados) y laxo (astrocitos multipolares redondos en asociacion con microquistes
y granulos eosinofilicos). Las células que componen al astrocitoma grado |
presentan fuerte inmunopositividad a la proteina acidica fibrilar glial (GFAP)
(Sarkar et al., 2009). Estos tumores usualmente pueden ser eliminados mediante
reseccion quirargica (total o parcial) y/o radio/quimioterapia (Bristol, 2009). En la
mayoria de los casos donde el tumor ha sido extraido total o parcialmente, las
probabilidades de sobrevida son mayores a 20 afios en mas del 85% de los casos
(Tihan and Bloomer, 2010).

Los astrocitomas de grado Il, también conocidos como astrocitomas difusos
o infiltrantes, afectan comunmente a adultos entre 30 y 40 afios de edad y tienen
una tendencia intrinseca hacia la progresion a astrocitomas anaplasicos y en el
peor de los casos a glioblastomas. Estos tumores estan caracterizados por un alto
grado de diferenciacién, bajo grado de infiltracion difusa en el cerebro, lento
crecimiento celular y bordes no definidos. Se presentan comunmente en los
hemisferios cerebrales, seguidos por el tallo cerebral y la médula espinal.

Histologicamente, se observa en éstos un moderado incremento celular, astrocitos



bien diferenciados y con atipia nuclear ocasional. La inmunorreactividad a GFAP
es en general alta. Usualmente son positivos también a otras dos proteinas,
vimentina (proteina que forma los filamentos intermedios del citoesqueleto en
particular de células embrionarias y ciertas células endoteliales y sanguineas) y S-
100 (familia de proteinas involucradas en diversos procesos fisiologicos y que
sirven como marcadores de algunos tipos de céancer), aunque tienen poca
relevancia en su diagnostico (Sarkar et al., 2009). El tratamiento puede incluir
reseccion quirdrgica (aunque en mucho menor medida que en los astrocitomas
grado | debido a su capacidad de infiltracion), quimioterapia y/o radioterapia
(Bristol, 2009). En general, la media de sobrevivencia de los pacientes es de 6-8
anos (Louis et al., 2007).

Los astrocitomas de grado Ill son también conocidos como astrocitomas
anaplasicos. Segun la clasificacion de la OMS 2007, los astrocitomas anaplasicos
constituyen el 4% de todos los tumores primarios del Sistema Nervioso Central.
De manera similar a los astrocitomas de grado Il, los astrocitomas anaplasicos
estan preferencialmente localizados en los hemisferios cerebrales y usualmente
afectan a adultos de entre 40 y 60 afios de edad. Este tipo de tumor, puede surgir
a partir de un astrocitoma grado Il o manifestarse de novo. Los astrocitomas de
grado lll estan caracterizados histolégicamente por atipia nuclear, aumento celular
y actividad proliferativa significativa. Se presentan células tumorales
multinucleadas con anormalidades en la mitosis y positivas a GFAP. Los
astrocitomas anaplasicos son el grado de astrocitoma mas comun y tienden a
progresar a tumores grado IV en tiempos cortos (Sarkar et al.,, 2009). El
tratamiento inicial estandar incluye la maxima remocion posible del tumor sin
causar deficiencias neurologicas (en la mayoria de los casos resulta muy poco
efectiva), radioterapia y/o quimioterapia (Buckner et al., 2007). El tiempo de

sobrevida de los pacientes con esta patologia es de 2-3 afios (Louis et al., 2007).



Los astrocitomas de grado IV comunmente Ilamados glioblastomas
multiformes son el tumor primario del SNC de mayor frecuencia y malignidad.
Comunmente se presentan en adultos entre las edades de 45 a 70 afios (Daumas-
Duport et al., 1988) y de forma preferencial en los hemisferios cerebrales (Sarkar
et al., 2009), ganglios basales y talamo. Estos tumores llegan a medir hasta 5 cm,
microscépicamente son altamente anaplasicos y pueden estar compuestos de
células de morfologia diversa. Algunos de estos tipos celulares tienen una forma
de estrella diferenciada y expresion de marcadores caracteristicos como GFAP y
S-100, mientras que otras de las células presentes estan desdiferenciadas y se
mezclan con elementos estromales como astrocitos reactivos (caracterizados por
hipertrofia y regulacion a la alta de varias moléculas, incluyendo GFAP y S-100),
microglia y otros infiltrados inmunes (Hadjipanayis and Van Meir, 2009). La atipia
nuclear en estas células es evidente y la gran actividad mitética, incluyendo
formas atipicas, es una caracteristica prominente. La presencia de proliferacion
microvascular atipica debida a secrecion de factores estimulantes de formacion de
vasos sanguineos y/o necrosis es esencial para su diagnéstico y es un tumor

altamente infiltrante (Tablal).

Los glioblastomas pueden desarrollarse a partir de gliomas de menor
malignidad (“glioblastoma secundario”) o surgir de novo, es decir, sin evidencia de
una lesiéon previa de menor malignidad (“glioblastoma primario”), los cuales
representan aproximadamente el 90% de los casos (Furnari et al., 2007).
Morfologicamente, los glioblastomas primarios y secundarios son indistinguibles
entre ellos. Clinicamente, los glioblastomas secundarios tienden a ocurrir en
pacientes jovenes (con una media de 45-50 afios), mientras que los glioblastomas
primarios ocurren mayormente en pacientes de edades mas tardias (Sarkar et al.,
2009). La sobrevida de los pacientes con glioblastoma multifome es corta,
generalmente fallecen dentro del primer afio después del diagnéstico (Louis et al.,
2007). Estos tumores son muy resistentes a la radioterapia y quimioterapia y
debido a su alta capacidad de infiltracion, por lo general no es posible realizar una

reseccion quirargica (Hadjipanayis and Van Meir, 2009).



Las alteraciones encontradas en los astrocitomas humanos son resultado de
la acumulacion de anormalidades genéticas, incluyendo mutaciones, aberraciones
cromosomicas, asi como amplificaciones y rearreglos cromosoémicos. Se han
descrito una variedad de mutaciones que involucra a aquellos genes que
participan en la regulacion del ciclo celular y de la apoptosis como el gen de
cinasa 4 dependiente de ciclina (CDK4), del inhibidor de la cinasa dependiente de
ciclina (INK4A), asi como el gen del retinoblastoma (RB) y de la proteina tumoral
53 (TP53). También se encuentra alterada la expresion de genes como el receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) que promueve la divisiéon celular
(Hernandez-Hernandez et al., 2012; Ichimura et al., 2004) y el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) que promueve la angiogénesis. En la
mayoria de los astrocitomas de grado IV se han identificado anomalias
cromosdémicas como son la presencia de una o mas copias del cromosoma 7,
pérdida del cromosoma 10 y deleciones y translocaciones en el cromosoma 9.
También se han detectado en menor grado pérdidas del cromosoma 22 y

deleciones en los cromosomas 1y 7 (Bigner et al., 1990).

La resistencia de los glioblastomas a las distintas terapias se debe
principalmente a su frecuente recurrencia, y debido a la inestabilidad de los
tumores, surgen subpoblaciones de células con diferentes mutaciones que son
seleccionadas por el microambiente generado por el propio tumor durante la
progresion del cancer y/o por los tratamientos y a la presencia de células troncales
capaces de propagarse, sostener el crecimiento prolongado del tumor o de iniciar
la formacién de uno nuevo. Estas células son relativamente quiescentes, tienen
una mayor resistencia al dafio al DNA y son muy eficientes en la exportacion de
moléculas dafiinas como las usadas en quimioterapia, por lo que son dificiles de
eliminar con las estrategias convencionales que atacan células altamente
proliferativas. La hipotesis de las células troncales cancerosas ha llamado la
atencion dado que puede llevar a buscar nuevas estrategias terapéuticas (Dietrich
et al., 2008; Xie, 2009) y para ello se requiere del estudio de los mecanismos

moleculares y celulares que subyacen a la formacion de los glioblastomas.



Una terapia alternativa podria estar basada en hormonas sexuales tales como la

progesterona (P4) (Camacho-Arroyo et al., 2003).

