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Abreviaturas

AEBSF
AF

Akt
ANOVA
APC
AXIN2
CCND1
CDK2
CDK7
CK2
CREBBP
CTNNB1
DAG
DBD
DDX3X
DMSO
EDTA
EGF
ERE
Fzd
GSK-3B
Hsp
IRM
JUN
kDa
LBD
LCR
LEF
LRP
mA
MAPK
MNAR

4-(2-aminoetil)-benceno sulfonilo fluoruro clorhidrato
Funcion de activacion

Proteina cinasa B

Analisis de varianza

Adenomatous Polyposis Coli

Gen de la proteina relacionada a axina

Gen de la ciclina D1

Cinasa dependiente de ciclina 2

Cinasa dependiente de ciclina 7

Caseina cinasa |l

Gen de la proteina de unién a elementos de respuesta a cAMP
Gen de la B-catenina-1

Diacilglicerol

Dominio de uniéon a ADN

Gen de la Helicasa 3 de ARN, ligada al cromosoma X.
Dimetil sulféxido

Acido etilendiaminotetraacético

Factor de crecimiento epidérmico

Elementos de respuesta a estrogenos

Receptores Frizzled

Glucégeno sintasa cinasa 33

Proteinas de choque térmico

Imagen por resonancia magnética

Protooncogen JUN

Kilo Daltones

Dominio de unién a ligando

Liquido cefalorraquideo

Factor potenciador linfoide

Proteina asociada al receptor de lipoproteinas de baja densidad
mili Amperes

Proteina cinasa activada por mitdgenos

Modulador de la actividad no genémica de los RE



MYC Oncogén viral homélogo de Mielocitomatosis aviar V-myc

PBS Solucién buffer de fosfatos
PI3K Fosfoinositol 3 cinasa

PKA Proteina cinasa A

PKC Proteina cinasa C

PKCa Proteinas cinasas C atipicas
PKCc Proteinas cinasas C clasicas
PKCn Proteinas cinasas C nuevas
PMSF Fluoruro de fenilmetil sulfonilo
PS Fosfatidilserina

RE Receptores a estrogenos
RP Receptor a progesterona
SDS Dodecil sulfato de sodio
SEM Error estandar de la media
Ser Serina

SFB Suero fetal bovino

SHH Sonic hedgehog

SNC Sistema nervioso central
STK36 Serinal/treonina cinasa 36
TBS Solucién amortiguadora Tris
TCF Factor de células T

TP53 Proteina tumoral p53

TPA 2-O-tetradecanoil-13-acetato de forbol
WNT Wingless

B-TrCP Proteina ubiquitina ligasa que contiene repeticiones de beta-transducina
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1. Resumen

Los meduloblastomas son los tumores mas frecuentes y malignos en la poblaciéon
pediatrica con un pico de incidencia de los 3 a los 6 afios. Diversos factores han
sido asociados con el desarrollo y crecimiento de los meduloblastomas v,
recientemente, se ha reportado que el receptor a estrogenos beta (REB) y la
proteina cinasa C alfa (PKCa) estan involucrados en los procesos tumorales de

estas neoplasias.

Por medio de ensayos in silico hemos identificado al residuo Ser219 del REf
como posible sitio de fosforilacion por PKCa, por lo que en este trabajo se estudio
el papel de PKCa sobre la fosforilacion del RER en la linea celular DAOY derivada
de meduloblastoma con la finalidad de sentar las bases para futuras
investigaciones sobre la implicacion de esta via en el desarrollo y crecimiento de
los meduloblastomas. Para lo anterior, células DAOY derivadas de un
meduloblastoma humano fueron estimuladas con TPA, un éster de forbol activador

de PKC clasicas y nuevas.

Haciendo uso de la técnica de coinmunoprecipitacién, se precipitd al REB vy
mediante Western blot, se identific6 a PKCa asociada a este receptor. Los
resultados mostraron que existe una asociacion basal REB-PKCa. Se observé un
aumento significativo en esta asociaciéon 5 minutos después del tratamiento con

TPA y este efecto regresé a sus niveles basales después de 30 minutos.

Para estudiar el efecto en la fosforilacion del REB inducida por la activacion de
PKCa, el receptor fue inmunoprecipitado y, mediante Western blot y el uso del kit
pIMAGO que detecta proteinas fosforiladas, se detecté al RE fosforilado despues
del tratamiento con TPA. Se observd que el REB se encuentra basalmente
fosforilado y esta fosforilacion aumenta a los 5 minutos de tratamiento con TPA; el

efecto se mantuvo hasta los 30 minutos.

Finalmente, el efecto de la activacion de PKCa sobre el contenido del REB se
determind estimulando los cultivos celulares con TPA durante 1, 3, 5, 10 y 20
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horas; la expresion del REB se determind mediante Western blot; no se

encontraron diferencias significativas en el contenido del RE.

Se concluye que la activacion de PKCa con TPA provoca un aumento significativo
en la asociacion REB-PKCa a los 5 minutos, y un aumento significativo en el
contenido del RE[R fosforilado desde los 5 y hasta los 30 minutos en la linea
celular DAOY.

2. Introduccion

Los meduloblastomas son neoplasias embrionarias clasificadas como tumores
primitivos del neuroectodermo. Estos tumores son las neoplasias cerebrales mas
comunes y malignas en la poblacion pediatrica, ya que representan
aproximadamente el 20% de los tumores del sistema nervioso central en esta
poblacion; el pico de edad se presenta desde los 3 hasta los 6 afios de edad.
Aunque el pronéstico de los pacientes con meduloblastomas depende del grado
de malignidad, localizacion y tamano, la sobrevida de estos pacientes a los 5 afios
no es mayor al 80%, ademds, cerca del 100% de ellos presentan secuelas
incurables. Se han encontrado diversos factores asociados al desarrollo de los

meduloblastomas, entre los que se encuentra el receptor a estrégenos beta (RER).

Los receptores a estrogenos (RE) tienen roles importantes en el desarrollo y
funcionamiento normal de tejidos reproductivos y no reproductivos, ya que regulan
procesos celulares como proliferacion y diferenciaciéon celular. Los RE pertenecen
a la superfamilia de receptores intracelulares que funcionan como factores de

transcripcion. Estos receptores presentan 2 isotipos: REa y RER.

Estudios in vitro han demostrado que el mecanismo de activacion del RE por su
ligando regula el crecimiento y la migracion de células de meduloblastoma,
ademas, estudios in vivo demuestran el potencial terapéutico de los inhibidores del
RER para inhibir el crecimiento de estos tumores.



Se han realizado diversos estudios que han determinado que la fosforilacién de
sitios especificos en estos receptores puede modificar su actividad transcripcional

de forma dependiente o independiente de ligando.

En el ratébn se han descrito 6 sitios de fosforilacion para el REB y dos sitios de
fosforilacién en el humano. A través de los softwares KinasePhos 0.1, NetPhos 2.0
y GPS 2.1, hemos identificado al residuo Ser219 del REB como posible sitio de
fosforilacién por PKCa; por lo anterior resulta de gran interés el estudio de la
fosforilacién del REB por PKCa, ya que podria regular la actividad transcripcional
del receptor, y por lo tanto, podria participar en la regulacion de la proliferacion,

migracion, invasividad y apoptosis de células de meduloblastoma.

Un estudio mostré que en la linea celular DAQY derivada de un meduloblastoma,
el tratamiento con TPA (12-O-tetradecanoil-13-acetato de forbol: activador de
PKC) aumenta la proliferacion celular, mientras que la inhibiciéon farmacoldgica o el

silenciamiento de PKCa causaron una disminucion de la proliferacion.



3. Antecedentes
3.1 Meduloblastoma

3.1.1 Definicién

El meduloblastoma es el tumor cerebral mas frecuente en la poblacion pediatrica.
Se trata de un tumor embrionario de origen neuroectodérmico, maligno e invasivo
del cerebelo que presenta una tendencia inherente a la metastasis a través de la
via del liquido cefalorraquideo (LCR), con evidencia de metastasis en mas del
30% de los casos diagnosticados; la diseminacién fuera del Sistema Nervioso
Central (SNC) es muy rara al momento del diagnostico. Los meduloblastomas
surgen en la fosa posterior, usualmente en el vermis cerebeloso en el techo del
cuarto ventriculo o en los hemisferios cerebelares (Fig. 1) (Brandes et al., 2009;
Smoll y Drummond et al.,, 2012). Algunos trastornos genéticos (sindrome de
Gorlin, sindrome de Turcot, entre otros), han sido asociados con el incremento del
riesgo de padecer meduloblastoma, sin embargo, la etiologia de la mayoria de los

pacientes es desconocida (Smoll y Drummond, 2012).

Fig. 1. Imagenes de meduloblastoma obtenidas por resonancia magnética (IRM) T1 ponderadas
con gadolinio. A) Corte coronal: el tumor mayor se etiqueta con una “T”; la metastasis se sefiala
con una flecha blanca (Modificada de Hatten & Roussel, 2011). B) corte axial: meduloblastoma de
localizacion tipica en la fosa posterior en un nifio de 8 afios (Modificada de Brandes et al., 2009).



3.1.2 Epidemiologia

Los meduloblastomas representan aproximadamente el 20% de los tumores
pediatricos del sistema nervioso central; cerca del 70% de todos los casos son
diagnosticados en pacientes con edades menores a 15 afios y solo el 25% son
diagnosticados en pacientes entre 15 y 44 afos. El pico de incidencia de los
meduloblastomas se presenta en nifios de entre 3 y 6 afios de edad. Durante la
infancia, los varones tienen aproximadamente 1.58 mas probabilidades de ser
diagnosticados con meduloblastomas que las mujeres (Smoll y Drummond, 2012;
Belcher et al., 2009; De Braganca y Millard, 2015 Brandes et al., 2009; Ciucci et
al., 2014).

Aunque el pronéstico de los pacientes con meduloblastomas depende del grado
de malignidad, localizacion y tamano, la sobrevida de estos pacientes a los 5 afios
no sobrepasa el 80%, ademas, casi el 100% de ellos presentan secuelas
incurables, entre las que destacan deterioros cognitivos y alteraciones en las
funciones enddcrinas, asi como la aparicion de neoplasias secundarias (Smoll y
Drummond, 2012).

