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1. Abreviaturas

AKRs Aldo-ceto reductasa

AMPc Adenosin monofosfato ciclico

DAG Diacilglicerol

ECM Matriz extracelular

EGF Factor de crecimiento epidérmico

EGFR Receptor del factor de crecimiento epidérmico

ERP Elementos de respuesta a progesterona

FAK Proteina cinasa de adhesién focal

GABA Acido gamma-aminobutirico

Hsp Proteina de choque térmico

IDH Gen de la isocitrato deshidrogenasa

IGF Factor de crecimiento insulinico

IL-6 Interleucina-6

IP3 Inositol trifosfato

MAPK Proteinas cinasas activadas por mitdgenos

MEK MAPK cinasa

mRP Receptor membranal a progesterona

P4 Progesterona

PI3K Inositol trifosfato cinasa

PIK3CA Gen catalizador de la fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-cinasa subunidad
alfa

PIK3R1 Gen regulador de la fosfatidilinositol 3-cinasa subunidad 1

PKA Proteina cinasa A

PKC Proteina cinasa C

PLC Fosfolipasa C

PTEN Gen homologo de fosfatasa y tensina

RP Receptor intracelular a progesterona

RU486 Mifespristona, antagonista del RP

SHR Receptores a hormonas esteroides

SNC Sistema nervioso central

TAM Macrofagos asociados a tumor
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TP53 Gen de la proteina tumoral P53
VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular



2. Resumen

Los glioblastomas son los tumores primarios de tipo astrocitico mas frecuentes y
agresivos del sistema nervioso central y representan entre el 60 y 75% de todos los
astrocitomas. El crecimiento de los glioblastomas esta regulado por varios factores,
entre ellos, las hormonas sexuales como la progesterona (P4). Esta hormona actua
sobre sus células blanco a través de la interaccion con su receptor intracelular (RP),
el cual exhibe dos isoformas, RP-A y RP-B, que tienen diferentes funciones y
regulacion: en general se considera que RP-B es un mejor activador transcripcional
que RP-A. Recientemente se ha reportado que la P4 a través de su receptor
promueve la migracién e invasion de células D54 y U251 derivadas de glioblastomas
humanos. Sin embargo, se desconoce el papel que cada una de las isoformas
ejerce sobre la migracion de dichas células. El objetivo de este trabajo fue
determinar el papel de las isoformas del RP sobre la migracién de las células U251,
derivadas de un glioblastoma humano. Inicialmente, las células se trataron con P4
(10 nM) y el antagonista del RP, el RU486 (10 uM) para determinar el papel del RP
sobre la migracién celular. Posteriormente las células se silenciaron mediante la
transfeccion con oligonucleétidos antisentido para el RP-AB y el RP-B y fueron
tratadas con P4 (10 nM) para determinar el efecto de las isoformas sobre la
migracion celular. Los resultados indican que la P4 induce la migracion de las
células derivadas de glioblastomas a través del RP, sin embargo, no fue posible
determinar cual de sus isoformas participa en dicho efecto, ya que el oligonucledtido
control del RP-B indujo muerte celular debido a una posible interaccion con la

proteina NPAS3, que participa en la supervivencia celular.



3. Introduccion

Los gliomas son los tumores cerebrales primarios malignos mas comunes, con una
incidencia aproximada de 6 personas por cada 100,000 habitantes [1]. De acuerdo
a sus caracteristicas histologicas se clasifican en astrocitomas, oligodendrogliomas
y ependimomas; siendo los astrocitomas los mas frecuentes, representando
aproximadamente el 75% de todos los gliomas. Los astrocitomas se clasifican a su
vez en cuatro grados de evolucion (I-IV) de acuerdo a sus caracteristicas
histopatolégicas, de los cuales los de grado IV o glioblastomas son los mas
frecuentes y agresivos. Los glioblastomas representan el 46.1% de todos los
tumores cerebrales malignos [1, 2] la supervivencia media de los pacientes después

del diagndstico es de 12 a 18 meses aproximadamente [3].

Diferentes vias de sefalizacion se ven alteradas en los glioblastomas,
principalmente aquellas involucradas en la regulacion del ciclo celular (proliferaciéon
celular y senescencia), regulacion de la apoptosis y necrosis, invasion celular
(adhesidon y migracion) y angiogénesis [4]. En conjunto, estos factores constituyen
parte importante en el desarrollo de los glioblastomas. Estudios sugieren que las
hormonas sexuales, dentro de ellas la progesterona (P4), son un factor importante
en el desarrollo y evolucion de los astrocitomas [5]. Muchos de los efectos de la P4
estan mediados por su receptor intracelular, RP, el cual presenta dos isoformas (RP-

Ay RP-B) con distinta expresion, funcién y regulacion.

Existe evidencia que indica que la interaccion de la P4 con el RP induce la migracién
e invasién de células derivadas de un glioblastoma humano in vitro e in vivo [6, 7].
Sin embargo, se desconoce el papel especifico de las isoformas del RP en dicho
proceso, por lo que en este trabajo se estudio el papel que juega cada una de ellas

sobre la migracion de la linea celular U251 derivada de un glioblastoma humano.

4. Antecedentes



4.1 Generalidades del Cancer

El cancer es un término empleado para definir a un grupo de enfermedades que se
caracterizan por presentar células desdiferenciadas capaces de proliferar sin
control. El cancer puede afectar cualquier parte del organismo y es resultado de la
interaccidn entre factores genéticos y ambientales y es una de las principales
causas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) sefala que se prevé que los casos anuales de cancer aumentaran de

14 millones de casos reportados en 2012 a 22 millones en las proximas dos décadas

[8].

