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1  RESUMEN 
El ácido lisofosfatídico (LPA) es un lisofosfolípido ubicuo que induce una amplia variedad 

de procesos celulares, como la diferenciación, la proliferación, la migración y la 

supervivencia. La señalización de LPA aumenta en varios tipos de cáncer. En el 

glioblastoma (GBM), el tumor cerebral más agresivo, la autotaxina (ATX), la enzima que 

produce LPA y su receptor LPA1, están sobre expresadas. Estudios sugieren que LPA1 se 

une preferentemente a las proteínas Gαq en estos tumores que a su vez activan a las 

Proteínas Cinasas C (PKC). Las PKC están involucradas en muchos procesos en cáncer, 

incluyendo la proliferación y la metástasis a través de diversas proteínas blanco como el 

receptor a progesterona (RP). En GBM, nuestro laboratorio ha demostrado que PKC es 

capaz de fosforilar al RP induciendo su actividad transcripcional y modulando procesos 

como proliferación y migración. En este estudio, nuestro objetivo fue determinar el papel de 

una  PKC clásica (isozima α) activada a través de LPA1 en líneas celulares derivadas de 

GBM y como dicha activación induce la fosforilación del RP y a su vez incrementa la 

expresión de genes blanco del RP como VEGF y EGFR. Encontramos que LPA1 induce la 

translocación de PKCα al núcleo después del tratamiento con LPA y que la activación de 

PKCα induce la fosforilación de RP en el residuo S400. La activación del RP por LPA1 

incrementa la expresión de VEGF y el número de células disminuye cuando se bloqueó la 

señalización de LPA1/PKCα, lo que sugiere un papel relevante de LPA1/PKCα/RP en el 

crecimiento de GBM. 
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2 ABSTRACT 
Lysophosphatidic acid (LPA) is a ubiquitous lysophospholipid that induces a wide variety of 

cellular processes, including differentiation, proliferation, migration, and survival. LPA 

signaling increases in several types of cancer. In glioblastoma (GBM), the most aggressive 

brain tumor, autotaxin (ATX), the enzyme that produces LPA, and its receptor LPA1 are over-

expressed. Studies suggest that LPA1 preferentially binds to Gαq proteins in these tumors, 

which activates PKCs. PKCs are involved in many processes in cancer, including 

proliferation and metastasis through various target proteins such as the progesterone 

receptor (PR). In GBM, our laboratory has shown that PKC is capable of phosphorylating 

PR by inducing its transcriptional activity and modulating processes such as proliferation 

and migration. In this study, our objective was to determine the activation of a classical PKC 

(α-isozyme) through LPA1 in GBM cell lines and the role of its activation in PR 

phosphorylation and the increase the expression of PR target genes such as VEGF and 

EGFR. We found that LPA1 induces translocation of PKCα to the nucleus after LPA 

treatment and that PKCα activation induces phosphorylation of PR at residue S400. 

Activation of PR by LPA1 increases VEGF expression and cell number decreases when 

LPA1 / PKCα signaling is blocked, suggesting a relevant role for LPA1 / PKCα / PR in GBM 

growth. 
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3 ANTECEDENTES 

3.1 Ácido lisofosfatídico 
El ácido lisofosfatídico (LPA) consiste en una cadena de acilo en la posición sn-1 (o sn-2) 

de un esqueleto de glicerol y un grupo fosfato (Figura 1). Es el lisofosfolípido más pequeño  

con un peso molecular que varía entre los 430 y 480 Da; además es el lisofosfolípido 

bioactivo más simple derivado de los fosfolípidos de membrana (Bandoh et al., 2000; 

Moolenar, 2000) y está involucrado en una amplia gama de actividades, desde la síntesis 

de fosfolípidos hasta respuestas fisiológicas como el cierre de herida y remodelación 

vascular (Moolenaar et al., 2004). 

El LPA activa al menos seis receptores acoplados a proteínas G (GPCRs), denominados 

LPA1-6, que estimulan diferentes vías de señalización a través de proteínas G 

heterotriméricas como Gαi/0, Gα12/13, Gαq/11 y Gαs. El resultado de la señalización de LPA 

depende del contexto celular y contribuye en los procesos celulares como la migración, la 

diferenciación, la proliferación y la supervivencia, por nombrar algunos (Gonzalez-Gil et al., 

2015). 

Debido a su estructura pequeña, el LPA es soluble en agua y se han reportado 

concentraciones > 5μM en suero; así como concentraciones < 1μM en otros fluidos 

biológicos como el plasma, la saliva, el líquido folicular y el líquido cefalorraquídeo (Choi & 

Chun, 2013; Mills & Moolenaar, 2003; Yung et al., 2014). 

 

 
Figura 1. Estructura del LPA 18:1. En azul cielo se denota el grupo fosfato, en morado la columna 

de glicerol y en verde la cadena de ácidos grasos. Tomado y modificado (Mills & Moolenaar, 2003), 

[Licencia de Atribución Creative Commons / dominio público]. 
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3.1.1 Síntesis y metabolismo del ácido lisofosfatídico 
El LPA es un lisofosfolípido derivado de fosfolípidos de membrana como la fosfatidilcolina 

(PC), la fosfatidilserina (PS) y la fosfatidiletanolamina (PE) (Yung et al., 2014). Por lo tanto, 

se pueden encontrar varias especies de LPA que difieren sólo en la longitud y saturación 

de la cadena de ácidos grasos (C. Pagès et al., 2001; Yung et al., 2014). Las especies más 

abundantes de LPA en suero son 18:2 > 18:1 ≥ 18:0 > 16:0 > 20:4 con un grupo acilo (Baker 

et al., 2001; Sano et al., 2002). Aunque acil-LPA18:2 es la especie más abundante, acil-

LPA 18:1 es la más utilizada en la investigación (Choi et al., 2010). 

Hay dos vías principales para la producción de LPA (Figura 2A). La vía más importante es 

la escisión de fosfolípidos de membrana en lisofosfolípidos mediante la eliminación de una 

cadena de ácido graso por la fosfolipasa A (PLA1 o PLA2). Posteriormente, la autotaxina 

(ATX) escinde el grupo de la cabeza (colina, etanolamina o serina) en los lisofosfolípidos y 

los convierte en LPA (Aoki et al., 2008). ATX (codificada por el gen Enpp2) es una enzima 

secretada de 125 kDa de la familia de las pirofosfatasas / fosfodiesterasas de 

ectonucleótidos (Revisión por (Perrakis & Moolenaar, 2014)) ubicada en el Chr8q24 

(Kawagoe et al., 1995). Entre los siete miembros de esta familia, ATX es la única enzima 

que presenta actividad de lisofosfolipasa D (Tokumura et al., 2002; Umezu-Goto et al., 

2002). La expresión más abundante de ARNm de ATX se encuentra en el cerebro, la 

médula espinal, los ovarios, los pulmones, los intestinos y los riñones (Perrakis & 

Moolenaar, 2014). La actividad de ATX es, por lo general, local más que sistémica, aunque 

la enzima circulante ayuda a mantener los niveles en sangre de LPA. Sin embargo, tiene 

una vida media corta ya que es rápidamente metabolizada por el hígado (Perrakis & 

Moolenaar, 2014). 

Esta enzima produce la mayor proporción del LPA extracelular. Los ratones heterocigotos 

nulos para ATX Enpp2+/- y los inhibidores dirigidos a ATX disminuyen la concentración 

plasmática de LPA en más de 50% (Benesch et al., 2014; Dusaulcy et al., 2011; Tanaka et 

al., 2006; Van Meeteren et al., 2006). La ATX también genera LPA de lisofosfatidilcolina 

(LPC) circulante unida a la albúmina (Zhang et al., 2009). Además, esta enzima es esencial 

para el desarrollo embrionario ya que en ratones el genotipo Enpp2-/- es letal en el día 

embrionario 9.5-10.5, con prominentes defectos vasculares y del tubo neural (Tanaka et al., 

2006; Van Meeteren et al., 2006). La ATX también es importante en la adipogénesis, ya 

que se regula a la alza durante la diferenciación de los pre-adipocitos a adipocitos y esta 

enzima es, a su vez, secretada a la circulación por el tejido adiposo (Ferry et al., 2003). 
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Una segunda ruta de producción de LPA es la escisión de fosfolípidos en ácido fosfatídico 

(PA) por la fosfolipasa D (PLD) en la superficie de la membrana celular. Posteriormente, el 

PA se hidroliza en la parte externa de la membrana plasmática mediante PLA2 secretada 

(sPLA2) que libera LPA al microambiente (Perrakis & Moolenaar, 2014). 

El LPA tiene una vida media de aproximadamente 3 minutos en la circulación (Albers et al., 

2010). Por lo tanto, sus efectos principales son autocrinos y, cuando se une a la albúmina, 

paracrinos (C. Pagès et al., 2001). La concentración de LPA está regulada por la 

biodisponibilidad de ATX, lisofosfolípidos (por ejemplo, LPC), proteínas de unión a LPA 

(como albúmina) y su degradación por fosfatasas de lípidos. La fosfohidrolasa de lípidos de 

tipo 1 (LPP1) hidroliza el LPA en monoacilglicerol (MAG) en la parte externa de la membrana 

celular (Tang et al., 2015; Tomsig et al., 2009) y la lisofosfatidil aciltransferasa (LPAAT), 

transfiere una cadena de acilo a la molécula de LPA convirtiéndolo en PA en la cara interna 

de la membrana celular (C. Pagès et al., 2001). 

Recientemente, se ha descrito un probable eje de retroalimentación negativa para la vía 

ATX-LPA (Benesch et al., 2015); en este mecanismo, la señalización de LPA a través de 

sus receptores LPA1/3 induce la regulación negativa del ARNm de ATX. De manera similar, 

los niveles bajos de LPA circulante aumentan el ARNm de ATX, particularmente en el tejido 

adiposo de ratones Balb/c hembra (Benesch et al., 2015). 
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Figura 2. Producción, metabolismo y señalización de LPA. A) Las especies de LPA se derivan 

de fosfolípidos de membrana. PLA1 elimina una cadena de ácido graso de PC, PE o PS 

convirtiéndolos en lisofosfolípidos. Luego, ATX elimina el grupo principal de LPC << LPE < LPS y 

produce LPA. La LPC puede derivar de la membrana celular o de LPC circulante unida a la albúmina. 

El LPA también puede producirse intracelularmente por cPLA2 de LPC que produce LPA y ácido 

araquidónico. Por otro lado, la PLD puede eliminar el grupo de principal de los fosfolípidos de la 

membrana y producir PA. Después, sPLA2 elimina una cadena de ácido graso de PA produciendo 

LPA. Dos enzimas metabolizan LPA, LPP1 en la parte externa de la membrana hidrolizando al LPA 

en MAG y LPAAT, la cual transfiere una cadena de acilo a LPA en la cara interna de la membrana 

produciendo PA. B) El LPA señaliza a través de al menos seis GPCRS (LPA1-6) que se acoplan a 

diferentes proteínas Gα para inducir la activación de Rho, PLC, Ras, PI3K y adenilato ciclasa (AC), 

lo cual media diversos procesos que dependen del tipo celular y del contexto. Esta figura se reprodujo 

y modificó de (Valdés-Rives & González-Arenas, 2017), [Licencia de Atribución Creative Commons 

/ dominio público]. 
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3.1.2 Receptores para LPA 
Como se mencionó anteriormente, el LPA señaliza a través de al menos seis GPCRs: LPA1-

6 (Figura 2B), los genes se denominan LPAR1-LPAR6 (humano) y Lpar1-Lpar6 (ratón) 

(Chun et al., 2010; Kihara et al., 2014). Todos los receptores para LPA son similares a la 

rodopsina, con siete dominios transmembranales, que varían de 39 a 42 kDa y difieren en 

su distribución tisular y cascadas de señalización (Yung et al., 2014). 

De acuerdo con su homología, hay dos familias de receptores a LPA. La primer familia está 

conformada por los genes de diferenciación endotelial (EDG), denominados así ya que el 

primer miembro de esta familia se clono de células endoteliales que se diferenciaron a 

estructuras tipo capilares con esteres de forbol (Hla & Maciag, 1990). La segunda familia 

de receptores se denominan no EDG debido a su pobre homología con el primer grupo 

(Takuwa et al., 2002; Yanagida et al., 2013).  

Además de la homología, los receptores difieren en su activación por diferentes especies 

de LPA (Figura 3). Aunque el 2-acil-LPA (18:2) es la especie más abundante, la familia EDG 

es estimulada con mayor potencia por el acil-LPA (18:1) (LPA1/2) (Figura 3A), mientras que 

el LPA3 se une preferentemente al 2-acil-LPA (18:2). El miembro de la familia no EGD LPA5 

es potentemente estimulado por alquil-LPA (16:0). Por otro lado, el LPA6 señaliza 

preferentemente con 2-acil-LPA (18:2) (Yanagida et al., 2013). Estas diferencias muestran 

que una amplia gama de efectos fisiológicos se modulan a través de estos receptores y de 

las especies de LPA de manera dependiente del contexto y del tipo celular. 
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Figura 3. Especies de LPA. El LPA se deriva de fosfolípidos con diferentes longitudes y 

saturaciones. A) Una especie de LPA de 18 carbonos con un grupo acilo en la posición sn-1 y una 

saturación, es el activador más potente de los receptores LPA1 y LPA2 (Yung et al., 2014). B) El acil-

LPA con 18 carbonos, una saturación y la cadena de ácido graso en la posición sn-2 es el activador 

más potente de LPA3 y LPA6 (Bandoh et al., 2000; Williams et al., 2009). C) Una especie alquil-LPA 

con 16 carbonos y sin saturaciones es el activador más potente del receptor LPA5 (Yanagida et al., 

2013) . Esta figura se reprodujo y modificó de (Valdés-Rives & González-Arenas, 2017), [bajo el 

Licencia de Atribución Creative Commons / dominio público]. 

 

3.1.2.1 Familia de genes de diferenciación endotelial  
En 1996, LPA1 fue el primer receptor identificado y es el mejor estudiado hasta la fecha. 

Hecht y colaboradores (Hecht et al., 1996) describieron una línea celular de neuroblastos 

que sobre expresaba el receptor del gen 1 de la zona ventricular (Vgz-1), al cual el LPA se 

une específicamente para inducir el redondeo celular y la activación de Gαi. Este receptor 

también es conocido como EDG-2. Vgz-1 fue posteriormente renombrado como LPA1. 

Después de su descubrimiento, se identificaron otros dos receptores huérfanos de la familia 

EDG y se renombraron LPA2 y LPA3 de acuerdo con su homología con LPA1 (An et al., 

1998; Bandoh et al., 1999; Im et al., 2000). 

 

El LPA1 es una proteína de 41 kDa y 364 aminoácidos cuya información esta codificada en 

el cromosoma 9 (Chr9q31.3) con al menos 5 exones (Chun et al., 2010; Kihara et al., 2014). 
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Este receptor acopla y activa 3 tipos de proteína G: Gαi/0, Gαq/11 y Gα12/13 que señalizan a 

través de PI3K/AKT, Rho, MAPK y PLC (Figura 2B). Estas vías están involucradas en varios 

procesos celulares, que incluyen la proliferación y supervivencia celular, la adhesión, la 

migración, la inhibición de la AC y la movilización de Ca2+ (Chun et al., 2010; Contos, Ishii, 

et al., 2000). Se expresa ampliamente en la mayoría de los tejidos como el cerebro, el útero, 

los testículos, los pulmones, el intestino delgado, el corazón, el estómago, los riñones, el 

bazo, el timo y el músculo esquelético en diferentes etapas de desarrollo con una expresión 

variable, particularmente en el sistema nervioso central (SNC) (An et al., 1998; Contos, Ishii, 

et al., 2000), donde, durante el desarrollo, el LPA1 se encuentra en la zona ventricular, la 

zona marginal superficial y las meninges. Después del nacimiento, la expresión de LPA1 se 

reduce en las áreas mencionadas y continúa en los oligodendrocitos, particularmente 

durante la mielinización, así como en los astrocitos donde contribuye a la generación de 

especies reactivas de oxígeno, remodelación del citoesqueleto, entre otros procesos (Yung 

et al., 2015). El genotipo Lpar1-/- en ratones mostró un 50% de letalidad perinatal 

relacionada con problemas en la succión de leche materna, probablemente debido a un 

olfato defectuoso. Los ratones supervivientes mostraron malformaciones craneofaciales y 

tamaño corporal reducido (Contos, Fukushima, et al., 2000). Además, LPA1 se ha 

relacionado estrechamente con la inducción de dolor neuropático debido a una lesión 

nerviosa a través de la desmielinización mediada por LPA1/RhoA/Rock con subsecuente 

pérdida de la integridad estructural y funcional de las neuronas (Ueda et al., 2013). 

El receptor LPA2 (EDG-4) tiene homología del ~ 50-60% con LPA1, con una masa estimada 

de 39 kDa y 348 aminoácidos (An et al., 1998). La información de dicho gen esta codificada 

en el cromosoma 19 (Chr19p12) consta de 3 exones tanto en humanos como en ratones 

(Contos, Ishii, et al., 2000; Kihara et al., 2014). El LPA2 se acopla a las mismas proteínas G 

que LPA1 (Figura 2B): Gαi/0, Gαq/11 y Gα12/13 (An et al., 1998; Contos, Ishii, et al., 2000); por 

lo tanto, puede señalizar de manera similar, pero a diferencia de LPA1, también puede 

promover la migración a través de la molécula de adhesión focal TRIP6 (Lai et al., 2005, 

2007). La activación de LPA2 está asociada con la supervivencia y la migración. En 

comparación con LPA1, su expresión es más difusa durante el desarrollo, más restringida 

en adultos y con alta expresión en leucocitos y testículos en humanos, y en riñón, útero y 

testículos en ratones (An et al., 1998; Contos, Ishii, et al., 2000; Ohuchi et al., 2008). Los 

ratones knockout para LPA2 son en su mayoría normales, lo que sugiere una posible 

redundancia funcional en relación con LPA1. También se ha evaluado un modelo Lpar1-/- y 

Lpar2-/- (Contos et al., 2002). En este modelo, el fenotipo Lpar1-/- predominó con un 50% de 
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letalidad perinatal, sin embargo este modelo también exhibió hematomas frontales (Contos 

et al., 2002). 

El receptor LPA3 (EDG-7) contiene 3 exones, tiene 353 aminoácidos y una masa estimada 

de 40 kDa (Bandoh et al., 1999; Im et al., 2000). Este receptor tiene homología del 52% y 

del 48% con LPA1 y LPA2, respectivamente. Su información esta codificada en el 

cromosoma 1 (Chr1p22.3-p31.1) (Contos, Ishii, et al., 2000; Im et al., 2000; Kihara et al., 

2014). LPA3 se acopla a las proteínas G: Gαi/0 y Gαq/11 (Figura 2B), y por lo tanto media la 

activación de MAPK, PLC y la inactivación de la AC (Ishii et al., 2000). Se ha reportado que 

este receptor es activado más potentemente por 2-acil-LPA con ácidos grasos insaturados 

(Bandoh et al., 2000). En los seres humanos, el receptor LPA3 se expresa en el corazón, 

pulmón, páncreas, próstata, testículos, ovarios y cerebro (Bandoh et al., 1999). En ratones, 

se expresa en testículos, riñón, pulmón e intestino, y moderadamente, en intestino delgado 

(Contos, Ishii, et al., 2000). La eliminación funcional de LPA3 en ratones hembra mostró 

implantación embrionaria retrasada y defectuosa a través de la regulación negativa de la 

ciclooxigenasa-2 (COX-2) y niveles reducidos de prostaglandinas, que son esenciales para 

este proceso (Ye et al., 2005). En ratones machos deficientes en los receptores LPA1-3, se 

encontró actividad de apareamiento reducida y un bajo conteo de esperma independiente 

de la señalización de testosterona (Ye et al., 2008). Esta evidencia sugiere un papel de 

LPA3 en las funciones reproductivas. 

 

3.1.2.2 Familia de genes de diferenciación no endotelial  
En 2003, se describieron los primeros receptores LPA estructuralmente distantes de la 

familia de receptores EDG (Noguchi et al., 2003). El GPCR huérfano P2Y9/GPR23 tiene 

sólo del 20-24% de homología con LPA1-3, pero se une específicamente a LPA. Su 

señalización promueve un aumento en la concentración de Ca2+ intracelular y en la actividad 

de la AC en las células “sin receptores para LPA” que expresaban P2Y9 de manera exógena 

(Noguchi et al., 2003). Después de este descubrimiento, siguió la descripción de LPA5 y 

LPA6 (Kotarsky et al., 2006; C.-W. Lee et al., 2006; M. Lee et al., 2009; Pasternack et al., 

2008; Yanagida et al., 2009). 

El receptor LPA4 (P2Y9 / GPR23) está codificado por 1 exón que contiene 370 aminoácidos 

con una masa de 42 kDa (Janssens et al., 1997; Kihara et al., 2014; Noguchi et al., 2003). 

Su información esta codificada en el cromosoma X (ChrXq21.1), es el único receptor de 
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LPA descrito que se acopla a cuatro proteínas G: Gαi/0, Gαq/11, Gα12/13 y Gαs (Figura 2B) (C.-

W. Lee et al., 2007). La señalización de LPA4 promueve la retracción de neuritas mediada 

por Rho y la formación de fibras de estrés, la movilización de Ca2+ y la regulación de la 

concentración de AMPc (C.-W. Lee et al., 2007). En humanos, la expresión de LPA4 es alta 

en ovarios, moderada en timo y páncreas, y baja en cerebro, corazón, intestino delgado, 

testículo, próstata, colon y bazo (Choi et al., 2010; Noguchi et al., 2003). En ratones, se 

expresa en el corazón, los ovarios, el timo, la piel y el cerebro durante el desarrollo (C.-W. 

Lee et al., 2007; Z. Lee et al., 2008). Los ratones Lpar4-/- no mostraron ninguna anomalía 

aparente, pero hubo una letalidad del 30%, probablemente debido a defectos en los vasos 

sanguíneos durante la embriogénesis (Z. Lee et al., 2008; Sumida et al., 2010). 

El LPA5 (GPR92) es una proteína de 41 kDa que consta de 372 aminoácidos codificados 

en un marco de lectura abierto sin intrón (Kotarsky et al., 2006; C.-W. Lee et al., 2006). Este 

receptor se encuentra codificado en el cromosoma 12 (Chr12p13.31) y tiene una homología 

del 35% con LPA4 (Kotarsky et al., 2006; C.-W. Lee et al., 2006). LPA5 se acopla a 2 

proteínas G: Gαq/11, y Gα12/13 (Figura 2B), por medio de la cual se induce la movilización de 

Ca2+, la producción de fosfato de inositol, la retracción de neuritas y la formación de fibras 

de estrés (Kotarsky et al., 2006; C.-W. Lee et al., 2006). Se ha reportado de que el LPA5 se 

une preferentemente a alquil-LPA (16: 0), en lugar de acil-LPA (18:1) (Yanagida et al., 

2013). LPA5 se encuentra en el corazón, la placenta, el bazo, el cerebro, los pulmones y el 

intestino en los seres humanos (Kotarsky et al., 2006). También está altamente expresado 

en linfocitos del tracto gastrointestinal y las plaquetas (Amisten et al., 2008; Kotarsky et al., 

2006). En ratones, se encuentra en el cerebro, corazón, riñón, hígado, pulmón, músculo, 

piel, bazo, estómago, intestino delgado, testículo y timo (C.-W. Lee et al., 2006). Los ratones 

Lpar5-/- no tienen defectos fenotípicos aparentes, pero muestran sensibilidad reducida al 

dolor, recuperación más rápida de la inflamación y reducción en la exploración social 

(Callaerts-Vegh et al., 2012; Lin et al., 2012). También exhiben hiperactividad y ansiedad 

nocturna en comparación con los ratones Lpar5+/+ (Callaerts-Vegh et al., 2012). Además, 

se demostró que ratones knockout tienen protección contra el desarrollo de dolor 

neuropático por un mecanismo diferente al inducido por LPA1 (Lin et al., 2012). 