3.1.3 Clasificacion

3.1.3.1 Clasificacion histopatologica

En la clasificacion de los tumores del SNC realizado por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) en el afio 2007, se clasifica a los meduloblastomas segun su

histologia en 1) clasicos, 2) desmoplasicos/ nodulares, 3) anaplasicos, 4) de

células grandes y 5) con nodularidad extensa (Louis et al., 2007).



Clasicos

La variante clasica representa aproximadamente el 80% de los meduloblastomas
en nifos y el 70% en adultos. Las células de meduloblastoma clasico tienen un
tamafio pequeio a medio, forma redonda a ovalada, nucleo hipercromatico y
escaso citoplasma, se asocian con alta actividad mitotica y pleomorfismo nuclear
incrementado. El meduloblastoma clasico se caracteriza por alta celularidad e
indices elevados de proliferacién (Brandes et al., 2009; De Braganca y Millard,
2015).

Desmoplasicos/nodulares

Los meduloblastomas desmoplasicos/nodulares se caracterizan por regiones
internodulares desmoplasicas con células embionarias desdiferenciadas y ricas en
fibras reticulares, contienen nédulos de células de diferenciacién neurocitica que
expresan proteinas neuronales y tienen una baja tasa de crecimiento. Esta
variante representa el 15% en la poblacion pediatrica y del 30 al 40% en adultos
(Brandes et al., 2009; De Braganca y Millard, 2015; Giangaspero et al., 1999;
Ellison, 2010).

Anaplasicos

Los meduloblastomas anaplasicos representan del 10 al 20% de los casos
diagnosticados. Hasta la fecha no existe informacién acerca de la proporcion en
adultos y nifios. Se caracterizan histolégicamente por un marcado pleomorfismo
nuclear, embalaje célula-célula, abundantes cuerpos apoptdticos y alta actividad
mitética, usualmente con formas atipicas. Aunque los meduloblastomas presentan
algun grado de atipia, estos cambios son particularmente pronunciados y
generalizados en la variante anaplasica. (Brandes et al., 2009; Lous et al., 2007;
Ellison, 2010).



De células grandes

La variante de células grandes comprende células esféricas con nucleo grande,
redondo y vesicular, cromatina de estructura abierta y nucleolo central prominente.
Esta variante representa del 2-4% de los meduloblastomas (Brandes et al., 2009;
De Braganca y Millard, 2015).

De nodularidad extensa

Los meduloblastomas con nodularidad extensa estan estrechamente relacionados
con los meduloblastomas desmoplasicos/nodulares; se distinguen de esta variante
debido a que exhiben una arquitectura lobular marcadamente expandida, debido al
hecho de que las zonas libres de reticulina se vuelven inusualmente grandes y
ricas en tejido tipo neurdpilo (regidbn comprendida entre varios cuerpos
celulares o somas de neuronas de la sustancia gris del encéfaloy la médula
espinal). Estas zonas contienen una poblacion de células pequefas (Louis et al.,
2007). Esta variante representa aproximadamente el 3% de los casos
diagnosticados (Brandes et al., 2009; Louis et al., 2007; Giangaspero et al., 1999).
Las variantes clasica, desmoplasico/nodular y de nodularidad extensa estan
asociadas a un mejor prondéstico en ninos menores de 5 afos, mientras que los
meduloblastomas anaplasicos y de células grandes tienen un peor prondstico en

pacientes de cualquier edad (De Braganca y Millard, 2015; Ellison, 2010).

3.1.3.2 Clasificacion molecular

El estudio del perfil transcripcional en los meduloblastomas ha permitido
clasificarlos en distintos subgrupos moleculares con diferentes caracteristicas
citogenéticas, mutacionales y de expresion de genes, asi como diferente
demografia, histologia y prognosis (Kool et al., 2012; Brandes et al., 2014;
Perreault et al., 2014; De Braganca y Millard, 2015).Por consenso, se habla de
cuatro subgrupos: WNT (Wingless), SHH (Sonic hedgehog), grupo 3 y grupo 4.



WNT

El subgrupo WNT se caracteriza por un aumento en la activacion de la via
canonica de sefalizacion Wnt/B-catenina. La alteracion genética mas comun en
estos tumores es una mutacion en el gen 3-catenina-1 (CTNNB1), que permite un
aumento en la transcripcion de genes involucrados en la proliferacion celular
(Kongkham et al., 2010).

En ausencia del ligando Wnt, las B-cateninas citoplasmaticas son degradadas por
un complejo multiproteico que comprende: 1) la enzima glucégeno sintasa cinasa
3B (GSK-3B) cuya funcidon es marcar, mediante fosforilacién, a las B-cateninas
para su ubiquitinacion y degradacion mediante proteosomas; 2) una proteina
llamada APC (por sus siglas en inglés Adenomatous Polyposis Coli), que
incrementa la afinidad del complejo de degradacion hacia las B-cateninas; 4) una
proteina ubiquitina ligasa que contiene repeticiones de beta-transducina, B-TrCP
(Fig. 2) encargada de reconocer los residuos fosforilados y 3) la proteina llamada

axina, que mantiene unido al complejo de degradacién (Ochoa et al., 2012).

La llegada del ligando Wnt activa la via al unirse al complejo receptor compuesto
por el receptor de siete dominios transmembranales Frizzled (Fzd) y una proteina
asociada al receptor de lipoproteinas de baja densidad LRP5 o LRP6. La unién del
ligando conduce a la formacion de un complejo trimolecular Wnt-Fzd-LRP 5/6.
Este proceso conlleva a la fosforilacion de la proteina denominada dishevelled
(Dvl), que a su vez conlleva al reclutamiento de axina al tallo fosforilado del LRP,
destruyendo el complejo multiproteico e inhibiendo la fosforilacion de la B-catenina
por la GSK-3B3. La [B-catenina estabilizada es translocada al nucleo, donde
interactua con factores de transcripcion de células T (TCF) y con el factor
potenciador linfoide (LEF) para activar la transcripcion de genes blanco como MYC
(Oncogén viral homélogo de Mielocitomatosis aviar V-myc), JUN (proto-oncogen
JUN; subunidad del factor de transcripcion AP-1 que interactiua directamente con
el ADN para regular la expresiéon génica), AXIN2 (proteina relacionada a axina) y



CCND1 (Ciclina D1: regulador de las cinasas dependientes de ciclina) (Fig. 2) (Li
et al., 2013; Inestrosa et al., 2013).

Otros genes que participan en la via Wnt frecuentemente alterados en
meduloblastoma son los DDX3X (Helicasa 3 DEAD box de ARN, ligada al
cromosoma X; codifica una proteina con actividad de helicasa de ARN
dependiente de ATP), AXIN1 (proteina relacionada a axina 1), CREBBP (Proteina
de union a CREB; gen involucrado en la coactivacion transcripcional de diversos
factores de transcripcidn; la proteina codificada posee actividad intrinseca de
histona acetiltransferasa), TP53 (proteina tumoral p53; proteina supresora de
tumor) y SMARCA4 (relacionada a SWI/SNF, matriz asociada, regulador
dependiente de actina de la cromatina, subfamilia A, miembro 4; proteina con
actividad de helicasa y ATPasa) (Gopalakrishnan et al., 2015). Ademas, es

frecuente la pérdida total o parcial del cromosoma 6 (Kool et al., 2012; 12).

Este subgrupo posee caracteristicas histolégicas clasicas y de células grandes, su
prondstico es mejor en nifios con tasas de sobrevida a los 5 afios mayores a 95%,
mientras que en adultos este valor es aproximadamente 80% (Brandes et al.,
2014; Perreault et al., 2014; Ramaswamy et al., 2011). Menos del 10% de los
casos se presentan con metastasis al momento del diagnodstico. El subgrupo WNT
es el menos comun y corresponde al 10% de los meduloblastomas en nifios y 15%
en adultos (Remke et al., 2011).

Se sabe que los pacientes con sindrome de Turcot tipo 2 o poliposis adenomatosa
familiar, caracterizada por la presencia de centenares de pélipos adenomatosos en
la mucosa del intestino grueso (Saez, 2008) presentan mayor riesgo de padecer
meduloblastoma que la poblacion en general. Este sindrome se caracteriza por la
pérdida de la funcionalidad del gen APC (Ellison et al., 2011).



Fig. 2. Representaciéon esquematica de la via candnica de la via sefalizacion Wnt/B-catenina.

A) En ausencia de proteinas Wnt, la p-catenina se encuentra formando parte de un complejo
compuesto por axina, la glucégeno sintasa cinasa 3p (GSK-3B) y la proteina APC (Adenomatous
Polyposis Coli). La GSK-38 fosforila a la B-catenina; la 3-catenina fosforilada es reconocida por la
proteina ubiquitina ligasa B-TrCP, por lo que es consecuentemente ubiquitinada y degradada por el
proteasoma. B) La via de sefalizacion Wnt se activa por la unién de las proteinas Wnt a los
receptores Frizzled en presencia del correceptor LRP 5/6 resultando en la formacion de un
complejo trimolecular Wnt-Fzd-LRP 5/6. La formacién del complejo conduce a la fosforilacion de la
proteina Dishevelled (Dvl), lo que conlleva al reclutamiento de axina al tallo fosforilado del LRP,
inhibiendo la fosforilacion de CTNNB1 por la GSK-3B. La p-catenina estabilizada es translocada al
nacleo, donde interactia con factores de transcripcion de células T (TCF) y con el factor
potenciador linfoide (LEF) para activar la transcripcion de genes blanco (Tomada de Inestrosa et
al., 2013).

SHH

Los meduloblastomas SHH estan asociados a mutaciones somaticas en los genes
de la via Sonic hedgehog, como el gen Patched 1 (PTCH1: receptor para sonic
hedgehog, funciona ademas como supresor tumoral) o el gen SUFU (supresor del
homologo fusionado: codifica un regulador negativo de la senalizacion hedgehog)
(Lietal., 2013).