En general, las células cancerosas poseen capacidades que favorecen el
crecimiento y diseminacion del tumor y que son adquiridas durante el desarrollo y
progresion del cancer. Entre ellas se encuentran senales que favorecen la
proliferacion celular, resistencia a la muerte celular, induccién de angiogénesis,
invasidon 'y metastasis, desregulacion de genes supresores de tumores,
reprogramacion del metabolismo energético y evasidon de la respuesta
inmunoldgica. La comprension de estos procesos ha permitido disefiar nuevas
estrategias terapéuticas para el desarrollo de farmacos con blancos especificos, sin
embargo, hasta la fecha la mayoria de estos tratamientos continuan siendo poco
efectivos [9, 10].

4.2 Tumores primarios del sistema nervioso central

Los tumores primarios del sistema nervioso central (SNC) conforman un grupo muy
heterogéneo de tumores. Existen alrededor de 100 tumores primarios que
presentan diferencias en sus caracteristicas histopatoldgicas, en su respuesta a los
tratamientos y en las manifestaciones clinicas que afectan la calidad de vida del
paciente. En general, los tumores cerebrales primarios se pueden clasificar como
no malignos y malignos, de los cuales los meningiomas son los tumores no malignos
mas frecuentes y los gliomas los tumores malignos mas comunes y agresivos [2].
Los gliomas son tumores cerebrales que poseen caracteristicas de células gliales y

de acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas, histopatolégicas y marcas
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moleculares se clasifican en astrocitomas, oligodendrogliomas y ependimomas;
siendo los astrocitomas los mas frecuentes y agresivos. La etiologia de los gliomas
se desconoce, pero se han propuesto diversas teorias que sugieren que estos
tumores se originan a partir de células troncales cancerosas, progenitoras neurales
o de células con mayor grado de diferenciacion que inician la formacién del tumor.
Por lo tanto, es posible que mas de un tipo celular esté involucrado en el origen de

los diferentes gliomas [11].

A diferencia de otros tipos de cancer, los factores de riesgo involucrados en los
gliomas no se encuentran bien establecidos. En cuanto a los factores ambientales,
la exposicion a altas dosis de radiacion ionizante es la unica causa demostrada que,
después de varios afios de la exposicion, puede provocar la presencia de este tipo
de tumores. En relacion a los factores genéticos, la aparicion de gliomas se ha
asociado a algunos trastornos genéticos tales como la Neurofibromatosis tipos 1 y
2 y el Sindrome de Turcot. Ademas, algunos estudios han sugerido que la
susceptibilidad a presentar gliomas aumenta debido a polimorfismos genéticos,
principalmente los asociados a genes que participan en la reparacion del DNA,

regulacion del ciclo celular y respuesta inmunolégica [4, 12].

4.2.1 Astrocitomas

Los astrocitomas son tumores neuroepiteliales derivados de astrocitos o de células
troncales cancerosas [13]. Se presentan mayoritariamente en adultos entre los 40 y
60 afos de edad [2]. La OMS clasifica a los astrocitomas de acuerdo a su grado de
malignidad en una escala del | al IV; siendo los de grado | los menos agresivos y los

de grado IV los mas agresivos y mortales [7].

Los astrocitomas de grado | o astrocitomas pilociticos comprenden el 5.2% de todos
los tumores cerebrales primarios y generalmente son de prondstico favorable. Se
presentan mayoritariamente en nifios y jovenes y la mayoria de estos tumores se
desarrollan en el cerebelo [10, 14]. Son tumores diferenciados y con bajo potencial

proliferativo. Histolégicamente, existe una variacion minima en la forma y el tamafio



de los nucleos. El tratamiento de este tipo de tumores es mediante reseccion
quirurgica y/o radio o quimioterapia en caso de no ser posible su reseccion total.
Luego de la reseccion quirurgica, el pronostico de supervivencia de la mayoria de

los pacientes es mayor a 15 afos [15].

Los astrocitomas de grado Il o astrocitomas difusos constituyen el 8.6% de todos
los tumores cerebrales primarios y se presentan principalmente en adultos entre los
30 y 40 anos de edad. Se desarrollan mayoritariamente en la corteza frontal y
I6bulos temporales y presentan infiltracidn, por lo que es imposible la reseccion total
y se requiere de un tratamiento posterior de radioterapia y/o quimioterapia. Son
tumores que presentan células multinucleadas con baja actividad proliferativa y con
bordes poco definidos. Estos tumores pueden avanzar a grados mas altos y la

supervivencia media de los pacientes es de 5 a 10 afios [2, 14, 16].

Los astrocitomas de grado lll o astrocitomas anaplasicos representan el 6.1% de
todos los tumores primarios y se presentan en promedio en adultos de entre 40 y
60 anos de edad. Estos tumores muestran mayor desdiferenciacion y mayor
capacidad de infiltracion que los astrocitomas difusos y se localizan principalmente
en los hemisferios cerebrales [2, 17]. Histolégicamente se caracterizan por
presentar atipia nuclear y una alta actividad proliferativa y la supervivencia media
de los pacientes es de 2 a 3 afios y el tratamiento recomendado es una reseccion

maxima seguida de radio y/o quimioterapia con temozolomida [3, 18].

Los astrocitomas de grado IV o glioblastomas comprenden el 55.1% de los tumores
cerebrales primarios y la supervivencia media de los pacientes es de 14-18 meses.
La incidencia maxima se encuentra entre los 45 y 70 afios de edad. Constituyen el
tipo de glioma mas agresivo y presentan proliferacion celular descontrolada,
infiltracion, necrosis, induccion de angiogénesis y resistencia a la apoptosis. El
tratamiento comun para el glioblastoma consiste en neurocirugia, seguido de radio

y/o quimioterapia con temozolomida [2, 19, 20].