3.2. Progesterona

3.2.1 Estructuray funcion de la progesterona

La P4 (4-pregnen-3,20-diona) es una hormona esteroide de 21 atomos de
carbono derivada del colesterol que contiene un ndcleo de
ciclopentanoperhidrofenantreno (Ganong, 2006). Es sintetizada y secretada por
los ovarios (cuerpo luteo y foliculos), placenta, glandulas adrenales y testiculos
(Henley et al., 2005). Ademas, puede ser sintetizada en el cerebro, médula espinal
y nervios periféricos, ya sea de novo a partir del colesterol o a partir de la
pregnenolona circulante (Baulieu, 1999). Su biosintesis inicia con la conversién de
colesterol en pregnenolona por el citocromo CYPj14, localizado en la membrana
interna de la mitocondria. Posteriormente, la pregnenolona se transporta al
reticulo endoplasmico liso donde es convertida en P4 por la 3B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (3p3-HSD) (Schumacher et al., 2010) (Figura 1).

La sintesis y secrecion de la P4 se encuentra regulada por diversas
hormonas, entre las que se encuentran la hormona luteinizante (LH), la hormona
foliculo estimulante (FSH), la prolactina (PRL), prostaglandinas, estradiol y

agentes B-adrenérgicos (Henley et al., 2005).
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Figura 1. Sintesis de la P4. Conversion de colesterol a pregnenolona por CYP;4 (también llamada
esteroide 20,22-liasa o P450scc) y de ésta a P4 por la enzima 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(3B-HSD). La 3B-HSD cataliza 2 reacciones: la deshidrogenacién del grupo OH del carbono (C) 3y
la subsecuente isomerizacion del doble enlace entre el C5 y C6 a un doble enlace entre el C4 y C5
(Modificado de Carr and Bradshaw, 2005).

La P4 es metabolizada a 5a-dihidroprogesterona (5a-DPH), la cual puede
transformarse en alopregnanolona o epialopregnanolona (Figura 2). Estos
metabolitos tienen actividad bioldgica, siendo la alopregnanolona un modulador
alostérico positivo de los receptores GABAA en el cerebro, mientras que la
epialopregnanolona presenta un efecto inhibitorio sobre los mismos (Schumacher
et al.,2012).
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Figura 2. Metabolismo de la P4. La conversién de P4 a 5a-dihidroprogesterona (5a-DPH) es
catalizada por dos isoformas de la enzima 5a-reductasa. La 5a-DPH puede ser metabolizada a
alopregnanolona por la 3a-hidroxiesteroide oxidorreductasa (3a-HSOR), involucrando aldo-ceto
reductasas (AKRs) para la conversibn a aloprenganolona, y deshidrogenesas/reductasas de
cadena corta (SDRs) para regresar de ésta a la 5a0-DPH, la cual también puede convertirse en
epialopregnanolona mediante la 3B-hidroxiesteroide reductasa (3a-HSOR). La 3(a—> B)
hidroxiesteroide epimerasa (HSE) cataliza la epimerizacibn de alopregnanolona en
epialopregnanolona (Tomado de Schumacher et al., 2012).

Aproximadamente 2% de la P4 circula de manera libre en el torrente
sanguineo, en tanto que el 80% esté4 unida a la albumina y el 18% a la globulina
de unién a corticosteroides (Westphal and Harding, 1973). La P4 tiene una vida
media de 36.5 horas (Klein et al., 2001; Miller et al., 1999) y en el higado se
convierte en pregnandiol, el cual se conjuga con acido glucurénico y se excreta en

la orina debido a su caracter hidrofilico (Ganong, 2006) (Figura 3).
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Pregnandiol Glucurénido

Figura 3. Formacién de un glucurénido a partir de pregnandiol.

En los varones, la concentracion plasmatica de P4 es cercana a 300 pg/mL.
En las mujeres, la concentracion de P4 cambia a lo largo del ciclo menstrual

(Tabla 2), en el embarazo y en la menopausia (Ganong, 2006).

Progesterona
Etapa
(pg/mL)
Ciclo Menstrual
Menstruacion 100-500
Folicular 100-1000
Ovulatoria 1000-2000
Lutea 4000-15000

Embarazo
Primer Trimestre 15000-50000
Tercer Trimestre 75000-150000

Posmenopausia 50-250

Tabla 2. Concentracion plasmatica de P4 en las diferentes etapas del ciclo menstrual (Tomado de
Ganong, 2006).

La P4 estd involucrada en la regulaciéon de diversas funciones en los
mamiferos. Participa en la regulacion de la ovulacibn, mantenimiento del
embarazo, desarrollo alveolar de la glandula mamaria como parte de la

preparacion para la lactancia (Graham and Clarke, 1997), ascenso de la
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temperatura basal en la ovulacion (Ganong, 2006), estimulacion de la respiracion,
conducta sexual, modulaciéon de la masa 0sea, regulacion del sistema inmune,
neuroproteccion, reduccién de la excitabilidad neuronal, proteccion al dafio
neuronal, memoria y aprendizaje, ciclo suefio-vigilia y en el crecimiento de
diversos tumores (Camacho-Arroyo et al., 2003; Camacho-Arroyo et al., 1995;

Gonzalez-Arenas et al., 2003; Cabrera-Mufioz et al., 2011).

3.2.2 Mecanismo de accion

La P4 actla en sus células blanco a través de dos mecanismos principales
conocidos como clasico (gendmico) y membranal (no genémico) (Bramley, 2003).
El primer mecanismo involucra la interaccion de la P4 con el RP, mientras que el
segundo requiere la interaccion de la P4 con receptores membranales (RPm) de
siete dominios transmembranales y canales i6nicos (Camacho-Arroyo et al., 2003;
Hernandez-Hernandez y Camacho-Arroyo, 2013), lo cual modifica la conductancia
de iones (Blackmore, 1993), induce la formacién de segundos mensajeros como el
AMPc, asi como la fosforilacion de proteinas y la activacion de cinasas

(Hernandez-Hernandez y Camacho-Arroyo, 2013) (Figura 4).

A través del mecanismo clasico se generan cambios en la transcripcion de
genes blanco de la P4. En éste, la P4 atraviesa las membranas celulares por
difusion simple debido a su caracter lipofilico y en el nicleo o en el citoplasma se
une al RP, lo que provoca un cambio conformacional en el receptor que le permite
la disociacién de las proteinas de choque térmico (Hsp70, 90 y 56), lo que expone
la region que le permite fosforilarse y dimerizarse, resultando en una estructura
con alta afinidad a secuencias especificas en el DNA conocidas como elementos
de respuesta a P4 (ERP). Una vez unido al ERP, el complejo ligando-receptor
facilita el ensamblaje y la estabilizaciéon del complejo de pre-iniciacién de la
transcripcion en los promotores de genes blanco de P4 como el VEGF y EGFR

(Camacho-Arroyo and Rodriguez-Dorantes, 2006) (Figura 5).
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El RP recluta correguladores que modifican la estructura de la cromatina y

favorecen de manera indirecta la interaccion del receptor con los factores

generales de transcripcion. ElI complejo formado puede reclutar otros

correguladores como los coactivadores de receptores a hormonas esteroides

(SRC), los cuales facilitan el proceso de transcripcion mediante cambios en el

patron de acetilacion de las histonas (Herndndez-Hernandez et al., 2012).
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Figura 4. Mecanismos de accion de la P4, Los efectos de la P4 ocurren por dos diferentes
mecanismos 1) a nivel membranal incluye receptores membranales y canales ib6nicos, cuya
activacién inicia cascadas de sefalizacion mediante la intervenciéon de mensajeros intracelulares.
mRP (0 mPR): 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 Mitdgeno, MEK: Cinasa de
MAPK, PI3-K: Cinasa de Inositol Trifosfato, PLC: Fosfolipasa C, DAG: Diacil glicerol, PKC: Proteina
Cinasa C, IP3: Inositol Trifosfato 2) en el nicleo, donde el complejo hormona-receptor (P4-RP) se
une con ERP, ubicados en las regiones reguladoras de los genes blanco en el DNA, y asi modulan
directamente la expresion génica (Hernandez-Hernandez and Camacho-Arroyo, 2013).
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Figura 5. Regulacion de la expresién génica por la P4 via RP. En la forma libre, el RP (dominios
A/B, C, D, E) esta asociado a proteinas chaperonas como las proteinas de choque térmico (hsp70
y hsp90). La P4 atraviesa la membrana plasmética y la envoltura nuclear, tras la interaccion de la
P4 con el RP, este Ultimo se disocia de las proteinas chaperonas y se dimeriza con otra molécula
de RP. Posteriormente, el RP se fosforila (triangulos) y forma complejos con correguladores como
el coactivador SRC-1 (coactivador de receptores a esteroides) o el correpresor SMRT (mediador de
silenciamiento para receptores retinoides y tiroideos). El RP interactia con elementos de respuesta
a progesterona (ERP) en la regién promotora de genes blanco de la P4 y recluta a la maquinaria

de transcripcion basal (BTM) involucrada en la expresion génica. (Tomado de Camacho- Arroyo,
2007).