El LPA6 (P2Y5) es el receptor de LPA identificado más recientemente y el último aceptado 

por el Comité de Nomenclatura IUPHAR en 2010 (Chun et al., 2010; Liu et al., 2009; 

Yanagida et al., 2009). Es una proteína de 344 aminoácidos con masa estimada de 39 kDa 

(Kihara et al., 2014). En cuanto a la homología con LPA4 (Noguchi et al., 2003), es el 
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receptor más cercano y su información esta codificada en el cromosoma 13 (Chr13q14) 

(Kihara et al., 2014; Pasternack et al., 2008). LPA6 se acopla a Gαi/0 y Gα12/13 (Figura 2B), 

por lo que se media una disminución en el AMPc, cambios morfológicos dependientes de 

Rho, movilización de Ca2+ y la activación de MAPK (M. Lee et al., 2009; Yanagida et al., 

2009). También se ha reportado que el LPA6 se activa preferentemente por 2-acil-LPA, en 

lugar de 1-acil-LPA (Yanagida et al., 2009). Este receptor se ha encontrado en el cerebro, 

corazón, pulmón, riñón, páncreas, hígado, estómago, intestino delgado y grueso de ratas 

(M. Lee et al., 2009). En humanos, se ha relacionado con el crecimiento del cabello desde 

que se encontró una mutación de LPAR6 en pacientes con hipotricosis simple, un trastorno 

que causa alopecia (Pasternack et al., 2008). 

 

3.1.3 Efectos de los receptores EDG y no EDG en el cáncer  
Debido a los primeros hallazgos con respecto a los receptores EDG y no EDG en el contexto 

de cáncer se especulaba que mientras los primeros promovían la progresión tumoral los 

receptores no EDG tenían un efecto opuesto; sin embargo al acumularse la evidencia se 

observa que los efectos de la familia de receptores a LPA dependen del contexto celular 

(Yung et al., 2014).  

La reconstitución de Lpar4 en fibroblastos embrionarios derivados de ratones Lpar4-/- 

reduce la motilidad celular debido a la disminución de la activación de Rac inducida por LPA 

(Z. Lee et al., 2008). Además, la expresión de LPA4 en células de cáncer de colon (DLD1 y 

HTC116) suprime la migración celular y la invasión en comparación con las células que no 

expresan LPA4 (Z. Lee et al., 2008; Takahashi et al., 2017). De manera similar, en células 

de sarcoma de rata, la sobreexpresión de Lpar5 redujo significativamente la motilidad y 

suprimió la activación de la metaloproteasa 2 (MMP2). Por otro lado, la baja expresión de 

Lpar5 indujo el efecto opuesto (Araki et al., 2014). En células de melanoma de ratones 

B16F10, LPA5 redujo la migración a través de una vía dependiente de AMPc/PKA e indujo 

quimio repulsión en lugar de quimio atracción a través de LPA, es decir las células son 

repelidas del microambiente mediante este lisofosfolípido en lugar de ser atraídas (Jongsma 

et al., 2011). Además, en las células de cáncer de colon, DLD1 y HCT116, la expresión de 

LPA6 redujo significativamente la motilidad y el crecimiento celular (Takahashi et al., 2017). 

En el adenocarcinoma de pulmón de rata, la pérdida de LPA3 debido a la metilación del 

promotor aumenta la progresión del tumor al incrementar la invasión, lo que sugiere un 

papel protector de LPA3 en esta neoplasia (Hayashi et al., 2011). Por el contrario, en el 
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fibrosarcoma humano, se demostró que el LPA4 aumenta los niveles de AMPc y 

posteriormente activa Rac1 para inducir invadópodos, un proceso directamente relacionado 

con la invasión y la metástasis (Harper et al., 2010). Además, en el carcinoma de pulmón 

de rata, el LPA5 se expresa en gran medida debido a la desmetilación del promotor, y las 

células que expresan únicamente LPA5 mostraron una proliferación, migración e invasión 

aumentadas (Okabe et al., 2011). Asimismo, las células de carcinoma hepatocelular que 

sobre expresan LPA6 mantienen un aumento en el crecimiento, la migración y la invasión 

de tumores. Conjuntamente, la expresión de LPA6 se asoció con peor pronóstico clínico en 

estos pacientes (Mazzocca et al., 2015). 

En resumen, los receptores de LPA pueden tener efectos homólogos y antagónicos 

dependiendo del tumor. Por lo tanto, deben estudiarse en un contexto específico de cáncer 

para evaluar mejor su papel en el desarrollo y progresión de tumores, así como su valor 

terapéutico potencial. 

 

3.2 Tumores cerebrales 
La incidencia de tumores cerebrales, primarios o metastásicos, depende del género, edad 

y factores genéticos (López-González & Sotelo, 2000).  A diferencia de otros tipos de 

cáncer, los tumores cerebrales y del SNC no son estratificados por estadios. Estos tumores 

se clasifican por grados (del I al IV) de acuerdo a los establecido por la OMS en la 

Clasificación de tumores del sistema nervioso central publicada en el 2007 y su posterior 

revisión en 2016, la cual asigna un grado de acuerdo con el comportamiento clínico 

predictivo (Louis et al., 2007, 2016; Ostrom et al., 2018). 

La incidencia, con base en el último reporte de Registro de tumores cerebrales centrales de 

los Estados Unidos en niños de 0 a 14 años fue de 5.95 por cada 100,000 habitantes 

haciendo a los tumores primarios de cerebro, los más comunes en esta población. En 

adolescentes y adultos jóvenes de 15 a 39 años la incidencia de los tumores cerebrales fue 

de 11.20 por cada 100,000 habitantes y el tercer tipo de tumor más común en esta 

población, mientras que en adultos de más de 40 años la incidencia fue de 41.47 por cada 

100,000 habitantes y el octavo en frecuencia (Ostrom et al., 2018). 

Los gliomas son tumores cerebrales que se desarrollan a partir de la glía o células 

precursoras. Estos incluyen astrocitomas, oligodendrogliomas, ependimomas, tumores 

mixtos, entre otros. Los gliomas representan aproximadamente el 26% de los tumores 
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primarios de cerebro y del SNC y el 81% de los tumores malignos de este órgano (Ostrom 

et al., 2018). Sólo el 5% de los pacientes con gliomas tienen un historial familiar en relación 

con este tumor (Agnihotri et al., 2013). Asimismo, los astrocitomas conforman el 75.8% de 

los gliomas, siendo el astrocitoma de gravo IV, también denominado glioblastoma el más 

común de estos, representando al  56.6% de los gliomas (Figura 4) (Ostrom et al., 2018). 

Por lo anterior, el glioblastoma se considera como el tumor primario de cerebro más común. 

 

 

Figura 4. Gliomas. Distribución de gliomas por subtipo histológico de acuerdo al informe de 

CBTRUS de 2018. NE = No especificado. Imagen reproducida y modificada de (Ostrom et al., 2018) 

[Licencia de Atribución Creative Commons / dominio público]. 

 

3.2.1 Astrocitomas 
Los astrocitomas se clasifican histológicamente de acuerdo a la OMS por grado del I-IV 

dependiendo de la atipia nuclear, anaplasia, actividad mitótica, proliferación de 

microvasculatura y/o necrosis que presenta la histología del tumor. Los astrocitomas se 

clasifican de acuerdo a su histología y malignidad en  pilocíticos (grado I), difusos (grado 

II), anaplásicos (grado III), y glioblastoma (grado IV) (Louis et al., 2007).  

Los astrocitomas pilocíticos están por lo general bien delimitados y son de lento crecimiento. 

Se presentan en niños y adultos jóvenes principalmente con una incidencia de 0.34 por 

cada 100,000 habitantes (Perkins & Liu, 2016). Las fibras de Rosenthal, masas de hialina 

eosinofílica, y microquistes son característicos en la histología de estos tumores así como 
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la ausencia de mitosis, proliferación vascular y necrosis (Louis et al., 2007). Este tumor no 

presenta signos de malignidad. La sobrevida a 5 años es del 94.1% de acuerdo a un estudio 

estadounidense (Ostrom et al., 2018), sin embargo en una cohorte asiática se mostró que 

estos pacientes tienen una sobrevida superior a 10 años (92.6%) (Park et al., 2019). 

Los astrocitomas difusos crecen e infiltran, como su nombre lo indica, de manera difusa, 

con poca destrucción del tejido y con un crecimiento lento. Se presentan generalmente en 

adultos jóvenes con una incidencia de 0.55 por cada 100,000 habitantes. 

Histopatológicamente se caracterizan por ser tumores con microquistes o calcificaciones, 

presentan hipercelularidad y atipia nuclear en ausencia de mitosis, necrosis y 

microvasculatura (Louis et al., 2007; Perkins & Liu, 2016). La sobrevida a 5 años se estima 

que es del 58% para esta neoplasia, aunque puede variar si el tumor progresa hacia un 

grado III o IV, lo que suele ocurrir en un intervalo de 4 a 5 años posteriores al diagnóstico 

(Louis et al., 2007). 

Los astrocitomas anaplásicos son tumores malignos infiltrantes. Se presentan 

generalmente en adultos mayores de 40 años con una incidencia de 0.37 por cada 100,000 

habitantes (Perkins & Liu, 2016). Las principales características histológicas del tumor son 

hipercelularidad, anaplasia, atipia nuclear y células mitóticas (5-10% de células Ki-67 

positivas). Incluso sin una evidente hipercelularidad la presencia de células mitóticas 

cataloga al tumor como astrocitoma anaplásico (Louis et al., 2007). La proliferación vascular 

y la necrosis están ausentes en estos. Estos tumores tienen una fuerte tendencia a 

progresar a glioblastoma, el tiempo de vida media es de 2 años con una supervivencia del 

11% a 5 años (Louis et al., 2007; Perkins & Liu, 2016). 

 

3.2.2 Glioblastoma multiforme 
Los astrocitomas de grado IV o glioblastoma multiforme (GBM) son el tumor primario de 

cerebro más común. Se presenta en adultos mayores de 40 años, principalmente, si bien 

también se observa en la población infantil y jóvenes adultos, menos del 10% de los GBM 

se diagnostican en las dos primeras décadas de vida (Fuller, 2016; Louis et al., 2007). La 

incidencia de GBM en adultos es de 3.21 por cada 100,000 habitantes con una edad media 

de diagnóstico de 60 ± 15 años para la población de Estados Unidos, mientras que para 

México se reporta una edad de 49 años (Ostrom et al., 2018; Wegman-Ostrosky et al., 

2016). El 95% de los GBM se presentan como tumores primarios de novo, es decir sin una 
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lesión previa a la aparición de esta neoplasia (Agnihotri et al., 2013), mientras que un bajo 

porcentaje progresa de un tumor de grado menor (II o III) lo que se considera como un 

tumor secundario en neoplasias cerebrales (Louis et al., 2007). 

Los GBM están pobremente delimitados y tienen un crecimiento muy rápido; 

histopatológicamente presentan hipercelularidad, atipia nuclear, mitosis, proliferación de 

microvasculatura y/o necrosis del tipo pseudopalisada (Louis et al., 2007; Perkins & Liu, 

2016). Los glioblastomas están dentro de los tumores más vascularizados siendo la hipoxia 

el principal promotor de la angiogénesis. El factor de crecimiento VEGF es uno de los 

inductores más importantes de este proceso y es producido en gran medida por células en 

zonas cercanas a la necrosis (Louis et al., 2007). Las pseudopalisadas se definen como 

focos necróticos irregulares delimitados por núcleos en hilera en forma de guirnalda que se 

establecen mediante muerte celular por apoptosis (inducida por FasL y Fas) y necrosis 

coagulativa (Figura 5). 

 

 

Figura 5. Pseudopalisadas. A) Dibujo representativo de las pseudopalisadas ilustrando un centro 

necrótico rodeado de núcleos celulares en forma de guirnalda. B) Una pseudopalisada en 

glioblastoma con sus características de hipercelularidad de núcleos (flechas) alrededor de una zona 

necrótica con núcleos pinocíticos (cabezas de flecha) dentro y microvasculatura (v) (Tinción de 

hematoxilina y eosina, aumento x200). Imágenes reproducidas y modificadas de (Wippold et al., 

2006) [Licencia de Atribución Creative Commons / dominio público]. 

 

Estos tumores son incurables, incluso la terapia convencional resulta más paliativa que una 

cura para el paciente. El tratamiento consta de resección quirúrgica de la mayor parte del 

tumor sin comprometer áreas vitales del cerebro. La cirugía se complementa con 

v 
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quimioterapia utilizando temozolomida y radioterapia (Perry et al., 2017; Stupp et al., 2005, 

2009). El tiempo medio de sobrevida para el  80% de los pacientes es de 12 a 16 meses. 

El 5.6 % de los pacientes sobrevive a 5 años después del diagnóstico (Louis et al., 2007; 

Ostrom et al., 2018). 

 

3.2.3 Subtipos de glioblastoma multiforme 
Un catálogo de anomalías genómicas de GBM se ha publicado a través del Atlas del 

Genoma del Cáncer (“Comprehensive Genomic Characterization Defines Human 

Glioblastoma Genes and Core Pathways,” 2008), que permitió al grupo de Verhaak 

clasificar a los glioblastomas en cuatro subtipos moleculares: clásico, mesenquimal, 

proneural y neural (Verhaak et al., 2010). 

El subtipo clásico tiene una amplificación en el gen EGFR y expresa esta proteína en altas 

concentraciones. También alberga una mutación de EGFRvIII constitutivamente activa 

debido a la eliminación de los exones 2–7 del gen EGFR. Se caracteriza por expresar TP53, 

NF1, PDGFRA y IDH1 sin mutaciones y la pérdida de CDKN2A. La ausencia de mutaciones 

en TP53 es un sello de este subtipo. También sobre expresa nestina y mantiene activas las 

vías Notch y SHH (Verhaak et al., 2010). 

El subtipo mesenquimal se asocia con una supervivencia global baja y contiene la más 

alta frecuencia de mutaciones de NF1, sin embargo, estos tumores presentan baja 

expresión de este gen; además de la sobreexpresión de S100A1, MET y CHI3L1 y 

marcadores de microglía CD68, PTPRC y TNF que se relacionan con el incremento en la 

invasividad y la inflamación además de la vía de NF𝜅𝜅B activa (Verhaak et al., 2010). 

El subgrupo proneural tiene una alta frecuencia de mutaciones en IDH1 y TP53, 

amplificaciones de PIK3CA / PIK3R1 y PDGFRA y expresión de OLIG2. Este grupo tiene el 

mayor porcentaje de pacientes jóvenes, una fuerte asociación con glioblastomas 

secundarios (astrocitomas que progresaron de un grado II o III) y el mayor tiempo de 

sobrevida en comparación de los otros subgrupos (Verhaak et al., 2010). 

 El subtipo neural tiene niveles elevados de marcadores neurales como NEFL, GABRA1, 

SYT1, y  SLC12A5 pero no presenta alteraciones distintivas únicas de otras clases, no 

obstante se observan tasas elevadas de mutaciones de EGFR, TP53 y PTEN (Verhaak et 

al., 2010). Aunque la histología identifica a este subgrupo inequívocamente como GBM sus 
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firmas genéticas son asociadas con el tejido normal de cerebro y tipos celulares como el 

neural, astrocitos y oligodendrocitos. 

La subclasificación molecular de los glioblastomas se esperaba que aportará una terapia 

personalizada para aumentar la sobrevida de estos pacientes, sin embargo estudios 

recientes muestran que los subtipos probablemente son estados del tumor que coexisten 

en el mismo (Neftel et al., 2019; Patel et al., 2014). Si bien los subtipos nos ayudan a 

comprender mejor la patología del GBM se requieren más estudios para evaluar si la terapia 

personalizada puede ser posible. 

 

3.3 Señalización del ácido lisofosfatídico en la progresión de glioblastomas 
Anteriormente, se enumeraron las características que influyen en la agresividad de los 

glioblastomas. Si bien se han identificado numerosos factores que promueven su 

proliferación, invasividad y angiogénesis, estos tumores son muy heterogéneos. 

El análisis de la expresión de genes ha sido muy útil para elucidar aquellos que se 

encuentran regulados a la alta o a la baja en estos tumores en la búsqueda de componentes 

claves para el desarrollo de GBM. Hoelzinger y colaboradores, encontraron una alta 

expresión de ATX en los bordes invasivos (51%) del tumor en comparación con el centro 

proliferativo (30%). La enzima estaba altamente expresada tanto a nivel de ARN mensajero 

como de la proteína (Hoelzinger et al., 2005). 

En un análisis posterior, se observó que el incremento de ATX en los bordes invasivos está 

en un intervalo de 1.5 a 100 veces (Hoelzinger et al., 2008). Además, esta enzima también 

se expresa altamente en la microglía, moderadamente en vasos sanguíneos y en menor 

medida en astrocitos reactivos, pero no en glía ni en neuronas. 

Por otra parte, al analizar la expresión de los receptores a LPA se observó que las células 

derivadas de glioblastoma expresan dichos receptores de manera diferencial siendo el 

receptor LPA1 el más abundante, mientras que los astrocitos expresan bajos niveles de 

LPA1/2 y la microglía expresa moderadamente los mismo receptores. En ninguna de las 

células se detectó la presencia de LPA3, el resto de los receptores (LPA4-6) no fueron 

evaluados en este estudio (Hoelzinger et al., 2008). La expresión de estas proteínas tanto 

en células tumorales como del parénquima demostró incrementar la invasividad de GBM. 
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Estos resultados respaldan los hallazgos de Kishi y colaboradores quienes en 2006 

demostraron que el LPC convertido a LPA por ATX incrementaba la migración celular en 

líneas derivadas de glioblastoma humano. Este efecto es dependiente de la concentración 

siendo 100nm y 1μM las que inducían la mayor migración (Kishi et al., 2006). 

La expresión de ATX, tanto en las líneas celulares como en muestras de pacientes, tenían 

una alta expresión en GBM comprado con otros tumores cerebrales como astrocitomas, 

meningiomas o metástasis de pulmón o mama a este órgano. 

De manera interesante, se observó en un paciente que primero curso con astrocitoma de 

grado II (Figura 64 astrocitoma II No.4, marcado con *) y posteriormente GBM (Figura 64 

glioblastoma No.1, marcado con *) tuvo un incremento considerable tanto de ATX como 

LPA1 a nivel del mensajero, sugiriendo que estas dos moléculas tienen un papel relevante 

en la progresión de esta neoplasia. 
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Figura 6. Incremento en la expresión de ATX en tejido de GBM derivado de pacientes. 
Expresión de (A) autotaxina y (B) receptores a LPA (LPA1-4) en diversos tumores cerebrales medido 

por RT-PCR. De los tres receptores a LPA, LPA1 tiene una mayor expresión en diversos tumores. La 

muestra Astrocitoma II No. 4 y GBM No.1 derivan del mismo paciente, siendo GBM No.1 la 

progresión del tumor previo. Los recuadros rojos denotan las muestras de GBM en ATX y LPAR. 

Imágenes reproducidas y modificadas de (Kishi et al., 2006) [Licencia de Atribución Creative 

Commons / dominio público]. 

* 

* 

* 

* 
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Adicionalmente, la expresión de los receptores LPA1-4 se analizó en diferentes líneas 

celulares siendo el LPA1 el receptor más expresado a nivel de mensajero en comparación 

con los otros 3 receptores evaluados así como en comparación con líneas tumorales de 

mama, pulmón, colón, entre otras (Kishi et al., 2006). 

Aunado a lo anterior, en 2018 Loskutov y colaboradores describieron que cuando hay 

pérdida del cilio primario en astrocitos se descontrola su proliferación, este fenómeno es 

dependiente de LPA a través del receptor LPA1 (Loskutov et al., 2018). En este estudio se 

observó que LPA1 se encuentra regulado dentro del cilio y al perderse, el receptor se 

redistribuye en la membrana citoplasmática y señaliza sin una regulación apropiada. Lo cual 

es similar a lo que se observa en GBM, donde hay pérdida del cilio primario y además 

incremento en la expresión de LPA1. En este trabajo se reportó que el uso de un 

antagonista, Ki16425, para LPA1/3 inhibe el crecimiento de células derivadas del tumor de 

un  paciente con glioblastoma, tanto in vitro como in vivo (Loskutov et al., 2018). 

Adicionalmente, en este trabajo se observó que al desaparecer el cilio primario en 

astrocitos, LPA1 parece asociarse preferentemente con las proteínas Gα12 que promueven 

remodelación del citoesqueleto y Gαq que modulan el calcio intracelular y la activación de 

proteínas cinasas C (Loskutov et al., 2018).  

 

3.4 Proteína cinasa C  
Existe una amplia familia de isoenzimas de proteínas cinasas C (PKC, por sus siglas en 

inglés) que son parte de la gran familia de cinasas AGC incluyendo a PKA, PKB/Akt, PDK-

1, entre otras. Las PKC son cinasas de serina/treonina y transducen una gran variedad de 

señales al fosforilar blancos río abajo (Newton, 2010). Estos blancos pueden ser receptores 

de membrana como EGFR , cinasas como PI3K  o GPCRs (Newton, 2018). 

Estas cinasas se dividen en 3 familias dependiendo de su activación. La familia de PKCs 

clásicas conformada por PKCα, PKCβI, PKCβII y PKCγ, se activa por lípidos y calcio. Esta 

familia contiene con un dominio C1 el cual a su vez se divide en C1A y C1B. El dominio 

C1A tiene alta afinidad por DAG mientras que C1B por ésteres de forbol. Esta familia de 

cinasas además contiene un dominio C2 que une iones de Ca2+. Una vez unida a membrana 

también se une a PS para estabilizar a la enzima en este organelo, la activación de PKC 

clásicas está completa tras la unión de DAG y calcio ya que promueven la liberación de una 
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secuencia de aminoácidos del dominio de cinasa conocido como pseudosustrato (Figura 7) 

(Igumenova, 2015; Newton, 2010). 