La via clasica SHH contiene diferentes componentes, incluyendo las
glicoproteinas Shh (Fig. 3). En ausencia de ligando Shh, el supresor SUFU regula
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negativamente la via por union directa a los factores de transcripcion asociados a
glioma GLI, que son los efectores terminales de la via de sefalizacion, evitando
su translocacién al nucleo y favoreciendo su degradacion. Las glicoproteinas Shh
secretadas se unen e inhiben a la proteina de 12 dominios transmembranales
Patched1, que normalmente inhibe a la proteina de 7 dominios transmembranales
Smoothened (SMO), posteriormente, SMO activa a la serina/treonina cinasa 36,
STK36, resultando en la fosforilacion de SUFU y la estabilizacién de la familia de
factores GLI (Dedos de zinc de la familia GLI; codifica para factores de
transcripcion perteneciente a la subclase de proteinas tipo C2H2 con dominios de
zinc). Los factores de transcripcion GLI estabilizados se translocan al nucleo y
activan la transcripcion de genes involucrados en la via SHH (tales como GLI1 y
PTCH1), en la proliferacion celular (por ejemplo CDK1: cinasa 1 dependiente de
ciclina, esencial para las transiciones de fase G1/S y G2/M del ciclo celular
eucariotico), la angiogénesis (ANG 1/2: angiogenina 1 y 2), la transicién epitelio-
mesénquima (por ejemplo SNAIL: represor transcripcional 1 de la familia SNAIL) y
la autorenovacion de células madre (SOX2: regidn Y-box 2 determinante del sexo)
(Rimkus et al., 2016).

Otros genes mutados frecuentemente son SMO, TP53, N-MYC (gen perteneciente
a la familia de protooncogenes MYC, la proteina es capaz de unirse al ADN),
LDB1 (dominio de unién a LIM 1: codifica a la proteina 1 de unién a dominio LIM)
y GLI2 (Gopalakrishnan et al., 2015; Li et al., 2013). A nivel cromosomal, la pérdida
del cromosoma 9gq es la mas frecuente, aunque también se presentan
aberraciones en los cromosomas 3q, 9p y pérdida de los cromosomas 10q, 20p y
21p (Li et al., 2013).

En el subtipo SHH se encuentran casi exclusivamente los subgrupos
desmoplasicos y nodulares, la metastasis es poco comun y representa
aproximadamente el 30% de los casos de meduloblastoma (Remke et al., 2011).
Se presenta principalmente en adultos (60%) y en ninos menores de 3 afios; la
tasa de sobrevida para estos pacientes a los 5 anos es aproximadamente 70%
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(Brandes et al., 2014). Este tipo de tumores presentan una mayor metastasis que
los tumores Wnt, pero menor que los grupos 3 y 4. El sindrome de Gorlin,
caracterizado por mutaciones germinales en PTCH1 y SUFU, ha sido asociado
con el riesgo de padecer meduloblastomas, aunque en un bajo porcentaje (De
Braganca y Millard, 2015).

En los subtipos WNT y SHH la incidencia en hombres y mujeres es 1:1.

Fig. 3. Representacion esquematica de la via canonica SHH. A) En ausencia de ligando (Shh), el
supresor del homologo fusionado (SUFU) regula negativamente la via por uniéon directa a los
factores de transcripcion asociados a glioma GLI, evitando su translocacién al nucleo y
favoreciendo su degradacién. B) La union del ligando Shh al receptor PTCH1 inhibe a la proteina
de 12 dominios transmembranales Patched1 (PTCH1), que normalmente inhibe a la proteina de 7
dominios transmembranales Smoothened (SMO). SMO activa a la serina/treonina cinasa STK36,
resultando en la fosforilacion de SUFU y la estabilizaciéon de la familia de factores GLI. Los factores
de transcripcion GLI estabilizados se translocan al nucleo y activan la transcripcion de genes
blanco (Modificada de Bohinc et al., 2013).

Grupos 3y 4

Los grupos 3 y 4 también han sido denominados No WNT/SHH, ya que las

mutaciones genéticas en estos grupos aun no estan bien caracterizadas. Se ha
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observado que los grupos 3 y 4 presentan una mayor incidencia en hombres que

en mujeres (De Braganca y Millard, 2015).

Las alteraciones mas comunes encontradas en el grupo 3 son: expresion elevada
de C-MYC y OTX2 (homeodominio ortodenticlo 2: miembro de la subfamilia de
factores de transcripcion que contienen un homeodominio) vy fusion PVT1-MYC
(oncogen PVT1: involucrado en la regulacién de los niveles de MYC). A nivel
cromosomal es frecuente la ganancia en los cromosomas 1q, 7 y 17q y deleciones
de los cromosomas 10q, 11, 16q y 17p, indicando un alto nivel de inestabilidad
genémica (Gopalakrishnan et al.,, 2015). ElI subtipo histolégico mas
frecuentemente encontrado en este grupo es el clasico, aunque también se
encuentran casos de meduloblastomas de células grandes y anaplasicos. El pico
de incidencia de este grupo se encuentra en la infancia y nifiez representando el
25 % de los casos; estos pacientes tienen el peor prondstico, con tasas de
sobrevida a los 5 anos entre 40 y 50%. El grupo 3 presenta alta tendencia a la
metastasis (45%) (Northcott et al., 2012).

En el grupo 4 las alteraciones mas frecuentes incluyen expresion elevada de
OTX2, N-MYC, FST (folistatina: proteina gonadal que inhibe especificamente la
liberacién de hormonas en el foliculo estimulante) y CDK6 (ciclina dependiente de
cinasa 6) (Kool et al., 2012; Gopalakrishnan et al., 2015). Ademas, se observan de
manera frecuente isocromosomas 17q y deleciones de los cromosomas 17p
(Gopalakrishnan et al., 2015). Este grupo representa aproximadamente el 35% de
los pacientes con meduloblastoma, se presenta tanto en nifios (35%) como en
adultos (25%), con tasas de sobrevida a los 5 afios del 75% (Northcott et al.,
2012). Casi todos los casos tienen histologia clasica o de células grandes y la

metastasis se presenta en 30-40% de los casos (Gerber et al., 2013).
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3.1.4 Diagndstico y tratamiento

La mayoria de los signos y sintomas presentes en los pacientes con
meduloblastoma se deben al bloqueo del fluo del LCR y resultan de la
acumulacion del mismo en el cerebro, lo que provoca hidrocefalia. Los nifios con
meduloblastoma usualmente son diagnosticados 2 a 3 meses después de que
inician los sintomas; comunmente se presenta dolor de cabeza, nauseas, vomito,
letargo, ataxia, algun grado de nistagmo y/o papiledema. En nifios mas pequefios
se puede presentar letargo no especifico, retraso psicomotor y dificultades para
alimentarse (Smoll y Drummond ,2012; De Braganca y Millard, 2015; Brandes et
al., 2014; Gerber et al., 2013; NCI, 2016). El 20 % de los pacientes con
meduloblastoma no presenta hidrocefalia al tiempo de diagnéstico y son mas
propensos a presentar inicialmente déficits cerebelares debido a la localizacion del
tumor (NCI, 2016).

Al realizar una imagen por resonancia magnética (IRM) se observa un tumor
cerebelar, usualmente con compresion del cuarto ventriculo y dilatacion del
ventriculo lateral y del tercer ventriculo debido a la obstruccion del flujo del LCR
(Fig. 4). Para la deteccion de metastasis se realiza una IRM espinal y se evalua la
citologia del LCR (Smoll y Drummond, 2012; De Braganca y Millard, 2015; Gerber
et al., 2013).

La terapia para los pacientes con meduloblastoma incluye cirugia, radioterapia y
quimioterapia adyuvante. Se recomienda que todos los pacientes con
meduloblastoma se sometan a una reseccidn quirurgica de maxima seguridad con

el objetivo de remover total o casi totalmente la masa tumoral.
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Fig. 4. Meduloblastoma tipico con metastasis subaracnoidea. Imagen obtenida por Resonancia
Magnética, seccion sagital 560/16 que muestra hidrocefalia y una masa hipointensa (flechas
blancas) obstruyendo el cuarto ventriculo (Tomada de Barkovich, 2005).

Todos los pacientes son tratados con quimioterapia postoperativa, que incluye
cisplatino, lomustina, vincristina, cicloclofosfamida, entre otros (Brandes et al.,
2014; Gerber et al.,, 2013; NCI, 2016). El cisplatino es un agente citotoxico
alquilante bifuncional, por lo que se une al ADN o ARN formando enlaces intra e
intercatenarios, inhibiendo enzimas importantes en la replicacion y transcripcion
de ADN. La lomustina inhibe la sintesis de ADN y ARN a través de la
carbamilacién de proteinas clave de diversos procesos enzimaticos. Por su parte,
la vincristina impide la formacién de microtubulos por union a las subunidades a y
B de la tubulina, alterando la mitosis en la metafase. La ciclofosfamida es un
profarmaco que, tras su activacion, da lugar a agentes alquilantes del ADN
(Rodriguez, 2005).

Con base en el volumen de tumor residual postoperatorio y la presencia o

ausencia de diseminacion, los pacientes con 3 afos de edad o mas son
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clasificados en alto riesgo o riesgo promedio. Los nifios con riesgo promedio
presentan <icm? de masa tumoral después de la reseccién quirdrgica y no
presentan diseminacién. Los nifios de alto riesgo se presentan con >1.5cm? de
tumor residual postoperatorio y/o diseminacion (De Braganca y Millard, 2015). En
estos pacientes el tratamiento generalmente involucra radioterapia. La radioterapia
incluye irradiacién craneoespinal con un refuerzo a la fosa posterior para los nifios
con riesgo promedio Yy para los nifios con alto riesgo refuerzo en los sitios de
diseminacion debido a la alta incidencia de recurrencia cuando solo se practica la
cirugia (De Braganca y Millard, 2015; NCI, 2016).

Un tercer grupo de pacientes, que incluye nifios menores a 3 afios de edad, es
tratado sin radioterapia inicial debido al alto riesgo de deterioro neurocognitivo

severo (Rutkowsky et al., 2005).

En cuanto a los factores asociados al desarrollo de los meduloblastomas, se han

encontrado diversos, entre los que se encuentra el REP.

3.2. Receptores a estréogenos (RE)
3.2.1 Funcién e isoformas de los RE

Los RE tienen roles importantes en el desarrollo y funcionamiento normal de
tejidos reproductivos asi como de tejidos no reproductivos, incluyendo los
pulmones, colon, prostata, cerebro y sistema cardiovascular (Xu y Shanle, 2010).
Estos receptores se encuentran en el nucleo, membrana citoplasmatica, asi como
en el citosol y la mitocondria tanto en células neuronales como en las no

neuronales (Mukherjee et al., 2010).