Se han reportado diversas mutaciones en los astrocitomas, principalmente en genes

que participan en la regulacion del ciclo celular y de la apoptosis, dentro de las
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cuales destacan mutaciones en genes como el homodlogo de fosfatasa y tensina
(PTEN) y el de la proteina tumoral P53 (TP53), que actuan como supresores de
tumores. También se ha reportado la amplificacion o sobreexpresion del receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), que promueve la division celular.
Asimismo, se han reportado mutaciones en el gen del regulador de la
fosfatidilinositol 3-cinasa subunidad 1 (PIK3R1), que participa en la regulacion
negativa de la apoptosis, en el gen del catalizador de la fosfatidilinositol-4,5-bifosfato
3-cinasa subunidad alfa (PIK3CA), que promueve la proliferacion celular, y en el gen
de la isocitrato deshidrogenasa 1 (IDH1), que mitiga el dafio oxidante [21]. Se ha
reportado que en la mayoria de los astrocitomas se presentan anomalias
cromosdmicas como la pérdida del cromosoma 10, duplicidad del cromosoma 7 y
deleciones y translocaciones en el cromosoma 9; ademas de pérdidas del

cromosoma 22 y deleciones en los cromosomas 1y 7 [22].

4.2.2 Migracion celular en glioblastomas

Los glioblastomas son los gliomas mas agresivos debido a la capacidad que
presentan de infiltrar el tejido adyacente. Esta capacidad depende de las
alteraciones que ocurren en las vias de sefializacién involucradas en procesos de
invasion y migracion celulares [23]. El proceso de invasion celular es multi-factorial
y se lleva a cabo a través de la interaccion de las células tumorales con la Matriz
Extracelular (ECM) y del contacto con células adyacentes. Ademas, los diferentes
procesos bioquimicos que ocurren en la célula en movimiento [23] desencadenan

cambios en la regulacién dinamica del citoesqueleto de actina [24].

En el proceso de migracion celular ocurren diferentes eventos, los cuales han sido
descritos mediante el modelo del movimiento de una célula mesenquimal en un

plano [25]:

a) Polarizacion: Se refiere a la polarizacion delantera-trasera, la cual puede
deberse a mecanismos intrinsecos de la célula o al ambiente extracelular.

Por ejemplo, la adhesién a un sustrato o el contacto con otras células, pueden



generar sefales de polarizacion. Las sefiales de polarizacion extracelulares
pueden producir el reclutamiento o la activacién asimétrica de proteinas
dentro de la célula, creando una asimetria funcional que se traduce en una
morfoldgica (protrusidén). Algunos quimioatrayentes a menudo inducen la

polarizacion de las células, induciendo asi la migracion de éstas.

b) Protrusion: La protrusiones son extensiones de la membrana celular que
ocurren en respuesta a sefales quimioatrayentes de la ECM, como son los
niveles de AMPc o la presencia de quimiocinas. La deformacion de la
membrana se da gracias a la polimerizacion dinamica de los filamentos de

actina, llevando asi a la membrana hacia adelante.

c) Adhesion: La adhesion a la EMC modula la migracion celular y requiere de la
participacion de los receptores de adhesion. Los mas estudiados son la
familia de las integrinas, conformadas por dos subunidades, a y . Ambas
son proteinas transmembranales y se asocian para formar un heterodimero.
La activacion de estos receptores resulta en la modulacion de la movilidad

celular (controlado la polimerizacion de actina).

d) Retraccion: Se refiere al desmontaje de la adhesién en el cual son
fundamentales aquellos mecanismos relacionados con la contraccion de los
filamentos de actomiosina, la relajacion de la adhesion inducida por
microtubulos, la endocitosis de los receptores de adhesion y la escisidon

proteolitica.

Se ha reportado en modelos in vitro e in vivo que las células tumorales pueden
infiltrarse en los tejidos adyacentes mediante diversos patrones: la “migracién
individual” en la cual las células se diseminan individualmente y la “migracion
colectiva” en la que las células se diseminan en agrupaciones [26, 27]. A diferencia
de otros tipos de cancer, los glioblastomas no presentan metastasis, en su lugar
migran a través de los espacios extracelulares del cerebro, o que conduce a la

formacién de tumores distantes [23].



Las vias por las cuales los glioblastomas migran se dividen en dos: el espacio
perivascular y el parénquima cerebral; el primero se encuentra lleno de liquido y
rodea los vasos sanguineos y el segundo contiene cuerpos celulares neuronales y
gliales, por lo que los espacios extracelulares del parénquima son estrechos y
sinuosos y proporcionan una mayor resistencia fisica que el espacio perivascular.
El espacio intersticial del parénquima contiene una matriz compuesta de
proteoglicanos, hialuronano y tenascinas, las cuales promueven la migracidn
celular. Interesantemente, los glioblastomas son capaces de secretar tenascina
para aumentar su capacidad de migracion. Se ha demostrado mediante estudios in
situ que las células de los glioblastomas migran a través de los vasos sanguineos y
mediante sefiales quimiotacticas producidas por la bradicinina, induciendo cambios

en la concentracion intracelular de Ca?* y por ende, induccion de la migracion celular

[9].

Se ha observado que los glioblastomas tienden a acumular iones CI, lo que activa
el cotransportador Na*-K*-ClI-, el cual interactia con el citoesqueleto mediante la

actina, aumentando asi su contractilidad y por ende la migracion celular [9].

Algunos estudios han sugerido un papel importante de las células madre
cancerosas en la capacidad de infiltracion de los glioblastomas. Estas células,
caracterizadas por el marcador CD133, muestran un mayor potencial migratorio en
comparacion con células CD133 negativas derivadas de glioblastomas humanos
primarios, xenoinjertos y diferentes lineas celulares derivadas de tumores

cerebrales [28].