3.3 Receptores intracelulares a P4 (RP)
3.3.1 Caracteristicas

Muchos de los efectos biologicos de la P4 estan mediados a través del RP, el
cual se encuentra localizado en el citoplasma y en el nacleo (Camacho-Arroyo and
Rodriguez-Dorantes, 2006). El RP pertenece a la superfamilia de receptores
nucleares cuyos miembros regulan la expresion de genes en respuesta a la unién
con su ligando (Kastner et al., 1990).

El gen que codifica al RP en el humano presenta una sola copia de mas de
90 kb compuesta por 8 exones y 7 intrones (Misrahi et al., 1993) que generan un
MRNA de aproximadamente 3000 nucleétidos (Theveny et al., 1987) el cual da

origen a un polipéptido de 933 aminoacidos (Misrahi et al., 1993) (Figura 6).
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En el humano este gen se localiza en el cromosoma 11g22-23 (Misrahi et al.,
1993; Rousseau-Merck et al., 1987).

En una gran variedad de especies, incluyendo aves, roedores, monos y
humanos, el RP esta expresado en dos isoformas: una larga denominada RP-B y
una corta una denominada RP-A (Guerra-Araiza et al., 2000) con excepcion del
conejo en el cual so6lo se ha detectado la isoforma RP-B (Loosfelt et al., 1986).
Ambas isoformas del RP son producto de un Unico gen, pero generadas a partir de
diferentes sitios de inicio de la transcripcion y reguladas por diferentes promotores.

La isoformas de este receptor estan compuestas por cuatro dominios (Tata,
2002; Tsai and O'Malley, 1994). El dominio amino terminal (A/B), el dominio de
union al DNA (DBD) (C), el dominio bisagra (D) y el dominio de union al ligando
(LBD) (E).

El dominio amino terminal (N-terminal) se codifica a partir del exén 1y
participa en la regulacion de la transcripcion de genes blanco, este es el dominio
variable para cada isoforma. ElI dominio de unién al DNA (DBD), es el mas
conservado, se codifica a partir de los exones 2 y 3, y participa en el proceso de
dimerizacion con otro RP; Asimismo, interviene en la union del receptor (unido a
su ligando) a los ERP, a través de los dedos de zinc. Los ERP, de manera
general, consisten en secuencias consenso (palindromicas o directamente
repetidas) de seis nucleotidos que estdn separadas por un espaciador de tres
nucleotidos. Adyacente al DBD se encuentra la region de bisagra, la cual es
codificada a partir del exdn 4 y participa en procesos de estabilizacion del receptor
por union a proteinas de choque térmico (Hsp) y en la localizacion nuclear ya que
contiene el péptido sefial de localizacién nuclear (NLS). ElI dominio de unién al
ligando (LBD), consiste de 10-12 a-hélices que forman un sitio hidrofébico de
union al ligando y se codifica del exdn 5 al exon 8, este dominio también participa
en la regulacion de la transcripcion (Misrahi et al., 1993; Tetel and Lange, 2009).
Al igual que la mayoria de los receptores a esteroides, el RP tiene al menos dos

funciones de activacién de la transcripcion (AF) (Figuras 6y 7).
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Figura 6. Estructura del gen del RP humano. El gen estid compuesto por ocho exones (E1-E8) y
tiene dos promotores que inducen la expresion de las dos isoformas del receptor, RP-A y RP-B.
Las flechas en horizontal representan los sitios de inicio de la transcripcion para RP-A y RP-B. El
esquema también muestra los sitios de inicio de la traduccién (ATG-A y ATG-B). Se muestra la
localizacion de los diferentes sitios de unidon a las proteinas Spl y AP-1 al igual que los sitios de
unién al receptor de estrégenos (ER) y la caja CCAAT (Modificado de Hansberg, 2011)
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Figura 7. Representacion de los dominios del RP. El receptor consta de cinco dominios
denominados de la A a la E. Los nimeros indican las posiciones de los aminoacidos que sefialan
el inicio y término de cada dominio, mientras que las flechas (1) indican el sitio de inicio de la
traduccién de las dos isoformas. ElI dominio (A/B) se encuentra en el extremo amino terminal y
tiene dos funciones de activacion (AF-3 y 1) que participan en la regulacién de la transcripcion de
los genes blanco. El dominio C contiene el dominio de dimerizacién y el dominio de unién 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 (Hsp90). El dominio E tiene la regién de
union al ligando (LBD), la de union a coreguladores y hacia el extremo carboxilo terminal tiene una
funcién de activacion (AF-2). En el esquema también se muestran el nimero de aminoacidos que
tiene cada dominio y las isoformas RP-A y RP-B. (Modificada de Camacho-Arroyo and Rodriguez-
Dorantes, 2006).
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3.3.2 Isoformas del RP

Se han descrito dos isoformas del RP, las cuales como se menciond
anteriormente, se han denominado RP-A (80-94 kDa; en el humano, 94 kDa) y
RP-B (108-120 kDa; en el humano, 114 kDa). RP-A es una forma truncada de RP-
B ya que carece de 164 amino&cidos en la regiébn amino terminal (Figura 7). Este
segmento es conocido como BUS (por sus siglas en inglés: B-receptor upstream
segment). (Conneely y Jericevic,2002; Giangrande y McDonnell,1999). El RP-A
posee solamente dos regiones con funciones de activacion, mientras que el RP-B
contiene ademas una tercera region (AF-3) presente en el extremo amino terminal
(Figura 7). Ademas existe la presencia de una region con funcion inhibidora
localizada en la regidn adyacente a AF-1 que solo es funcional en RP-A (Guerra-
Araiza and Camacho-Arroyo, 2000). Estudios cinéticos indican que la constante de
union de la P4 por RP-A 'y RP-B es de 1.2 nM y 0.9 nM, respectivamente
(Raaijmakers et al., 2009).

En el ser humano, ambas isoformas del RP son codificadas por el mismo gen
pero se transcriben a partir de la regulacion de dos secuencias promotoras
distintas que dan lugar a diferentes mRNAs. Una secuencia es distal (de -711 a
+31) y que corresponde a la secuencia promotora de RP-B, mientras que la otra
es proximal (de +464 a +1105) y que corresponde a la secuencia promotora de
RP-A (Kastner et al., 1990; Kraus et al., 1993) (Figura?).

Las isoformas del RP tienen diferentes funciones que dependen del contexto
celular, gen blanco y del promotor (Tung et al., 1993). RP-B y RP-A pueden
coexistir en la misma célula y después de su activacion por P4 se pueden unir al
ADN como 3 especies diméricas: AA, BB y AB (Carbajo et al., 1996).

En muchos sistemas celulares el RP-B actla como un activador
transcripcional, mientras que el RP-A funciona como un fuerte represor de la

actividad transcripcional (Clemm et al., 1995; Sartorius et al., 1994; Tung et al.,
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1993; Vegeto et al., 1993). Lo anterior se debe a que RP-A tiene mayor afinidad
por los correpresores como SMRT y RP-B por coactivadores como SRC-1
(Giangrande and McDonnell, 1999). La capacidad represora permite al RP-A
mediar las acciones de la P4 al mismo tiempo que regula los efectos de otras
hormonas, participando de forma importante en la integracion de sefales (cross-
talk) mediados por otros receptores a hormonas esteroides (Camacho-Arroyo and

Rodriguez-Dorantes, 2006).

3.4 Factor de bloqueo inducido por progesterona (PIBF)

3.4.1 Caracteristicas

El factor de bloqueo inducido por progesterona (PIBF), fue descubierto como un
inmunomodulador secretado por los linfocitos y/6 durante el embarazo (Polgar et
al., 1999) necesario para el mantenimiento del mismo (Szekeres-Bartho et al.,
1985). El PIBF regula la sintesis de citocinas, la actividad de las células asesinas
naturales (NK) y el metabolismo del acido araquidénico (Szekeres-Bartho et al.,
1990) (Figura 8).