Hasta el momento, se conocen dos tipos de RE: el REa y el REB (Fig. 5). El REa
fue el primer RE clonado y fue aislado de células MCF-7 de cancer de mama a

16



finales de 1980 (Walter et al., 1985; Greene et al., 1986). Consiste en 595
aminoacidos con una masa molecular de 66 kDa y es codificado por el gen ESR1

localizado en el cromosoma 6925.1 (Bothelo et al., 2015).

Por su parte, el RE[ fue clonado 10 afios mas tarde en células de prostata de rata
(Kuiper et al., 1996). EI REB humano considerado silvestre consta de 530
aminoacidos con un peso molecular de 55kDa y es codificado por el gen ESR2

localizado en el cromosoma 14923.2 (Bothelo et al., 2015).

El REa y el REB muestran distribuciones superpuestas y diferentes en tejidos
sugiriendo que los receptores tienen distintos roles biolégicos. Ambos receptores
se expresan en varios érganos, como el ovario, el utero, la glandula mamaria, los
testiculos, la préstata, la vejiga, los pulmones, el corazén y el cerebro. El REa se
expresa de manera dominante en el utero, hepatocitos e hipocampo, mientras que
el REB muestra patrones de expresion dominantes en la prostata, la vejiga y el
cerebelo (Xu et al., 2010; Craig y Timm, 2004; Kuiper et al., 1997).

Debido a que los RE regulan de manera importante diferentes procesos celulares,
tales como la proliferacion y diferenciacion, su senalizacion se encuentra asociada

con procesos patolégicos como el cancer.

3.2.2 Estructura de los RE

Los RE son miembros de la superfamilia de receptores nucleares que funcionan
como factores de transcripcién. Esta familia de receptores incluye, entre otros, al
receptor a hormonas tiroideas, el receptor a vitamina D, el receptor de acido
retinoico y otros receptores de esteroides como el receptor a glucocorticoides, el
receptor a andrégenos, el receptor a progesterona y el receptor a

mineralocorticoides (Mukherjee et al., 2010).
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Los RE a y 3 presentan dominios estructurales comunes. En el extremo N-terminal
de los RE se encuentra el domino A/B, que contiene la funcidén de activacién 1
(AF1), una funcion de activacion constitutiva que contribuye a la actividad
transcripcional de los RE. Este es uno de los dominios menos conservados entre
el REa y el REB, exhibiendo solo un 30% de identidad (Fig. 5) (Craig y Timm,
2004). Basado en estudios de funcionalidad, se ha observado que el REB no
posee actividad en el dominio AF1 (Hall y McDonnell, 1999). El dominio de unién
al ADN (DBD) localizado en la region C, es el mas conservado entre el REa y el
REB (96% de identidad); esta constituido por dos motivos de zinc y permite a
ambos receptores unirse a sitios similares (Matosiuk et al., 2013). EI dominio D o
region bisagra contiene una sefal de localizacion nuclear. Finalmente, la region
E/F abarca el dominio de union a ligando (LBD), un dominio de union a un
corregulador de superficie (proteina de interaccién con receptores nucleares 1
NRIP1) (Koide et al., 2006), el dominio de dimerizacién, una segunda senal de
localizacién y una funcidén de activacion 2 (AF2). En contraste con AF1, AF2 es
una funcion de activacion dependiente de ligando que se encarga de reclutar

proteinas coactivadoras (Fig. 1) (Xu y Shanle, 2010).

1 AF1 180 263 302 AF2 595
M'ﬁ: hinge ligand binding ERa
AlB [C|D E/F
30% (96%)|30% 53%
ERB
1 149 214 248 530

Fig. 5. Estructura y homologia entre el REa humano y la forma larga del REB. El receptor consta
de 6 dominios nombrados de la A a la F. Los numeros indican las posiciones de los aminoacidos
que delimitan el inicio y término de cada dominio. Los % indican la identidad entre las 2 idoformas
(Tomada de Craig y Timm, 2004).
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3.2.3 Mecanismos de accion de los RE

3.2.3.1 Mecanismos ligando dependientes

3.2.3.1.1 Mecanismo clasico o genémico

Cuando un agonista se une al LBD de los RE, estos sufren un cambio
conformacional que los activa, presumiblemente por disociacién de las proteinas
de choque térmico (Hsp 70/90) que mantienen inactivos a los RE (Fig. 6)
(Mukherjee et al., 2010).

La unién del ligando a los RE permite también la exposicion de las secuencias de
localizaciéon nuclear, lo que permite que el complejo RE-ligando se transloque al
nucleo después de su dimerizacion y fosforilacion (Mukherjee et al., 2010; Klinge,
2000; Ogawa et al., 1998).

Una vez en el nucleo, el complejo RE-ligando se puede unir a secuencias
especificas de ADN en los elementos de respuesta a estrogenos (ERE) del
promotor de los genes blanco (Fig. 6) (Mukherjee et al., 2010). La secuencia
consenso de los ERE es un repetido palindrémico invertido (IR) de 13 pares de
bases: GGTCAnnnTGACC (Xu y Shanle, 2010).

El complejo RE-ligando puede interactuar con diferentes clases de reguladores
transcripcionales, tales como factores de transcripcion, coactivadores (CRC-1,
SRC-2, SRC-3), correpresores (NCoR, SMRT), cointegradores (CBP), histona
acetiltransferasas e histonas deacetilasas (Fig. 6) (Craig y Timm, 2004; Matosiuk
et al., 2013; Klinge, 2000; McKenna et al., 1999).

Como resultado de la unién a ADN, el complejo RE-ligando facilita el ensamblaje y
estabilizaciéon de la maquinaria transcripcional de la ARN polimerasa Il en los
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promotores de los genes blanco y, subsecuentemente, puede activar o inhibir la

transcripcion de estos genes (Fig. 6) (Hansberg-Pastor et al., 2014).

Figura 6. Mecanismo clasico o genédmico de los RE. La unién de estradiol (E2) a los RE permite la
disociaciéon de las proteinas de choque térmico (Hsp70/90) de los mismos, asi como su
dimerizacién vy fosforilacion (P). Los RE activos se unen a elementos de respuesta a estrogenos
(ERE) localizados en el promotor de los genes blanco y facilitan el ensamblaje de coactivadores
(SCR-1 y CBP/p300) la maquinaria transcripcional (ARN pol Il, TFIIA/B/F), regulando de esta
forma la transcripcion de los genes blanco (Modificada de Hansberg-Pastor et al., 2014).

3.2.3.1.2 Interaccién con factores de transcripcion

Los RE pueden activar la transcripcion de genes, cuyos promotores no albergan
ERE, a través de la interrelacion con factores de transcripcion que median la

interaccion no directa de los RE con el ADN (Shupnik, 2004).

La proteina estimuladora 1 (Sp1) media de manera predominante esta regulacion
indirecta al unirse a la regidn reguladora de ADN sensible a estrogenos; la
interaccion de los RE con Sp1 incrementa la unién de esta ultima al ADN y
ademas, contribuye al reclutamiento de coactivadores (Ascenzi et al., 2006;
Kushner et al.,, 2000).
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Otro factor intermediario a través del cual los RE pueden regular la transcripcion
de genes es AP-1. Los RE a y B pueden interactuar con el complejo Jun/Fos en
los sitios AP-1 para regular la transcripcion de genes (Paech et al., 1997; Kushner
et al., 2000).

La regulacién transcripcional a través de esta via puede requerir regiones
diferentes de los RE para establecer contactos proteina-proteina, pero en general
lleva al mismo resultado que la union directa de los RE al ADN (Shupnik et al.,
2004).

3.2.3.1.3 Mecanismos rapidos a través de la activacion de MAPK

Ademas de los efectos transcripcionales de los agonistas de los RE,
especialmente E2, existen efectos rapidos que ocurren en segundos o minutos
después de la adicion de este ligando, como la activacion de diversas cinasas y
fosfatasas y un incremento en el flujo de iones a través de la membrana que
sugieren la interaccion del E2 con receptores de superficie celular (Migliaccio et
al., 1999).

Se han propuesto diversos mecanismos a través de los cuales el E2 interactua
con los RE para activar de manera rapida la via de sefalizacion de MAPK, cuya
activacion desencadena efectos gendmicos y no gendmicos. Migliaccio y
colaboradores propusieron inicialmente un mecanismo en donde el complejo RE-
E2 activaba a la via tirosina cinasa/p21™/MAPK a través de la activacion directa
del receptor a tirosina cinasa con la enzima c-Src (Migliaccio et al., 1999).
Posteriormente, Barletta y Wong demostraron que la interaccion coordinada entre
el dominio SH3 y SH2 de la tirosina cinasa c-Src y los RE, estabilizada por la
interaccion RE-MNAR (Modulador no genémico de la actividad de RE) conlleva a
la activacion de c-Src (Fig. 7A). A su vez, la activacion de c-Src conlleva a la
activacion de la via MAPK, que pueden activar al REa a través de la fosforilacion,
resultando en la estimulacién de su actividad inducida por ligando (Fig. 7B)
(Barletta et al., 2004).
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Fig. 7. Representacion esquematica de la activacién de c-Src por el receptor a estrogenos (RE) y
el adaptador de proteinas MNAR. A) El RE, en presencia de estrogenos (amarillo), interactiia con
MNAR vy c-Src para formar un complejo ternario estable a través de la interaccion especifica
inducida por estrégenos entre el dominio AF-2 del RE y MNAR. La interaccion de los RE con el
dominio SH2 y SH3 de c-Src provee estabilizacion adicional y facilita una conformacion activa de c-
Src (Modificada de Edwards y Boonyaratanakornkit, 2003). B) Cascada de senalizacion que
involucra la interaccion del RE con el adaptador de proteinas MNAR para estimular a la cinasa c-
Src, que a su vez activa a Ras y activa la via ERK/MAPK (Modificada de Belcher, 2008).

3.2.3.1.4 Mecanismos rapidos a través de la activacion de PI3K/Akt

Se ha demostrado que el REa y p58, la subunidad reguladora de la fosfoinositol 3-
cinasa (PI3K), interactuan en células MCF-7 en respuesta a E2 (Castoria et al.,
2001). Por medio de analisis de inmunoprecipitacién, Cheskis y colaboradores
demostraron que, en células MCF-7, el adaptador de proteinas MNAR es parte de
un complejo inducido por E2 formado por el REq, c-Src y p58. La sobreexpresion
de MNAR incrementa la activacion de PI3K; en contraste, la deplecion de MNAR
con ARNs de silenciamiento especificos resulta en una disminucién en la
activacion de PI3K inducida por E2. En esta linea celular, el uso de un inhibidor de
PI3K, LY294002, asi como un antagonista de los RE, ICI 182 780, bloque¢ la
activacion de PI3K inducida por E2. Estos resultados indican que la interaccion
entre MNAR, REa y p58 conducen a la activacién de PI3K (Cheskis et al., 2008).