 

 
Figura 7. Activación de la familia de PKC clásica. Una señal extracelular transducida por un 

receptor, como un GPCR, induce la activación de PLCβ, la cual hidroliza a PIP2 en DAG e IP3, este 

último se une a sus receptores en el retículo endoplásmico produciendo una liberación de Ca2+ de 

este organelo. El Ca2+ se une a PKC clásicas induciendo un cambio en su conformación que expone 

residuos que favorecen la unión a DAG en la membrana celular. Una vez que PKC clásicas se unen 

a Ca2+ y DAG liberan un pseudosustrato que se encuentra en el dominio de cinasa y queda activa 

para fosforilar diversos blancos. Imagen reproducida y modificada de (Igumenova, 2015) [Licencia 

de Atribución Creative Commons / dominio público]. 

 
Por otro lado, la familia de PKCs nuevas conformada por PKCδ, PKCε, PKCη, y PKCθ solo 

se activa por DAG ya que cuenta con el dominio C1 (C1A/C1B) y un dominio similar al C2 

que es incapaz de unir calcio. 

Por último la familia de PKCs atípicas PKCζ y PKCι (o PKCλ en murinos) se activa por 

interacciones proteína-proteína a través de dominios PB1 ya que no contienen los dominios 

modulados tanto por DAG como por calcio (Newton, 2010) (Tabla 1). 
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Tabla 1. Clasificación de las isoenzimas PKC 

Familia Isoenzima Activación 
Clásica α, βI, βII, γ DAG, Fosfatidilserina, Ca2+ 

Nueva δ, ε, η, θ DAG, Fosfatidilserina 

Atípica ζ, ι Interacción Proteína-Proteína 

 

Las diversas isoenzimas de PKC se han propuesto como moléculas críticas en la 

carcinogénesis, tras su identificación como los receptores intracelulares de los ésteres de 

forbol que se une de manera competitiva al mismo dominio que el DAG. La observación de 

que dichos ésteres eran promotores tumorales enfocó los estudios al papel de las PKC en 

la transformación celular y el uso potencial de las enzimas como blancos terapéuticos 

(Isakov, 2018). 

Si bien la inducción de transformación celular con ésteres de forbol denota la participación 

de las familias clásicas y nuevas, diversos reportes demostraron que un gran número de 

cánceres presentaban alteraciones en la expresión y / o mutaciones de genes en toda la 

familia de PKC, incluyendo las atípicas. La activación de estas isoenzimas llevan a la 

modulación de la proliferación celular, diferenciación, motilidad y supervivencia dependiente 

del cáncer y contexto celular (Isakov, 2018). 

 

3.4.1 Proteína cinasa Cα en glioblastoma 
En el contexto de tumores cerebrales, específicamente gliomas y GBM se conoce que la 

familia de PKC tiene una importante contribución en su patogénesis (Carmo et al., 2013). 

Las diversas enzimas contribuyen a la angiogénesis (PKCβ), resistencia a la apoptosis 

(PKCβ, δ, ε), invasión (PKCδ, ε, ι, ζ)  y proliferación (PKCη). Sin embargo, PKCα está 

implicada en la mayoría de los procesos mencionados y se ha reportado que es la que más 

se expresa en GBM en comparación con astrocitomas de menor grado (Carmo et al., 2013; 

Mandil et al., 2001).  

Fan y colaboradores demostraron que en las células de glioma un mecanismo dependiente 

de PKCα, pero independiente de AKT, promueve la asociación de  PI3K con mTORC1 que 

induce la proliferación celular en estos tumores (Fan et al., 2009). Además, Mut y 

colaboradores reportaron que PKCα induce la fosforilación de NFκB/p65 impactando en la 
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proliferación y supervivencia (Mut et al., 2010), así como también en la migración de GBM 

(Chandrika et al., 2016).  

De manera interesante, Hu y colaboradores reportaron que la fosforilación de PKCα es un 

requisito previo para regular la migración de células C6 derivadas de glioma murino, lo que 

indica que PKCα no solo contribuye a la supervivencia y proliferación, sino también a la 

motilidad de estas células tumorales (Hu et al., 2010). Aunado a estas observaciones, los 

resultados de Kohutek y colaboradores demostraron que PKCα regula la escisión de N-

cadherina que está involucrada en la migración celular de GBM (Kohutek et al., 2009). En 

conjunto, estos resultados muestran que PKCα está involucrada en la supervivencia, 

proliferación y migración en gliomas y GBM. 

Nuestro grupo de investigación en 2015 identificó que el receptor a progesterona (RP) era 

un blanco de fosforilación de PKCα en células derivadas de GBM (González-Arenas et al., 

2015). Mediante un análisis in silico se identificó que un residuo putativo (Ser400) en el RP 

podría ser fosforilado por PKC. El tratamiento con el activador de PKC, el éster de forbol 

TPA, aumentó la fosforilación del RP en la Ser400 después de 5 minutos de estimulación, 

lo que a su vez indujo la actividad transcripcional de RP y su posterior degradación por el 

proteasoma 26S (González-Arenas et al., 2015). 

El silenciamiento y la inhibición de PKCα bloquearon la fosforilación y degradación de RP 

inducida por TPA mientras que la mutante de RP, S400A, reveló que este residuo es 

esencial para la fosforilación y degradación del RP mediada por PKC. Estos resultados 

sugieren una participación clave de PKCα en la regulación y función del RP en GBM 

(González-Arenas et al., 2015). 

Posteriormente, demostramos que la activación de RP por PKCα indujo la migración e 

invasión de líneas celulares derivadas de GBM (Marquina-Sánchez et al., 2016). Se 

observó que la activación de PKC con TPA aumenta la capacidad de migración e invasión 

de dos líneas celulares humanas derivadas de glioblastoma humano (U251 y U87) y que el 

tratamiento con el modulador selectivo del RP, RU486, reprime estos procesos. 

Resulta interesante que la inhibición farmacológica de PKCα también resultó en un bloqueó 

de la actividad transcripcional de RP. Además, la activación del RP dependiente de TPA 

aumentó la expresión del factor de bloqueo inducido por progesterona (PIBF), un gen 

blanco de éste receptor que participa en la proliferación (Marquina-Sánchez et al., 2016). 
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3.5 Receptor a progesterona 
El RP es miembro de la familia de receptores esteroides de factores de transcripción 

dependientes de ligandos que se expresa principalmente en los tejidos reproductivos 

femeninos y en el SNC (Camacho-Arroyo et al., 2017; Grimm et al., 2016). El RP tienen un 

papel importante en el desarrollo, reproducción y metabolismo, este receptor lleva  a cabo 

sus efectos a través de dos isoformas (RP-A y RP-B). La isoforma RP-B tiene una región 

N-terminal más larga (128-164 aminoácidos dependiendo de la especie) llamada segmento 

río arriba de B (BUS) (Camacho-Arroyo et al., 2017; Grimm et al., 2016). 

RP-A y RP-B muestran diferentes patrones de expresión, función y regulación que 

dependen del contexto celular. En diferentes especies, la expresión de RP depende de la 

estructura particular y la regulación específica de su gen (PGR). En humanos, la 

transcripción de RP-A y RP-B se produce a partir de un solo gen (11q22-23) y bajo el control 

de dos promotores distintos (Camacho-Arroyo et al., 2017).  

 

3.5.1 Mecanismo de acción 
El RP es un factor de transcripción, que en ausencia de Progesterona (P4), se encuentra 

en una conformación inactiva asociado con chaperonas como la proteína de choque térmico 

90 (Hsp90) y otras co-chaperonas; une vez que se una a P4 ingresa a la célula e  induce 

un cambio conformacional que promueve la fosforilación del RP, la disociación del complejo 

chaperona, la dimerización y la translocación nuclear (Camacho-Arroyo et al., 2017; Grimm 

et al., 2016). 

El receptor activo se une a elementos de respuesta a progesterona (ERP) específicos 

dentro de las regiones reguladoras de sus genes blanco; la transcripción se inicia mediante 

el reclutamiento de coactivadores y complejos de remodelación de cromatina que mejoran 

la unión de la maquinaria de transcripción basal (Camacho-Arroyo et al., 2017; Grimm et 

al., 2016). 

Genes que carecen de ERP pueden ser inducidos a través de la interacción del RP con 

factores de transcripción como Sp1, proteína de unión al potenciador CCAAT (C/EBP), 

proteína de unión a proteína CREB (proteína de unión a elementos de respuesta AMPc) 

(CBP), p300 , potenciador del NFkB y AP-1 (proteína activadora 1) a través de 

modificaciones post traduccionales en presencia o ausencia de P4 (Camacho-Arroyo et al., 

2017; Hagan et al., 2012; Pierson-Mullany & Lange, 2004).  
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En consecuencia, el RP puede modular una gran diversidad de genes que impactan en la 

proliferación y supervivencia. Es por esto que la expresión del RP se ha relacionado con 

diferentes enfermedades, y en particular el cáncer (Grimm et al., 2016). En el cáncer de 

mama, los estudios epidemiológicos muestran que la P4 aumenta el riesgo de desarrollar 

tumores de mama (Diep et al., 2015). Además, la relación de las isoformas del RP se altera 

frecuentemente en el cáncer de mama (Kariagina et al., 2008), así como en cáncer de 

endometrio (Kim et al., 2013) y astrocitomas (Camacho-Arroyo et al., 2012). 

 

3.5.2 Receptor a progesterona en glioblastomas 
En los astrocitomas, la expresión de RP aumenta de acuerdo con su grado de progresión, 

donde astrocitomas de grado I expresan aproximadamente 20% de células positivas al 

receptor mientras que el glioblastoma expresa aproximadamente el 60%, de este el RP-B 

es la isoforma más abundante (González-Agüero et al., 2001; Khalid et al., 1997).  

Adicionalmente, la P4 aumenta la proliferación de células derivadas de astrocitomas 

humanos (González-Agüero et al., 2007) y promueve el crecimiento tumoral y la infiltración 

en experimentos in vivo e in vitro (Germán-castelán et al., 2014; Piña-Medina et al., 2016); 

ambos procesos están mediados por la activación del RP, ya que el  RU486 y los 

oligonucleótidos anti sentido contra el RP bloquearon estos efectos (Germán-castelán et 

al., 2014; Piña-Medina et al., 2016). 

La proliferación celular inducida por P4 en líneas celulares de astrocitomas humanos está 

mediada a través de la regulación del RP y de SRC-1 (coactivador de receptor esteroideo 

1) que modula la expresión de genes relacionados con la proliferación tales como ciclina 

D1, EGFR y VEGF (Hernández-Hernández et al., 2012). Por lo anterior, es relevante 

continuar con los estudios de la señalización del RP en glioblastomas y como este receptor 

contribuye a la progresión de estos tumores. 

 

4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
A la fecha, se ha determinado que la activación de PKCα influye sobre la función del RP. 

Sin embargo, se desconocen los mensajeros biológicos que podrían inducir esta vía de 

señalización. El LPA, es un lisofosfolípido capaz de inducir diferentes vías de señalización 

que implican los procesos fundamentales para la progresión tumoral. En glioblastomas se 

ha reportado que el receptor a LPA1 es el más abundante y que la autotaxina, enzima que 
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lo sintetiza, se encuentra sobre expresada (Kishi et al., 2006; Willier et al., 2013). Por lo 

anterior, este proyecto se enfoca en estudiar un mecanismo de acción en el cual el LPA, a 

través de su receptor tipo 1 (LPA1), activa a PKCα la cual fosforilara al RP induciendo así 

su activación. Los resultados obtenidos tendrán la finalidad de aportar información relevante 

que mejore las terapias existentes para el tratamiento de este tipo de tumores. 

 

5 JUSTIFICACIÓN 
Las terapias hasta ahora utilizadas para tratar a los glioblastomas son invasivas y poco 

efectivas, lo cual impacta en la corta sobrevida de los pacientes. El estudio de los 

mecanismos a través de los cuales estos tumores se desarrollan resulta de gran relevancia 

para implementar el uso de nuevas estrategias sobre los reguladores clave de las vías que 

influyen en el desarrollo y progresión de esta neoplasia. 

 

6 HIPÓTESIS 
Si el LPA a través de su receptor LPA1 activa a PKCα entonces ésta fosforilará al RP en la 

Ser400 e inducirá su activación en células derivadas de glioblastoma humano. 

 

7 OBJETIVOS 
7.1  Objetivo General  
Estudiar la activación de PKCα mediante el receptor LPA1 y si en consecuencia la activación 

de esta cinasa induce la fosforilación del  receptor a progesterona en células derivadas de 

glioblastoma humano. 

7.2  Objetivos Particulares 
1. Evaluar la activación de PKCα por LPA en las líneas celulares U251-MG y U87 

derivadas de glioblastomas humanos. 

2. Determinar si la activación de PKCα por LPA es un efecto mediado por el receptor 

a LPA1. 

3. Estudiar el efecto de la activación de PKCα por LPA sobre la fosforilación del RP en 

la Ser400. 

4. Determinar si la co-localización del RP con PKCα, así como su translocación al 

núcleo aumentan después del tratamiento con LPA. 
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5. Estudiar la activación del RP por la fosforilación inducida por LPA1/PKCα. 

 

8 MATERIALES Y MÉTODOS 

8.1 Cultivo celular y tratamientos 
Las líneas celulares derivadas de glioblastoma humano U251, U87 y LN229 (American 

Type Culture Collection, EE. UU.) se cultivaron en placas Petri de 10 cm y se mantuvieron 

en medio DMEM (In Vitro, Mex) suplementado con 10% de suero fetal bovino. La línea 

celular SKOV3 (American Type Culture Collection, EE. UU.) derivada de cáncer de ovario 

humano se cultivaron en placas Petri de 10 cm y se mantuvieron en medio DMEM (In Vitro, 

Mex) suplementado con 10% de suero fetal bovino y 1% de glutamina. Líneas celulares 

derivadas de cáncer de colon humano CaCo2 y HCT-116 (American Type Culture 

Collection, EE. UU.) se cultivaron en placas Petri de 10 cm y se mantuvieron en medio 

DMEM (In Vitro, Mex) suplementado con 20% y 10% de suero fetal bovino, 

respectivamente. Todas las líneas celulares se mantuvieron a 37°C en atmósfera de 95% 

de aire y 5% de CO2. El 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA; Sigma-Aldrich, EE. UU.) 

se utilizó como control positivo para activar a PKCα. El ácido lisofosfatídico (LPA 18:1, 

Cayman Chemical, EE. UU.) se usó para activar a los receptores de LPA y posteriormente 

PKCα. El antagonista de LPA1 Ki16425 (Sigma-Aldrich, EE. UU.) se añadió 30 minutos 

antes del tratamiento con LPA cuando éste fue utilizado. La progesterona (P4) (SML0971; 

Sigma-Aldrich, EE. UU.) se usó para activar el RP; se añadió RU486 (M8046; Sigma-

Aldrich, EE. UU.), 30 minutos antes del tratamiento con P4 cuando se usó. 

 

8.2 Fraccionamiento celular 
Se mantuvieron 10x106 células como se describe en la sección 8.1 Cultivo celular y 

tratamientos. Dieciocho horas antes de los tratamientos, el medio DMEM se cambió por 

DMEM sin rojo de fenol y sin suero fetal bovino. Las células se incubaron a 37ºC con una 

atmósfera de 95% de aire y 5% CO2. Se realizaron tres experimentos de forma 

independiente. Después de los tratamientos, las células se homogeneizaron en Buffer A 

frío con inhibidores de proteasa (Tris-HCl 20 mM, sacarosa 0.25 M, EDTA 2 mM y EGTA 2 

mM en agua destilada, pH = 7.5). La suspensión celular se sometió a un ciclo de 

congelación-descongelación en hielo seco. Las muestras se centrifugaron a 2,800 x g a 4°C 

durante 10 min. El sobrenadante se colocó en un tubo de policarbonato con tapa y el pellet 
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(fracción nuclear) se suspendió en 200 μL de Buffer A. El sobrenadante se centrifugó a 

200,000 x g a 4ºC durante 105 min mediante ultra centrifugación. El sobrenadante (fracción 

citosólica) se separó en un tubo Eppendorf. El pellet en el tubo de policarbonato se 

suspendió en Buffer B frío con inhibidores de proteasa (Tris-HCl 20 mM, EDTA 1 mM, EGTA 

1 mM, NaCl 150 mM y Triton X-100 al 1% en agua destilada, pH = 7.5), se incubó 20 min 

en hielo y a continuación el pellet se homogenizó. Posteriormente, la suspensión se 

centrifugó a 16,000 x g a 4°C durante 15 minutos. El sobrenadante (fracción membranal) 

se guardó en un tubo Eppendorf. Las proteínas se cuantificaron usando un 

espectrofotómetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, EE. UU.). 

 

8.3 Western Blot 
Las proteínas nucleares (100 μg), citosólicas (50 μg) y membranales (50 μg) se separaron 

por electroforesis en geles de SDS-PAGE al 10% y al 7.5%, respectivamente, a 20 mA. 

Para la determinación del peso de las proteínas se incluyeron marcadores de colores (Bio-

Rad, EE. UU.). Los geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Millipore, EE. UU.) 

durante 2 horas (60 mA, a temperatura ambiente en condiciones semisecas). Las 

membranas se bloquearon con 5% de leche en polvo baja en grasa y 2% de albúmina de 

suero bovino a temperatura ambiente durante 2 horas. Las membranas se incubaron con 

un anticuerpo contra PKCα (0.66 µg/ml; sc-8393; Santa Cruz Biotechnology, EE. UU.) a 4ºC 

durante la noche, y posteriormente se incubaron con un anticuerpo secundario contra ratón 

(1:5,000) conjugado con peroxidasa de rábano (Santa Cruz Biotechnology, EE. UU.) 

durante 45 minutos. Para corregir las diferencias en la cantidad de proteína total cargada 

en cada carril, el contenido de PKCα en la fracción nuclear se normalizó al de la histona 3 

(H3), el contenido de la cinasa en la fracción citosólica se normalizó al de α-tubulina y el 

contenido de PKCα en la fracción de membrana se normalizó a la del transportador de 

glucosa, Glut3. Las membranas se incubaron con glicina (0.1 M, pH 2.5; Dodecilsulfato de 

sodio al 0.5%) a 4° C durante la noche y a temperatura ambiente durante 30 minutos. Luego 

se incubaron con 0.1 μg/ml de anticuerpo policlonal de conejo contra histona 3 (06-599-MN, 

Merck Millipore, EE. UU.), 0.4 μg/ml de anticuerpo monoclonal contra α-tubulina de ratón 

(sc-398103; Santa Cruz Biotechnology, EE. UU.), 0.66 μg/ml de anticuerpo monoclonal 

contra Glut3 de ratón (sc-74399; Santa Cruz Biotechnology, EE. UU.), respectivamente, a 

4° C durante la noche. Posteriormente, las membranas se incubaron a temperatura 

ambiente durante 1 hora con un anticuerpo secundario contra ratón (1:15,000; abcam, EE. 
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UU.) o un anticuerpo secundario contra conejo (1:12,000; Santa Cruz Biotechnology, EE. 

UU.) conjugados con peroxidasa de rábano. Se detectó la señal de quimioluminiscencia 

exponiendo las membranas a Kodak Biomax Light Film (Sigma-Aldrich, EE. UU.) utilizando 

Supersignal West Femto como sustrato de la peroxidasa (Thermo Scientific, EE. UU.) con 

un tiempo de exposición constante de 1 minuto para PKCα, 1 minuto para H3 y 3 minutos 

para α-tubulina y Glut3. El complejo antígeno-anticuerpo se detectó de forma 

semicuantitativa utilizando un scanner HP Scanjet G3110 (Hewlett) -Packard Co., EE. UU.) 

y el software ImageJ 1.45S (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EE. UU.) 

como el área debajo de un pico de señal que corresponde a la densidad de banda (el área 

está dada en pulgadas con una escala predeterminada de 72 píxeles/pulgada). Para 

minimizar las variaciones entre los ensayos, todos los Western Blots se llevaron a cabo en 

paralelo. Para verificar que el fraccionamiento celular se realizó correctamente, se 

separaron 50 μg de proteína de cada fracción celular en condiciones de control mediante 

Western Blot como se describió anteriormente. Las proteínas específicas de cada 

compartimento (H3, α-tubulina y Glut3) se analizaron simultáneamente en las tres 

fracciones. La detección del receptor LPA1, receptor LPA3 y ATX se realizó en células 

completas en condiciones control. Éstas se homogenizaron en Buffer de lisis RIPA con 

inhibidores de proteasa (EDTA 1 mM, leupeptina 2 μg/ml, aprotinina 2 μg/ml, fluoruro de 

fenilmetilsulfonilo 1 mM). Las proteínas se obtuvieron por centrifugación a 12,500 rpm, a 4° 

C durante 15 minutos y se cuantificaron utilizando un espectrofotómetro NanoDrop 2000 

(Thermo Scientific, EE.UU.). Las proteínas (100 μg) se determinaron mediante Western Blot 

como se describió anteriormente. Las membranas se incubaron con 3 μg/ml de anticuerpo 

policlonal de conejo contra LPA1 (ab23698; Abcam, EE. UU.), 1 μg/ml de anticuerpo 

monoclonal de ratón LPA3 (sc-390270; Santa Cruz Biotechnology, EE. UU.) y 0.2 μg/ml de 

anticuerpo monoclonal de ratón contra ATX (sc-374222; Santa Cruz Biotechnology, Estados 

Unidos). Para corregir las diferencias en la cantidad de proteína total cargada en cada carril, 

el contenido se normalizó al de la α-tubulina como se describió anteriormente. 

 

8.4 Inmunofluorescencia 
En portaobjetos de vidrio Millicell EZ de 4 pozos (Millipore, EE. UU.) se sembraron 8,000 

células por pozo. Dieciocho horas antes de los tratamientos, se cambió el medio por DMEM 

sin de rojo de fenol y sin suero fetal bovino. Las células se incubaron a 37ºC con una 

atmósfera de 95% de aire y 5% de CO2. Se realizaron tres experimentos de forma 
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independiente. Después de los tratamientos, las células se fijaron durante 20 minutos en 

solución de para formaldehído al 4% a temperatura ambiente y se permeabilizaron con 

metanol al 100% durante 6 minutos a -4°C. A continuación, las células fijadas se bloquearon 

con albúmina de suero bovino al 1% en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente y se 

incubaron a 4° C durante 24 horas con 1 μg/ml de anticuerpo monoclonal de ratón contra 

PKCα (sc-8393; Santa Cruz Biotechnology, EE. UU.) o  1 μg/ml de anticuerpo policlonal de 

conejo contra RPpS400 (ab60954, Abcam, EE. UU.) en albúmina sérica bovina al 0.5% en 

PBS. Las muestras se lavaron tres veces en PBS durante 5 minutos cada lavado y se 

incubaron durante 45 minutos en la oscuridad con anticuerpo secundario contra ratón 

marcado con Alexa Flúor 594 (Invitrogen, EE. UU.) o con 1 μg/ml de anticuerpo secundario 

contra ratón marcado con Alexa Flúor 488 (A11034, Invitrogen EE. UU.). Los núcleos se 

tiñeron con 1 μg/ml de solución Hoechst 33342 (Thermo Scientific, EE. UU.). 