En los glioblastomas se han descrito diversos factores que influyen en el
comportamiento migratorio de las células, tales como la presencia o ausencia de
glucosa en el microambiente, la inhibicion del microRNA 451 y la inhibicion del
complejo de las proteinas cinasas activadas por mitogenos (MAPK) [29]. Las células
de los glioblastomas son capaces de recurrir a moléculas de la microglia y de los
macrofagos asociados a tumores (TAM), tales como el Factor de Crecimiento
Epidérmico (EGF), la Interleucina-6 (IL-6) y las metaloproteinasas y asi inducir la
invasion y migracion [30].
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Se sabe también que las hormonas sexuales juegan un papel importante en el
crecimiento y desarrollo de los tumores cerebrales, tales como el estradiol y la

progesterona [5, 31].

4.3 La progesterona

4.3.1 Sintesis de la progesterona

La P4 es una hormona esteroide de 21 atomos de carbono derivada del colesterol
que se sintetiza en los ovarios, los testiculos, las glandulas adrenales, la placenta y
el cerebro. El primer paso en la biosintesis de la P4 es la oxidacion del colesterol a
pregnenolona, mediada por el citocromo P450scc y se lleva a cabo dentro de la
mitocondria. Luego, la pregnenolona es transportada al reticulo endoplasmico liso
para que mediante la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa se convierta en P4.
Posteriormente, la P4 es metabolizada a 5a-dihidroprogesterona por la accion de la
5a-reductasa. La 5a-dihidroprogesterona se metaboliza a alopregnenolona y/o
epialopregnenolona mediante la actividad de la 3a-hidroxiesteroide oxidorreductasa

y la 3B-hidroxiesteroide oxidorreductasa, respectivamente (Figura 1) [32].
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P40scc

Pregnenolona Colesterol

3B-HSDs

S5a-reductasa

Progesterona 5a-dihidroprogesterona
3a-HSOR 2 -
vg& 38-HSOR
%
s
3(a > B)HSE
Alopregnenolona Epialopregnenolona

Figura 1. Biosintesis de la progesterona. La P4 se sintetiza a partir del colesterol, el
cual es oxidado a pregnenolona por el citocromo P40scc para luego ser convertida a
P4 mediante la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSDs). La P4 se metaboliza
a 5a-dihidroprogesterona por la 5a-reductasa y posteriormente a alopregnenolona
por la actividad de la 3a-hidroxiesteroide oxidorreductasa (3a-HSOR), mediada por la
aldo-ceto reductasa (AKRs) y deshidrogenasa/reductasa de cadena corta (SDRs). La
5a-dihidroprogesterona también se puede metabolizar a epialopregnenolona por la
actividad de Ia 3B-hidroxiesteroide oxidorreductasa (38-HSOR). Modificado de [32].

4.3.2 Mecanismo de accion de la P4

La P4 esta implicada en la regulacion de diversos procesos y actua principalmente

en utero, ovario, pancreas, pulmén, hueso, timo, glandula mamaria, pituitaria y

cerebro. En el SNC, la P4 participa en la regulacién de la conducta sexual,

diferenciaciéon sexual, excitabilidad neuronal, dolor, respiracion, estado de animo,
12



memoria y aprendizaje, neuroproteccion y regulacion en el crecimiento de tumores

cerebrales [33].

La P4 ejerce sus efectos sobre sus células blanco a través de dos mecanismos:
clasico (genémico) y no clasico (no gendémico) [33]. El mecanismo clasico de la P4
involucra cambios en la transcripcion de genes a través de la interaccion con el RP,
el cual es un factor de transcripcion activado por ligando que pertenece a la familia
de los Receptores a Hormonas Esteroides, SHR por sus siglas en inglés (Steroid
Hormone Receptors) [34]. Cuando el RP se encuentra en ausencia de ligando, éste
se mantiene inactivado ya que se encuentra unido a un complejo proteinico
conformado por proteinas de choque térmico Hsp70/Hsp90 y Hsp40, la proteina p23
y co-chaperonas como FKPB 51 y 52 [33]. La unién de la P4 con el RP, permite que
este ultimo se disocie del complejo que lo mantiene inactivo y se dimeriza con otra
molécula de RP (complejo RP:RP); una vez dimerizado es fosforilado y translocado
al nucleo donde interactua con Elementos de Respuesta a P4 (ERP), los cuales se
localizan en la region promotora de distintos genes blanco. EI complejo RP:RP
recluta correguladores (coactivadores y correpresores) para regular la transcripciéon
de sus genes blanco [35-37]. En el mecanismo no clasico, se sabe que la P4
interactua con receptores membranales (mRP) acoplados a proteinas G, activando
diferentes cascadas de sefalizacion mediante la accién de segundos mensajeros
como la fosfolipasa C y el AMPc (Figura 2). Aunado a esto, se ha descrito que la
P4 puede activar canales de Ca?* e interactuar en sitios alostéricos de los receptores
de acido gamma-aminobutirico (GABA) [38-40].
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Figura 2. Mecanismo clasico y no clasico de la P4. En el mecanismo clasico, el RP se
dimeriza, fosforila y se une a los elementos de respuesta a progesterona (ERP) y
activa la transcripcion de genes blanco, también puede inducir la activacion de la
Proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK), la cual activa la Inositol trifosfato
cinasa (PI3-K) y la MAPK cinasa (MEK). En el mecanismo no genémico, la P4
interactua con el mRP y con canales ionicos y activa diferentes cascadas de
senalizacion por la activacion de mensajeros intracelulares: La subunidad a de la
proteina G induce la formaciéon de Adenosin monofosfato ciclico (AMPc), activando
asi a la Proteina cinasa A (PKA). Las subunidades B y y activan a la Fosfolipasa C
(PLC), la cual produce Inositol trifosfato (IP3) y Diacilglicerol (DAG); el IP3 induce la
liberacion de calcio (Ca?*) y el DAG activa la Proteina cinasa C (PKC). Modificado de

[33].