El gen que codifica al PIBF en el ser humano presenta una sola copia de casi
90 kb compuesta por 18 exones y 17 intrones los cuales generan un mRNA de
2765 nucledtidos con un marco abierto de lectura de 2271pb, el cual da origen a
un polipéptido de 757 aminoacidos con una masa molecular aproximada de 90
kDa y con un punto isoeléctrico teorico de 5.73 (Polgar et al., 2003) (Figura 9). En
el humano este gen se localiza en el cromosoma 13g22.1.

Actualmente se conoce que en el humano y en el raton el PIBF presenta
varias isoformas producto de un mecanismo de “splicing” alternativo, dichas
isoformas presentan tamafos que van de los 10 a los 76 kDa y varian en cuanto a

su localizacion tisular (Lachmann et al., 2004).

19



Antigeno

Ps

Linfocito

= Activacién

= =] Inhibicién

— PIBF ———| Nk —

Citocinas s

Th2

N Thl

IL-3 presentes en
IL-4 embarazos
IL-10 hormales

IL-2
IFNY
TNF o

Asociadas a
abortos
espontaneos

Liberacion de
perforinas

Figura 8. Efectos del PIBF en el embarazo. Los linfocitos y/8 activados por un antigeno o por la P4
son capaces de secretar PIBF el cual tiene un efecto modulador sobre la produccién de citocinas y
un efecto inhibitorio sobre la actividad de las células NK (Modificada de Szekeres-Bartho and

Polgar, 2010).
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Figura 9. Secuencia de aminoacidos de la proteina codificada por el gen del PIBF. Se muestran
las principales caracteristicas de la proteina como los zipper de leucina y las sefiales de
localizacion nuclear (NLS) (Tomado de Polgar et al., 2003).
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La composicion de aminoacidos de la proteina de 90 kDa muestra un
contenido relativamente alto de &cido glutdmico (Glu) (14.4%), leucina (Leu)
(13.6%) y lisina (Lys) (10.2%) y un porcentaje bajo de triptéfano (Trp) (0.1%) y
cisteina (Cys) (0.8%) (Polgar et al., 2003). Un andlisis de hidrofobicidad in silico
muestra que el PIBF es una proteina hidrofilica y que tiene una estructura general
de alfa hélices (Polgar et al., 2003), con un zipper de leucina y sefiales de
localizacion nuclear (NLS), asi como caracteristicas basicas de proteina de union
al DNA (Lachmann et al., 2004; Polgar et al., 2003). El PIBF presenta varios sitios
potenciales de fosforilacion por tirosina cinasa y sitios de glicosilacion por N-
glicosilacion (Polgar et al., 2003). La molécula contiene una secuencia putativa
PEST (Secuencia peptidica rica en residuos de prolina (P), acido glutamico (E),
serina (S), y treonina (T)) lo que sugiere un tiempo de vida media corto (Polgar et
al., 2003). Asimismo, se han predicho una pequefia secuencia sefial en la regién
amino terminal y una sefial de retencibn para la membrana del reticulo

endoplasmico (Polgar et al., 2003) (Figura 10).

PEST NLS1 LeuZip 1 NLS2 bZIP Leu Zip 2
BB im =l
A 2 3 4 5 6 7 8 9 101 12 1314 1616 17 18
~ > _
5'UTR 90-kDa 3JUTR

B \,///43 14 15.18 17 18
—

10-kDa

C = mppmpp— 2220 0w 18
) 35-kDa =

Figura 10. Estructura de algunas de las isoformas del PIBF. A) Forma completa del gen del PIBF,
B) Isoforma encontrada en tumor de estdmago, C) Isoforma encontrada en tumor de Gtero. Las
distintas flechas indican los exones que conforman cada isoforma, asimismo se muestra el tamafio
de las proteinas. Se observa que la forma completa del PIBF cuenta con 18 exones y que presenta
secuencias de localizacion nuclear (NLS), mientras que las isoformas mas pequefias no presentan
estas secuencias por lo que se sugiere que son excretadas. También se esquematizan los zipper
de leucina y PEST (Tomado de Lachmann et al., 2004; Polgar et al., 2003).
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Con respecto a la localizacion celular de las isoformas del PIBF, se sabe que
la proteina de 90 kDa del PIBF esta asociada al nucleo, mientras que la secrecion
de las isoformas mas pequefias como la de 34 kDa es inducida por la estimulacion
de la célula por ejemplo mediante el tratamiento con insulina (Polgar et al, 2003;
Lachmann et al., 2004). La actividad biol6gica del PIBF parece residir en los 48
kDa de la regién amino terminal (Polgar et al, 2003), ademas la presencia de los
zipper de leucina indican que el PIBF podria interactuar con el DNA. Estas
caracteristicas sugieren que los productos del mismo gen del PIBF podrian actuar

como un factor de transcripcion y/o como una citocina (Polgar et al, 2003).

Durante el embarazo el PIBF regula los efectos anti-abortivos de la P4 al
modular la actividad de las células NK (Szekeres-Bartho et al., 1997) (Figura 8)
debido a que el feto es particularmente sensible al ataque de estas células (Polgar
et al., 2004). En presencia del PIBF, las células NK no son capaces de liberar las
perforinas de los granulos de almacenamiento por lo que no pueden lisar a sus

células blanco (Faust et al., 1999) (Figura 8).

Otro mecanismo por el que el PIBF presenta un efecto anti-abortivo es a
través de la alteracion en la produccién de citocinas (Laskarin et al., 2002;
Szekeres-Bartho et al., 1996); el PIBF regula la supresién de la citotoxicidad de
linfocitos deciduales inducida por P4 mediante la inhibicion de la produccion de
citocinas tipo Thl (IFNy, IL-2 y TNFa) que estadn relacionadas con abortos
espontaneos, y la estimulaciéon de la produccion de citocinas tipo Th2 como la IL-
10, IL-3 e IL-4 que estan mayoritariamente presentes en mujeres con un embarazo
normal (Makhseed et al., 2003; Szekeres-Bartho et al., 1996) (Figura 8).

Un tercer proceso en el que participa el PIBF y que también esta involucrado
en el embarazo es el metabolismo del acido araquiddnico. En este sentido se sabe
qgue la P4 por si misma o mediante el PIBF, inhibe la sintesis y liberacion de la
prostaglandina F2a (PG-F2a) promoviendo asi la quiescencia uterina, lo que
reduce el riesgo de abortos espontaneos debidos a la contractilidad del utero
(Szekeres-Bartho et al., 1985).
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3.4.2 P4 PIBF y cancer

Varios trabajos han demostrado que a nivel del mRNA el PIBF es expresado
en lineas celulares humanas provenientes de distintos tejidos (Lachmann et al.,
2004). Un andlisis de tumores de mama RP+ y RP-, revel6 que el mRNA del PIBF
se encuentra sobre-expresado en células con alta tasa de proliferacion

independientemente de la presencia del RP (Lachmann et al., 2004).

La presencia del mRNA del PIBF se ha observado también en varias lineas
celulares de leucemia humana, células mononucleares de cordon umbilical
(Giannoni et al., 2011) y linfocitos deciduales (Laskarin et al., 2002), algunas de
las cuales también expresan el PIBF a nivel de la proteina (Srivastava et al.,
2007). Estos mismos estudios mostraron que la adicion de P4 al medio incrementd
la expresion del PIBF mientras que el RU486 (antagonista de la P4) que interactua
con el RP, regulé a la baja su expresion. Asimismo, el tratamiento con RU486
incrementd la duracion y mejoré la calidad de vida de ratones con leucemia
(Srivastava et al, 2007).

Estudios de inmunofluorescencia han demostrado que la proteina de 90 kDa
del PIBF se encuentra en el centrosoma (Lachmann et al.,, 2004). Muchas
proteinas involucradas en la formacion de tumores estan asociadas al centrosoma,
provocando alteraciones en la funcién centrosomal y por lo tanto una segregacion
desigual de los cromosomas. La localizacion centrosomal de la forma completa del
PIBF sugiere un posible papel en la regulacion del ciclo celular (Szekeres-Bartho
and Polgar, 2010).