Posteriormente, los pozos se cubrieron con medio de montaje de fluorescencia (Biocare 

Medical, EE. UU.) y un cubreobjetos. Para detectar la fluorescencia Alexa Flúor 594, 488 y 

Hoechst, las muestras se visualizaron en un microscopio Olympus Bx43F utilizando 

diferentes longitudes de onda para excitar los fluorocromos. Las fotografías fueron tomadas 

a 60x. Para establecer la colocalización de las señales detectadas, se generaron imágenes 

fusionadas utilizando el software ImageJ (National Institutes of Health, EE. UU.). Las 

imágenes se tomaron en un microscopio confocal Nikon A1R+ STORM (Unidad de 

microscopía, Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM). Las imágenes fueron 

capturadas a 20x con un aumento de 3.62 y un enfoque hacia el núcleo utilizando la tinción 

de Hoechst 33342 como guía. Los controles negativos consistieron en células en las que 

se omitió el anticuerpo primario, y no tenían señal detectable (datos no mostrados). 

 

8.4.1 Cuantificación de PKCα en núcleo 
Las líneas U251 y U87 se utilizaron para cuantificar la translocación de PKCα al núcleo. Las 

células se trataron por 15min con LPA 100nM y/o Ki16425 2.5μM. La tinción se realizó de 

acuerdo con el punto 8.4. Posteriormente las muestras se visualizaron en un microscopio 

confocal de acuerdo al punto 8.4.2. Las imágenes fueron analizadas en ImageJ (National 

Institutes of Health, EE. UU.). Las imágenes de los núcleos en el canal azul se 

transformaron en imágenes binarias: ImageJ > Process > Binary > Make Binary. 

Posteriormente se cuantificaron como partículas: ImageJ > Analyze > Analyze Particles. 

Con la herramienta ROI Manager, el área de los núcleos fue sobrepuesta en el canal rojo 
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(señal de PKCα) y cuantificada con la misma herramienta. Para el análisis de datos la 

intensidad media de fluorescencia (IMF) fue dividida entre el área de su núcleo 

correspondiente para obtener la IMF por núcleo. 

 

8.5 Ensayo de viabilidad 
Se sembraron 15,000 células por pozo en una placa de 24 pozos. Se usó DMEM con 10% 

de SFB durante este ensayo. Las células se trataron durante 24 h con Ki16425 2.5 o 5 μM. 

Las células se desprendieron con PBS-EDTA y la suspensión celular se tiñó con azul de 

tripano (T-6146, Sigma, EE. UU.). Primero, el número de células se determinó en una 

cámara de Neubauer. Posteriormente, las células teñidas se contaron a los 3-5 minutos de 

añadir azul de tripano. El porcentaje de células viables se calculó dividiendo el número de 

células viables por el número de células totales y multiplicando por 100. 

 

8.6 Transfección celular con siRNA 
Para disminuir la expresión de PKCα (sc-36423) se utilizó un pequeño ARN interferente 

específico (siRNA) (Santa Cruz Biotechnology). El siRNA control contiene una secuencia 

aleatoria que no conduce a la degradación específica de ningún ARNm celular conocido. 

Las células U251, U87 y LN229 se crecieron en placas de seis pozos hasta una confluencia 

del 60% y luego se transfectaron con 0.35 nM de siRNA usando Lipofectamine 2000 

(Invitrogen, Life Technologies) como lo describe el fabricante. Para confirmar el 

silenciamiento de PKCα, se evaluó la cantidad de proteína por Western Blot (sección 8.3) 

después de 72 h de transfección con el siRNA. 

 

8.7 Citometría de flujo 
Para evaluar la fosforilación de RP en la serina 400 (RPpS400), se realizó una tinción 

intracelular. Inmediatamente después de los tratamientos, las células se recogieron con 

gendarme, se fijaron con PBS / para formaldehído al 2% a 37° C durante 10 min, y se 

permeabilizaron con metanol frío a 4° C durante 30 minutos. Después, las células se lavaron 

con Buffer FACS (PBS / suero fetal bovino al 4%) centrifugando a 3,000 rpm durante 5 

minutos y se incubaron con solución de bloqueo (Buffer FACS / suero de cabra al 10%) 

durante 20 minutos a 4° C. Después del bloqueo, las células se tiñeron utilizando 0.5 μg/50 

μl del anticuerpo contra RPpS400 de conejo (ab60954, abcam, EE. UU.) a 4° C durante 20 
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minutos y se lavaron con Buffer FACS. Después, las células se incubaron con un anticuerpo 

secundario conjugado con Alexa Flúor 488 (0.5 μg/50 μl; A11034, Invitrogen, EE. UU.) a 4° 

C durante 30 min, protegidas de la luz. Las células se lavaron y suspendieron en Buffer 

FACS. Las muestras se adquirieron en un citómetro de flujo de enfoque acústico Attune 

(Life Technologies, EE. UU.) y se analizaron utilizando el software FlowJo 10.0 (Tree Star 

Inc., EE. UU.). 

 

8.8 PLA (Proximity Ligation Assay) 
Los experimentos de PLA se realizaron con el kit Duolink® (DUO92101, Sigma-Aldrich) de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se sembraron 4,000 células en cámaras de 

16 pozos (178599, Nunc Lab-Teck, Thermo Scientific) en medio DMEM con suero fetal 

bovino al 10% durante 24 horas. Dieciocho horas antes de los tratamientos, el medio se 

cambió por DMEM sin rojo fenol sin suero fetal bovino, y las células se incubaron a 37 °C 

en una atmósfera de 95% de aire y 5% de CO2. Posteriormente, las células se estimularon 

durante 0, 5 y 15 minutos con LPA 100 nM, se lavaron dos veces con PBS frío, se fijaron 

durante 15 minutos con PBS / Paraformaldehído al 4% y se permeabilizaron con Triton X-

100 al 0.5% durante 30 minutos. Luego, las células se bloquearon con 40 μl de solución de 

bloqueo durante 1 hora a 37 °C en cámara de humedad y se incubaron durante toda la 

noche a 4 °C con los anticuerpos primarios: anticuerpo monoclonal de ratón contra PKCα 

(2 µg / mL; sc-8393; Santa Cruz Biotechnology) y anticuerpo policlonal de conejo contra el 

RP total (2 µg / ml; sc-7208; Santa Cruz Biotechnology). Para detectar los anticuerpos 

primarios, las sondas de proximidad contra conejo y ratón (sonda PLA de conejo PLUS y 

sonda PLA de ratón MINUS, Olink Bioscience) se diluyeron 1:15 y 1: 5 en solución de 

bloqueo, respectivamente. Las células se incubaron con la solución de sondas de 

proximidad durante 1 hora a 37 °C, se lavaron tres veces con buffer Tris 50 mM pH 7.6, 

NaCl 150 mM, Tween-20 al 0.05% (TBS-T) y se incubaron en solución de hibridación con 

oligonucleótidos de conexión (Olink Bioscience) durante 45 minutos a 37ºC. Las muestras 

se lavaron con TBS-T y posteriormente se incubaron en la solución de ligación durante 45 

minutos a 37ºC. Esta solución contenía ADN ligasa T4 (Fermentas), lo que permitió la unión 

de las sondas de proximidad secundarias y oligonucleótidos de conexión para formar una 

cadena de ADN circular si existe una proximidad de los anticuerpos menor a 40 nm. 

Posteriormente, las muestras se lavaron en TBS-T y se incubaron con la solución de 

amplificación, que contenía ADN polimerasa phi29 (Fermentas) para la amplificación del 
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ciclo de rodillos durante 90 minutos a 37ºC y se lavaron tres veces con TBS-T. Finalmente, 

las muestras se incubaron con la solución de mezcla de detección (que contiene sondas de 

detección marcadas con rojo Texas que reconocen el producto amplificado, Olink 

Bioscience) durante 1 hora a 37ºC, se lavaron dos veces en buffer SSC-T (NaCl 150 mM, 

citrato de sodio 15 mM , 0.05% Tween-20, pH 7). Posteriormente, los pozos se cubrieron 

con medio de montaje de fluorescencia (Biocare Medical, EE. UU.) y un cubreobjetos. Se 

tomaron imágenes por microscopia confocal.  Las señales positivas para PLA se 

cuantificaron usando el software MetaMorph. Para cada condición experimental se midieron 

al menos 30 núcleos. 

 

8.9 Extracción de ARN y RT-qPCR 
Para evaluar el efecto de LPA en la expresión génica inducida por RP, evaluamos la 

expresión de VEGF y EGFR 24 h después de la estimulación con LPA o P4. Se sembraron 

200,000 células/ pozo de las células U251 en placas de seis pozos. 24 h antes del 

tratamiento, el medio se cambió por DMEM libre de rojo fenol suplementado con 10% de 

SFB filtrado con carbón vegetal y dextrano. Posteriormente, las células se trataron durante 

24 h con LPA (100 nM), P4 (10 nM), RU486 (1 µM), P4/RU486 y LPA/RU486. Las células 

se lavaron con PBS y se añadió el reactivo TRIzol® LS (Invitrogen, CA, EE. UU.) para 

remover las células de la placa. La extracción de ARN se realizó de acuerdo con las 

recomendaciones del fabricante por el método de fenol-guanidina isotiocianato-cloroformo. 

Después de la extracción, la cantidad y pureza de ARN se midió con el espectrofotómetro 

NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU.). Además, la integridad óptima del 

ARN se evaluó mediante la electroforesis de 1 µg de ARN total en un gel de agarosa al 1% 

en buffer de 0.5 X TB. El ADNc se sintetizó a partir de 1 µg de ARN total con la transcriptasa 

reversa M-MLV (Invitrogen, CA, EE. UU.) y el oligonucleótido (dT) 12-18 Primer (Invitrogen, 

MA, EE. UU.) según el protocolo del fabricante. Se utilizaron 2 µL de dicha reacción para 

determinar la expresión de VEGF, EGFR o el gen ribosómico 18S como control de 

expresión mediante qPCR con LightCycler® FastStar DNA Master SYBR Green I y 

LightCycler 1.5 (Roche Molecular Systems, IN, EE. UU.) de acuerdo con el protocolo del 

fabricante. Las secuencias de oligonucleótidos fueron: 5'-CCACACCATCACCATCGACA-3 

'cebador VEGF directo, 5'-CCAATTCCAAGAGGGACCGT-3' cebador VEGF inverso 

(fragmento amplificado de 153 pb); 5'-GCCTTGACTGAGGACAGGCAT-3 'cebador EGFR 

directo, 5'-TGGTAGTGTGGGTCTCTGCT-3' cebador EGFR inverso (fragmento amplificado 
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de 152 pb); 5'-AGTGAAACTGCAATGGCTC-3 'cebador 18S directo, 5'-

CTGACCGGGTTGGTTTTGAT-3' cebador 18S inverso (fragmento amplificado de 167 pb). 

Se realizó una reacción sin transcriptasa reversa como control negativo. La expresión 

relativa de los genes estudiados se calculó con el 2-ΔCT (Pfaffl, 2001; Schmittgen & Livak, 

2008). Se realizó un ANOVA unidireccional junto con una prueba de Tukey para determinar 

las diferencias estadísticas entre tratamientos en el software GaphPad Prism 8.0 

(GraphPad Software, CA, EE. UU.). 

 

8.10 Análisis estadístico  
Todos los datos se analizaron y graficaron utilizando el software GraphPad Prism 5.0 para 

Windows XP (GraphPad Software, EE. UU.). El análisis estadístico de grupos comparables 

se realizó utilizando un ANOVA de una vía con un post-test de Bonferroni. Un valor de P = 

0.05 o menor se consideró estadísticamente significativo como se indica en las leyendas 

de las figuras. 

 

9 RESULTADOS 

9.1 Las líneas celulares derivadas de GBM expresan autotaxina y el receptor LPA1 
La enzima ATX es la vía principal por la cual el LPA se produce en condiciones fisiológicas 

y en algunas patológicas. Nuestros resultados muestran un aumento de 2.30 y 1.40 veces 

en el contenido de ATX en la líneas celulares U87 y U251, respectivamente, en 

comparación con SKOV3 (Figura 8A), una línea celular de ovario que expresa alto 

contenido de esta enzima y el receptor LPA1 (Kishi et al., 2006; Seo et al., 2016). También 

evaluamos el contenido de ATX en el medio de cultivo de las líneas celulares, éstas 

presentaron un aumento de 9.43 y 7 veces, respectivamente, en comparación con la ATX 

detectada en la línea celular SKOV3 (Figura 8B). 

El contenido de LPA1 también se encontró aumentado en las células U251 y U87 (1.73 y 

1.15 veces más, respectivamente) en comparación con el contenido de la proteína en la 

células SKOV3 (Figura 8C). 

La expresión de ATX y de los receptores para LPA se había reportado anteriormente para 

las líneas celulares U251 y U87 a nivel de ARNm (S. Y. Lee et al., 2008; Seo et al., 2016) 

pero no se había demostrado a nivel de proteína. 
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Figura 8. Las líneas celulares de glioblastoma expresan un alto contenido de autotaxina y 
LPA1. A) Western Blot representativo del contenido de autotaxina en líneas celulares de glioblastoma 

(U251 y U87) y SKOV3. B) Western Blot representativo para el contenido de autotaxina secretada al 

medio extracelular en líneas celulares de glioblastoma (U251 y U87) y SKOV3. P.I.: proteína 

inespecífica tomada con fines de cuantificación. C) Western Blot representativo para el contenido de 

LPA1 en líneas celulares de glioblastoma (U251 y U87) y SKOV3. I.R. (Incremento relativo). Todos 

los blots son representativos de dos experimentos independientes. 

 

9.2 Concentraciones bajas de LPA inducen la translocación nuclear de PKCα 
Para evaluar el efecto del LPA en la activación de PKCα determinamos la translocación de 

la cinasa; el tratamiento con el éster de forbol 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) se 

utilizó como control positivo de la activación de PKCα. Las células de GBM se trataron con 

1 µM de TPA y, después de 5 minutos de estimulación, se midió la translocación de PKCα 

a la membrana celular, el citosol y el núcleo. Nuestros resultados muestran que PKCα se 

localiza principalmente en el citosol en condiciones basales (Figura 9A), pero se traslada al 
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núcleo a los 5 min después de la estimulación con TPA, y no así a la membrana celular en 

la línea U251 (Figura 9B-C). 

 

 

Figura 9. TPA induce la translocación de PKCα al núcleo. A) Western Blot representativo de la 

distribución celular de PKCα en condiciones control en las diferentes fracciones celulares de la línea 

U251. B) Western Blots representativos del contenido de PKCα en la membrana celular, citosol y 

núcleo después de 5min de estimulación con TPA (1µM) (Control (C): DMSO 1%); el transportador 

Glut3, α-tubulina e histona 3 (H3) se utilizaron como proteínas específicas para cada compartimento. 

C) Representación gráfica de 3 experimentos independientes. Para la cuantificación se comparó 

PKCα de cada compartimento con su proteína específica. Los resultados se expresan como la media 

± E.E.M., la diferencia estadística se determinó con ANOVA y un post-test de Bonferroni, *P < 0.05 

con respecto al control. 

 

Para estudiar si LPA induce la translocación de PKCα probamos el efecto de diferentes 

concentraciones de LPA durante 5 minutos en ambas líneas en la fracción nuclear (Figura 

10).  



Instituto de Investigaciones Biomédicas, Nueva Sede. Laboratorio C-138   Página | 49 
 

 

Figura 10. LPA induce la translocación nuclear de PKCα en células de glioblastoma. Las 

células se trataron con TPA (1 µM) o con diferentes concentraciones de LPA (0.01 µM - 100 µM) 

durante 5 minutos en la línea U251 (A) o U87 (B). Paneles superiores: Western Blots representativos 

de fracciones nucleares. Paneles inferiores: representación gráfica de 3 experimentos 

independientes. Los resultados se expresan como la media ± E.E.M., la diferencia estadística se 

determinó con ANOVA de una vía seguido de un post-test de Bonferroni. *P < 0.05 con respecto al 

control. 

 

Resulta interesante que en la línea U251 las concentraciones de 0.01 y 0.1 μM  de LPA (10 

y 100 nM) indujeron una translocación significativa de PKCα al núcleo en comparación con 

el control, mientras que en U87 se observó la translocación de PKCα al núcleo con 0.1 μM  

de LPA. También evaluamos el contenido de PKCα en el citosol, que mostró el resultado 

opuesto (Figura 11).  
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Figura 11. Bajas concentraciones de LPA disminuye el contenido de PKCα en el citosol. 
Western Blots representativos del contenido citosólico de PKCα después de 5min de estimulación 

con TPA (1μM) o LPA (0.01μM - 100μM) en las líneas celulares A) U251 y B) U87. I.R. (Incremento 

relativo). Los Blots son representativos de 2 experimentos independientes. 

 

Las bajas concentraciones de LPA disminuyeron el contenido de PKCα en el citosol, 

mientras que una concentración más elevada mantuvo el contenido de la cinasa similar al 

control en esta fracción celular. Es importante señalar que las concentraciones 1,10 y 100 

µM de LPA no indujeron la translocación de PKCα a la membrana celular a los 5min de 

estimulación (Figura 12).  



Instituto de Investigaciones Biomédicas, Nueva Sede. Laboratorio C-138   Página | 51 
 

 

Figura 12. Efecto en la localización de PKCα inducida por LPA a altas concentraciones. 
Paneles superiores: localización de PKCα (Rojo) a 5min de estimulación con 1, 10 y 100 µM de LPA 

en la línea celular U251. Paneles inferiores: núcleos (Azul), merge (Púrpura). Imágenes 

representativas de 2 experimentos independientes. Las fotografías fueron tomadas con un aumento 

de 60x. Barra de escala = 100µ. Las cabezas de las flechas indican el núcleo vacío. Se muestra una 

punta de flecha por imagen para evitar la saturación de ésta. 
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9.3 El LPA no induce la translocación de PKCα a la membrana celular en las células 
de GBM 

Se sabe que PKCα se transloca a membranas después de su activación ya que se une a 

lípidos como DAG y PS. Por lo anterior, nos interesaba estudiar si esta translocación 

dependía del tiempo de activación de la cinasa por LPA. Evaluamos el efecto de 100 nM de 

LPA en la translocación de PKCα a los 5, 15, 30 y 60 min. Elegimos 100 nM de LPA ya que 

esta concentración indujo una translocación nuclear de PKCα similar en ambas líneas. 

Asimismo, decidimos comparar el efecto de LPA contra TPA debido a que en diversos 

estudios es el activador de PKCα más comúnmente utilizado para comprender sus efectos 

en la biología celular. 

Notablemente, el efecto en la translocación de PKCα a través del tiempo difiere 

dependiendo de su activador (Figura 13). El LPA indujo la translocación nuclear de la cinasa 

a 5 y 15 min en ambas líneas celulares; posteriormente, PKCα se redistribuyó al citosol a 

30 y 60 min pero sin acumulación en la membrana celular. Por otro lado, el TPA indujo una 

translocación de la proteína al núcleo a los 5 minutos después del tratamiento. Sin embargo, 

a los 15, 30 y 60 min de estimulación, aunque se pudo detectar a PKCα en el núcleo, 

también se detectó en la membrana celular. Nuestros resultados muestran que LPA 

promueve una translocación nuclear de PKCα, no una translocación a la membrana, en 

líneas celulares de glioblastoma. 
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Figura 13. Translocación temporal de PKCα inducida por LPA y TPA en células de 
glioblastoma. Translocación de PKCα con respecto al tiempo en las líneas A) U251 y B) U87 

tratadas con LPA (100 nM) y TPA (1 µM). Parte superior: PKCα (Rojo), Parte inferior: Hoechst (Azul), 

Merge (Púrpura). Imágenes representativas de 3 experimentos independientes. Las fotografías 

fueron tomadas con un aumento de 60x. Barra de escala = 100 µm. Las cabezas de flecha blanca 

indican un núcleo vacío, las flechas indican un núcleo ocupado con PKCα, la flecha azul indica la 

acumulación de PKCα en la membrana. Se muestra sólo una punta de flecha o flecha por imagen 

para evitar la saturación de ésta. 
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9.4 Ki16425 inhibe la translocación nuclear de PKCα en GBM 
Como se mencionó anteriormente, el LPA puede llevar a cabo  sus efectos a través de 

varios GPCR. Para determinar si la translocación nuclear de la cinasa inducida por LPA fue 

a través de LPA1, utilizamos un antagonista de LPA1 / LPA3 denominado Ki16425. 

Determinamos la concentración óptima de Ki16425 para inhibir la translocación nuclear de 

PKCα, evaluando el efecto del antagonista a diferentes concentraciones después de 5 min 

de estimulación con 100 nM de LPA (Figura 14). También evaluamos el contenido de la 

cinasa en el citosol después del uso de Ki16425 (Figura 15). Con los resultados 

determinamos que las concentraciones de 2.5 µM y 5 µM de Ki16425 inhibieron la 

translocación nuclear PKCα en las líneas celulares de glioblastoma. 

 

 

Figura 14. Ki16425 antagoniza el efecto de LPA en la translocación nuclear de PKCα. Las 

células tratadas con concentraciones crecientes de Ki16425 inhiben la translocación de PKCα al 

núcleo en las líneas A) U251 y B) U87 después de 5min de estimulación con LPA (100 nM). Paneles 

superiores: Western Blot representativo. Panel inferior: representación gráfica, los resultados se 

expresan como la media ± E.E.M. de 3 experimentos independientes. La prueba estadística ANOVA 

de una vía seguido de un post-test de Bonferroni determinó la diferencia estadística. *P < 0.05 con 

respecto a LPA. 
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Figura 15. Efecto antagónico de Ki16425 en el contenido de PKCα citosólico inducido por LPA. 
Concentraciones crecientes de Ki16425 modulan el efecto de LPA sobre el contenido de PKCα en 

el citosol de las líneas A) U251 y B) U87. I.R. (Incremento relativo). Los Blots son representativos de 

2 experimentos independientes. 

 

Adicionalmente, la translocación de PKCα al núcleo se cuantificó en las células U251 y U87 

después de la estimulación con 100 nM de LPA (15min) y/o 2.5 μM de Ki16425 utilizando 

microscopía confocal (Figura 16). 
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Figura 16. Cuantificación de PKCα nuclear. Panel superior: imágenes representativas de 

microscopía confocal de células A) U251 o B) U87 estimuladas con 100 nM de LPA por 15min y/o 
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2.5μM de Ki16425. Panel inferior: representación gráfica, los resultados se expresan como la media 

± E.E.M. de 3 experimentos independientes, se cuantificaron 150 núcleos por tratamiento. La prueba 

estadística de ANOVA de una vía seguido de un post-test de Bonferroni determinó la diferencia 

estadística *P < 0.05 con respecto al control, LPA + Ki16425 y Ki16425. **P < 0.05 con respecto al 

control y LPA.  Las fotografías se tomaron con un aumento de 20x y un zoom de 3.63 en un 

microscopio confocal Nikon A1R + STORM. Barra de escala = 100μ. 