La asociaciéon p58-PI3K dependiente de E2 también ha sido demostrada en la
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linea celular U-373 MG derivada de un astrocitoma humano. En esta linea celular
el E2 provoca un aumento en la fosforilacion de Akt (proteina cinasa especifica de
serina y treonina; es uno de los principales sustratos de PI3K in vivo) (Gonzalez-
Arenas et al., 2006).

3.2.3.2 Mecanismo ligando independiente: fosforilacion de los RE

La fosforilacién de los RE, usualmente en residuos de serina, puede modular su
actividad transcripcional. Las consecuencias funcionales de la fosforilacion de
diferentes residuos no han sido definidas, sin embargo, algunos estan bien

caracterizados.

Hasta el momento, se conocen seis sitios de fosforilacion del REa en humanos:
Ser104, Ser106, Ser118, Ser167, Ser236 y Tyr537 (Fig. 8) (Craig y Timm, 2004).

La fosforilacidon de las serinas 104 y 106 se lleva a cabo por el complejo ciclina A-

CDK2 en células de osteosarcoma humano U-2 OS (Rogatsky et al., 1999).

Utilizando un sistema de transfeccion transitoria en células COS-1, Ali y
colaboradores demostraron que el tratamiento con E2 y 4-hidroxitamoxifen
(modulador selectivo de los receptores a estrogenos) induce la fosforilacién del
REa en el residuo Ser118 (Ali et al., 1993). Ademas, existe evidencia que indica
que el residuo Ser118 es el principal sitio de fosforilacién por E2 y ésteres de
forbol en células COS-1, y que este residuo es requerido para la activacion MAPK
a través del factor de crecimiento epidermal (EGF) (Joel et al., 1995). Sin
embargo, existen controversias sobre la cinasa que fosforila al residuo Ser118 y la
posibilidad de que multiples cinasas lleven a cabo esta fosforilacion. Chen vy
colaboradores sugirieron que MAPK forforila al residuo Ser118 de manera
independiente de ligando, mientras que CDK7 lo fosforila en respuesta a E2 en
células COS-1 (Chen et al., 2002). Otros reportes sugieren que MAPK no fosforila
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al residuo Ser118 en células MCF-7 en respuesta a E2, pero el tratamiento con
EGF y TPA resulta en la fosforilaciéon del residuo via MAPK (Joel et al., 1995).

El residuo Ser167 es el principal sitio de fosforilacion en respueta a E2 en el REa
recombinante expresado en células Sf9 y en células MCF-7. Este residuo es
fosforilado por la caseina cinasa Il (CK2) (Arnold et al., 1994). En células COS-1y
MCF-7 tratadas con EGF o TPA, el residuo Ser167 es fosforilado por pp90™*, que
es fosforilado por MAPK (Joel et al., 1999). Por otro lado, en células HEK293 y
MCF-7, el RE esta consitutivamente asociado con p58 (subunidad de PI3K/Akt en
células endoteliales), lo que conlleva a la fosforilacion del residuo Ser167 por Akt
(Sun et al., 2001).

El residuo Ser236 del REaq, que se localiza en el dominio de union a ADN y es
fosforilado en células COS-1 por la proteina cinasa A (PKA) (Chen et al., 1999).

Esta fosforilacion regula la dimerizacion del receptor (Vasudevan y Pfaff, 2008).

La fosforilacion en el residuo Tyr537 del REB en células MCF-7 es mediada por
p60°S™ y p56'* (Arnold et al., 1995). El residuo Tyr537 no se fosforila por el
tratamiento con E2, indicando que se trata de un sitio de fosforilacion basal (Craig
y Timm, 2004).

Hasta ahora se han descrito dos sitios de fosforilaciéon en el REB en el humano:
Ser87 y Ser105. Se sabe que Ser87 es fosforilado por MAPK, sin embargo, aun no
se ha establecido la cinasa que fosforila el segundo residuo. Ademas, se sabe que
la fosforilacion de los sitios especificos Ser 106 y 124 del receptor murino conlleva
al reclutamiento de coactivadores transcripcionales, que incrementa la actividad

del receptor (Sanchez et al., 2010).

A través de los softwares KinasePhos 0.1 (Huang et al., 2005), NetPhos 2.0
(Bloom et al., 1999) y GPS 2.1 (Xu et al., 2011) hemos identificado al residuo
Ser219 del REB como posible sitio de fosforilacion por PKCa.
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Esta modificacion postraduccional podria regular la actividad transcripcional del
receptor, y por lo tanto, podria participar en la regulacién de la expresién de
diversos genes involucrados en procesos celulares como proliferacion,

diferenciacion y migracion.

Por otro lado diversos estudios han demostrado que los RE son ubiquitinados y
posteriormente degradados por el proteasoma 26S no solo como consecuencia de
la unién al ligando, sino también como consecuencia de la fosforilacion de los
mismos en residuos que se encuentran en la funcién de activacion AF-1 (Picard et
al., 2008).

Se ha reportado que en células HEK 293 derivadas de rifidn embridénico humano
transfectadas con REa, la fosforilacion del residuo Ser118 inducida por EGF
provoca un cambio conformacional en el RE, lo cual modula su ubiquitinacién y
degradacion por el proteosoma 26S. En cuanto al REB, se ha visto que la
fosforilacion por MAPK en los residuos Ser106 y Ser124 conducen al mismo

mecanismo en la linea celular HEK 293 transfectada con REB (Picard et al., 2008).

Fig. 8. Cinasas y ligandos que inducen fosforilacién en los RE humanos en sitios especificos. A) La
fosforilacion del REa ocurre en los sitios Ser104/Ser106, Ser118 y Ser167 por una variedad de
ligandos y cinasas que se indican en la figura. El residuo Ser236 es fosforilado por PKA y el
residuo Tyr537 es fosforilado por la familia de cinasas Src (Modificado de Craig y Timm, 2003). B)
El REP se fosforila en los residuos Ser87 y Ser105. Se sabe que Ser87 es fosforilado por MAPK,
sin embargo, aun no se ha establecido la cinasas que fosforila al residuo Ser105. Los numeros
indican las posiciones de los aminoacidos que delimitan el inicio y término de cada dominio.
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3.2.4 Papel de los receptores a estrogenos en cancer

Debido a que los RE regulan de manera importante diferentes procesos celulares,
tales como la proliferacion y diferenciacién en tejidos normales, es claro que la
sefalizacion de estos receptores es importante en procesos cancerigenos (Craig y
Timm, 2003; Xu & Shanle, 2010).

En cancer de mama, se ha encontrado en el 70% de los casos que la expresion
del REa y su presencia esta asociada al desarrollo, progresiéon e invasividad el
tumor (Skliris et al., 2010), por lo que ha sido un efectivo blanco terapéutico. En
cuanto al REB, se ha observado que se expresa en aproximadamente el 50% de
los casos y su expresion se va perdiendo con la progresion del cancer; existen
evidencias que sugieren que el REB regula negativamente la proliferacion mediada
por el REa y promueve la diferenciacién celular. Aunque en la mayoria de los
estudios se reporta que la presencia del REB es un indicador de buen prondstico,
aun existe controversia debido a que en algunos estudios se reporta lo contrario
(Craig y Timm, 2003).

El REB se expresa en altos niveles en la préstata, y se ha visto que se expresa
tanto en tejido normal como en cancer. Aunque el papel del REB en cancer de
prostata aun no es claro, diversos estudios reportan que posee un rol
antiproliferativo (Craig y Timm, 2003). En un estudio realizado por Cheng se
demostré que la sobreexpresion del RER en lineas celulares de cancer de proéstata
desencadenaba en una menor proliferacién e invasividad (Cheng et al., 2004).
Adicionalmente, los ligandos selectivos de REB han demostrado tener efectos
antiproliferativos en el epitelio de la préstata. Por el contrario, se ha observado
que el REa puede promover la carcinogénesis en presencia de estrogenos (Xu y
Shanle, 2010).

En cancer de colon, algunos estudios han revelado que existe una baja expresion

del REa en lineas celulares humanas, por lo que se piensa que el REB es el
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principal RE expresado en estos tumores (Craig y Timm, 2003). En experimentos
in vitro se ha demostrado que el raloxifeno (modulador selectivo de los RE) puede
inhibir la proliferacién en células que expresan RE, sin embargo, en células que
no lo expresan no se observan cambios (Picariello et al., 2003). Adicionalmente,
se ha visto que la expresion del RE se va perdiendo con la progresion del tumor
(Xu y Shanle, 2010).

En lo que respecta al cancer de ovario, dos tercios de los tumores expresan RE;
el REa se expresa de manera predominante en tumores de origen epitelial,
mientras que el RER se expresa en mayor medida en tumores que se originan de
células granulosas (Deroo y Korach, 2006). En la mayoria de los estudios se
propone que el REa contribuye a la proliferacion y el RE parece tener un rol
protector, sin embargo se requieren mas estudios para determinar la contribucion
de estos receptores en el desarrollo y crecimiento del cancer de ovario. (Craig y
Timm, 2003; Xu y Shanle, 2010).