Las isoformas pequeiias del PIBF que son secretadas, tienen un papel en la
regulacion de la actividad de las células NK y de algunas citocinas, por lo que se
plantea que una alta produccion de PIBF por los tumores malignos podria facilitar
el desarrollo del tumor por la supresion de las respuestas inmunes locales anti-
tumorales (Faust et al., 1999; Szekeres-Bartho et al.,, 1997a, 1997b). Se ha
propuesto que algunos tipos de cancer podrian evadir a las células NK por medio

de la secrecién de un esteroide similar a la P4, el cual interactda con el RP, induce

23



la produccion del PIBF y permite que el tumor escape de las respuestas inmunes
anti-tumorales (Check et al., 2009; Szekeres-Bartho and Polgar). Ademas, otro
hecho que relaciona al PIBF con el cancer, es su localizacibn cromosomica,
puesto que el gen del PIBF se encuentra en el cromosoma 13 en la proximidad de

los genes de susceptibilidad a cancer de mama (Rozenblum et al., 2002).

A pesar de que varios grupos de investigacion se dedican a estudiar las
funciones del PIBF, actualmente se desconoce cuales son los mecanismos por los
que éste ejerce sus funciones, sin embargo, investigaciones recientes sugieren
que la isoforma de 90 kDa del PIBF puede unirse al DNA e inducir la expresion de
genes relacionados con proliferacion celular como EGFR (Kozma et al., 2006),
cuya expresion aumenta con P4 en células de astrocitomas humanos (Hernandez-
Hernandez et al.,2012). Asimismo, se ha reportado que una de las vias por las que
el PIBF actua es mediante la activacion de las proteinas STAT6 por dos citocinas,
la interleucina 4 y la interleucina 13 (IL-4 e IL-13) (Zamorano et al., 2003; Kozma
et al., 2006).

Trabajos de otros grupos de investigacion han reportado la presencia de
PIBF en células cultivadas de glioblastomas, estas células muestran una
expresion simultanea de PIBF tanto en el citoplasma y ndcleo y se puede
especular que la isoforma de la proteina completa que se encuentra en el nucleo
podria participar en el control de la sintesis y la secrecibn de IL-6 en
glioblastomas. Otro aspecto de la participacion del PIBF en la facilitacion de la
invasion tumoral es la posible supresién de la respuesta inmune local (Halasz et
al. 2013), este efecto se asocia con las isoformas mas pequefias de la proteina
gue se localizan ya sea en el citoplasma o que son secretadas a los tejidos

adyacentes (Halasz et al., 2013; Lachmann et al., 2004).

Por otra parte en nuestro laboratorio, varios estudios han sugerido que la P4
podria ejercer sus efectos en la expresion del PIBF mediante el mecanismo
clasico. Se observo que en la linea U373, la P4 (10 nM) incrementa la expresion
del PIBF a partir de 1 hora manteniéndose este efecto hasta las 24 horas. El

incremento en la expresion del PIBF por P4 desde 1 hora sugiere que este ultimo
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puede considerarse como un gen de respuesta temprana (Valadez, 2013), los
cuales codifican para enzimas citoplasmicas, proteinas secretoras y factores de
transcripcion que estan involucrados en diferenciacion, proliferacion y metabolismo
celular (Herschman, 1991; O'Donnell et al., 2012). Por ultimo se sabe que el PIBF
favorece la fosforilacion de proteinas STAT6 las cuales estan implicadas en la

proliferacion celular (Valadez, 2013)
3.5Proteinas JAK

Las proteinas JAK (Janus cinasas) presentan actividad de tirosina-cinasa y
se asocian con los receptores de citocinas. Después de la union citocina-receptor,
las proteinas JAK se activan y éstas a su vez hacen lo propio con las proteinas
transductoras de sefiales y activadoras de la transcripcion (STAT), las cuales son
una familia de proteinas que activan la transcripcion de genes en respuesta a
diferentes citocinas (Hoey and Grubsky, 1999; O Shea et al., 2013). Las JAKs
estan constitutivamente asociadas a las regiones Box 1 y Box 2 del dominio
intracelular del receptor a citocinas, de forma que el cambio conformacional que se
produce en el receptor tras la unién del ligando hace que las JAKs se aproximen,
lo que permite su transactivacion (fosforilacion reciproca en residuos de tirosina).
Una vez activadas, las JAKs van a fosforilar tanto al receptor (en su dominio
intracelular) como a la STAT6. En ausencia de estimulacién, la STAT6 se
encuentra en el citoplasma y son, por tanto, transcripcionalmente inactivas. Sin
embargo, una vez fosforiladas por JAK, las STA6 dimerizan a través de sus

dominios SH2 y se traslocan al ndcleo.

Cada receptor de citocinas aparentemente se acopla a una serie especifica
de JAKs y STATs, aunque existe un traslape sustancial entre los diferentes
receptores en diversos contextos biolégicos (Liu et al., 1998). Se han identificado
cuatro proteinas homologas de la familia JAK (JAK1, JAK2, JAK3 y Tyk2) en
mamiferos, todas ellas poseen entre 1100-1200 aminoacidos y se encuentran en
un rango de peso molecular que va desde 120 a 130 kDa (O’'Shea, 1997),
organizados en siete dominios de homologia Janus (JH), basados en su similitud

en la secuencia entre los miembros de la familia (Wilks et al., 1991; Sedlacek,
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2000). Esta familia no posee los dominios SH2 o SH3, y excepto por el dominio
catalitico, exhiben poca homologia con otras proteinas tirosina-cinasas. Las JAKs
son Unicas entre las proteinas tirosina-cinasas, ya que presentan un dominio
catalitico C-terminal (JH1) yuxtapuesto con un dominio de pseudocinasa (JH2)
(Chen et al., 1998) (Figurall).

FERM Pseudocinasa{THZ)
I 1 Tirosina-
JHT JH&ETHS JH4 JH3 cinasa (JH1)

oz @I N 0 B [ coon

Figura 11. Esquema de las proteinas JAK. Dominios JH (JAK homology), dominio FERM (four-
point-one, Ezrin, Radixin, Moesin) Se muestra el dominio N-terminal (dominios JH3-JH7), el
dominio de pseudocinasa (JH2) y el dominio tirosina-cinasa (JH1), estas incluyen tirosinas
conservadas que constituyen un componente critico del asa de activacién; Y1038/1039 en JAK1,
Y1007/1008 en JAK2, Y980/981 en JAK3 y Y1054/1055 en Tyk2. (Modificada de Kiu and
Nicholson, 2012).

Aunqgue la mitad N-terminal de las cinasas JAK contienen los dominios JH3-
JH7, los cuales son requeridos para la interaccién con el receptor de citocinas, la
naturaleza precisa de las interacciones aun se desconoce. La regién proximal a la
membrana de la cola citoplasmica del receptor de citocinas, conocida como
Box1/Box2, es esencial para la transduccion y activacion de JAK, que se une
directamente con estas regiones (Murakami et al., 1991). Estudios estructurales
han determinado que la region JH3-JH4 muestra similitud con los dominios SH2
de las proteinas STAT, y que la region JH4-JH7 constituye un dominio de
homologia FERM (four-point-one, Ezrin, Radixin, Moesin); este dominio FERM

media interacciones proteina-proteina (Yamaoka et al, 2004).

La presencia de un dominio de pseudocinasa distingue a las JAKs de otras
tirosinas-cinasas. El dominio de pseudocinasa (JH2) muestra todas las
caracteristicas de un dominio de cinasa, excepto la actividad catalitica. No es muy
claro el papel de este dominio en la actividad de las JAKs. Sin embargo, se ha
propuesto que el dominio JH2 contribuye a la formacion de complejos JAK-
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receptor en respuesta al ligando, donde JH2 actda como un switch que regula la

transduccion de sefiales (Saharinen and Silvennoinen, 2002).

El dominio de cinasa se encuentra en JH1 y muestra las caracteristicas
cldsicas de una tirosina-cinasa. Estas incluyen tirosinas conservadas que
constituyen un componente critico del asa de activacion (Y1038/1039 en JAK1).
La fosforilacion de estas tirosinas lleva a cambios conformacionales que facilitan la

union del sustrato.

Las proteinas JAKs son un componente central en la regulacién de la
sefalizacion de las citocinas. Estudios establecen que JAK1 es un componente
comun de la via JAK/STAT, JAK1 es compartido por todos los miembros de la
familia de receptores de clase Il, es decir, los receptores de citocinas; ademas,
JAK1 en la hematopoyésis, solo se asocia a receptores de citocina que
selectivamente inducen el desarrollo de poblaciones de células linfoides (Kiu and
Nicholson, 2012).