 

Los resultados mostraron que tanto en U251 como en U87  el tratamiento con 100 nM de 

LPA después de 15 min induce una translocación significativa de PKCα al núcleo en 

comparación con el control y el antagonista del receptor LPA1, Ki16425, bloquea este 

efecto. De manera interesante, mientras que en U251 solo el uso de Ki16425 disminuye el 

contenido de PKCα con respecto al control, en U87 se mantiene al mismo nivel que el basal. 

Posteriormente, el contenido de LPA3 se evaluó en estas líneas celulares, ya que el 

antagonista no es específico de LPA1 (Figura 17) y no existían reportes previos de este 

receptor en U251 y  U87 a nivel de proteína.  

 

 

Figura 17. Expresión de LPA3 en líneas celulares de glioblastoma. Western Blot representativo 

del contenido de LPA3 en líneas celulares de glioblastoma (U251 y U87) en comparación con 

HCT116, como control positivo para el receptor y CaCo2 como control negativo. 

 

Estos resultados demuestran la ausencia del receptor de LPA3 en ambas líneas celulares, 

por lo que el efecto de LPA observado con respecto a la translocación de PKCα es inducido 

a través del receptor LPA1. 
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9.5 La vía de LPA/LPA1/PKCα induce la fosforilación del receptor de progesterona 
en el residuo serina 400 (S400) 

Anteriormente, nuestro grupo demostró  que PKCα fosforila el RP en el residuo Ser 400 

(González-Arenas et al., 2015). La fosforilación de RP en este residuo indujo un aumento 

en la proliferación, migración e invasión en células de glioblastoma (González-Arenas et al., 

2015; Marquina-Sánchez et al., 2016), lo que sugiere un papel significativo de la 

señalización de PKCα en el núcleo a través de la activación de un receptor nuclear como 

el RP que contribuye al desarrollo tumoral (Germán-castelán et al., 2014; González-Arenas 

et al., 2015). 

Por lo anterior, se evaluó mediante citometría de flujo si 100nM de LPA podía inducir la 

fosforilación del RP en el residuo de S400 durante 5, 15, 30 y 60 min utilizando TPA como 

activador positivo de PKC en las líneas U251 y U87 (Figura 18).  

 

 

Figura 18. LPA induce la fosforilación de RP (S400). Paneles superiores: histogramas 

representativos de IMF (Intensidad media de fluorescencia) de las líneas celulares A) U251 y B) U87 

estimuladas (5 a 60 min) con 100 nM de LPA o 1 µM de TPA. Paneles inferiores: los valores se 

expresan como IMF relativa, calculada restando IMF del control de anticuerpo secundario y luego 

dividiéndolos por el IMF de T0 de cada experimento. Representación gráfica, los resultados se 

expresan como la media ± E.E.M. de 3 experimentos independientes. La prueba estadística ANOVA 
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de una vía seguido de un post-test de Bonferroni determinó la diferencia. * P <0.05, con respecto al 

control, en las células estimuladas con TPA; **P < 0.05, con respecto al control, en células 

estimuladas con LPA. 

 

Los resultados muestran que en U251 LPA induce un incremento en la fosforilación del 

RPpS400 a los 5 y 15 minutos mientras que en U87 el pico de fosforilación se da a los 15 

minutos. La estimulación con TPA se sostiene durante un mayor tiempo en ambas líneas 

celulares con respecto a LPA. 

Posteriormente, utilizamos Ki16425 para antagonizar la actividad de LPA1 a los 15min de 

estimulación con LPA en la línea U251 (Figura 19).  

 

 

Figura 19. La inhibición con Ki16425 disminuyen la fosforilación del RP. Panel izquierdo: 

histograma representativo de IMF de la línea celular U251 con 100 nM de LPA (15 min) y/o 2.5μM 

de Ki16425. Panel derecho: los valores se expresan como IMF relativa. Representación gráfica, los 

resultados se expresan como la media ± E.E.M. de 3 experimentos independientes. La prueba 

estadística ANOVA de una vía seguido de un post-test de Bonferroni determinó la diferencia. *P < 

0.05, con respecto al control y LPA + Ki16425; **P < 0.05, con respecto al control.  

 

Los resultados muestran que la fosforilación de RPpS400 se da a través del receptor LPA1 

ya que el antagonista bloquea el efecto de la fosforilación por LPA. Es interesante que 

Ki16425 por si solo induce una reducción en la fosforilación basal de RPpS400, un efecto 
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similar al que se observa en esta misma línea celular cuando se cuantificó PKCα en el 

núcleo. 

 

9.6 LPA induce la interacción de PKCα y el receptor a progesterona  
En un trabajo anterior de nuestro grupo se demostró que PKCα inmunoprecipita con el RP 

tanto total como fosforilado en el residuo S400 (González-Arenas et al., 2015). Por lo 

anterior, nos interesaba saber si PKCα y el RP podrían estar interaccionando directamente, 

por lo que evaluamos mediante un ensayo de ligación por proximidad (Proximity Ligation 

Assay; PLA) si estas proteínas podrían estar a menos de 40nm de distancia (Figura 20) 

(Fredriksson et al., 2002). 
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Figura 20. LPA induce la interacción de PKCα y RP. Panel superior: Imágenes representativas 

del ensayo de PLA. Los puntos rojos denotan la proximidad (distancia menor a 40nm) de PKCα y 

RP a los 0, 5 y 15 min de estimulación con 100 nM de LPA en la línea U251. Panel inferior: 

Representación gráfica, los resultados se expresan como la media ± E.E.M. de 30 núcleos por 

condición. La prueba estadística ANOVA de una vía seguida por un post-test de Barlett determinó la 

diferencia. ***P < 0.001, con respecto al control y 5 min. 
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Los resultados muestran que en la línea U251 la estimulación con LPA a 5 y 15 minutos 

induce la interacción proteína-proteína de PKCα y RP, con una mayor acumulación de 

interacciones a los 15 minutos. Asimismo, aunque el fenómeno es escaso existe una 

interacción basal de ambas proteínas. 

 

9.7 LPA modula la expresión de VEGF pero no de EGFR en células de 
glioblastoma 

Hasta este punto hemos demostrado que al activar LPA1 con su ligando se induce una 

translocación de PKCα al núcleo a los 5 y 15 minutos, a estos tiempos la cinasa interacciona 

con el RP e induce su fosforilación en el residuo S400. Por lo anterior, quisimos probar si la 

vía LPA1/PKCα/RPpS400 era capaz de modular blancos del RP. Elegimos dos blancos 

conocidos de este receptor (VEGF y EGFR) que se modulan de diferente manera. Mientras 

que el promotor de VEGF contiene ERP en su promotor, así como sitios SP1 y AP1, el 

promotor de EGFR contiene solo sitios SP1. 

Para evaluar si la vía modula la expresión de genes blanco de RP, medimos los ARNm por 

RT-PCR después de la estimulación por 24h con 10 nM de P4, 100 nM de LPA, 1 μM de 

RU486 (modulador selectivo del RP) y la combinación de RU486 con P4 o LPA en la línea 

U251 (Figura 21). 

 

 
Figura 21. LPA modula los niveles de ARNm de VEGF pero no EGFR en células de 
glioblastoma. Las células U251 se trataron con P4, LPA, RU486 y los tratamientos conjuntos: P4 + 

RU486, LPA + RU486, o V (Vehículo; etanol al 0.1%) durante 24 h, posteriormente la expresión 

génica de A) VEGF y B) EGFR se determinó por RT-qPCR. Cada columna representa la media ± 

E.E.M. de cada tratamiento, n = 4. La prueba estadística ANOVA de una vía seguido de un post-test 
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de Tukey determinó la diferencia estadística * P < 0.02 P4 y LPA vs V; + P < 0.009 vs V, y 

tratamientos conjuntos; ** P < 0.01 P4 vs todos los otros tratamientos. 

 

Los resultados muestran que LPA es capaz de modular VEGF de manera similar que P4 

después de 24 horas de estimulación. Los niveles de expresión de este mensajero se 

regulan a la baja cuando se combinan los estímulos con el modular selectivo de RP, RU486. 

Sin embargo, este modulador actúa como un agonista del receptor cuando se usa solo. En 

cuanto a los niveles de EGFR no se observa una regulación por LPA. 

 

9.8 La vía de LPA1/PKCα/RPpS400 se conserva en diversas líneas de glioblastoma 
Con el fin de observar la funcionalidad de la vía en diferentes líneas celulares elegimos 

estudiarla agregando una tercera línea celular (LN229) aunada a las ya estudiadas (U251 

y U87). Primero evaluamos la translocación de PKCα al núcleo a los 15 minutos de 

estimulación con 100 nM de LPA y/o 2.5 μM de Ki16425 en la línea LN229 (Figura 22A). 
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Figura 22. Efecto LPA en la translocación nuclear de PKCα en la línea LN229. A) Las células 

tratadas con Ki16425 (2.5 µM) inhiben el efecto de LPA (100 nM) sobre la translocación nuclear de 

PKCα a 15min de estimulación en la línea LN229. PKCα (Rojo), Hoechst (Azul), Merge (Púrpura). 

Imágenes representativas de 2 experimentos independientes. Las fotografías fueron tomadas con 

un aumento de 60x. Barras de escala: 50 µm. Las cabezas de flecha indican un núcleo vacío, las 

flechas indican un núcleo ocupado con PKCα. Se muestra sólo una punta de flecha o flecha por 

imagen para evitar la saturación de ésta. B) Western Blot representativo para la expresión de ATX, 

LPA1 y PKCα en la línea celular de glioblastoma LN229 en comparación con U251 y U87. I.R 

(Incremento relativo). Los Blots son representativos de 2 experimentos independientes. C) Western 

Blot representativo para el contenido de LPA3 en la línea celular de glioblastoma LN229 en 

comparación con U251 y U87, y HCT116, como control positivo para el receptor. 

 

Los resultados muestran que LN229 tiene PKCα distribuida tanto en citosol como en el 

núcleo en condiciones basales, pero la estimulación con LPA concentra esta cinasa en el 

núcleo y el tratamiento con Ki16425 bloquea este efecto en estas células (Figura 22A). La 
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línea celular LN229 también expresa ATX y LPA1 de manera similar a U251, pero expresa 

un menor contenido de PKCα en comparación con U251 y U87 (Figura 22B). 

El contenido del receptor de LPA3 se analizó en la línea LN229 y se comparó con U251, 

U87 y HCT116 ya que la expresión de este GPCR no se había reportado previamente 

(Figura 22C). Los resultados confirman que las líneas celulares U251 y U87 no expresaron 

LPA3, mientras que LN229 expresa este receptor al igual que HCT116, una línea celular de 

carcinoma de colon, positiva para este receptor (Leve et al., 2015). 

Posteriormente, evaluamos la fosforilación del RP en el residuo de S400 después 15 

minutos de estimulación con 100 nM de LPA y/o 2.5 μM de Ki16425 en las tres líneas 

celulares mediante inmunofluorescencia, lo que nos permitió no solo observar el RPpS400 

sino también su localización celular (Figura 23). 
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Figura 23. Localización de RPpS400 en tres líneas celulares de glioblastoma. Las células 

tratadas con Ki16425 (2.5 µM) inhiben el efecto de LPA (100 nM) sobre la fosforilación de RPpS400 

a 15min de estimulación en las líneas de células de glioblastoma A) U251, B) U87 y C) LN229. 

RPpS400 (Puntos verdes), Hoechst (Azul). En las tres líneas celulares la señal del RPpS400 es 
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nuclear. Imágenes representativas de 2 experimentos independientes. Las fotografías fueron 

tomadas con un aumento de 60x. 

 

Los resultados muestran que en las tres líneas celulares el LPA a los 15 minutos induce la 

fosforilación del RP en S400 y que la localización del receptor es nuclear. El Ki16425 

bloquea este efecto en todas las líneas.  

 

9.9 La inhibición de LPA1/PKCα impacta en el número de células en GBM 
Para evaluar si la translocación de PKCα inducida por LPA resulta en cambios significativos 

en la proliferación celular, evaluamos el papel de LPA1 y PKCα en el número de células y 

la viabilidad de tres líneas celulares de glioblastoma. Estos ensayos se realizaron en 

presencia de 10% de SFB como fuente de LPA, el cual es un componente abundante del 

suero (Gaits et al., 1997; Y. Li et al., 2003). 

 

 

Figura 24. El bloqueo de LPA1 impacta en el número de células en líneas celulares de 
glioblastoma. El número de células (A) y la viabilidad celular (B) en U251, U87 y LN229 se evaluaron 
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después de 24 horas de tratamiento con Ki16425 2.5 o 5 μM. Los gráficos representan la media ± 

E.E.M. de 3 experimentos independientes por triplicado. La prueba estadística ANOVA de una vía 

seguido de un post-test de Bonferroni determinó la diferencia estadística. * P <0.05 con respecto al 

control y DMSO. 

 

Después de 24 horas de tratamiento con Ki16425 para antagonizar la actividad del receptor 

LPA1, todas las líneas celulares mostraron un menor incremento en el número de células 

(Figura 24A) y sólo la línea celular U251 mostró una reducción en la viabilidad a este tiempo 

(Figura 24B). Para estudiar más a fondo el impacto de PKCα en el número de células y la 

viabilidad, silenciamos la expresión de esta cinasa con un siRNA en las tres líneas celulares. 

Observamos que el silenciamiento de PKCα el incremento del número de células es menor 

con respecto al control. No obstante la viabilidad en las líneas celulares U87 y LN229 

(Figura 25A y B) no se ve afectada. Sin embargo, en la línea celular U251 ambos procesos 

presentaron un decremento (Figura 25A y B), esto puede implicar que en estas células LPA1 

y PKCα son relevantes para la proliferación y la supervivencia.  

 



Instituto de Investigaciones Biomédicas, Nueva Sede. Laboratorio C-138   Página | 69 
 

 

Figura 25. El bloqueo de LPA1 y PKCα reduce el número de células en líneas celulares de 
glioblastoma. A) (Panel superior) las células U251, U87 y LN229 se transfectaron con un siRNA 

para PKCα; control: células intactas; mock: células tratadas sólo con el reactivo de transfección sin 

siRNA; scramble: células transfectadas con una secuencia de ARN aleatoria. Se muestran Western 

Blots representativos para PKCα de células lisadas 72 horas después de la transfección de siRNA 

(silenciamiento). El número de células (panel inferior A) y la viabilidad celular (B) se evaluaron 

después del silenciamiento de PKCα o el silenciamiento de PKCα + 24h de tratamiento con Ki16425. 

Los cultivos celulares con mock, scramble, siRNA PKCα y siRNA PKCα + Ki16425 se recolectaron 

a las 96 h después de la transfección de siRNA. Los gráficos representan la media ± E.E.M. de 3 

experimentos independientes por triplicado. La prueba estadística de ANOVA de una vía seguido de 

un post-test de Bonferroni determinó la diferencia estadística. *P < 0.05 con respecto al control, mock 

y scramble. 
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La combinación de ambos tratamientos en las tres líneas celulares no tuvo un efecto 

sinérgico o aditivo sobre el número de células o la viabilidad (Figura 27A y B), lo que sugiere 

que LPA1 y PKCα están en una vía común. No se puede descartar que los efectos que se 

observan en la línea LN229 sean una combinación de la señalización por LPA1/3. 

 

10 DISCUSIÓN 
En este trabajo, estudiamos tres líneas celulares de glioblastoma para analizar la activación 

de PKCα a través del LPA1. En primer lugar evaluamos el contenido de la enzima que 

produce LPA, ATX (Perrakis & Moolenaar, 2014), observamos que todas las líneas 

celulares tienen un alto contenido de esta enzima y la liberan a los medios de cultivo, lo que 

sugiere una producción aumentada de LPA que podría contribuir a la activación autocrina 

y paracrina de LPA1. Posteriormente, determinamos que LPA a bajas concentraciones (10 

y 100 nM) induce la translocación nuclear de PKCα en la línea celular U251, mientras que 

solo 100 nM de LPA tiene el mismo efecto en U87, por otro lado a altas concentraciones 

como 1, 10 y 100μM no se observó ningún efecto. Un efecto similar de este lisofosfolípido 

se ha observado en la migración de líneas celulares GBM, donde 100 nM y 1 μM de LPA 

indujeron una mayor migración en comparación con 10 y 100 μM (Kishi et al., 2006). Estos 

resultados pueden explicarse por la concentración micelar crítica (CMC) de LPA; en agua 

pura, LPA tiene un CMC de 0.346 mM, pero a concentraciones altas de sal, la CMC 

disminuye dramáticamente hasta 0.06 mM (Z. Li et al., 2004). Es esencial tener esto en 

cuenta, ya que el medio de cultivo tiene abundantes sales y fosfatos que podrían reducir la 

CMC a concentraciones más bajas, por lo que no se ve el efecto con 1, 10 y 100 μM de 

LPA, probablemente debido a la formación de micelas. 

Demostramos que el LPA no induce de manera dependiente del tiempo la translocación de 

PKCα a la membrana celular en líneas celulares GBM. LPA indujo la translocación nuclear 

de PKCα de 5 a 15 minutos después de la estimulación que finalmente se redistribuyó al 

citosol de 30 a 60 minutos tanto en U251 y U87. Además, observamos que la translocación 

nuclear de PKCα está mediada por LPA1 en las células U251 y U87, ya que no expresan 

LPA3, y el tratamiento con Ki16425 (el antagonista de LPA1) bloqueó la translocación 

nuclear de PKCα. De manera interesante, el uso de Ki16425 en ausencia de LPA disminuye 

el contenido basal de PKCα en el núcleo en U251 lo cual nos sugiere una producción 

autocrina del lisofosfolípido. Esta producción autocrina de LPA se ha demostrado 

anteriormente en otras líneas de GBM donde se observó que la ATX que producen las 
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células son capaces de hidrolizar LPC a LPA e inducir la migración de dichas líneas (Kishi 

et al., 2006). Por lo anterior, es probable que este fenómeno se de en las líneas celulares 

estudiadas en este trabajo, ya que también demostramos la producción y secreción de ATX. 

Asimismo, en este trabajo determinamos que la activación de LPA1 induce la fosforilación 

de RP en el residuo S400. El pico de fosforilación de RP en las células U251 y U87 se 

correlacionó con el tiempo en que PKCα se translocó al núcleo después de la activación de 

LPA1. Resulta interesante que el TPA y el LPA indujeron un patrón diferente de fosforilación 

del RP; TPA provocó la fosforilación sostenida, mientras que LPA solo a los 5 y 15 minutos 

en U251 y a los 15 minutos en U87. Estas diferencias podrían deberse a la forma en la que 

PKCα se activa; TPA induce una fuerte activación de PKC sin retroalimentación para su 

regulación (Lu et al., 1998). Por otro lado, LPA induce una cascada de señalización que 

media la desensibilización homóloga de LPA1, LPA2 y LPA3 (Alcántara-Hernández et al., 

2015) a través de la misma PKCα que se refleja en una menor activación de la cinasa y la 

posterior fosforilación del RP. Es importante tener en cuenta las diferencias entre la 

translocación PKCα inducida por TPA o LPA, ya que puede haber conclusiones erróneas 

sobre esta activación de la cinasa en condiciones fisiológicas o patológicas cuando solo se 

usa TPA en el estudio.  

Posteriormente, observamos que el antagonizar a LPA1 disminuye la fosforilación del RP 

aún con el estímulo de LPA por 15 minutos. Esto resulta interesante ya que el fenómeno de 

fosforilación del RP y la translocación de PKCα al núcleo se dan en la misma ventana de 

tiempo en la línea U251. 

Aunado a lo anterior, mediante el ensayo de PLA evaluamos si la interacción del RP con 

PKCα es directa. El ensayo de PLA in situ es un método para identificar la proximidad física 

de proteínas, donde solo se producirá una señal si las dos proteínas están a menos de 40 

nm. La selectividad en los ensayos de PLA se potencia porque utiliza un doble 

reconocimiento, primero por dos anticuerpos contra las proteínas deseadas y 

posteriormente por anticuerpos secundarios conjugados con oligonucleótidos. Lo anterior 

proporciona una alta selectividad de detección de proteínas, ya que la unión de una sola 

sonda de proximidad no es suficiente para generar la señal necesaria para la detección, 

reduciendo los falsos positivos (Fredriksson et al., 2002). 

En este trabajo, el ensayo mostró que a los 5 y 15 minutos de activación con 100nM de LPA 

existe una proximidad del RP total y PKCα que incrementa con el tiempo. Esto nos sugiere 
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que ocurre una interacción directa de la cinasa con el receptor total que conlleva a la 

fosforilación de este último. Es interesante notar que la mayor interacción se ve a los 15 

minutos en la línea U251, tiempo al cual ya hemos probado que se acumula la mayor 

cantidad de PKCα en el núcleo y se observa el pico de fosforilación del RPpS400. Además, 

es interesante notar que la localización de las interacciones son tanto en citoplasma como 

en el núcleo, lo que nos sugiere que la interacción de PKCα/RP en el citoplasma puede ser 

la responsable de llevar a la cinasa al compartimento nuclear. 

Adicionalmente, quisimos probar si la vía LPA1/PKCα/RPpS400 es capaz de modular la 

expresión de blancos del RP. Se demostró que la interacción de RP y PKCα incrementa 

con respecto al tiempo tanto en citosol como en núcleo. Se ha reportado que las PKC tienen 

como blanco a varias proteínas dentro del núcleo, incluyendo histonas, lamina, ADN 

topoisomerasa, PARP, CREB, p53, GAP-43, receptor de vitamina D3 y RP, entre otras 

(González-Arenas et al., 2015; Martelli et al., 2006; Trubiani et al., 2016). El trabajo previo 

de nuestro laboratorio en células de GBM reportó que la activación de PKCα aumentó la 

fosforilación de RP. Esta modificación indujo la actividad transcripcional del receptor que 

resultó en un aumento de la expresión del factor de bloqueo inducido por progesterona 

(PIBF) (Marquina-Sánchez et al., 2016), un gen blanco de RP conocido, que induce la 

proliferación celular de GBM, así como un incremento en el ensayo de gen reportero con 

ERP (González-Arenas et al., 2015). 

Otros genes implicados en la proliferación celular de glioblastomas son EGFR y VEGF que 

se regulan por el RP cuando este se activa con P4 (Hernández-Hernández et al., 2012). 

Por lo anterior, analizamos si la activación de RP por LPA podía modular los niveles de 

expresión de estos dos genes. Observamos que VEGF podía ser regulado a la alta a nivel 

del mensajero con LPA de manera similar a como es regulado por P4. Por otro lado, los 

niveles de EGFR no se vieron modificados cuando se estimularon las células con LPA pero 

si cuando se estimularon con P4. 

Cuando se induce la fosforilación de RP río abajo de la activación de LPA1, EGFR y VEGF 

se regulan de manera diferencial. Esto puede deberse a que VEGF tiene sitios consenso 

de ERP además de sitios AP1 y SP1 en su promotor (Mueller et al., 2003; Tischer et al., 

1991)  por lo que la inducción de VEGF por la vía LPA1/RP podría estar  modulada por ERP 

como se demostró anteriormente con un ensayo de gen reportero (González-Arenas et al., 

2015). EGFR tiene sitios SP1 pero no tiene ERP canónicos, se sabe que RP puede activar 

MAPK o c-Src y que estas cascadas de señalización promueven fosforilaciones distintas a 
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la que S400 que pueden promover a que el RP se una a sitios SP1( por ejemplo, RPpS345 

por MAPK) induciendo la transcripción de genes sin ERP (Hagan et al., 2012; Hudson et 

al., 1990; Lange et al., 2000). Esto también explica porque el uso de RU48 en ausencia de 

P4 o LPA no induce un incremento en EGFR como se observa en VEGF. 