4.3.3 El receptor a progesterona
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El RP exhibe dos isoformas (RP-A y RP-B) de las cuales RP-B es estructuralmente
diferente a RP-A, ya que contiene en su region N-terminal 164 aminoacidos mas en
humanos. En nuestra especie, RP-A pesa 94 kDa y RP-B 116 kDa y ambas estan
codificadas por el mismo gen localizado en el cromosoma 11922-23. La cadena
polipeptidica que comparten ambas isoformas se divide en un extremo amino
terminal con una funcién de activacion (FA1) y una funcién de inhibicion (Fl) de
genes blanco, una region conectora y un carboxilo terminal con un dominio de unién
a ligando (LBD) y un dominio con funcién de activacién dependiente de ligando
(FA2), ademas de una region conservada denominada dominio de union al DNA
(DBD) y una sefal de localizacion nuclear (NLS) y de union a chaperonas Hsp90.
Estructuralmente, RP-B tiene una funcion de activacién (FA3) en su N-terminal que
le permite interactuar con FA1 y FA2 y ejercer efectos alostéricos a nivel
conformacional, y funcional sobre otros dominios del receptor que le confieren en
conjunto una mayor actividad transcripcional (Figura 3). La actividad fisiologica del
RP depende de la tasa de expresién de ambas isoformas (RP-A:RP-B). Estudios de
microarreglos han demostrado que RP-A y RP-B tienen diferentes genes blanco y
en algunos casos ejercen efectos opuestos; pues RP-A actua principalmente como
un represor de la expresion de genes mientras que RP-B es un mejor activador
transcripcional; sin embargo, la funcién del RP dependera de la tasa de expresion

de ambas isoformas [34].
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Figura 3. Representacion esquematica de las regiones del RP. La cadena
polipeptidica que comparten ambas isoformas se divide en un extremo amino
terminal con una funcion de activacion (FA1) y una funcién de inhibiciéon (Fl) y un
carboxilo terminal con un dominio de unién a ligando (LBD), un dominio de union al
DNA (DBD) y un dominio con funcién de activaciéon dependiente de ligando (FA2). En
el caso de RP-B, éste tiene una funcion de activacion en su amino terminal (FA3) que

le confiere una mayor actividad transcripcional. Modificado de [33].

La respuesta al antagonista principal de la P4, la mifepristona (RU486), depende de
la tasa de expresion del RP [34]. El RU486 compite por el sitio de unién al RP y
muestra una mayor afinidad por el RP que la P4, por lo cual se une preferentemente
al receptor. Al interactuar el RU486 con el RP, la fuerza de unién de las proteinas
de choque térmico anteriormente mencionadas aumenta, impidiendo que el RP se
active y se una a los ERP y asi, evita el reclutamiento de la maquinaria

transcripcional [41].
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4.3.4 La progesterona, el receptor a progesterona y los
glioblastomas

El receptor intracelular a P4 juega un papel importante en el desarrollo de los
glioblastomas. Se ha demostrado que la P4 induce la proliferacion de células U373
y D54 derivadas de un astrocitoma de grado Il y de grado IV, respectivamente. Este
efecto se bloquea con el tratamiento con el antagonista de la P4, RU486, lo que
sugiere que este es mediado por la interaccion con el RP [31]. Ademas, se ha
demostrado que la P4 a través de la interaccion con el RP induce la expresion de
genes que regulan el ciclo celular, la proliferaciéon y la angiogénesis (ciclina D-1,
EGFR y VEGF) en células D54 [22].

Como se mencion6 anteriormente, el papel fisiolégico del RP depende de la tasa de
expresion de sus isoformas, lo que sugiere que existen diversos mecanismos que
regulan la expresion de las mismas. En los astrocitomas, la expresiéon del RP se
encuentra relacionada con el grado de evolucion del tumor, siendo RP-B la de mayor
expresion en los glioblastomas. Aunado a esto, se sabe que RP-A inhibe el efecto
de la P4 sobre el crecimiento de las células de astrocitomas [42, 43]. A nivel de la
regulacion de la expresion del RP, se sabe que la metilacion del DNA en la linea

U373 juega un papel importante en la expresion del RP-B [44, 45].

Respecto a la migracion e invasion celular, se sabe que la activacion de las
isoformas de la PKC alfa y delta incrementan la invasion y migracion de las lineas
celulares U251 y U87, derivadas de glioblastomas humanos, efecto que se bloquea
tras la administracion del antagonista de la P4 (RU486) [46]. Ademas, recientemente
hemos reportado que la P4 (10 nM) induce la migracion e invasion in vivo e in vitro

en células D54 y U251 mediante la interaccion con el RP [6, 7].
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5. Planteamiento del problema

Se sabe que la P4 juega un papel importante en la progresion de los glioblastomas
y que ejerce sus efectos a través de la interaccion con su receptor intracelular, el
cual exhibe dos isoformas, RP-A y RP-B. Ademas, se ha reportado que la
interaccion de la P4 con el RP induce la migracion e invasion de células derivadas
de un glioblastoma humano. Sin embargo, se desconoce el papel especifico de RP-

Ay RP-B en la migracion de células derivadas de un glioblastoma humano.

6. Hipotesis

Si el RP-B es un mejor activador transcripcional que RP-A y se encuentra en mayor
proporcion en los glioblastomas, entonces su silenciamiento disminuira la migracion

de las células derivadas de un glioblastoma humano.

7. Objetivos

7.1 Objetivo general

Conocer el papel de las isoformas del RP sobre la migracion de la linea celular

U251, derivada de un glioblastoma humano.