Como se mencion6 anteriormente, las JAKs activan a las proteinas STAT
(STATs 1-4, 5a, 5b y 6) y se sabe que cada una es activada por una combinacion
especifica de citocinas y receptores a citocinas o por factores de crecimiento
(Wurster et al., 2000). Particularmente se conoce que la proteina STATG6 tiene un
papel critico en la funcién y desarrollo de las células T cooperadoras y por lo tanto
en la respuesta inmune, esta proteina es activada principalmente por dos
citocinas, la interleucina 4 y la interleucina 13 (IL-4 e IL-13) (Kiu and Nicholson,
2012).

Con respecto al mecanismo de accién, se sabe que una vez que las
citocinas se unen a sus respectivos receptores, las cinasas asociadas Janus (JAK)
son activadas y fosforilan residuos conservados en el receptor. Las proteinas
STATG6 citoplasmaticas inactivas se unen al receptor fosforilado via su dominio
SH2 permitiendo que JAK fosforile la tirosina 641 en STAT6. Una vez fosforilada,
STAT6 forma homodimeros y se transloca al nacleo donde se une a la secuencia

de DNA TTCNNN(N)GAA presente en la region promotora de los genes de
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respuesta a IL-4 e IL-13 y es capaz de regular la transcripcion (Figura 12)
(Fenghao et al., 1995; Wurster et al., 2000).

Plasma membrane

Cytoplasm

Nucleus (% l-—»Transcription
q

Figura 12. Modelo de regulacion de la transcripcion mediada por STAT6. Después de la
estimulacién por alguna citocina como IL-4, el receptor a IL-4 activa a las JAK (cinasas Janus), las
cuales fosforilan y activan a STAT6. Una vez activado, STAT6 se dimeriza y migra al nicleo donde
se une a sus elementos de respuesta en el promotor e induce la expresién de genes especificos
(Tomada de Labhiri et al., 2010).

A pesar de que los mecanismos por los cuales se da la activacion de las
proteinas STAT6 por IL-4 e IL-13 han sido ampliamente estudiados (Wurster et
al., 2000), se desconocen los mecanismos de la transcripcion dependientes de
STAT6, asi como posibles mecanismos alternos de activacion de la misma. En
este sentido, recientemente se ha sugerido que en linfocitos humanos el PIBF es
capaz de activar a las proteinas STAT6 mediante su union a un nuevo receptor a
IL-4 el cual es un heterocomplejo formado por la cadena a del receptor a IL-4

(asociado a JAK1) y el receptor a PIBF (Kozma et al., 2006).
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De acuerdo a los antecedentes descritos, se ha sugerido que en linfoncitos
humanos la P4 regula a la alta la expresion del PIBF a nivel del mRNA y de la
proteina y que éste incrementa la fosforilacion y activacion de las proteinas
STAT6, por lo que la via de sefalizacion de STAT6 podria ser uno de los

mecanismos por los que el PIBF lleva a cabo sus funciones.

Por otra parte estudios en nuestro laboratorio han mostrado que el
PIBF aumento significativamente la fosforilacion de STAT6 en células U373, en el
residuo de tirosina 641 (Y641) (Valadez, 2013). La fosforilacién de las proteinas
STAT6 es requerida para su posterior activacion y una vez activadas estas
proteinas actian como factores de transcripcion de genes relacionados con la

proliferacion celular (Wurster et al., 2000).

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El PIBF tiene un papel importante en el desarrollo tumoral y se sabe que en
la linea celular U373 derivada de astrocitomas humanos, la P4 regula
positivamente la expresion del PIBF. Esta regulacion puede ser por un mecanismo
que involucra al RP o por un mecanismo independiente de este receptor. Se ha
reportado que el PIBF regula la fosforilacion y activacion de las proteinas STAT6
en astrocitomas humanos, las cuales estan implicadas en la proliferacién celular.
Sin embargo, se desconoce el papel del PIBF en la proliferacion celular de la linea
U373, asi como el rol de las proteinas JAK y el receptor de IL-4, en los
mecanismos involucrados en la fosforilacion de STAT6 inducidos por el PIBF.
Debido a lo anterior, los estudios presentes ayudaran a entender los mecanismos
moleculares mediante los cuales la P4 regula el desarrollo de este tipo de

tumores.
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5. HIPOTESIS

El PIBF promovera la fosforilacion de las proteinas JAK que una vez activadas

favoreceran el crecimiento de la linea U373 de astrocitomas humanos grado Ill.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Estudiar los efectos del PIBF en la fosforilacion de la proteina JAK y su
papel en el crecimiento de la linea celular U373 derivada de astrocitomas

humanos.
6.2 Objetivos particulares

e Determinar el papel del PIBF en el crecimiento de la linea U373 con el uso

de la técnica de tincion por exclusion.

e Estudiar por la técnica de Western blot el efecto de la P4 y del PIBF sobre

la fosforilacion de la proteina JAK, en la linea celular U373.

e Establecer si el PIBF se asocia al receptor de IL-4 en la linea celular U373.

7. METODOLOGIA
7.1 Cultivo celular

La linea celular U373 o0 U373-MG (ATCC: HTB 17) derivada de astrocitomas
humanos grado Il se cultivdo en medio DMEM con rojo de fenol (In Vitro, S.A,,
México) suplementado con suero fetal bovino con hormonas (SFB) al 10%. 1 x 10°
células se incubaron bajo condiciones estandarizadas de 37°C, 95% aire - 5% CO
y 95% de humedad. El medio fue cambiado cada 48 horas hasta alcanzar una
confluencia celular de 70- 80%. Una vez obtenida dicha confluencia, se realizaron
tres lavados con PBS pH 7.4 (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na;HPO, 10 mM,
KH,PO4 2 mM), se cambid el medio por DMEM sin rojo fenol suplementado con

SFB al 10% libre de hormonas y las células se incubaron durante 24 h en las
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condiciones ya mencionadas.

Para evaluar si el PIBF y la P4 inducen la fosforilacién de las proteinas JAK,
las células U373 se incubaron en presencia de: vehiculo (agua desionizada) y
PIBF recombinante (Abnova H00010464-P01) (200 ng/ mL) durante 20 minutos, o
bien, vehiculo (V, ciclodextrina al 0.02% en agua estéril) y P4 (10 nM) durante 24
horas (Kozma et al., 2006). Estos tiempos se seleccionaron debido a que estudios
en nuestro laboratorio (Valadez, 2013) y en otro grupo de investigacion (Kozma et
al., 2006) se ha encontrado que el PIBF regula positivamente la fosforilacion de
STAT6 en linfocitos y astrocitomas humanos justo bajo estas condiciones. Se
realizé la extraccidén de proteinas totales para los estudios de fosforilaciéon de JAK

como se menciona en el apartado 7.3.

Para determinar si el PIBF se une al receptor de IL-4 en la linea celular U373
no se empled ningun tratamiento. Se realiz6 la extraccion de proteinas totales

como se indica en el apartado 7.3.
7.2 Crecimiento celular

En cajas de 24 pozos se sembraron homogéneamente 10,000 células
derivadas de astrocitomas humanos grado Il y estas recibieron diferentes
tratamientos: vehiculo (agua desionizada), PIBF recombinante (200 ng/mL), P4
(10 nM) y PIBF + P4, para determinar la proliferacion de las células U373. Las
células se cosecharon cada dia durante 5 dias consecutivos con PBS 1X + EDTA
(1 mM). El nimero de células vivas se midi6 mediante exclusién con colorante
azul de tripano, usando un microscopio invertido (Olympus CKX41, Center Valley,

PA) y empleando una camara de Neubauer.
7.3 Extraccion de proteinas totales

Con la finalidad de determinar el contenido de la proteina JAK fosforilada y
si existe alguna asociacion entre el PIBF y el receptor a IL-4 se realizd
primeramente la extraccion de proteinas a partir de las células U373, para lo cual,
se les agregaron 500 pL de amortiguador RIPA con una mezcla de inhibidores de
proteasas [Tris-HClI 50 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, Nonidet P-40/Triton 1%,

31



desoxicolato de sodio 0.5%, SDS 0.1%, EDTA (acido etilendiaminotetraacético) 1
mM, AEBSF (amino etil bencenil sulfonil fluoruro) 2 mM, aprotinina 0.3 pM,
bestatina 130 uM, E-64 14 puM, leupeptina 1 yM y PMSF (fluoruro de
fenilmetilsulfonilo) 100 pug/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 separo el sobrenadante y fue almacenado a 4°C en tubos eppendorf de
1.5 mL para su posterior cuantificacion y separacion de las proteinas mediante
electroforesis.