Por otro lado, si bien el modulador selectivo RU486 en presencia de P4 y LPA inhibe la 

expresión de VEFG; cuando se utiliza solo se observa un incremento en la transcripción. 

Esto puede deberse a que RU486 promueve la dimerización del RP así como su unión a 

ERP (Chen et al., 2014; Germán-castelán et al., 2014). Sin embargo depende de los 

dímeros que forme si los dímeros son transcripcionalmente activos o no. El RP tiene dos 

isoformas A y B, donde A es más corta que B por 164 amino ácidos en humanos (Camacho-

Arroyo et al., 2017). Se ha observado que los dímeros de RU486 con RP A:A no inducen la 

transcripción, mientras que B:B si la inducen. Por otro lado, los dímeros A:B inhiben la 

transcripción y se sugiere que es el dímero unido a RU486 más común en células que 

responden a P4 (Germán-castelán et al., 2014; Sartorius et al., 1994). Por lo anterior, es 

posible que el uso único de RU486 induzca la formación de dímeros B:B que incrementen 

la actividad transcripcional de genes blanco de RP mientras que en presencia de P4 o LPA 

se induzcan dímeros A:B o A:A y por lo tanto se observe una inhibición del efecto en ambos 

casos. Por otro lado, RU486 también es un modulador del receptor de glucocorticoides por 

lo que podría inducir la transcripción de VEGF a través de dicho receptor al unirse a sitios 

AP1 y SP1 en el promotor del gen (G. Pagès & Pouysségur, 2005).   

Estos resultados sugieren que la fosforilación de RP en S400 induce la transcripción de 

genes con ERP al contrario de otro tipo de modificaciones post traduccionales que pueden 

promover la transcripción de genes con sitios SP1 o AP1. 

Posteriormente, evaluamos si la vía de LPA1/PKCα/RPpS400 se conservaba en más líneas 

celulares, ya que la descripción de la cascada de señalización se realizó principalmente en 

U251. Primero, observamos que PKCα se transloca al núcleo a los 15 minutos de 

estimulación en las líneas U251, U87 y LN229. Además, esta translocación es bloqueada 

por el uso de Ki16425, lo que nos sugiere que la translocación se debe a la señalización 

por el LPA1. Aunque LN229 expresa LPA3, muestra un patrón similar de translocación 

nuclear de la enzima después de los tratamientos con LPA y LPA + Ki16425 a los 15 

minutos de estimulación. Es importante notar que en este trabajo utilizamos la especie LPA 

18:1, que activan preferentemente LPA1, mientras que LPA3 se activa con mayor afinidad 
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por 2-acil-LPA (18:2) (Valdés-Rives & González-Arenas, 2017). Sin embargo, no podemos 

descartar un posible efecto aditivo de LPA1 y LPA3 en esta línea celular. 

Adicionalmente, evaluamos la fosforilación y la localización del RP en el residuo S400. 

Observamos que en todas las líneas celulares LPA indujo la fosforilación de RPpS400, 

efecto que fue bloqueado por Ki16425. Si bien este efecto se le atribuye a LPA1 en U251 y 

U87, no podemos descartar a LPA3 en el caso de LN229. De manera muy interesante, si 

bien habíamos observado que la interacción del RP total y la cinasa puede darse en 

citoplasma y núcleo a los 15 minutos de estimulación con el lisofosfolípido la señal del 

RPpS400 es francamente nuclear. El RP total puede localizarse en citoplasma y núcleo en 

la mayoría de las células que lo expresan, sin embargo su actividad de factor de 

transcripción solo es posible cuando se encuentra el núcleo (Camacho-Arroyo et al., 2017). 

Por lo tanto, encontrar al RPpS400 solo nuclear se relaciona con la transcripción de diversos 

genes blanco que pueden impactar en la progresión de GBM como PIBF y VEGF 

anteriormente mencionados. 

Debido a que los resultados anteriores indicaban la posible implicación de la vía LPA1/PKCα 

en la proliferación celular, analizamos el efecto de bloquear la activación de LPA1 a través 

de Ki16425 durante 24 h en el número de células y viabilidad en un contexto cercano al 

patológico al mantenerlas las líneas celulares derivadas de GBM en un medio completo 

(DMEM + 10% de SFB). 

El ensayo mostró un menor incremento en el número de células de las tres líneas a 2.5 y 5 

μM de Ki16425. Esto nos lleva a plantear la hipótesis de que a pesar de la expresión de 

LPA3 en LN229, LPA1 puede ser la vía principal a través de la cual se regula el número de 

células, ya que las tres líneas celulares mostraron un menor incremento en el número de 

células en un 20% después del tratamiento con Ki16425 en comparación con el control. 

Resulta interesante que cuando PKCα fue silenciado en U251, U87 y LN229 no hubo un 

efecto aditivo o sinérgico con Ki16425. Estos datos sugieren que LPA1 podría modificar el 

número de células preferentemente a través de la activación de PKCα. Vale la pena señalar 

que la ausencia de PKCα en LN229 disminuyó el número de células en un 50% menos en 

comparación con el control, mientras que U251 y U87 solo en un 30%. Esto podría deberse 

al menor contenido de PKCα en esta línea celular en comparación con U251 y U87, pero a 

una mayor dependencia de esta cinasa para la proliferación.  
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Por otro lado, la viabilidad celular no se vio afectada en U87 y LN229 con Ki16425 y / o el 

silenciamiento de PKCα, mientras que en U251 ambos tratamientos disminuyeron el 

porcentaje de células viables. Esto nos lleva a sugerir que hay una diferencia en cómo estas 

células regulan su número. En U251, la muerte celular puede aumentar después de 

bloquear LPA1 y / o PKCα, mientras que en U87 y LN229 puede haber un efecto citostático. 

Diversos mecanismos podrían estar involucrados en la regulación del número de células, 

ya que se han documentado diferencias entre las líneas celulares GBM. 

Las proteínas expresadas diferencialmente entre las células U251 y U87 están asociadas 

con la regulación del metabolismo del nucleótido de nicotinamida, el empalme de ARN, la 

glucólisis y las vías del metabolismo de las purinas (H. Li et al., 2016). Con respecto a esto, 

se ha observado la participación de PKC en la regulación del empalme de genes 

proapoptóticos en diferentes líneas celulares (Revil et al., 2007); la inhibición de estas 

enzimas induce el empalme alternativo de Bcl-x para generar la proteína Bcl-XS 

proapoptótica. Sin embargo, se necesita más investigación para establecer los mecanismos 

que regulan el número de células y la viabilidad en las células U251, U87 y LN229. Aunado 

a lo anterior, si bien demostramos que la vía LPA1/PKCα/RPpS400 se activa en tres líneas 

celulares falta investigar si un bloqueo conjunto de LPA1 y RPpS400 podría incrementar los 

efectos observados a 24 horas solo con el uso de Ki16425. 

 

11 CONCLUSIONES 
El LPA induce la activación de PKCα y su translocación al núcleo en tres líneas derivadas 

de glioblastoma.  

La activación de esta cinasa es mediada por el receptor LPA1. La activación de LPA1/PKCα 

induce la fosforilación del RP en el residuo S400.  

La fosforilación de dicho residuo induce la actividad transcripcional del RP e incrementa la 

expresión de VEGF.  

El bloqueo de la vía de señalización de LPA1/PKCα resulta en un menor número de células, 

mientras que en una de las líneas también disminuye la viabilidad celular. 
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12 PERSPECTIVAS 
Es necesario evaluar el efecto que tiene silenciar a PKCα en la fosforilación de RP en el 

residuo S400 ya que con este estudio se desconoce la proporción de la que es responsable 

PKCα con respecto a este receptor fosforilado debido a que es posible que no sea la única 

cinasa que lo fosforile. 

Además, se propone evaluar el efecto de bloquear LPA1 y RPpS400 en el número de células 

y viabilidad de las tres líneas estudiadas. Además de extender el tratamiento hasta 96h. Por 

otra parte, es necesario dilucidar si la disminución en el número de células se debe a un 

efecto en la proliferación o en la supervivencia celular. 

Si bien en este trabajo se centró en la activación de PKCα por LPA1, es importante estudiar 

los efectos de LPA sobre la migración e invasividad, ambas características importantes en 

la progresión de GBM.  

Adicionalmente, se espera llevar estos estudios a un modelo in vivo así como cultivos 

primarios derivados de pacientes para analizar la vía de LPA1/RP como posibles blancos 

terapéuticos.  
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A B S T R A C T

Lysophosphatidic acid (LPA) is a ubiquitous lysophospholipid that induces a wide range of cellular processes
such as wound healing, differentiation, proliferation, migration, and survival. LPA signaling is increased in a
number of cancers. In Glioblastoma (GBM), the most aggressive brain tumor, autotaxin the enzyme that pro-
duces LPA and its receptor LPA1 are overexpressed. LPA1 is preferentially couple to Gαq proteins in these tumors
that in turn activates PKCs. PKCs are involved in many cellular processes including proliferation and metastasis.
In this study, we aimed to determine if a classical PKC (α isozyme), could be activated through LPA1 in GBM cell
lines and if this activation impacts on cell number. We found that LPA1 induces PKCα translocation to the
nucleus, but not to the cell membrane after LPA treatment and the cell number diminished when LPA1/PKCα
signaling was blocked, suggesting a relevant role of LPA1 and PKCα in GBM growth.

1. Introduction

Lysophosphatidic acid (LPA) is a small lysophospholipid that con-
sists of an acyl chain at the sn-1 (or sn-2) position of a glycerol back-
bone and a phosphate head group (Mooleenar, 2006). It acts through
six GPCRs named LPA1-6 that are coupled to Gα proteins: Gαq/11, Gαi/0,
Gα12/13, Gαs. Consequently, depending on cellular context, LPA can
exert a wide range of physiological effects such as wound healing,
differentiation, neurogenesis, and survival (Yung et al., 2015; Gonzalez-
Gil et al., 2015). LPA is mainly produced by autotaxin (ATX) a 125kDa-
secreted enzyme from the family of ectonucleotide pyrophosphatases/
phosphodiesterases (Perrakis and Moolenaar, 2014). ATX generates
LPA from plasma membrane phospholipids and from circulating lyso-
phosphatidylcholine (LPC) bound to albumin (Zhang et al., 2009). Due
to the small nature of LPA, it is water soluble, and different con-
centrations of this lysophospholipid have been reported in body fluids.

Aberrant ATX-LPA signaling has been linked to some pathologies

namely inflammation, autoimmunity, neurological disorders, fibrosis,
and cancer (Valdés-Rives and González-Arenas, 2017; Yung et al.,
2014). In several malignancies, ATX expression and LPA concentrations
are elevated, i.e., LPA can reach up to 80μM in ascites fluid from
ovarian cancer (Yung et al., 2014; Mills and Moolenaar, 2003; Benesch
et al., 2014), while in non-pathological conditions concentrations
around 5μM have been reported in serum plasma (Yung et al., 2014;
Mills and Moolenaar, 2003; Choi and Chun, 2013).

Moreover, the LPA1 receptor has been linked to malignant pro-
gression by enhancing proliferation, migration, angiogenesis, and
cancer stem-cell maintenance in some tumors such as breast cancer,
pancreatic cancer, ovarian cancer, and glioblastoma (Zhang et al.,
2009; Lee et al., 2015; Seo et al., 2016; Fukushima et al., 2017).

Glioblastoma (GBM), also known as an astrocytoma grade IV, re-
presents the maximal evolution stage of astrocytomas and it is among
the most lethal human malignancies (Louis et al., 2007; Ostrom et al.,
2018). The median survival for GBM patients, with the best therapy, is

https://doi.org/10.1016/j.biocel.2019.03.003
Received 27 June 2018; Received in revised form 6 February 2019; Accepted 4 March 2019

⁎ Corresponding Author at: Departamento de Medicina Genómica y Toxicología Ambiental, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional
Autónoma de México, Ciudad Universitaria, 04510, Ciudad de México, Mexico.

E-mail addresses: anahiivaldes@gmail.com (S.A. Valdés-Rives), mdelafuente@iibiomedicas.unam.mx (M. de la Fuente-Granada),
marcovelasco@unam.mx (M.A. Velasco-Velázquez), oglezflo@gmail.com (O. González-Flores), alieshagonzalez@gmail.com (A. González-Arenas).

International Journal of Biochemistry and Cell Biology 110 (2019) 91–102

Available online 05 March 2019
1357-2725/ © 2019 Elsevier Ltd. All rights reserved.

T

http://www.sciencedirect.com/science/journal/13572725
https://www.elsevier.com/locate/biocel
https://doi.org/10.1016/j.biocel.2019.03.003
https://doi.org/10.1016/j.biocel.2019.03.003
mailto:anahiivaldes@gmail.com
mailto:mdelafuente@iibiomedicas.unam.mx
mailto:marcovelasco@unam.mx
mailto:oglezflo@gmail.com
mailto:alieshagonzalez@gmail.com
https://doi.org/10.1016/j.biocel.2019.03.003
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.biocel.2019.03.003&domain=pdf


12–15 months, and only 3–5% of the patients survive for more than
three years. In the Mexican population, it has been estimated that the
mean age of incidence is 45 ± 15 years, compared to the global esti-
mate of 60 ± 15 years (Wegman-Ostrosky et al., 2016; Louis et al.,
2016).

A recent study showed that primary cilium regulates LPA1 signaling
in astrocytes, and the loss of the cilium induced an increased pro-
liferation in an LPA-dependent manner in these cells (Loskutov et al.,
2018). In GBM, the primary cilia are lost, and LPA1 is redistributed in
the cell membrane enhancing a signaling pathway to induce malignant
progression. Moreover, ATX and LPA1 are augmented in GBM, and LPA1

increases its coupling to Gαq and Gα12 proteins (Loskutov et al., 2018;
Kishi et al., 2006; Tabuchi, 2015; Steinberg, 2008). Gαq proteins acti-
vate phospholipase C (PLC), which in turn produces diacylglycerol
(DAG) and inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) from phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate (PIP2) (Koivunen et al., 2006; Steinberg, 2008). DAG
activates classic and novel PKCs, serine/threonine kinases.

The role of PKCs in cancer progression is well-known (do Carmo
et al., 2013). In GBM, PKCα is the most expressed among these kinases
(Koivunen et al., 2006; Mandil et al., 2001). PKCα is known to induce a
proliferative and pro-survival effect in GBM (Cameron et al., 2008;
González-Arenas et al., 2015), but since this kinase has a wide varia-
bility of actions its contribution through specific signaling pathways for
the development of GBM is poorly understood, and its target in therapy
has ended in failure (do Carmo et al., 2013). Therefore, we aimed to
study the activation of PKCα through the stimulation of LPA1 to un-
derstand one of the mechanisms through which these two molecules
participate in glioblastoma biology.

2. Materials and methods

2.1. Cell Culture and treatments

All cell lines were culture in DMEM medium (In Vitro, Mex), sup-
plemented with 10% fetal bovine serum (FBS) at 37 °C under a 95% air
and 5% CO2 atmosphere. CaCo2 needs 20% of (FBS). Cell lines used:
human GBM derived cell lines U251, U87 and LN229 (American Type
Culture Collection, USA); human ovarian cancer-derived cell line
SKOV3 (American Type Culture Collection, USA); human colon cancer-
derived cell lines CaCo2 and HCT-116 (American Type Culture
Collection, USA). Tetradecanoyl phorbol acetate (TPA; Sigma-Aldrich,
USA) was used to activate PKCα. 1-Oleoyl Lysophosphatidic Acid (LPA;
Cayman Chemical, USA) was used to activate LPA receptors. LPA1 an-
tagonist Ki16425 (Sigma-Aldrich, USA) was added 30min before the
LPA treatment when used.

2.2. Cellular fractionation

10× 106 cells were maintained as described in the Cell culture and
treatments. Twelve hours before treatments, the medium was changed
for phenol red-free DMEM without fetal bovine serum. After treatments,
cells were homogenized in ice-cold Buffer A with protease inhibitors
(20mM Tris−HCl, 0.25M sucrose, 2 mM EDTA and 2mM EGTA in
distilled water, pH=7.5). The cell suspension underwent one freeze-
thaw cycle in dry ice. The samples were centrifuged at 2800 x g at 4 °C
for 10min. The pellets (nuclear fraction) were resuspended in 200 μL of
Buffer A and stored until used. The supernatant was centrifuged at
200,000 x g at 4 °C for 105min using an ultracentrifuge. The super-
natant (cytosol) was stored until used. The pellet was resuspended in
ice-cold Buffer B with protease inhibitors (20mM Tris−HCl, 1 mM
EDTA, 1mM EGTA, 150mM NaCl, and 1% Triton X-100 in distilled
water, pH=7.5) and centrifuged at 16,000 x g at 4 °C for 15min. The
supernatant (Membrane fraction) was stored until used. Proteins were
quantified using a NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo
Scientific, USA).

2.3. Western blotting

Nuclear (100 μg), cytosolic (50 μg) and membrane (50 μg) proteins
were separated by electrophoresis on 10% and 7.5% SDS-PAGE gels
respectively at 20mA. Colored markers (Bio-Rad, USA) were included
for size determination. Gels were transferred to nitrocellulose mem-
branes (Millipore, USA) for 2 h (60mA, at room temperature in semi-
dry conditions). The membranes were blocked with 5% nonfat dry milk
and 2% bovine serum albumin at room temperature for 2 h. Membranes
were incubated with an antibody against PKCα (0.66 μg/mL; sc-8393;
Santa Cruz Biotechnology, USA) at 4 °C overnight. Blots were then in-
cubated with an anti-mouse secondary antibody (1:5000) conjugated to
horseradish peroxidase (Santa Cruz Biotechnology, USA) for 45min. To
correct for differences in the amount of total protein loaded in each
lane, PKCα content in the nuclear fraction was normalized to that of
histone 3 (H3), PKCα content in the cytosolic fraction was normalized
to that of α-tubulin, and PKCα content in the membrane fraction was
normalized to that of glucose transporter, Glut3. Blots were stripped

Fig. 1. Glioblastoma cell lines highly express autotaxin and LPA1. A)
Representative Western Blot for autotaxin content in glioblastoma cell lines
(U251 and U87) and SKOV3. B) Representative Western Blot for AXT secreted
to the cell medium in glioblastoma cell lines (U251 and U87) and SKOV3. U.P.:
unspecific protein taken for quantification purposes. C) Representative Western
Blot for LPA1 content in glioblastoma cell lines (U251 and U87) and SKOV3. F.I.
(Fold increase). All blots are representative of two independent experiments.
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with glycine [0.1M, pH 2.5; 0.5% sodium dodecyl sulfate (SDS)] at 4 °C
overnight and at room temperature for 30min. Then they were re-
probed with 0.1 μg/mL of rabbit anti-histone 3 polyclonal antibody (06-
599-MN; Merck Millipore, USA), 0.4 μg/mL of mouse anti-α-tubulin
monoclonal antibody (sc-398103; Santa Cruz Biotechnology, USA),
0.66 μg/mL of mouse anti-Glut3 monoclonal antibody (sc-74399; Santa
Cruz Biotechnology, USA) respectively at 4 °C overnight. Blots were
then incubated with an anti-mouse secondary antibody (1:15,000;
Abcam, USA), or an anti-rabbit secondary antibody (1: 12,000; Santa
Cruz Biotechnology, USA) conjugated to horseradish peroxidase at
room temperature for 45min. Chemiluminescence signals were de-
tected exposing the membranes to Kodak Biomax Light Film (Sigma-
Aldrich, USA) using Supersignal West Femto as peroxidase substrate
(Thermo Scientific, USA). Detection of the LPA1 receptor, LPA3 re-
ceptor, and ATX was done in whole cells under control conditions
homogenized in RIPA lysis buffer with protease inhibitors (1 mM EDTA,

2 μg/mL leupeptin, 2 μg/mL aprotinin, 1 mM phenylmethylsulphonyl
fluoride). Proteins were obtained by centrifugation at 12,500 rpm, at
4 °C for 15min and quantified using a NanoDrop 2000
Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA). Proteins (100 μg) were
determined by Western blotting. Blots were incubated with 3 μg/mL
LPA1 rabbit polyclonal antibody (ab23698; Abcam, USA), 1 μg/mL
LPA3 mouse monoclonal antibody (sc-390270; Santa Cruz
Biotechnology, USA) and 0.2 μg/mL ATX mouse monoclonal antibody
(sc-374222; Santa Cruz Biotechnology, USA). To correct for differences
in the amount of total protein loaded in each lane the content was
normalized to that of α-tubulin as described above.

2.4. Immunofluorescence

8,000 cells per well were plated in Millicell EZ 4-well glass slides
(Millipore, USA). Eighteen hours before treatments, the medium was

Fig. 2. TPA induces PKCα translocation to the nucleus. A) Representative western blot of PKCα cellular distribution under non-stimulus conditions in different
cell fractions of U251 cell line. B) Representative western blots of PKCα content in the cell membrane, cytosol, and nucleus after 5min of TPA (1μM) stimulation
(Control (C): DMSO 10%); Glut 3 transporter, α-tubulin, and histone H3 were used as specific proteins for each compartment. C) Graphic representation of 3
independent experiments. PKCα from each compartment was compared to its specific protein for quantification. Results are expressed as the mean+S.E.M.,
Bonferroni post-test determined statistical difference, *p < 0.05 versus control.
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changed for phenol red-free DMEM without fetal bovine serum. After
the treatments, cells were fixed for 20min in 4% paraformaldehyde
solution at 37 °C and permeabilized with 100% methanol for 6min at
-4 °C. Next, fixed cells were blocked with 1% bovine serum albumin in
PBS for 1 h at room temperature and incubated at 4 °C for 24 h with
1 μg/mL of monoclonal mouse antibody anti-PKCα (sc-8393; Santa Cruz
Biotechnology, USA) in 0.5% bovine serum albumin in PBS. The sam-
ples were rinsed thrice in PBS for 5min each and incubated in the dark
with anti-mouse Alexa Fluor 594-labeled secondary antibodies
(Invitrogen, USA) for 45min. Nuclei were stained with 1 μg/mL
Hoechst 33,342 solution (Thermo Scientific, USA), and the cells were
coverslipped with fluorescence mounting medium (Biocare Medical,
USA). To detect Alexa Fluor 594 and Hoechst fluorescence the samples
were visualized in an Olympus B×43 F microscope using different
wavelengths to excite the fluorochromes. Photographs were taken at
60x magnification. To establish colocalization of the detected signals
merged images were generated using ImageJ software (National
Institutes of Health, USA). The examiner was unaware of the treatment
conditions of the cells. Isotype controls were performed for all im-
munofluorescence (data not shown). For nuclear PKCα quantification,
the samples were visualized in a Nikon A1R+ STORM confocal mi-
croscope. The nuclear PKCα stain was quantified using ImageJ software
(National Institutes of Health, USA). The DAPI images were used to
select the nuclei, and the area was an overlay in the PKCα channel. The
fluorescence was divided by the nuclear area to obtain a mean fluor-
escence intensity per nucleus.