7.2 Objetivos particulares

e Evaluar la participacion de la P4 y del RP sobre la migracién de las células
U251, derivadas de un glioblastoma humano.

e Silenciar al RP total (RP-AB) y a RP-B mediante oligonucleétidos antisentido.

e Determinar el efecto del silenciamiento del RP total (RP-AB) y de RP-B sobre
la migracion de las células U251.

18



8. Metodologia

8.1 Cultivo celular

Se utilizé la linea celular U251, derivada de un glioblastoma humano proveniente de
una biopsia de un hombre caucasico. Se cultivaron 200,000 células en cajas Petri
con medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM) con rojo fenol, suplementado con
suero fetal bovino (SFB) al 10%, piruvato de sodio 1 mM, antibiéticos 1 mM,
aminoacidos no esenciales 0.1 mM y bicarbonato de sodio en condiciones de aire
al 95% y CO2 al 5% a 37 °C.

8.2 Tratamientos hormonales

Para determinar el efecto de la P4 y la participacién del RP en |la migracion de la
linea celular U251, se utilizaron los siguientes tratamientos:

Vehiculo: 0.02% ciclodextrina (CDX).

P4: 10 nM

RU486: 10 uM

Tratamiento conjunto: P4, 10 nM + RU486, 10 uM.

a)
b)
c)
d)
Se ha reportado que la P4 a una concentracion de 10 nM induce la migracién e
invasion en ceélulas derivadas de glioblastomas humanos [6] y que el RU486 a la
concentracion de 10 uM bloquea el efecto de la P4 en la proliferacion de células
U373 y D54 derivadas de un astrocitoma de grado lll y de grado IV, respectivamente
[31].

Para los ensayos de migracion con las isoformas silenciadas, se realizaron

tratamientos unicamente con vehiculo y P4.
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8.3 Ensayo de migracion

Para determinar el efecto de la P4 y el papel de las isoformas del RP sobre la
migracion de la linea celular U251 se utilizé el ensayo de “cierre de herida”. En cajas
de 6 pozos se sembraron 200,000 células por pozo con medio DMEM completo
(mencionado en el punto 8.1) y se incubaron hasta alcanzar una confluencia del 70-
80%, posteriormente se cambio el medio a DMEM sin rojo fenol suplementado con
SFB sin hormonas al 10% para asegurar que el efecto observado se debe a los
tratamientos y no a las hormonas presentes en el SFB y se incubaron durante 24h.
Las células se lavaron 2 veces con PBS, se les agregaron 500 uL de PBS-EDTA a
cada pozo e inmediatamente, con una punta de pipeta de 200 uL, se generd una
estria en la monocapa celular. Posteriormente, se realizaron 2 lavados con PBS con
la finalidad de eliminar a las células desprendidas. A continuacién, se colocaron 2
mL de medio DMEM sin rojo fenol suplementado con SFB sin hormonas al 10% y
para descartar que el efecto observado en el numero de células que migran se deba
a un aumento en la proliferacion, se agregd un inhibidor de la sintesis de DNA:
clorhidrato de citosina B-D-arabinofurandsido (Ara-C) a una concentracion final de
10 yM vy se incubaron durante 1 h a 37 °C. Transcurrido este tiempo y sin retirar el
medio, se adicionaron los tratamientos hormonales descritos en el punto 8.2 y se
tomaron fotografias con una camara Infinity1-2C acoplada a un microscopio
invertido Olympus CKX41 a un aumento de 10X en la zona de herida a las 0, 3, 6,
12y 24 h.

8.4 Silenciamiento con oligonucleétidos antisentido

Para evaluar el papel de las isoformas del RP sobre la migracion de las células U251
se realiz6 el silenciamiento del RP total (AB) y RP-B mediante la transfeccidén con
oligonucledtidos antisentido (AS), la cual es una secuencia de DNA complementaria
al RNAm que inhibe su expresion. Se sembraron 180,000 células U251 en las
condiciones mencionadas en la seccion 8.1 hasta alcanzar una confluencia del 30%
para transfectar con oligonucledtidos sentido (secuencia de DNA que no se une al

RNAmM y por lo tanto no inhibe su expresién, usado asi como oligonucleétido de
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control de transfeccidn) y antisentido de RP-AB y del 40-50% para transfectar con
oligonucledtidos sentido y antisentido de RP-B (Tabla 1). Para realizar la
transfeccion se utilizé el vehiculo Lipofectamina 2000 (Invitrogen, USA), el cual es
un agente de transfeccién de acidos nucleicos (DNA y RNA) en células eucariotas.
Las células en la confluencia deseada se incubaron con: a) 0.5 pg de oligonucle6tido
sentido y antisentido para RP-AB (S RP-AB y AS RP-AB, respectivamente); b) 1.0
Mg de oligonucleotido S RP-B y de oligonucleétido AS RP-B y ¢) se incluyd un control
con el vehiculo de transfeccién Lipofectamina. Para realizar la transfeccién (por
pozo), se mezclaron 6 uL de Lipofectamina con 94 uL de medio DMEM sin rojo fenol
y sin suplementar y se dejaron reposar por 30-45 min a temperatura ambiente.
Pasado ese tiempo, se mezcld con los respectivos oligonucledtido (S o AS),
previamente diluidos en 100 uL de medio DMEM sin rojo fenol y sin suplementar, y
se dejo reposar la mezcla por 15 min. Las células se lavaron 2 veces con PBS y se
dejaron en 800 pyL por pozo de medio DMEM sin rojo fenol y sin suplementar.
Posteriormente, se les agregd la mezcla de Lipofectamina y oligonucléotidos (200
ML) por goteo a cada pozo. Las células transfectadas se incubaron durante 48 h
para evaluar el grado de silenciamiento de la isoformas por Western Blot. Para los
ensayos de migracion, las células transfectadas se incubaron durante toda la noche
y a continuacién se les cambié el medio por DMEM sin rojo fenol suplementado con
SFB con hormonas y sin antibiético con la finalidad de propiciar la recuperaciéon de
las células por 24 h para RP-AB y por 12 h para RP-B. Después, se realizé un
cambio de medio por DMEM sin rojo fenol suplementado con SFB sin hormonas al
10% durante 24 h para poner los tratamientos y se llevd a cabo el ensayo de

migraciéon como se describio en el apartado 8.3.