La concentracion de proteinas en el sobrenadante se determiné

espectrofotométricamente a 280 nm en un Thermo Scientific NanoDrop.

7.4 Coinmunoprecipitaciéon

Para inmunoprecipitar el PIBF y observar su interaccién con el receptor de IL-
4, a 1 mg de proteina total obtenida de las células U373 se le afiadieron 50 uL de
proteina A-agarosa y 2 pg de anticuerpo anti PIBF. La mezcla se incubé durante
toda la noche a 4°C. Se realizaron 2 lavados del precipitado con buffer RIPA a
8000 rpm por 5 minutos cada uno a 4°C, finalmente, se agregaron 30 uL de buffer

de Laemmli.

7.5 Western blot

Para determinar el contenido de la proteina JAK fosforilada, cada muestra de
proteina obtenida de las células tratadas para determinar el contenido de la
proteina JAK fosforilada (tomando un volumen correspondiente a 100 pg) se
mezclé con amortiguador de Laemmli 2X (Tris-base pH 6.8 100 mM, azul de
bromofenol al 0.1%, glicerol al 20%, SDS al 4%, B-mercaptoetanol al 10%) en una
proporcion proteina-amortiguador de 2:1 (v/v) a 4°C, se hirvieron durante 5 min y
se depositaron en geles de poliacrilamida. En tanto que las muestras para
determinar si el PIBF se une al receptor de IL-4 en la linea celular U373, se
hirvieron durante 10 min y posteriormente se centrifugaron a 12,500 rpm durante
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15 min. Las proteinas se separaron por electroforesis en geles desnaturalizantes
de poliacrilamida al 7.5%. Las muestras se concentraron en el gel concentrador
(poliacrilamida al 4%) a 80 volts y posteriormente se separaron en el gel de corrida

(poliacrilamida al 7.5%) a 80 volts durante 2 horas.

Las proteinas fueron transferidas del gel a una membrana de nitrocelulosa
(Millipore) a 120 mA durante 2 h en una camara semihumeda. Posteriormente, las
membranas se bloquearon con una solucion rica en proteinas al 3% (GE
Healthcare) en TBS-Tween durante 2 h a 37°C.

Las membranas fueron incubadas durante toda la noche a 4°C con el
siguiente anticuerpo: anti-fosfo-JAK1 (purified rabbit IgG; R&D SYSTEMS AF4510)
en una dilucion 1:500 (1 pg/mL) en TBS-Tween (Tween al 0.05%) y anti-hlL-4R
(purified mouse monoclonal 1gG2a; R&D SYSTEMS 25463) en una dilucién 1:500
(1 pg/mL) en TBS-Tween (Tween al 0.05%). Posteriormente fueron lavadas con
TBS-Tween 3 veces por 5 minutos y después incubadas a temperatura ambiente
durante 45 min con un anticuerpo secundario anti-rabbit conjugado a peroxidasa
(IlgG-HRP, Santa Cruz sc-2357) en una dilucién de 1:7500 (0.05 pg/mL), en el
caso de JAK fosforilado y un anticuerpo secundario anti-mouse conjugado a
peroxidasa (IgG-HRP, Santa Cruz sc-2005) en una dilucién de 1:5000 en el caso
del receptor a IL-4 (0.08 pg/mL). Se utiliz6 un método de deteccion de alta
sensibilidad (ECL, Amersham Pharmacia Biotech) para determinar la presencia de
las proteinas estudiadas por quimioluminiscencia. Con este sistema, el perdxido
de luminol junto con un activador son sustrato de la peroxidasa acoplada al
anticuerpo secundario reaccionan y generan una sefal de quimioluminiscencia la
cual es detectada al exponer las membranas a placas autoradiograficas (Kodak
BioMax light film).

Con la finalidad de determinar si el cambio en la fosforilacion de JAK fue
debido al tratamiento con PIBF recombinante o P4 y no por un cambio en la
cantidad de JAK total y para saber si efectivamente el PIBF se habia unido al
receptor de IL-4 se realiz6 lo siguiente: Las membranas fueron lavadas con glicina

acida (0.1 M, pH 2.5) a 4°C durante toda la noche y se bloquearon 2 h a 37°C con
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una solucion rica en proteinas al 3% en TBS-Tween, se incubaron con un
anticuerpo primario anti-JAK1 (purifed rabbit policlonal; Abcam ab47435) en una
dilucién 1:300 (3.3 pg/mL) y un anticuerpo anti-PIBF (mouse monoclonal IgG;
Santa Cruz sc-166372) en una diluciéon 1:100 (2 pg/mL) durante toda la noche a
4°C, a continuacion fueron lavadas con TBS-Tween 3 veces por 5 minutos y se
incubaron 45 min con un anticuerpo secundario anti-rabbit conjugado a
peroxidasa (IgG-HRP, Santa Cruz sc-2357) en una diluciéon de 1:7500 (0.05
png/mL), en el caso de JAK y un anticuerpo secundario anti-mouse conjugado a
peroxidasa en el caso del PIBF (IgG-HRP, Santa Cruz sc-2005) en una dilucion de
1:5000 (0.08 pg/mL).

7.6 Andlisis densitométrico y estadistico

Las imagenes obtenidas fueron sometidas a un analisis densitométrico
mediante el uso del Software ImageJ para analizar las bandas obtenidas del
western blot y cuantificar la expresion de las proteinas JAK fosforilada y JAK total.

A los datos obtenidos se les realizé un analisis estadistico a través de la
prueba de ANOVA de una via seguida de la prueba de Dunett para la comparacion
de cada tratamiento con el control. Se utilizé el programa GraphPad Prism 4 para
calcular los valores de probabilidad. En todas las pruebas estadisticas se utilizé un
intervalo de confianza del 95% por lo que se consideraron como estadisticamente

significativos aquellos datos que tuvieron un valor de p < 0.05.

8. RESULTADOS

8.1 Efecto del PIBF en la proliferacion de células U373 derivadas de

astrocitomas humanos grado lll.

Para estudiar el papel del PIBF en el crecimiento de astrocitomas humanos

grado I, las células U373 recibieron los tratamientos de vehiculo (agua
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desionizada), PIBF recombinante (200 ng/mL), P4 (10 nM) y PIBF + P4, y se
cosecharon cada dia durante 5 dias consecutivos. Se realizo el conteo de células
por medio de la técnica de tincién por exclusion con colorante azul de tripano, el
cual atraviesa la membrana de las células muertas, mientras que en las células

viables con membrana intacta, no se incorpora.

En la figura 13 se observa que la P4 incrementa el nimero de células U373 a
partir del dia 3 y hasta el dia 5 respecto al vehiculo, mientras que el PIBF y el
tratamiento conjunto lo hacen a partir del dia 4. La P4 + PIBF no presentan un

efecto sinérgico sobre el incremento en el nUmero celular.
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Figura 13. Efecto del PIBF en el niumero de células U373. Las células U373 recibieron los tratamientos
de vehiculo (agua desionizada), PIBF recombinante (200 ng/mL), P4 (10 nM) y PIBF + P4. Las células se
cosecharon cada dia durante 5 dias consecutivos. EI nimero de células vivas se midi6 mediante
exclusion con colorante azul de tripano, usando un microscopio invertido y empleando una camara de
Neubauer. n=4. Los resultados son expresados como media + E.E * p < 0.0001 comparado con el
vehiculo.
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8.2 Estudio del efecto del PIBF y la P4 en la fosforilacién de la proteina JAK
en células U373.

Para conocer el rol de la proteina JAK en los mecanismos de accion por los cuales
el PIBF ejerce sus efectos en las células U373, se decidio estudiar el papel del PIBF
sobre la fosforilacion de la proteina JAK puesto que se sabe que se encuentra cascada
arriba del mecanismo de activacion de STAT6. Tanto el PIBF como la P4 pueden
ejercer sus efectos en estas células a través de la activacion de la proteina STAT6
(Valadez, 2013).