2.5. Viability assay

15,000 cells per well were plated in a 24-well plate. DMEM with
10% of FBS was used for this assay. The cells were treated for 24 h with
Ki16425 2.5 or 5 μM. Cells were detached with PBS-EDTA, and the cell
suspension was stained with Trypan Blue (T-6146, Sigma, USA). Cell
number was first determined in a Neubauer chamber. The percentage of
viable cells was calculated by diving the number of viable cells by the
number of total cells and multiplying by 100.

2.6. Cell transfection with siRNAs

Specific small interfering RNAs (siRNAs) (Santa Cruz

Biotechnology) were used to inhibit the expression of PKCα (sc-36423).
Control siRNA has a scramble sequence that does not lead to the specific
degradation of any known cellular mRNA. U251, U87, and LN229 were
grown in six-well plates to a confluence of 60% and then were trans-
fected with 0.35 nM of siRNA using Lipofectamine 2000 (Invitrogen,
Life Technologies) as described by the manufacturer. To confirm PKCα
silencing, a western blot for the enzyme were carried out in cell lysates
after 72 h of siRNA transfection.

2.7. Flow cytometry

To assess phosphorylation of PR at S400 intracellular staining was
performed. Immediately after the stimulation of times indicated, cells
were collected, fixed with PBS/Paraformaldehyde 2% at 37 °C for
10min, and permeabilized with ice-cold methanol at 4 °C for 30min.
Then, cells were washed with FACs buffer (PBS/4% fetal bovine serum)
and incubated with blocking solution (FACs buffer/10% goat serum) for
20min at 4 °C using goat serum. After blockage, cells were stained by
using 0.5 μg/50 μl of rabbit anti-pS400PR (ab60954, Abcam, USA) at
4 °C for 20min and washed with FACs buffer. Cells were then incubated
with secondary goat anti-rabbit IgG-AF488 antibody by using 0.5 μg/
50 μl (A11034, Invitrogen, USA) at 4 °C for 30min, protected from
light. Cells were washed and resuspended in FACs buffer. Samples were
acquired in an Attune Acoustic Focusing Flow Cytometer (Life
Technologies, USA) and analyzed using FlowJo 10.0 software (Tree Star
Inc., USA).

Specific characteristics of the antibodies described in sections 2.3,
2.4 and 2.5 can be consulted in Supplementary Table 1.

2.8. Statistical analysis

All data were analyzed and plotted using the GraphPad Prism 5.0
software for Windows XP (GraphPad Software, USA). Statistical ana-
lysis of comparable groups was performed using a one-way ANOVA
with a Bonferroni posttest. A value of P= 0.05 or less was considered
statistically significant as stated in figure legends.

Fig. 3. LPA induces PKCα nuclear translo-
cation in glioblastoma cells. Cell lines were
treated with TPA (1μM) or different LPA con-
centrations (0.01 μM–100 μM) for 5min in
U251 (A) or U87 (B). Upper panels:
Representative Western Blots of nuclear frac-
tions, Bottom panels: Graphic representation of
3 independent experiments. Results are ex-
pressed as the mean ± S.E.M., Bonferroni
post-test determined statistical difference
*p < 0.05 versus the control.
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3. Results

3.1. GBM-derived cell lines express autotaxin and LPA1

ATX enzyme is the main pathway by which LPA is produced in
physiological and some pathological conditions. Our results show a
2.30 and 1.40 fold increase in ATX content in U87 and U251 respec-
tively compared with SKOV3 (Fig. 1A), an ovarian cell line that highly
express this enzyme and LPA1 receptor (Seo et al., 2016; Kishi et al.,
2006). We also evaluated ATX secretion in these cell lines, U251 and
U87 presented a 9.43 and 7-fold increase respectively of secreted ATX
compared to SKOV3 (Fig. 1B).

LPA1 content was also augmented in U251 and U87 cells (1.73 and
1.15-fold increase, respectively) compared with SKOV3 protein content

(Fig. 1C).
The expression of ATX and LPA receptors have been reported before

for U251 and U87 cell lines at a mRNA level (Kishi et al., 2006; Lee
et al., 2008), but have not been demonstrated at a protein level, as has
been done in this work.

3.2. Low concentrations of LPA induce PKCα nuclear translocation

To evaluate the effect of LPA on PKCα activation by kinase trans-
location, first, we assessed a positive control of PKCα activation, 12-O-
Tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA). GBM cells were treated with
TPA 1μM, and after 5min of stimulation, PKCα translocation was
measured in the cell membrane, cytoplasm, and nucleus. Our results
show that PKCα is mainly located in the cytoplasm under no

Fig. 4. Temporal translocation of PKCα induced by LPA and TPA in glioblastoma cells. Translocation of PKCα with respect to time in A) U251 and B) U87 cells
treated with LPA (100 nM) and TPA (1μM). Top: PKCα (Red), Bottom: Hoechst (Blue), Merge (Purple). Representative images of 3 independent experiments.
Photographs were taken at 60x magnification. Scale bar= 100 μm. Arrowheads indicate empty nucleus, arrows indicate occupied nucleus with PKCα. Just one
arrowhead or arrow per image are shown not to saturate the pictures (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the
web version of this article).
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stimulation (Fig. 2A), but strongly translocated to the nucleus at 5min
with TPA, and not to the cell membrane in glioblastoma cells (Fig. 2B-
C).

To study if PKCα translocation induced by LPA is like the one
produced by TPA, first, we tested the effect of different LPA con-
centrations (Fig. 3). Interestingly, in U251 concentrations of 10 and
100 nM of LPA induced a significant PKCα translocation to the nucleus
compared to the control, while in U87 PKCα translocation was achieved
at 100 nM of LPA. We also evaluated the content of PKCα in the cytosol,
which showed the opposite result (Supplementary Fig. 1). Low con-
centrations of LPA diminished PKCα content in the cytosol, while
higher concentration maintained the content similar to the control in
this cell fraction. It is worth noting that 1,10, and 100μM of LPA did not
promote a PKCα translocation to the cell membrane at 5min of sti-
mulation (Supplementary Fig. 2).

3.3. LPA does not induce PKCα membrane translocation in GBM in a time-
dependent manner

PKCα is known to translocate to the cell membrane after activation.
We were interested in studying if this translocation was time-dependent
in LPA activation. Therefore, we evaluated the effect of 100 nM LPA on
PKCα translocation at 5, 15, 30, and 60min. We chose 100 nM LPA
since it elicited a similar nuclear translocation of PKCα in both cell
lines. We decided to compare LPA effect with TPA because in many
PKCα studies it is the most common activator used to understand this
kinase effects on cellular biology.

Remarkably, the effect on PKCα translocation through time differs
depending on its activator (Fig. 4). LPA induced the kinase nuclear
translocation at 5 and 15min in both cell lines, which was later re-
distributed to the cytoplasm at 30 and 60min but with no accumulation
at the cell membrane. On the other hand, TPA induced a robust
translocation of the protein to the nucleus at 5min after treatment.
However, at 15, 30 and 60min of stimulation, while some PKCα could
be detected in the nucleus, it was also redistributed to the cytoplasm
and the cell membrane. Our results show that LPA promotes a PKCα
nuclear translocation, not a membrane translocation, in glioblastoma
cell lines.

3.4. Ki16425 inhibits PKCα nuclear translocation in GBM

As already mentioned, LPA can induce its effects through several
GPCRs. To determine if the results obtained were elicited through LPA1,
we used an LPA1/LPA3 antagonist Ki16425.

To determine the optimal concentration of Ki16425 to inhibit PKCα
nuclear translocation, we evaluated the effect of the antagonist at dif-
ferent concentrations after 5min of stimulation with LPA 100 nM
(Fig. 5). We also assessed the kinase content in the cytosol at different
concentrations of the antagonist (Supplementary Fig. 3). Our results
determined that 2.5μM and 5μM of Ki16425 inhibit PKCα nuclear
translocation in glioblastoma cell lines.

We have shown that PKCα nuclear translocation occurs at 5–15min
after stimulation with LPA (Fig. 4), we decided to test the inhibition of
PKCα translocation at 15min with Ki16425 (Fig. 6). We chose to study
this signaling pathway by adding a third cell line (LN229) to see if it
will be a conserved pathway in different GBM cell lines. LN229 also
expresses ATX and LPA1 similarly to U251, but PKCα has a lower
content in comparison to U251 and U87 (Supplementary Fig. 4).

LPA3 receptor content was analyzed in all glioblastoma cell lines
since this protein has not been previously reported in these cells and
could contribute to the effects of LPA shown in this study. U251 and
U87 cell lines did not express LPA3, while LN229 expresses this receptor
as HCT116, a colon carcinoma cell line, positive to this receptor. CaCo2,
a cell line that has been reported negative to LPA3, was used as a ne-
gative control (Supplementary Fig. 5) (Leve et al., 2015).

Our results show that in U251 and U87 cell lines, LPA induces PKCα
translocation to the nucleus meanwhile Ki16425, an antagonist for
LPA1, blocks this effect. On the other hand, LN229 has PKCα distributed
in both cytosol and nucleus in control conditions, but LPA stimulation
concentrates this kinase in the nucleus and Ki16425 treatment blocks
this effect in these cells.

Moreover, we decided to quantify the translocation of PKCα to the
nucleus in U87 cells after stimulation with LPA 100 nM and/or Ki16425
2.5 μM (15min) using confocal microscopy (Fig. 7).

The results showed that LPA 100 nM after 15min induces a sig-
nificant translocation of PKCα to the nucleus compared to control and
the LPA1 receptor antagonist, Ki16425, blocks this effect even when

Fig. 5. Ki16425 at increasing concentra-
tions antagonizes LPA effect on PKCα
translocation. Cells treated with increasing
concentrations of Ki16425 inhibits PKCα
translocation to the nucleus in A) U251 and B)
U87 after 5min of LPA (100 nM) stimulation.
Upper panels: Representative Western Blot,
Bottom panel: Graphic representation, results
are expressed as the mean+ S.E.M of 3 in-
dependent experiments. Bonferroni post-test
determined statistical difference *p < 0.05
versus LPA.
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Fig. 6. LPA1 mediates LPA effect on PKCα translocation. Cells treated with Ki16425 (2.5μM) inhibits LPA (100 nM) effect on PKCα nuclear translocation at 15min
of stimulation in all glioblastoma cells lines A) U251, B) U87 and C) LN229. PKCα (Red), Hoechst (Blue), Merge (Purple). Representative images of 3 independent
experiments. Photographs were taken at 60x magnification. Scale bars: 100 μm for U251 and U87, 50 μm for LN229. Arrowheads indicate empty nucleus, arrows
indicate occupied nucleus with PKCα. Just one arrowhead or arrow per image are shown not to saturate the pictures (For interpretation of the references to colour in
this figure legend, the reader is referred to the web version of this article).
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LPA is added. These results demonstrate that nuclear translocation of
PKCα induced by LPA is mediated through its LPA1 receptor.

3.5. LPA1/PKCα inhibition decreases cell number in GBM

To confirm that PKCα translocation induced by LPA resulted in
meaningful changes in cell proliferation, we evaluate the role of LPA1

and PKCα on cell number and viability of glioblastoma cell lines. These
assays were performed in the presence of 10% of FBS as the source of
LPA, that is an abundant component of serum (Gaits et al., 1997; Li
et al., 2003).

After 24 h of treatment with Ki16425 to antagonize LPA1 receptor
activity, all cell lines showed a decrease in cell number (Fig. 8A) and
only U251 cell line showed a reduction in viability at this time

(Fig. 8B). To further study the impact of PKCα on cell number and
viability, we silenced the expression of this kinase with a siRNA in the
three cell lines, we observed that PKCα silencing decreased cell number
but not viability in U87 and LN229 cell lines (Fig. 9A and B). However,
in U251 cell line both processes were diminished (Fig. 9A and B), this
may imply that in these cells LPA1 and PKCα are relevant for pro-
liferation and survival. Both treatments in the three cell lines did not
have a synergistic or additive effect on cell number or viability (Fig. 9A
and B) suggesting that LPA1 and PKCα are in a common pathway.

3.6. LPA induces the phosphorylation of the progesterone receptor in the
residue serine 400 (S400)

Previously, our group has demonstrated that PKCα phosphorylates

Fig. 7. Nuclear PKCα quantification. A) Representative images of confocal microscopy of U87 cells stimulated with LPA 100 nM and/or Ki16425 2.5 μM. B)
Graphic representation, results are expressed as the mean+ S.E.M of 3 independent experiments, 150 nuclei cells were quantified per treatment. Bonferroni post-test
determined statistical difference *p < 0.05 versus control, LPA+Ki16425 and Ki16425. Photographs were taken at 20x magnification with a 3.62 zoom in a Nikon
A1R+ STORM confocal microscope. Scale bar= 100 μm.
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progesterone receptor (PR) at S400 (González-Arenas et al., 2015). The
phosphorylation of PR on this residue induced an increase in pro-
liferation, migration, and invasion in glioblastoma cells in vitro
(González-Arenas et al., 2015; Marquina-Sánchez et al., 2016) sug-
gesting a significant role of PKCα signaling in the nucleus by the acti-
vation of a nuclear receptor as PR that contributes to tumor develop-
ment (González-Arenas et al., 2015; Lee et al., 2008). To assess if LPA1

activation would induce PR phosphorylation S400 as a target of PKCα,
we stimulated U87 and U251 cells with LPA 100 nM for 5, 15, 30 and
60min using TPA as a positive activator of PKCα (Fig. 10A) and
Ki16425 to antagonize LPA1 activity (Fig. 10B).

We observed that LPA increased PR phosphorylation at serine 400
in both cell lines at 15min (Fig. 10A). Interestingly, PKC activation
with TPA induced PR phosphorylation from 5 to 30min in U87 cells
and until 60min in U251 (Fig. 10A). Ki16425 blocked the phosphor-
ylation induced by LPA at 15min, while the treatment with only this
LPA1 receptor antagonist caused a decrease in PR basal phosphorylation
that was significant compared to the control (Fig. 10B).

4. Discussion

In this work, we studied three glioblastoma cell lines to analyze
PKCα activation through LPA1. Firstly we evaluated the content of the
enzyme that produces LPA, ATX (Perrakis and Moolenaar, 2014), we
observed that all cell lines have a high content of this enzyme and re-
lease it to the culture media, suggesting an augmented LPA production
that could contribute to LPA1 activation. Next, we determined that LPA
at low concentrations (10 and 100 nM) induced nuclear translocation of
PKCα in U251 and U87 cell lines, meanwhile at high concentrations
such as 1, 10 and 100μM no effect was seen. A similar effect of this
lysophospholipid has been observed in migration of GBM cell lines,
where 100 nM and 1μM of LPA induced higher migration compared to
10 and 100μM (Kishi et al., 2006). These results may be explained by

the critical micelle concentration (CMC) of LPA; in pure water, LPA has
a CMC of 0.346mM, but at higher concentrations of salt, the CMC
decreases dramatically to 0.06mM (Li et al., 2004). It is essential to
take this into account since the culture medium has abundant salts and
phosphates that could reduce CMC to lower concentrations resulting in
no effect of 1, 10 and 100μM of LPA, probably due to micelle formation.

We demonstrated that LPA induces in a time-dependent manner
PKCα translocation to the cell membrane in three GBM cell lines. LPA
induced PKCα nuclear translocation from 5 to 15min after stimulation
that finally redistributed to the cytoplasm from 30 to 60min.
Additionally, we observed that PKCα nuclear translocation is mediated
through LPA1 in U251 and U87 cells, since they did not contain LPA3,

and treatment with Ki16425 (the antagonist of LPA1) blocked the nu-
clear translocation of PKCα. Although LN229 expresses LPA3, it shows a
similar pattern of nuclear translocation of the enzyme after LPA and
LPA+Ki16425 treatments. Moreover, in this study, we used LPA 18:1
species, which preferentially activate LPA1, while LPA3 is activated by
2-acyl-LPA (Valdés-Rives and González-Arenas, 2017). However, we
can’t dismiss a possible additive effect of LPA1 and LPA3 in this cell line.

The effect of blocking LPA1 activation through Ki16425 for 24 h
showed a similar reduction in the number of the three GBM cell lines at
2.5 and 5 μM. This leads us to hypothesize that despite the expression of
LPA3 in LN229, LPA1 may induce the main pathway through which cell
number is regulated since the three cell lines decreased cell number in
20% after Ki16425 treatment. Interestingly, when PKCα was silenced in
U251, U87 and LN229 there was no additive or synergistic effect with
Ki16425. These data suggest that LPA1 could induce cell number pre-
ferentially through PKCα activation. It is worth noting that the absence
of PKCα in LN229 reduced cell number in 50% compared to control,
while U251 and U87 decreased it in 30%. This could be due to the lesser
content of PKCα in this cell line compared to U251 and U87 but a
higher dependency on this kinase for proliferation.

On the other hand, cell viability was not affected in U87 and LN229

Fig. 8. LPA1 inhibition decreased cell number in GBM cell lines. Cell number (A) and cell viability (B) in U251, U87, and LN229 were evaluated after 24 h of
treatment with Ki16425 2.5 or 5 μM. Graphics represent the mean+ S.E.M of 3 independent experiments by triplicate. Bonferroni post-test determined statistical
difference *p < 0.05 versus control, and DMSO.
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with Ki16425 and/or silencing of PKCα, while in U251 both treatments
decreased this process. This leads us to suggest that there is a difference
in how these cells regulate cell number. In U251 cell death may in-
crease after blocking LPA1 and/or PKCα, whereas in U87 and LN229
there may be a cytostatic effect. Diverse mechanisms could be involved
in regulating cell number since differences between GBM cell lines have
been documented. Differentially expressed proteins between the U251
and U87 cells are associated with regulation of nicotinamide nucleotide
metabolism, RNA splicing, glycolysis, and purine metabolism pathways
(Li et al., 2016). In this regard participation of PKCs in the splicing
regulation of proapoptotic genes has been observed in different cell
lines (Revil et al., 2007); inhibition of these enzymes induce the alter-
native splicing of Bcl-x to generate the proapoptotic Bcl-XS protein.
However further investigation is needed to establish the mechanisms
that regulate cell number and viability in U251, U87, and LN229 cells.

PKCs have been reported to target several proteins within the nu-
cleus including histones, lamin, DNA topoisomerase, PARP, CREB, p53,
GAP-43, Vitamin D3 receptor and PR among others (González-Arenas
et al., 2015; Martelli et al., 2006; Trubiani et al., 2016). Our previous
work in GBM cells reported that PKCα activation increased PR

phosphorylation. This modification induced the receptor transcriptional
activity that resulted in an increase of progesterone-induced blocking
factor (PIBF) expression (Marquina-Sánchez et al., 2016), a known PR
target gene, that induces glioblastoma cell proliferation (González-
Arenas et al., 2015). Other genes involved in cell proliferation as EGFR
and VEGF are also upregulated by PR activation in a glioblastoma cell
line (Hernández-Hernández et al., 2012).

In this work, we determined that LPA1 activation induce PR phos-
phorylation. The highest PR phosphorylation in U251 and U87 cells
correlated with the time at which PKCα translocated to the nucleus
after LPA1 activation. Interestingly, TPA and LPA induced a different
pattern of PR phosphorylation; TPA induced more sustained phos-
phorylation, while LPA only at 5 and 15min in U251 and 15min in
U87. These differences could be due to the activation of PKCα; TPA
induces a strong activation of PKCs without regulatory feedback (Lu
et al., 1998). On the other hand, LPA induces a signaling cascade that
mediates LPA1, LPA2 and LPA3 homologous desensitization (Alcántara-
Hernández et al., 2015) that could decrease PKCα activation and the
subsequent PR phosphorylation. However, further studies are needed to
establish if PR phosphorylation on S400 is due to PKCα that has been

Fig. 9. LPA1 and PKCα inhibition reduce the cell number in GBM cell lines. A) (upper panel) U251, U87, and LN229 cells were transfected with a siRNA for
PKCα; Control: intact cells; Mock: cells treated only with transfection reagent without siRNA; Scramble: cells transfected with an aleatory RNA sequence.
Representative Western blots for PKCα from cells lysed at 72 h after siRNA transfection (silencing) are shown. Cell number (lower panel A) and cell viability (B) were
evaluated after PKCα silencing or PKCα silencing+ 24 h of Ki16425 treatment. Cell cultures with mock, scramble, siRNA PKCα, and siRNA PKCα + Ki16425 were
harvested at 96 h after siRNA transfection. Graphics represent the mean+ S.E.M of 3 independent experiments by triplicate. Bonferroni post-test determined
statistical difference *p < 0.05 versus control, mock and scramble.
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activated by LPA1.
It is important to note the differences between PKCα translocation

induced by TPA or LPA, as there may be mistaken conclusions about
this kinase activation in physiological or pathological conditions.
Additionally, the study of LPA signaling cascades in GBM is an inter-
esting topic since it could point to different targets for therapy in this
lethal cancer.

5. Conclusions

GBM tumors are highly heterogeneous, therefore finding common
pathways among the different subtypes is essential. Recent studies show
that LPA might be relevant for GBM biology. In three GBM cell lines,
LPA induced PKCα activation through LPA1, which led to kinase nu-
clear translocation that impacts on cell number and viability. Further
studies are needed to elucidate LPA1/PKCα relevance in GBM growth
that could lead to new therapeutic targets.
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Glioblastomamultiforme (GBM) is the most hostile type of brain cancer. Its aggressiveness is due to increased invasion, migration,
proliferation, angiogenesis, and a decreased apoptosis. In this review, we discuss the role of key regulators of apoptosis in GBM and
glioblastoma stem cells. Given their importance in the etiology and pathogenesis of GBM, these signaling molecules may represent
potential therapeutic targets.

1. Introduction

The most frequent and aggressive human brain tumor is
glioblastomamultiforme (GBM), which is a glial cell-derived
tumor (glioma) with high malignant potential that has a
tendency to invade the surrounding tissue [1]. These tumors
arise either from glioma altered cells that facilitate tumor
initiation and progression or from glioblastoma stem cells
(GSCs) that possess the ability to self-renew and initiate
tumor formation [2].

GBM originates anywhere in the brain but is mainly
located in the cerebral cortex, appearing more frequently
in adults between 40 and 60 years old [1]. GBM represent
the maximal progression stage of astrocytomas, which are
classified according to their histopathological and molecular
features into four grades (I–IV). The survival of patients
is inversely related to tumor grade [1]. GBM patients have
a median survival of just 4.6 months. In optimally treated
patients, the median survival increases to 14 months with a

26% two-year survival rate [3, 4]. The classical chemothera-
peutic drug used in the treatment of this kind of tumors is
Temozolomide, an agent that alkylates DNA at the N-7 or O-
6 positions of guanine residues; therefore, it triggers cell death
[5].