En células derivadas de astrocitomas, algunos estudios revelan que tanto el REa
como el REB se expresan en biopsias de bajo grado de malignidad y su expresién
se pierde conforme aumenta el grado de evolucién (Carroll et al., 1995). Sin
embargo, los efectos de los estrogenos mediados por sus receptores son
controversiales, ya que estudios in vivo muestran efectos neuroprotectores de los
estrégenos (Barone et al., 2009) y estudios en lineas celulares demuestran que el
E2 promueve la proliferacion celular, mientras que el antagonista de RE, ICI
182,780, bloquea el efecto de la hormona (Gonzalez-Arenas et al., 2012). Pese a
que existen controversias en cuanto al papel que juegan estos receptores en el
desarrollo de los astrocitomas, no se puede descartar su participacion en el

crecimiento de estos tumores (Hansberg-Pastor et al., 2014).
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3.2.5 RE en meduloblastoma

El papel de los RE en el desarrollo de los meduloblastomas ha sido muy poco
estudiado, sin embargo, se ha reportado que en lineas celulares de
meduloblastoma Daoy y D283-Med, existe expresion detectable de REB, mientras
qgue diversos estudios sefialan que el REa no se expresa en estas lineas celulares
0 se expresa en cantidades muy bajas (Ciucci et al., 2014; Belcher et al., 2009).
Asi mismo, un estudio realizado por Zannoni y colaboradores demostré que el
RE esta sobreexpresado en muestras clinicas de meduloblastomas, en pacientes
hombres y mujeres con edades de 1 a 54 anos de edad, con respecto a las
muestras clinicas de humanos sanos, hombres y mujeres, de 39 a 78 afos de
edad (Zannoni et al., 2016).

En cuanto al papel del REB en la proliferacion y crecimiento de los
meduloblastomas, existen controversias, ya que dos reconocidos grupos de
investigacion han propuesto roles opuestos del REB (Belcher et al., 2009; Ciucci et
al., 2014).

El grupo de Gallo y colaboradores encontré que los xenoinjertos de células
derivadas de meduloblastoma humano (D283-Med) realizados en ratones
presentaron diferente contenido de REB en hembras y machos; los tumores en
hembras presentaban una expresion significativamente mayor del REB (Ciucci et
al., 2014). Este grupo de investigacion reporté que la expresion elevada del RE
se encontraba directamente relacionada con una menor proliferacién celular,
mayor apoptosis y mayor diferenciacion celular, por lo que propusieron que la
senalizacion del REB podria tener funciones pro-diferenciacion y supresoras de
tumor (Ciucci et al., 2014). Estas funciones asociadas al REB fueron encontradas
también en un modelo in vivo generado en ratones mutados para el gen de un

receptor de Sonic hedgehog, PTCH1 (Mancuso et al., 2010).
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De igual manera, Urbanska y colaboradores reportaron que los meduloblastomas
humanos desmoplasicos presentan niveles mas elevados de RE[ comparados
con meduloblastomas pobremente diferenciados (Urbanska et al., 2009), lo que

posiciona al REB como un posible marcador de buen prondstico.

Contrario a esto, Belcher y colaboradores reportaron que en las lineas celulares
D283-Med y Daoy, asi como en xenoinjertos de células D283-Med realizados en
ratones, la estimulacién con E2 regula la invasién y el crecimiento celular, mientras

que los anti-estrogenos bloquean esta respuesta (Belcher et al., 2009).

En lo referente a muestras clinicas, un estudio realizado por Zannoni y
colaboradores mostré que la expresion de las variantes REB1, REB2 y RERBS era
similar en hombres y en mujeres, sin embargo, las muestras clinicas de mujeres
presentaron una mayor relacion apoptosis/proliferacion respecto a las muestras de
hombres, por lo que sugieren que los mecanismos de control celular operan mas

eficazmente en mujeres que en hombres (Zannoni et al., 2016).

Es importante mencionar que en muestras clinicas de meduloblastoma el
contenido de receptores a androgenos (RA) es muy baja (Zannoni et al., 2016),
mientras que en las lineas celulares D283-Med, DAOY y UW228 de
meduloblastoma, el contenido de estos receptores es significativamente menor a
la cantidad encontrada del REB (Ciucci et al., 2014). En cuanto al RP, al dia de
hoy no existen estudios detallados acerca de la expresion de este receptor en los

meduloblastomas en ensayos in vivo ni in vitro.
A pesar de que el REP parece tener un papel relevante en el desarrollo de los

meduloblastomas, se requieren mas estudios para establecer con claridad de qué

manera participa en los procesos tumorales.
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3.3 Proteina cinasa C (PKC)
3.3.1 Familia de las PKC

Las proteinas cinasas C (PKC) comprenden a una familia multigénica de
serina/treonina cinasas relacionadas que han sido involucradas en diferentes vias
de transduccién de senales y estan implicadas en un amplio rango de respuestas
de receptores acoplados a proteinas G u otras respuestas celulares dependientes
de factores de crecimiento (Steinberg, 2008). Estas proteinas cinasas regulan
numerosos procesos celulares incluyendo supervivencia, proliferacion,
diferenciacién, apoptosis y migraciéon (Arora y Scholar, 2005; Do Carmo et al.,
2013; Tarafdar y Michie, 2014).

Con base en sus caracteristicas estructurales y funcionales las PKC han sido
clasificadas en tres grupos: las PKC clasicas o convencionales (PKCc) incluyen
las isoformas a, BI, Bll y y; las nuevas (PKCn) incluyen las isoformas 6, €, n, 6, y
M; y las PKC atipicas (PKCa) abarcan las isoformas /A y ¢ (A en roedores) (Do
Carmo et al., 2013; Tarafdar y Michie 2014).

Las PKCc contienen dominios de unién a DAG (C1Ay C1B) y un dominio de unién
a Ca®* (C2) en la region reguladora y requieren DAG y Ca®" para su activacion
(Tarafdar y Michie, 2014). Las PKCn requieren DAG Yy fosfatidilserina (PS) para su
activacion pero contienen una variante en el dominio C2 que incapaz de unirse a
Ca?*, lo que las hace independientes a este. Las isoformas atipicas son Ca®*
independientes y no requieren DAG para su activacién debido a que contienen
una variante del dominio C1 capaz de unirse a fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato
(PIP3) o a ceramidas (Steinberg, 2010).

La estructura de todas las PKC consiste en un dominio regulador y un dominio
catalitico separados por una region bisagra (V3). Las regiones funcionales (C1-C4)
estan separados por regiones variables (V1-V5). La region reguladora de las PKC
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contiene un dominio autoinhibidor (pseudosustrato) y dos dominios membrana-
blanco (C1 y C2). El dominio C1 se une a DAG, aunque no en el caso de las PKC
atipicas. El dominio C2 contiene aminoacidos acidicos que permiten la uniéon a
Ca?*, pero el dominio C2 de las PKCn no posee estos aminoacidos. El dominio C3
contiene un motivo de union a ATP y el dominio 4 se une al sustrato; juntos
conforman la region catalitica (Fig. 9) (Griner y Kazanietz, 2007; Kang et al.,
2012).

Las PKC pueden ademas ser activadas farmacolégicamente utilizando ésteres de
forbol como el 12-O-tetradecanoil-13-acetato de forbol (TPA), que posee una

estructura analoga al DAG (Weiss et al., 1984).

Figura 9. Estructura de las isoformas de PKC. Todas las PKC contienen un dominio regulador y un
dominio catalitico (representado en color azul). EI dominio regulador contiene un dominio C1
(representado en color anaranjado y amarillo) con un motivo pseudosustrato (representado en
color rojo) y un dominio C2 (representado en color verde) en las PKC clasicas (PKCc) y PKC
nuevas (PKCn); las PKC atipicas (PKCa) no contienen dominio C2 (Modificada de Kang et al.,
2012).

La localizacion subcelular de las isoformas de las PKC difiere con el estado de
activacion: cuando se encuentran inactivas se localizan en el citoplasma, y una
vez activadas son capaces de translocarse a la membrana plasmatica, a

organelos citoplasmaticos o al nucleo (Do Carmo et al.,, 2013). Se sabe que la
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translocacién de PKC a, B, 8, € y ¢ a la membrana plasmatica, mitocondria,
aparato de golgi, nucleo o regiones perinucleares resultan en la regulacion de la
mitosis, vias de superviviencia celular, apoptosis, adhesion célula-célula y

migracion (Steinberg, 2010).

PKCa, BI, BII, d, €, y A se expresan ampliamente en diferentes tejidos (Breitkreutz
et al., 2007), mientras que otras isoformas tiene una expresién tejido especifica.
Por ejemplo, PKCy solo se expresan en el SNC (Barnett et al., 2007), PKCn se
expresa en epitelio o epitelio escamoso (piel y pulmones) (Hara et al., 2011), y
PKCO se encuentra predominantemente en musculo esquelético (Kang et al.,
2012).

El descubrimiento de que los tumores inducidos por ésteres de forbol estaban
asociados con la activacion de las PKC dio pauta para asociarlas con la
tumorogénesis. Actualmente se sabe que las isoformas de las PKC pueden regular
vias de sefalizacion involucradas con proliferacion celular, superviviencia vy
migracion. Diversos estudios senalan que algunas isoformas pueden actuar como
supresoras de tumor debido a que activan vias pro-apoptéticas (Martin y Fabbro,
2007).

En lo que respecta a la PKCa, se ha establecido que contribuye a la progresion
tumoral en tumores de prostata, endometrio, gliomas y tumores blandos urinarios
de alto grado. En tumores intestinales y pancreaticos se le han asociado efectos
antiproliferativos (Hu et al., 2010), mientras que en cancer de mama se ha
encontrado evidencia de que PKCa juega un papel tanto promotor como supresor
tumoral (Do Carmo et al., 2013). En astrocitomas se ha visto que PKCa fosforila al
receptor a progesterona (RP), evento clave para su activacion, lo que conlleva a

un aumento en la proliferaciéon celular (Gonzalez-Arenas et al., 2015).

32



3.3.2 PKC en meduloblastomas

Hasta ahora, se posee muy poca informacién sobre la expresion e implicaciones
de las isoformas de PKC en los meduloblastomas, sin embargo, se sabe que en
lineas celulares derivadas de estos tumores la expresion de las isoformas de PKC

es muy heterogénea.

Un estudio realizado por Adesina y colaboradores mostré que en tres lineas
celulares de meduloblastoma (DAOY, D283-Med y D341-Med) se expresa la
isoforma ¢ de las PKC, y solo en la linea celular DAOY se expresa PKCa. En este
estudio se observé que el tratamiento con TPA aumentaba la proliferacion de la
linea celular DAQY, mientras que la inhibicién farmacoldgica o el silenciamiento
de PKCa causaron una disminucién en este proceso. En las lineas celulares D283
Med y D341 Med el tratamiento con un ester de forbol (PMA), asi como la
inhibicién farmacolégica o el silenciamiento de PKCa no provocaron cambios en la
proliferacion. Estos resultados sugieren que PKCa podria estar implicada en la
proliferacion celular y posiblemente en el crecimiento tumoral de los

meduloblastomas (Adesina et al., 1998).
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4. Planteamiento del problema

Actualmente se sabe que la senalizacion del REB juega un papel importante en el
desarrollo y crecimiento de meduloblastomas, sin embargo, aun se desconocen
muchos aspectos sobre los mecanismos que hacen posible que el REB tenga un
papel crucial en estos tumores. A pesar de que se sabe que el REB tiene residuos
que pueden ser fosforilados, no se conocen los mecanismos que desencadenan

el desarrollo y crecimiento de los meduloblastomas.