Tabla 1. Oligonucledtidos utilizados para el silenciamiento de las isoformas del RP.
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Oligonucleétido Secuencia
S RP-AB 5- TTATGCCTTACCATGTGGCA - 3’
AS RP-AB 5 - TGCCACATGGTAAGGCATAA -3
S RP-B 5 - AGTCGCTGTCGGACGTGGAG - 3
AS RP-B 5 - CTCCACGTCCGACAGCGACT -3

8.5 Extraccion de proteinas y Western Blot

Para determinar el grado de silenciamiento de las isoformas del RP se realizé la
técnica de Western Blot. Las células transfectadas se despegaron con 1 mL de PBS-
EDTA, se centrifugaron y se lisaron con buffer de lisis RIPA (Tris HCI 50 mM, NaCl
150 mM, Triton 1% y SDS 0.1%) adicionado con inhibidores de proteasas y EDTA
1 mM (Sigma-Aldrich, USA) y se cuantificaron las proteinas totales con un
espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, USA). Las proteinas fueron
separadas mediante electroforesis en un gel SDS-PAGE 7.5% a 100 V y se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa en una camara semi-humeda durante
7 h a 40 mA. Posteriormente, la membrana se incubd con una solucion de leche
libre de grasa al 3% y albumina sérica bovina al 2% por 2 h a 37 °C y en agitacion
constante. A continuacion, la membrana se incub6 con un anticuerpo primario de
ratén anti-RP humano en una concentracion de 0.2 ug/pL durante 48 h a 4 °C. La
membrana se lavé 3 veces con TBS-Tween 0.1% y se incubd con el anticuerpo
secundario correspondiente (anti-ratén) conjugado a peroxidasa de rabano durante
45 min en una dilucién de 1:5000. Se realizaron nuevamente 3 lavados y las
proteinas se detectaron por quimioluminiscencia (SuperSignal West Femto, Thermo
Scientific, USA, Kodak). Finalmente, se determind el contenido de la proteina a-
tubulina, usada como control de carga. Para ello se incub6 la membrana con glicina
a pH acido (0.1 M, pH 2.5, SDS 0.5%) a temperatura ambiente por 15 min, se
bloqued y se incubd con un anticuerpo primario anti-a-tubulina a una concentracién

de 0.2 pg/uL a 4°C por toda la noche. Posteriormente, la membrana se lavo 3 veces

22



con TBS-Tween 0.1% y se incubd con el anticuerpo secundario correspondiente y

se detectaron las proteinas por quimioluminiscencia.

8.6 Analisis estadistico

El programa Image J se utilizd para cuantificar el numero de células que cerraron la
herida en los ensayos de migracion y para realizar el analisis densitométrico del
contenido de las isoformas RP-A y RP-B. Los datos se analizaron mediante el
programa GraphPad Prism 6 utilizando una ANOVA de dos vias seguida de una

prueba de comparaciones multiples de Tukey con un intervalo de confianza del 95%.

9. Resultados

9.1 Efecto de la P4 sobre la migracion en la linea celular U251

Inicialmente se evalud el efecto de la P4 sobre la migracion en las células U251,
derivada de un glioblastoma humano, mediante el ensayo de “cierre de herida”. La
P4 aumento significativamente el numero de células que migraron a las 6, 12 'y 24
h, en comparacion con el vehiculo. El RU486 bloqueé significativamente el efecto

de la P4 a partir de las 3 h y hasta las 24 h (Figura 4).
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A)

Vehiculo

P4
(10 nM)

RU486
(10 pM)

P4 + RU486

B)

Figura 4. Efecto de la P4 sobre la migracién en la linea celular U251. A) Imagenes
representativas a las 0, 3, 6, 12 y 24 h del ensayo de cierre de herida. Las células
fueron tratadas con ciclodextrina 0.02% (V), P4 (10 nM), RU486 (10 uM) y P4 + RU486.
B) Efecto de la P4 sobre la migracion en la linea celular U251. Grafica que representa
el numero de células que migraron después de los tratamientos con V, P4, RU486 y
P4 + RU486. n= 3. *P<0.05 vs. Vehiculo, **P<0.001 vs. todos los grupos.
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9.2 Papel de las isoformas del RP sobre la migracion en la linea celular
U251

Posteriormente se determiné el papel que tienen las isoformas del RP (A y B) sobre
la migracion en la linea celular U251, derivada de un glioblastoma humano,
mediante el ensayo de “cierre de herida” y mediante el silenciamiento de ambas
isoformas (RP-AB) y del RP-B por transfeccion con oligonucleétidos antisentido. La
transfeccion con oligonucleétidos sentido para RP-AB (control) y tratadas con P4
(10 nM) aumentaron significativamente el niumero de células que migran a las 6, 12
y 24 h en comparacion con los demas tratamientos. Una disminucién significativa
en el numero de células que migran se observa cuando las células son
transfectadas con oligonucleoétidos antisentido para RP-AB y tratadas con Vy P4 en

comparacion con el tratamiento control (Figura 5).