Para este propésito, las células U373 fueron tratadas con vehiculo (agua
desionizada) y P4 (10 nM) durante 24 horas, y PIBF recombinante (200 ng/mL) durante
20 minutos (Kozma et al., 2006), posteriormente se determind la expresion de JAK
fosforilada (p-JAK) por medio de la técnica de Western blot. Asimismo, se determind la
expresion de JAK total con el propésito de corroborar que el cambio en la fosforilacion
de JAK fuera debido al tratamiento con PIBF y no por un aumento en la expresion de
JAK total. En el caso de los experimentos con P4, los resultados obtenidos tanto para p-

JAK como para JAK total se normalizaron con respecto a a-tubulina.

En la figura 14 se observa que las células U373 tratadas con PIBF muestran un
aumento significativo en la expresion de JAK fosforilada respecto a las tratadas con
vehiculo y P4, mientras que JAK total se mantiene constante. También se observa que
la relacion entre p-JAK y JAK total es significativamente mayor posterior al tratamiento
con PIBF (figura 14).
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Figura 14. Efecto del PIBF y la P4 en la fosforilacién de la proteina JAK en células U373. Las células
U373 fueron tratadas con vehiculo (agua desionizada) y P4 (10 nM) durante 24 horas, y con PIBF
recombinante (200 ng/mL) durante 20 minutos, posteriormente se realizé la extraccion de proteinas
totales y Western blot. El panel superior muestra las imagenes representativas de la expresién de la
proteina JAK fosforilada y JAK total con un peso de 130 kDa. Las graficas inferiores representan el
analisis densitométrico de la expresion de JAK fosforilada con respecto a JAK total después de realizar 3
experimentos independientes. Los resultados son expresados en media + E.E * p < 0.01 comparado con

vehiculo (V).

8.3 Determinacion de la asociacion entre el PIBF y el receptor de IL-4 en la

linea celular U373.

Se ha sugerido que en linfocitos humanos el PIBF es capaz de activar a las
proteinas STAT6 mediante su union al receptor de IL-4, para conocer si existe
asociacion del PIBF con el receptor de IL-4 en la linea celular U373, se obtuvieron
proteinas totales mediante la lisis de las células U373, se coinmunoprecipité el PIBF
con un anticuerpo especifico y posteriormente se identificé al receptor de IL-4 mediante

Western blot.
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En la figura 15 se muestra una imagen representativa de 3 experimentos
independientes, en donde se puede observar una banda de 90 kDa correspondiente al
RIL-4 y dos bandas de menor peso, correspondientes a inmunoglobulinas tipo G, las
cuales se observan debido al anticuerpo primario empleado para coinmunoprecipitar al
PIBF.

PIBF

.
IL-4Ra e 90kDa

55 kDa
IgGs
25 kDa

Figura 15. Asociacion del PIBF con el receptor a IL-4 (RIL-4) en células U373. Para determinar la
asociacion del PIBF con el receptor de IL-4 en la linea celular U373, se obtuvieron proteinas totales
mediante la lisis de las células U373, se coinmunoprecipité el PIBF con un anticuerpo especifico, para
posteriormente identificar al receptor a IL-4 (RIL-4) mediante Western blot.

9. DISCUSION

La P4 participa en la regulaciébn de procesos patolégicos como el crecimiento
tumoral (Camacho-Arroyo et al., 2000). En el caso de los astrocitomas la P4 incrementa
su proliferacion (Carroll et al., 1995; Gonzéalez-Aguero et al., 2001; Khalid et al., 1997),
Se ha demostrado que la P4 aumenta la proliferacion celular en la linea U373 (grado
[ll), a través de la interaccién con su receptor intracelular, el RP (Carroll et al., 1993,
Gonzalez-Aguero et al., 2001., Henley et al., 2005), el cual mediante la activacion de
vias de sefalizacion o de regulador transcripcional puede causar el aumento o
disminucion de la expresion de genes blanco (Boonyaratanakornkit et al., 2008; Misiti et
al., 1998).
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Se ha sugerido que uno de los genes regulados por la P4 es el PIBF, el cual se
encuentra sobre-expresado en lineas celulares de leucemia, cancer de estdbmago,

cancer de mama, cancer de médula 6sea y cancer de Utero (Lachmann et al., 2004).

Estudios en nuestro laboratorio, han sugerido que la P4 podria ejercer sus
efectos en la expresion del PIBF mediante el mecanismo clasico, ya que el promotor del
PIBF cuenta con dos medios elementos de respuesta a P4. Se sabe que los ¥2 ERP son
abundantes en promotores regulados por P4 y que la transcripcion puede ser
estimulada por esta hormona mediante la presencia de dos o tres %2 ERP (Jacobsen et
al., 2009).

En el presente trabajo se determind el efecto del PIBF en la proliferacién de
células U373 mediante la técnica de tincion por exclusion.

En la figura 13 podemos observar que al dia 4 el PIBF y el tratamiento conjunto
(P4+PIBF) incrementan la proliferacion de las células U373 y que muestran una
diferencia respecto al vehiculo. Por otra parte a pesar de que en el tratamiento
conjunto se emple6é P4+PIBF, no se observé un efecto sinérgico sobre el incremento en
el niumero celular, lo que sugiere que el PIBF y la P4 podrian ejercer sus efectos sobre

el incremento en el numero celular a través de vias de activacion en comun.

De acuerdo a los antecedentes descritos, se ha sugerido que la via de
sefializacion de STAT6 podria ser uno de los mecanismos por los que el PIBF lleve a
cabo sus funciones, se sabe que la proteina STAT6 es activada principalmente por dos
citocinas, la interleucina 4 y la interleucina 13 (IL-4 e IL-13), una vez que las citocinas
se unen a sus receptores inicia la cascada de activacion de las proteinas STAT6. En la
figura 15 se observa la asociacion del PIBF con el receptor a IL-4 (RIL-4), lo que nos
indica que la induccién de las proteinas STAT6 por el PIBF en esta linea celular podria
darse a través de la activacion del RIL-4. Con respecto al mecanismo de accion, se
sabe que una vez que las respectivas citocinas se unen a sus receptores, las cinasas
asociadas Janus (JAK) son activadas y fosforilan residuos conservados en el receptor.
Las proteinas STAT6 citoplasmaticas se unen al receptor fosforilado via su dominio
SH2 permitiendo que JAK fosforile la tirosina 641 en STAT6. Una vez fosforilada,

STAT6 forma homodimeros y se transloca al nucleo donde se une a la secuencia de
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DNA TTCNNN(N)GAA presente en la region promotora de los genes de respuesta al
IL-4 y es capaz de regular la transcripcién (Fenghao et al., 1995; Wurster et al , 2000).

Estudios en nuestro laboratorio han encontrado que el PIBF y la P4 pueden
ejercer sus efectos en las células U373 a través de la activacion de STAT6, también
estudios en otros laboratorios (Kozma et al., 2006) han observado que el PIBF regula
positivamente la fosforilacion de STAT6 en linfocitos humanos. Para determinar el
efecto del PIBF en la fosforilacion de la proteina JAK, se trataron las células U373 con
PIBF (200ng/mL) durante 20 minutos. En la figura 14 podemos observar que el PIBF
aument6 significativamente la fosforilacion de la proteina JAK. Se sabe que la
activacion de JAK es requerida para posteriormente fosforilar la tirosina 641 en STAT6,
lo que induce su activacion y que le permitira actuar como factor de transcripcion de
genes relacionados con la proliferacion celular (Wurster et al., 2000). Se sabe que en
otras lineas celulares de astrocitomas grados lll y IV (U-1242MG y U-87MG) STAT6 se
encuentra sobre-expresada en comparacion con astrocitos normales y esto coincide
con un aumento en la invasividad y el crecimiento de las células tumorales (Merk et al.,
2011).

De manera interesante, observamos que el tratamiento de P4 no modifica la
expresion de JAK total ni su fosforilacion. De acuerdo a estos resultados podemos
proponer que el aumento de la fosforilacion de JAK por el PIBF, la asociacién de éste
con el RIL-4, asi como lo reportado anteriormente en nuestro laboratorio donde se ha
observado el aumento de la fosforilacion de STAT6, se puede correlacionar con el

aumento en la proliferacion celular de la linea U373.

10. CONCLUSIONES

El PIBF aumenta el nimero de células de la linea U373 derivada de un astrocitoma

humano grado IIl.
El PIBF se asocia al receptor de IL-4 (RIL-4).

El PIBF induce la fosforilacion de JAK en las células U373 lo cual puede estar

relacionado con los efectos del PIBF en las células.
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