En este trabajo estudiaremos el papel de PKCa sobre la fosforilacion y regulacién
del contenido del REB en células derivadas de meduloblastoma humano con la
finalidad de sentar las bases para futuras investigaciones sobre la implicaciéon de

esta via en el desarrollo y crecimiento de los meduloblastomas.

5. Hipotesis

Si PKCa fosforila al REB, entonces se observara un aumento en la fosforilacion del

receptor cuando se active a PKCa con un ester de forbol en la linea celular DAOY.

Si PKCa fosforila al RE3 entonces se observara una disminucion en el contenido

del receptor en la linea celular DAOY.

(=2}

. Objetivos

1. Estudiar la interaccion del RE beta con PKC alfa.

2. Estudiar el efecto de la activacion de PKCa sobre la fosforilacion de células

DAOQY derivadas de meduloblastoma.

3. Evaluar el efecto de la activacion de PKCa sobre la degradacion del RE
beta en células DAOY.
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7. Materiales y Métodos

7.1 Cultivo celular

La linea celular DAOY derivada de un meduloblastoma (ATCC, VA, E.U.A.) se
cultivd en placas de 10 cm, con Medio 199 (Biowest, Francia) suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB) (Biowest, Francia) y 1 % de antibiético. Los
cultivos celulares se mantuvieron a 37°C en una atmosfera humidificada al 5% de
CO2 y 95% aire. 24 horas antes de cada experimento el medio de cultivo se
cambid por Medio Minimo Esencial Eagle (In vitro, S. A. México), sin rojo fenol y
sin SFB.

Para la determinacion de la fosforilacion del RE[B, asi como la asociacion PKCa-
REB, los cultivos celulares fueron estimulados con TPA 1 uM (Sigma-Aldrich) a 5,
10, 15, 30 y 60 minutos; la degradacion del RE se determind estimulando los
cultivos celulares a 1, 3, 5, 10 y 20 horas con TPA 1 yM. Cada determinacion de

se realiz6 4 veces.

El control positivo para la degradacion del receptor consistio en E2-Dextrina
(10nM) a un tiempo de 1h, mientras que el tratamiento con vehiculo consistié en

DMSO al 10%. Este experimento se realizé por triplicado.

7.2 Obtencion de proteinas

Transcurrido el tiempo de incubacioén de los diferentes tratamientos, las placas de
cultivo fueron lavadas con buffer de fosfatos (PBS) (NaCl 137 mM (Baker), KCI 2.7
mM (Reasol), Na;HPO, 8 mM (Sigma-Aldrich), KH,PO4 2 mM (Sigma-Aldrich), pH
7.4) 2 veces. Posteriormente, se colocd 1 mL de buffer de lisis RIPA (Tris-HCI 50
mM (Sigma-Aldrich), NaCl 150 mM (Baker), Triton 1% (Sigma-Aldrich), SDS 0.1%
(Sigma-Aldrich), EDTA 5 mM (Sigma-Aldrich), ortovanadato de sodio 1% (Sigma-
Aldrich), fluoruro de fenilmetil sulfonilo (PMSF) 574 uM (Sigma.Aldrich), inhibidores
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de proteasas (SigmaFAST®: AEBSF 2 mM, EDTA 1 mM, Bestatina 130 uM, E-64
14 uM, Leupeptina 1 pM, Aprotinina 0.3 pM (Sigma-Aldrich), pH 7.4) y se
mantuvieron en hielo durante 1 hora; finalmente, las células se trataron por
raspado de placa y se lisaron al pasar la muestra obtenida 3 veces por una
jeringa con aguja 21G x 32 mm y una vez por una jeringa con aguja 27G x 13 mm.
Las muestras se centrifugaron a 14 000 rpm/ 15 min, se separé el sobrenadante y
se cuantifico la proteina obtenida utilizando un espectrofotometro Nanodrop 2000.
Se utilizaron 100 microgramos de este sobrenadante para los experimento de
Western blot.

Para la determinacion del REP fosforilado, el buffer RIPA utilizado para la

obtencién de proteinas contenia ademas p-serina 200 yg/mL (Sigma-Aldrich), p-
treonina 200 pg/mL (Sigma-Aldrich), p-tirosina 200 pg/mL (Sigma-Aldrich) para

disminuir la accion de las fosfatasas sobre el receptor.
7.3 Inmunoprecipitacion

En tubos eppendorf se colocaron 50 pyL de proteina A-agarosa (sc-2001 Santa
Cruz Biotechnology), 2 ug de anticuerpo anti-REB (sc-53494, Santa Cruz
Biotechnology) y 1 mg de proteinas previamente cuantificadas; las mezclas fueron
incubadas toda la noche a 4°C en agitacion. Transcurrido el tiempo de incubacién,
las muestras fueron centrifugadas a 8 000 rpm/ 5 min a 4°C; el pellet fue
reconstituido en 60 pl de buffer Laemmli (Tris-HCI 50 mM, pH 6.8, azul de
bromofenol 0.1%, glicerol 10%, SDS 2%, B-mercaptoetanol 5%). Finalmente, las
muestras se desnaturalizaron con calor durante 10 min y se centrifugaron a 15 000

rpm/ 15 min. Se separ6 el sobrenadante para realizar el Western Blot.

Este procedimiento fue necesario para la determinacion de la fosforilacion del RER
y la visualizacion de la interaccion REBR-PKCa.
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7.4 Western blot

Los lisados provenientes de la inmunoprecipitacion para la visualizacién de la
interacciéon REB-PKCa, y aquellos obtenidos segun el apartado 7.2 Obtencion de
proteinas para la determinacion de la degradacién del REB, fueron separadas por
electroforesis en geles de poliacrilamida al 10%. Posteriomente, las proteinas
fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa utilizando un aparato de

transferencia (BioRad) a 60 mA/ membrana durante 2 horas.

Las membranas fueron bloqueadas toda la noche a 4°C con una solucion de leche
descremada 5% y albumina 2% (In vitro, S. A. México) en TBS-Tween 0.1% (Tris-
Base 50 mM (Sigma-Aldrich), NaCl 150 mM (Baker), pH 7.4 + 0.1% Tween
(Sigma-Aldrich)). Transcurrido el tiempo de bloqueo, las membranas se incubaron
con el anticuerpo primario anti REP en una concentracién de 0.8 pg/mL (sc-53494,
Santa Cruz Biotechnology) o anti PKCa 0.666 ug/mL (sc-8393, Santa Cruz
Biotechnology), y se dejaron incubando 24 horas a 4°C. Una vez transcurrido el
tiempo de incubacion, las membranas fueron lavadas 3 veces con TBS-Tween
0.1% durante 5 minutos. Se coloco el anticuerpo secundario anti raton conjugado
con peroxidasa (sc-2005, Santa Cruz Biotechnology) durante 45 min a
temperatura ambiente en una concentracion de 0.04 pg/mL. Finalmente, se

realizaron 3 lavados con TBS durante 5 minutos.

Para la determinacién de la degradacion del REB, la cantidad de proteina
detectada fue normalizada mediante la deteccidn de a-tubulina. Para lo anterior,
las membranas fueron tratadas con glicina acida (glicina 0.1M (Sigma-Aldrich),
10% SDS (Sigma-Aldrich), pH 2.5) toda la noche a 4°C. Posteriormente las
membranas fueron lavadas con TBS 3 veces durante 5 minutos. Se colocd el
anticuerpo primario anti a tubulina en una concentracién de 0.4 pg/mL (sc-398103,
Santa Cruz Biotechnology) y se dejaron incubando toda la noche a 4°C. Se
realizaron 3 lavados con TBS-Tween 0.1% durante 5 minutos y se coloco el
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anticuerpo secundario anti ratdbn conjugado con peroxidasa durante 45 minutos a

temperatura ambiente en una concentracion de 0.04 pyg/mL.

En el caso de la determinacion de PKCa asociada a RE, la cantidad de proteina
cargada fue normalizada mediante |la deteccion de la cadena ligera de las IgG al

inmunopreciptar RE.

Para la determinacion de la fosforilacién del REB, se utilizé el kit pIMAGO (Tymora
Analitical), que permite detectar proteinas fosforiladas. El kit pIMAGO esta basado
en nanopolimeros globulares solubles en agua asociados a iones de Ti (IV) para el
reconocimiento especifico de grupos fosfato, y con biotina, que funciona como
grupo reportero para facilitar su deteccion (Tymora Analitical). La biotina es

reconocida por el complejo avidina-HRP (Fig. 11).

El control de carga del pREP consistié en una proteina de 25 kDa detectada

mediante la tincién de las membranas con colorante rojo de Ponceau (Sigma-

Aldrich), cuyo contenido no se modificd después del tratamiento con TPA.

Fig. 10. Representacion esquematica de la deteccion basada en pIMAGO de fosforpoteinas
(Tomada de http://tymora-analytical.com/products/pimago).

Las proteinas fueron visualizadas utilizando un kit de deteccion basada en
quimioluminiscencia (ECL kit; Amersham Corp.).

38


http://tymora-analytical.com/products/pimago

7.5 Analisis de datos

Las placas obtenidas fueron sometidas a un analisis densitométrico utilizando el
programa Imaged para semicuantificar la intensidad de las bandas de las

proteinas.
Los datos fueron analizados por ANOVA seguido de un test de comparaciones
multiples Dunnett utilizando el programa GraphPad Prism 5. Valores de p menores

a 0.05 fueron considerados significativos.

Los datos para la obtencién del tratamiento control para la degradacion del RE

fueron analizados mediante la prueba U de Mann-Whitney.
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8. Resultados

8.1 Determinacion de PKCa asociada al REf3

Para determinar si existia alguna interaccién entre PKCa y el RE, los cultivos
celulares de la linea DAQY fueron estimulados con TPA 1uM, compuesto activador
de PKC clasicas y nuevas, a diferentes tiempos (5, 15, 30 y 60 min). Se realizoé la
inmunoprecipitacion del REB y, mediante la técnica de Western blot, se identifico el

contenido de PKCa asociado al RER.