Interesantemente, al realizar la transfeccidén con oligonucleétidos sentido para RP-
B, se observd que la mayoria de las células transfectadas comenzaron a morirse
desde las 3 h del tratamiento (Figura 6), lo que imposibilité realizar mas
experimentos con dicho tratamiento, por lo que en la Figura 5B solamente se

muestran los datos con los otros tratamientos.
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A) RP-AB

AS-RP+P4

-+ AS-RP+V

-+ S-RP+P4

B) RP-B -# S-RP+V
-¢- Control Lipo

C)
S RP-AB AS RP-AB
RP-B 116 kDa SRP-B ASRP-B
RP-B 116 kDa
RP-A 94 kDa
a-Tubulina 55 kDa
a-Tubulina 55 kDa

Figura 5. Papel de las isoformas del RP sobre la migracion de las células U251,
derivadas de un glioblastoma humano. Las células fueron tratadas con
oligonucleétidos sentido (S) y antisentido (AS) para RP-AB (figura A) y RP-B (figura
B) y tratadas con ciclodextrina 0.02% (V) y P4 (10 nM). En las graficas se muestra el
numero de células que migraron después de silenciar RP-AB y RP-B (figura A y B,
respectivamente). C) Western Blots representativos del silenciamiento de las
isoformas del RP con S y AS. n= 3y 2 para RP-AB y RP-B, respectivamente. *P<0.05
vs. todos los grupos, **P<0.001 vs. todos los grupos.
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Figura 6. Imagen representativa de las células muertas con la transfeccién con
oligonucleétidos sentido para RP-B

10. Discusion

Uno de los principales obstaculos en el tratamiento de los glioblastomas es enfrentar
su capacidad infiltrativa por los procesos de invasion y migracion, por lo que es
imposible una reseccion total, ocasionando recurrencia del tumor [29]. La migracion
celular de los glioblastomas es un proceso en el que influyen diversos factores, tales
como las hormonas sexuales. La P4 es una hormona sexual que se sintetiza a partir
del colesterol y ejerce sus efectos a través de su interaccidon con su receptor
intracelular, el cual exhibe dos isoformas, RP-A y RP-B. Recientemente se reportd
que la P4 induce la migracion e invasion celulares en células derivadas de
astrocitomas humanos a través de su interaccion el RP [39], por lo que en el
presente trabajo se estudio el papel de las isoformas del RP sobre la migracion en

células U251, derivadas de un glioblastoma humano.

En la figura 4 se observa el efecto que la P4 ejerce sobre la migracion de las células
U251. A las 6, 12 y 24 h de tratamiento se observa que el numero de células que

migran aumenta significativamente en comparaciéon con los demas grupos. El
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tratamiento con el antagonista de la P4, el RU486, bloquea significativamente el
efecto de la P4 sobre la migracion celular. Los resultados de este experimento
demuestran que el efecto que la P4 ejerce sobre la migracién en la linea celular
U251 es debido a la interaccion con su receptor intracelular. Nuestros resultados
concuerdan con estudios que han demostrado en lineas celulares de cancer de

mama y de glioblastomas la participacion del RP en la migracion celular [6, 29].

En la figura 5A se observa que hay un aumento significativo en el nimero de células
cuando éstas son tratadas con P4 (10 nM) y transfectadas con oligonucledétidos
sentido (control) para el RP-AB en comparacion con los demas grupos. Una
disminucién en el numero de células que migran se observa cuando son
transfectadas con oligonucleétidos antisentido para RP-AB y tratadas con V y P4.
Estos resultados demuestran que la expresion del RP-AB es importante en el

proceso de migracion en células U251, derivadas de un glioblastoma humano.

De manera interesante, se observa que cuando las células son transfectadas con
oligonucledtidos sentido para RP-B, éstas comienzan a estresarse y presentar
muerte celular (Figura 6), por lo que los resultados mostrados en la figura 5B son
insuficientes para poder conocer el papel de las isoformas del RP en la migracion
de la linea celular U251. Al realizar un anadlisis BLAST de la secuencia del
oligonucledtido sentido para RP-B (descrito en la seccién de metodologia) en la
base de datos: National Center for Biotechnology Information, se encontré que
existe posibilidad de que dicho oligonucleétido pueda ligarse al gen de la proteina
NPAS3 (por sus siglas en inglés: Neuronal PAS domain protein 3). Existe evidencia
que demuestra la expresion de dicha proteina en los cuatro grados de astrocitomas,
observandose una menor expresion o ausencia de expresion en los astrocitomas
de mayor grado (grados Il y IV), relacionandose asi el grado de expresién con el
grado de malignidad del tumor. Dichos resultados se asociaron a mutaciones y
cambios epigenéticos en el DNA que codifica para la proteina NPAS3 en los
glioblastomas. Asimismo, se reportdé que esta proteina participa de manera
importante en procesos de proliferacién, apoptosis, migracién e invasién, viabilidad
y como supresor de tumor. En cuanto a la viabilidad se refiere, se reporté que si
dicha proteina esta sobre-expresada, la viabilidad disminuye y aumenta la apoptosis
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[47], por lo que al transfectar las células con los oligonucledtidos sentido para RP-
B, estos podrian estar regulando la expresién de la proteina NPAS3, disminuyendo
asi su viabilidad y aumentando la apoptosis, sin embargo, esta hipodtesis tiene que

ser comprobada mediante ensayos de viabilidad y apoptosis.

Debido a lo anterior, en este trabajo no fue posible determinar el papel de las
isoformas del RP en la migracion de la linea celular U251, derivada de un

glioblastoma humano.

11. Conclusiones

Se corroboro que la P4 induce la migracion en la linea celular U251, derivada de un

glioblastoma humano, a través de la interaccion con su receptor intracelular.

Los resultados obtenidos no permitieron determinar el papel de las isoformas del
RP en la migracion de la linea celular U251, derivada de un glioblastoma humano,
debido a la posible interaccion del oligonucleétido control para RP-B con la proteina
NPASS3, de importancia en la supervivencia de las células, como se describi6 en la

seccion 10.
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