Como se muestra en la figura 11, se observé un aumento significativo en la
asociacion de PKCa con el REB a los 5 minutos respecto a la asociacion
observada en el tratamiento con vehiculo (DMSO 10%). De igual forma, se
observo que la asociacion PKCa-RE volvié a las condiciones basales a 30 y 60

minutos.

Fig. 11. Determinacién de PKCa asociada al REB. Se muestra un blot representativo de 4
experimentos independientes. V: DMSO 10%; TPA: éster de forbol 1 uM. La grafica representa la
media £ SEM de las densitometrias realizadas a las placas. *P<0.05 v.s. vehiculo, n=4.
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8.2 Fosforilacion del REB inducida por la activacion de PKCa

Con la finalidad de determinar si la asociacion de PKCa con el REB conllevaba a
la fosforilacion del receptor, los cultivos celulares de la linea DAOY fueron
estimulados con TPA 1uM a diferentes tiempos (5, 10, 15, 30 y 60 min),
posteriormente se realizo la inmunoprecipitacion del RES y, mediante la técnica de
Western blot y el uso del kit pIMAGO, se identificd al RER fosforilado (pRE).

En la figura 12 se muestran los resultados obtenidos. Se observé un aumento
significativo en el contenido de pREB a los 5 minutos, mismo que se mantuvo
hasta los 30 minutos respecto al contenido observado en el tratamiento con
vehiculo (DMSO 10%). El incremento en la fosforilacion regreso a su nivel basal a

los 60 minutos.

Fig. 12. Fosforilacion del REB inducida por la activacion de PKCa. Se muestra un blot
representativo de 4 experimentos independientes. V: DMSO 10%; TPA: éster de forbol 1 uM. La
grafica representa la media + SEM de las densitometrias realizadas a las placas. *P<0.05 v.s.
vehiculo, n=4.
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8.3 Efecto de la activacion de PKC sobre el contenido del RES

Se sabe que la fosforilacion de los RE en residuos especificos puede servir como
marca para su ubiquitinacion y posterior degradacion por el proteasoma 26S
(Picard et al., 2008), por lo que se decidié evaluar si la fosforilacion del REB por
PKCa afectaba el contenido del receptor. Para esto, los cultivos celulares fueron
tratados con TPA 1uM a 1, 3, 5, 10 y 20 horas. El tratamiento control consistié en
la estimulacién con E2 10 nM por 1 hora. Mediante Western blot se identifico el

contenido del RER de las diferentes muestras.

En la figura 13 se puede observar que el tratamiento con E2 provoca una
disminucion significativa en el contenido del REB. En los tratamientos con TPA no

se encontraron diferencias significativas.

Fig. 13. Efecto de la activacion de PKC sobre el contendio del RES. A) Disminucion del contenido
del REB estimulada por E2. Se muestra un blot representativo de 3 experimentos independientes.
V: DMSO 10%; E2: estradiol 10 nM. La grafica representa la media + SEM de las densitometrias
realizadas a las placas. Se realizé una prueba U de Mann-Whitney. *P<0.0286 vs vehiculo. B)
Evaluacion del contenido del RER tras la activacion de PKC con TPA. Se muestra un blot
representativo de 4 experimentos independientes. V: DMSO 10%; TPA: éster de forbol 1 uM. La
grafica representa la media + SEM de las densitometrias realizadas a las placas, n=4.
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9. Discusion

Se sabe que existen multiples factores que contribuyen al desarrollo del cancer,
muchos de los cuales han sido ampliamente estudiados, sin embargo, y debido a
que las células tumorales presentan comportamientos complejos y heterogéneos,
muchos mecanismos se encuentran poco caracterizados. En los meduloblastomas
se ha reportado una elevada expresion del REB y se sabe que la sefalizacion de
este receptor es importante en el desarrollo tumoral, sin embargo, se desconocen
muchos aspectos sobre los mecanismos que hacen posible que el REB tenga un

papel crucial en estos tumores.

Por medio de estudios in silico, identificamos al residuo Ser219 del RES como
posible sitio de fosforilacion por PKCa, por lo que en este trabajo se estudio el
efecto de la activacién de PKCa sobre la fosforilacion y regulacion del contenido

del REB en la linea celular DAOY derivada de meduloblastoma.

Al realizar la determinacion de la asociacién REB-PKCa (Fig. 11) se encontré que
existe una asociacion basal entre estas dos proteinas. En las muestras tratadas
con TPA se observé un aumento significativo en la asociacion REB-PKCa a los 5
minutos respecto al tratamiento con vehiculo y este efecto regres6 a sus niveles
basales después de los 30 minutos. Estos resultados indican que el RE y PKCa

aumentan su asociacidon despueés de la activacion de la enzima.

En la figura 12 se puede observar que el REB se encuentra fosforilado de manera
basal. Al evaluar el efecto de la activacion de PKCa con TPA en la fosforilacion del
RER, se encontré un aumento significativo a los 5 minutos, mismo que se mantuvo
hasta los 30 minutos. De igual manera, se observdé que a los 60 minutos la

fosforilacion regresa a las condiciones basales.

Aunado a los resultados de fosforilacion, la asociacién basal encontrada entre
REB-PKCa, que aumenta después de la activaciéon de la enzima, sugiere que
PKCa podria participar en la fosforilacion del REB, sin embargo, existe la
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posibilidad de que diferentes PKC participen en la fosforilacion. Se ha
documentado que la linea celular DOAY expresa PKC({ ademas de PKCa, sin
embargo, al tratarse de una isoforma atipica, no se activa con el éster de forbol
utilizado, ya que éste unicamente activa a las isoformas clasicas y nuevas. Lo
anterior sugiere que el aumento en la fosforilacion del REB después del
tratamiento con TPA podria deberse a PKCa, sin embargo, para confirmar que el
aumento observado en la fosforilacion del receptor a los 5 minutos se debe a la
activaciéon de PKCa, se podria inhibir a esta isoforma mediante el uso de

inhibidores farmacolégicos o siRNAs.

El comportamiento observado en el aumento del contenido del pRE coincide con
el tiempo de maxima asociacion del mismo con PKCa, lo que permite sugerir que

PKCa participa en la fosforilacion del RE.

Una de las formas a través de las cuales los RE son activados es la fosforilacion,
por lo que la participacion del PKCa en la fosforilacién del REB sugiere una
participacion en la regulacion transcripcional del mismo, sin embargo, se requieren

mas estudios para confirmarlo.

Ademas de modular su actividad transcripcional, se sabe que la fosforilacion de
los RE en residuos especificos puede servir como marca para su ubiquitinacion y
posterior degradacion por el proteasoma 26S (Picard et al., 2008), por lo que

evaluamos si la fosforilacién del RER por PKCa afecta el contenido del receptor.

En la figura 13 se puede observar que a 1 hora de tratamiento con E2, hay una
disminucion significativa en el contenido del REB respecto al tratamiento con
vehiculo, tal como se ha reportado previamente. En las muestras tratadas con
TPA, no se encontraron diferencias significativas respecto al tratamiento con
vehiculo, lo que indica que la fosforilacion en el REB por PKCa no conduce al
mecanismo propuestos para los residuos Ser104 y Ser106 del REB murino, en
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donde la fosforilacion sirve como marca para la ubiquitinacion y degradacion por el
proteasoma 26S (Picard et al., 2008).

Los residuos de fosforilacion del RE previamente reportados que conducen a la
degradacion por el proteasoma 26S (Ser104 y Ser106) se encuentran ubicados
dentro del dominio de unién al ligando, que abarca los aminoacidos 1 a 149,
mientras que el residuo Ser219 se localiza en la region bisagra del receptor, que
se localiza en los aminoacidos 214 a 248. Los resultados obtenidos sugieren que
la fosforilacion en la regién bisagra del REB no conduce a la degradacion por el

proteasoma 26S.

Es importante mencionar que en el REaq, que ha sido ampliamente estudiado, se
han reportado algunos residuos de serina cuya fosforilacion no conduce a la
degradacion del receptor; ejemplo de esto es el residuo Ser236, que se localiza
en el dominio de unién a ADN vy es fosforilado en células COS-1 por PKA,
involucrado en la regulacion de la dimerizacion del receptor (Chen et al., 1999;
Vasudevan y Pfaff, 2008). De igual manera, en el RP se han identificado sitios que
pueden ser fosforilados y que no conducen a la degradacién del receptor, por
ejemplo, la fosforilacién del residuos Ser400 por CDK2 es requerida para la rapida
localizacién nuclear y para regular la actividad independiente del ligando (Pierson
y Lange., 2004).

Al igual que en los casos anteriores, es posible que la fosforilacion del REB por
PKCa pueda estar implicada en la regulacién de los mecanismos necesarios para
la activacion del receptor, tales como reclutamiento de coactivadores o regulacién

de la dimerizacién del receptor.
El estudio de la participacion de PKCa en la fosforilacion del REB contribuye a la

comprension de los mecanismos que permiten que este receptor juegue un rol tan

importante en el desarrollo y crecimiento de los meduloblastomas, con lo que se
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pretende contribuir a la investigacidn para futuros blancos terapéuticos en este tipo

de tumores.

10. Conclusiones
PKCa se encuentra basalmente asociada al REB. La activacion de PKCa con TPA
provoca un aumento significativo en la asociacién REB-PKCa a los 5 minutos en la
linea celular DAOY.
El REB se encuentra fosforilado de manera basal. La activacién de PKCa provoca
un aumento significativo en el contenido del RE fosforilado desde los 5 y hasta
los 30 minutos en células DAQOY.

11. Perspectivas

Inhibir PKCa con G6 6976 para evaluar si hay una disminucion en la fosforilacion
del REB.

Realizar estudios que permitan confirmar que PKCa fosforila al REB en el residuo
Ser219.

Evaluar el efecto de la fosforilacion del REB en la proliferacion, migracion e

invasividad de la linea celular DAOY.

Determinar los genes blanco del REB fosforilado y evaluar la regulacion

transcripcional mediada por el receptor.

Realizar los ensayos mencionados anteriormente en otras lineas celulares

derivadas de meduloblastoma.
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