GBM can arise de novo (primary GBM) or transform
from a lower grade astrocytoma (secondary GBM); thus
each is characterized by distinct genetic events. GBM de
novo frequently has EGFR amplification (34%) and PTEN
loss/mutations (24%), while secondary GBM is characterized
byTP53mutations (65%) and IDH1mutations (70%). Despite
these differences, both tumors have the same histopatho-
logical features [6–8]. Nevertheless, primary GBM are more
aggressive and less responsive to treatment compared to
secondary ones.

2. GBM Intertumor Heterogeneity

A catalog of genomic abnormalities of GBM has been
reported through the Cancer Genome Atlas [9], which
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allowed Verhaak’s group to classify GBM into four sub-
types: classical, mesenchymal, proneural, and neural [10].
The classical subtype has EGFR amplification and loss of
TP53 and CDKN2A. It also harbors an EGFRvIII mutation
constitutively active due to the deletion of exons 2–7 of
the EGFR gene. This subtype presents Nestin overexpression
and has activated the Notch and SHH pathways [10]. The
mesenchymal subtype is associated with poor overall survival
and contains NF1 mutations and loss of IDH1, PIK3R1, and
PDGFRA. It presents overexpression ofMET andCHI3L1 and
activation of the NF𝜅B pathway [10].

The proneural subgroup has augmented frequency of
mutations in IDH1 and TP53 and amplifications of PDGFRA
and PIK3CA/PIK3R1. This group has the highest percentage
of younger patients [10]. The neural subtype has elevated
levels of neural markers such as NEFL, but it has no unique
distinguishing alterations from other classes, although ele-
vated rates of EGFR, TP53, and PTENmutations are observed
[10].

To date, the differences on apoptotic pathways between
GBM subtypes have not been clarified. The identification
of the mechanisms leading to decreased apoptosis in each
subtype might lead to better therapies in the future. For
example, the proneural subtype could be dependent on the
PI3K/AKT pathway for survival, whereas the mesenchymal
subtype could be dependent on the TNF/NF𝜅B pathway.
Thus, epidemiological, molecular, and pharmacological stud-
ies are required to identify the best therapeutic strategies for
each GBM subtype.

3. Signals Regulating Apoptosis in GBM

Apoptosis is an essential mechanism by which the home-
ostatic balance between cell proliferation and cell death is
maintained [24, 25]. In apoptosis, cells activate a molecular
pathway that leads them to die in case they become damaged
and the cell mechanism fails to repair it. This process can be
achieved through the activation of two molecular pathways,
the extrinsic and the intrinsic pathway. Both pathways lead to
the proteolytic activation caspases [24, 25]. These proteases
induce cell changes that include chromatin condensation,
DNA fragmentation, membrane blebbing, and cell shrinkage
[24, 25]. The extrinsic pathway is triggered from outside
the cell by proapoptotic ligands that activate cell surface
death receptors. After binding to them, the formation of a
death-inducing signaling complex (DISC) is induced. This
protein complex activates procaspase-8 and procaspase-10
and, eventually, caspase-3 to execute apoptosis [24, 25]. The
intrinsic pathway is activated from inside the cell by severe
cell stress, such as DNA damage. The latter promotes mito-
chondrial outer membrane permeabilization and activation
of BH3-only proapoptotic B-cell lymphoma 2 (BCL-2) family
proteins.This allows the release of proapoptotic proteins, like
cytochrome c and second mitochondria-derived activator
of caspase (Smac) from the mitochondria into the cytosol.
Cytochrome c forms a complex with apoptotic protease-
activating factor-1 (Apaf-1) known as the apoptosome to
activate caspase-9.This caspase, in turn, activates the effector

caspase-3, caspase-6, and caspase-7, which in turn executes
apoptosis [24, 25].

GMB cells show intrinsic deregulation in apoptotic cell
death. Furthermore, antitumor drugs and radiotherapy affect
the pathways that control apoptosis in GBM cells, activating
prosurvivalmechanisms thatmake the treatments ineffective.
Thus, research into the possible enhancement of apoptosis of
GBM is a primary goal in the development of new and more
effective treatments. In the present review, we summarize the
role of apoptosis-controlling intracellular pathways in GBM
cells (Figure 1) and discuss their importance as therapeutic
targets. Finally, we highlight the differences in apoptosis
signaling in the subpopulation of GSCs.

3.1. PI3K/AKT/mTORPathway Inhibits GBMApoptosis. PI3K
is a kinase that plays a central role in signaling pathways con-
trolling cell survival, proliferation,motility, angiogenesis, and
apoptosis [25–27].The activation of PI3K through its cognate
cell surface receptors, such as growth factor receptors, phos-
phorylates the plasma membrane lipid phosphatidylinositol-
4,5-biphosphate (PIP2) producing the second messenger
phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PIP3). PIP3 induces
the accumulation of signaling proteins such as AKT and
the phosphoinositide-dependent kinase 1 (PDK1) by direct
binding. Association with PIP3 at the cell membrane results
in AKT phosphorylation by induced-proximity to PDK1 [26].
After its activation, AKT regulates downstream targets like
GSK-3𝛽, Bad, and mTOR complex to name a few [26, 28].

It has been reported that PI3K/AKT signaling is probably
deregulated in 80% of all GBM. The latter is estimated
because the majority of tumors have overexpression of
EGFRvIII variant and loss of PTEN (see Section 3.2) [10,
29]. Furthermore, there is a direct correlation between AKT
activation and the histopathological grade of glioma with
84% of GBM positive to phosphorylated AKT (pAKT),
whereas it is scarcely detected in healthy tissue [30]. AKT is
the intermediary of PI3K-dependent cell survival responses
since its absence abrogates these effects.

In GBM, pAKT induces overexpression of MDM2 pro-
tooncogene, which is an important negative regulator of p53
[31–33] and inhibits the apoptosis-inducing protein Bad that
is inactive when phosphorylated [34]. Moreover, AKT can
indirectly activate mTOR, which is a protein kinase critical
for cell proliferation deregulated in GBM [11, 35]. mTOR acts
as both a downstream effector and an upstream regulator and
its signaling is carried out by two protein complexes known
as mTORC1 and mTORC2. mTORC1 regulates cell growth,
while mTORC2 phosphorylates AKT at Ser-473 and then
further takes part in cell survival, metabolism, proliferation,
and cytoskeletal organization [11, 36].

The impact of PI3K/AKT/mTOR pathway in cell survival
suggests that its inhibition may lead to increase apoptosis
and to be of therapeutic value in GBM [35]. Additionally,
its inhibition could increase the cytotoxic potential of the
glioma-associated microglia because it polarizes microglial
cells towards theM1 phenotype, with cytotoxic activities, and
prevents the induction of theM2 that promotes tumor growth
[36].
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Figure 1:Apoptotic Pathways in Glioblastoma. (A)The activation of PI3K ensues by the binding of a ligand to a receptor tyrosine kinase (RTK).
The RTK activation by phosphorylation of its intracellular domain activates the catalytic subunit of PI3K; this results in the generation of PIP3
from PIP2. PIP3 activates PDK1 which in turn phosphorylates AKT. AKT phosphorylates many downstream targets, including I𝜅B to induce
NF𝜅B activation and mTORC2 and MDM2 to induce cell survival. PTEN antagonizes the PI3K pathway by dephosphorylating the second
messenger PIP3 to PIP2. (B) TNF-𝛼 is a potent activator of NF𝜅B, which binds to its receptor (TNFR1) enabling the degradation of I𝜅B, by
the IKK complex. This allows the translocation of NF𝜅B to the nucleus where it regulates the expression of its target genes such as IAPs,
which can directly bind and inhibit caspase-3, caspase-7, and caspase-9. (C) A variety of death stimuli can induce the release of cytochrome C
from the mitochondria and trigger the formation of the apoptosome with subsequent caspase cascade activation leading to apoptosis. BCL-2
controls the mitochondrial membrane permeability and can inhibit this process, whereas BAX stimulates it. BAX is activated by p53 but p53
is negatively regulated by MDM2. Smac is located within the mitochondrial intermembrane space and enters the cytosol when cells undergo
apoptosis to inhibit IAPs. Blue arrows denote overexpression and red arrows denote loss of function.

Several dual inhibitors targeting PI3K and mTOR have
been developed (Table 1). For example, PI-103 and NVP-
BEZ235 induce growth blockage and autophagy induction
better than does the mTORC1 inhibitor rapamycin, by block-
ing the phosphorylation of AKT and mTORC1 target 4EBP1
[11, 35]. However, temsirolimus, a small-molecule inhibitor of
mTOR, displays a limited clinical efficacy, since only a subset
of patients with high levels of phosphorylated p70s6 kinase
in tumor samples were more likely to benefit from treatment.
Temsirolimus increased 2.3 months the median survival of
GBM patients [14].

At the moment, targeted therapy towards PI3K/AKT/
mTOR pathway has not achieved satisfactory results. For

further studies, it is important to analyze the reason why
some treatments are more beneficial than others taking the
following into consideration as possible limiting factors: the
number of targets they have, the capacity to cross the blood
brain barrier and to reach an optimal concentration in the
tumor microenvironment, heterogeneity of GBM, and the
activation of alternative signaling pathways.

3.2. PTEN Loss in GBM Apoptosis. PTEN is a tumor sup-
pressor gene that antagonizes the PI3K/AKT/mTOR pathway
by functioning as a lipid phosphatase. PTEN acts on the
lipid signaling intermediate PIP3 to convert it into PIP2,
thereby preventing the activation of AKT [37]. PTEN is a
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Table 1: Summary of drugs targeting apoptotic pathways in GBM.

Drug Target Mechanism of action STAGE∗ ID
(https://clinicaltrials.gov) Reference

PI-103 AKT &
mTORC1

Prevents
phosphorylation of
AKT and 4EBP1

PC [11]

BKM120 PI3K Direct inhibition of
PI3K Ph I NCT01339052 [12]

NVP-BEZ235 PI3K and mTOR
ATP-competitive

inhibitor of PI3K and
mTOR

Ph II NCT02430363 [13]

Temsirolimus mTOR Direct inhibition of
mTOR Ph II NCT00016328 [14]

Bortezomib I𝜅B complex
Proteasome inhibitor

that blocks I𝜅B
degradation

Ph II NCT00998010 [15]

BAY 11-7082 I𝜅K
Inhibits I𝜅K and
prevents NF𝜅B

nuclear translocation
PC [16]

DHMEQ NF𝜅B Inhibits NF𝜅B DNA
binding PC [17]

ABT-737 BCL-2 Direct biding and
inhibition of BCL-2 PC [18]

AT-101
BCL-2, BCL-XL,

MCL-1 &
BCL-W

BH3 mimetic and
BCL-2 family
inhibitor

Ph II NCT00540722 [19]

ABT-263/GX15-
070 BCL-2 & MCL-1

Direct biding and
inhibition of BCL-2

and MCL-1
PC [20]

LBW242/BV6
XIAP,

c-IAP1, &
c-IAP2

Smac mimetic PC [21–23]

∗PC: preclinical; Ph I: phase 1 clinical trial; Ph II: phase 2 clinical trial.

unique phosphatase; there are no PTEN-related proteins that
compensate for its loss of function. It has been reported
that PTEN is inactivated in GBM. Mutations in PTEN have
been associated with the malignant evolution of astrocytic
tumors since they are most frequently found in GBM and
rarely in lower grades [38, 39]. PTEN mRNA levels are
much lower in glioma tissue compared with benign brain
tumors and tumor-adjacent normal tissues [40]. The lack
of PTEN function is associated with poor survival rather
than with tumor initiation in anaplastic astrocytoma and
GBM [41]. There is extensive evidence suggesting that the
loss of PTEN by mutation, methylation, or deletion leads
to a decreased apoptosis [37, 42]. The loss of PTEN is
frequent in GBM, and therefore it is difficult to target it
for therapy. Recently, a correction of PTEN mutation in
GBM cell lines was reported [43]. Using adenoassociated
virus-mediated gene edition PTEN allele was corrected in
two GBM cell lines—42MGBA and T98G. In both cases,
the edition resulted in reduced cellular proliferation in an
AKT-dependent (42MGBA) and AKT-independent (T98G)
manner [43]. Thus, genome editing technologies can be
applied to correct genetic mutations in a gain-of-function
manner [44, 45].Whether these strategies are useful for GBM

treatment in patients andwhether tumor editing is possible in
the brain remain to be clarified.

3.3. Role of NF𝜅B in GBM Apoptosis. NF𝜅B [nuclear factor
kappa B] is a transcription factor for a large group of genes
which are involved in apoptosis, cell adhesion, proliferation,
and inflammation [46]. NF𝜅B has 5 subunits: p50, p52,
p65, RelB, and c-Rel. These subunits exist in homo- or
heterodimers, the most abundant dimer being p65/p50.
NF𝜅B is sequestered in the cytoplasm by I𝜅B. This associa-
tion is rapidly interrupted by diverse signals like cytokines,
pathogens, stress signals, and radiation [47]. These signals
activate a kinase complex known as I𝜅K. I𝜅K complex is
formed of three subunits (𝛼, 𝛽, and 𝛾) which phosphorylates
and inactivates I𝜅B, which allows the nuclear translocation
of NF𝜅B and the subsequent regulation of its target genes
including those of Inhibitor of Apoptosis Proteins (IAPs) [47,
48]. Levels of activated NF𝜅B, measured by phosphorylation
of the subunits p65/p50, are much higher in GBM compared
with that of healthy tissue, and they present a positive
correlation with glioma grade [30]. Approximately 96% of
the tumors analyzed in two independent studies express
activated NF𝜅B [30, 49]. Similarly, it has been found that

https://clinicaltrials.gov
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01339052
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02430363
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00016328
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00998010
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00540722
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NF𝜅B is constitutively activated in several human-derived
glioblastoma cell lines like U251-MG, U87-MG, and U373
[30].

There are two mechanisms of NF𝜅B activation in GBM:
AKT phosphorylation of I𝜅B and TNF-𝛼/TNFR1 pathway
[30, 49–51]. Tumor necrosis factor-𝛼 (TNF-𝛼) induces the
main antiapoptotic activity of NF𝜅B through its death recep-
tors TNFR1 by suppression of caspase-8 activation [50, 52,
53]. The expression of TNFR1 is elevated in GBM compared
with the lower grade and scarcely detectable in astrocytomas
and healthy brain tissue suggesting a vital role in these tumors
[54].

Enhancement of apoptosis by targeting NF𝜅B has had
several approaches (Table 1). Bortezomib is a proteasome
inhibitor that blocks I𝜅B proteins degradation, among others.
It has been evaluated in phase 1 clinical trial either alone
or in combination with Temozolomide and radiotherapy [15,
55]. The usage of bortezomib alone showed a partial clinical
efficacy although it was not reflected on the overall survival.
The combined therapy bortezomib with Temozolomide and
radiotherapy was reported to be well tolerated and safe. Cur-
rently, a phase 2 trial is active with an overall survival of two
years for newly diagnosed GBM undergoing this therapy [15,
55]. BAY 11-7082, an I𝜅K inhibitor, effectively inhibits NF𝜅B
which leads to lower chemoresistance, improves sensitivity
to photodynamic therapy, and induces senescence [16]. To
date, no clinical trials have been reported for this inhibitor.
Dehydroxymethylepoxyquinomicin (DHMEQ) is an NF𝜅B
inhibitor undergoing preclinical testing [17], where it has
shown that inhibition of NF𝜅B activation and its nuclear
translocation lead to increased apoptosis [17, 56].

NF𝜅B influences multiple cellular processes in normal
cells. Therefore, care must be taken when blocking the
NF𝜅B pathway to minimize off-target effects and unwanted
toxicities. Dual or multitarget therapies may prove more
beneficial by targeting several regulators of this pathway,
although no studies or drugs have been reported to date.

3.4. BCL-2 in GBMApoptosis. TheB-cell lymphoma-2 (BCL-
2) is a family of proteins ranging in size from 20 to 37 kDa:
BCL-2, BCL-xL, MCL-1, BCL-w, BFL-1/A1, BCL-B, BAX,
BAK, and BOK [57].This family participates in cell death and
modulates different processes that include apoptosis (BAX,
BAK, and BID), necrosis (BAX), and autophagy inhibition
(BCL-2, BCL-xL, MCL-1, and BCL-w) [57]. The 26 kDa form
of BCL-2 protein is localized on the outer mitochondrial
membrane, nuclear envelope, and endoplasmic reticulum
[58, 59]. This protein is able to regulate the outer mitochon-
drial membrane permeability of transition pores by blocking
proapoptotic proteins like BAX and BAK.Thus, it inhibits the
release of cytochrome c from the mitochondria and prevents
the formation of the apoptosome, activation of caspases, and
eventually cell death [60]. BCL-2 protein is overexpressed
in GBM [61] and recurrent tumors [62]. In vitro studies
have shown that the use of antisense constructs or chemical
inhibitors, such as ABT-737, is capable of mitigating the
antiapoptotic effects of BCL-2 and renders the cells sensitive
to cytotoxic treatments (Table 1) [18, 63]. However, GBM has

shown resistance to ABT-737 and a similar compound ABT-
263 by upregulatingMCL-1, another antiapoptoticmember of
the BCL-2 family. The combined use of ABT-263 and GX15-
070, an inhibitor of MCL-1, has shown to effectively reverse
this resistance [20]. Preclinical studies seem promising,
especially when inhibitors are in combinationwith additional
chemotherapy agents [64]. Once the benefit of using BCL-
2 family inhibitors has been established, an obstacle to
overcome will be to evaluate if these drugs are able to cross
the blood brain barrier, since in vivo studies have only been
done with subcutaneous tumors of GBM cell lines.

3.5. Inhibitor of Apoptosis Proteins (IAPs) Role in GBM.
IAPs comprise a family of proteins which have a common
domain of 70-amino-acid baculovirus repeats (BIR domains)
in their structure. This family of proteins consists of 8
members: NAIP, XIAP, cIAP1, cIAP2, ILP2, livin, survivin,
and BRUCE [65, 66]. These proteins can inhibit apoptosis
by neutralizing active caspases, through their degradation or
by blocking caspase-3, caspase-7, and caspase-9 by binding
to their catalytically active pockets [65]. Smac is a protein
that promotes cytochrome c release and TNF-𝛼 dependent
apoptosis by direct binding and inhibition of IAPs (XIAP,
c-IAP1, and c-IAP2), at the same time inhibiting the TNF-
𝛼/TNFR antiapoptotic pathway [66].

Within the genomic alterations commonly detected in
GBM is the amplification of chromosomal band 11q22, which
contains IAP1- and IAP2-encoding genes [67, 68].Three types
of IAPs are widely expressed in glioma cell lines at both
mRNA and protein level [69].They participate in cell survival
under apoptotic stimuli. This suggests that IAPs may play
a role in the resistance of gliomas to apoptosis induced by
radio- and chemotherapy [69]. In accordance, the inhibition
of IAPs, namely, XIAP and survivin, by antisense oligos
sensitizes tumor cells to death [70, 71]. Smac mimetics (e.g.,
LBW242 and BV6) can also sensitize cancer cells to chemo-
and radiotherapy and induce regression ofmalignant gliomas
in vivo (Table 1) [21–23, 66]. LBW242, in combination with
the PDGFR kinase inhibitor AMN107, triggered apoptosis
in human GBM cells in vitro and had synergistic effects
in mouse models of GBM and primary human GBM neu-
rospheres [21]. In the same fashion, BV6 sensitizes GBM
to Temozolomide which induces caspase-8 activation and
apoptosis [22].

In vitro and in vivo data show IAPs as promising targets
in anticancer therapy, although the efficacy and tolerability
of adverse effects of these agents remain to be determined in
clinical trials.

4. Apoptosis Control in Glioblastoma
Stem Cells (GSCs)

GBM tumors present heterogeneous clonal subpopulations.
For example, up to three different molecular subtypes have
been found in the same patient, with a prevalence of mes-
enchymal subtype in males [4, 72, 73]. This clonal divergence
can be caused by the genetic instability intrinsic to cancer cells
combined with the selective pressure elicited by therapeutic
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interventions [74]. Furthermore, intratumor heterogeneity is
increased by cell plasticity, which allows glioblastoma cells to
dedifferentiate to a stem cell-like state [75].

GSCs have functional properties distinct to the rest of
glioblastoma tumor cells. They can self-renew and generate
progenitor cells, creating a hierarchy consisting of subpopu-
lations of tumorigenic and nontumorigenic cells [76]. GSCs
drive GBM growth and promote tumor recurrence and drug
resistance [77]. Thus, the presence of GSCs is associated with
aggressive tumors and higher mortality rates [77]. Accord-
ingly, the monitoring of the intratumor heterogeneity using
GSCs molecular markers in the initial surgery and surgery
for recurrent GBM may be important for the most effective
management of GBM [78]. Furthermore, GSCs have been
pointed as targets for the development of better therapies for
this kind of tumors [79].

GCSs express different molecular markers associated
with their maintenance, including pluripotency factors such
as SOX2, Nanog, and OCT4 [80, 81]. However, GSCs are
commonly identified by CD133 or CD44 expression. CD133
is a membrane glycoprotein encoded by prominine-1 gene
(PROM1). CD133 is expressed in hematopoietic stem cells,
endothelial progenitor cells, and neural stem cells [82, 83],
and it is essential for the maintenance of GSCs [80]. CD133
silencing in GSCs reduces proliferation, self-renewal, and
tumorigenic capacity. Accordingly, GBM patients with high
CD133 levels show poor clinical prognosis [84].

CD44 is a surface receptor that preferentially binds to
hyaluronic acid (HA) [85]. In cancer cells, CD44 modulates
adhesion, migration, and cell division. CD44 is expressed
in GSCs and stem cells from other tumors such as breast
and colon carcinomas and leukemias [86–88]. In brain
tumors, CD44 expression is associated with increased tumor
initiation and progression. In a mouse model of glioma,
CD44+/+ animals developed significantly more high-grade
gliomas and had shorter survival times than did CD44+/−

or CD44−/− mice [89]. Accordingly, CD44 showed higher
expression in higher-grade brain tumors [90].

Recent evidence suggests that CD133+ and CD44+ cells
represent two different populations of GSCs with different
transcriptomic signatures and cell functions. GSCs express-
ingCD133 display a proneural phenotype, while CD44+GSCs
are mesenchymal [91]. Patients with tumor CD44 expression
have more aggressive, angiogenic, and radiation-resistant
phenotypes but respond better to Temozolomide. In contrast,
patients with CD133 expression had a better response to
radiotherapy [92]. Moreover, CD133+ and CD44+ cells can
be found simultaneously in xenotransplants generated from
patients-derived glioma cells. Hypoxia induces a change from
CD44+ to CD133+, but chemotherapy switches from CD133+
to CD44+ [78]. Thus, cell plasticity allows the bidirectional
conversion between the two phenotypes in response to
environmental factors.

4.1. PI3K/AKT/mTOR Pathway Also Controls Apoptosis in
GSCs. The PI3K/AKT/mTOR signaling cascade promotes
proliferation and survival in GSCs. The evidence supporting
this idea comes mainly from the effects of inhibitors of the

pathway in GSCs. For example, the use of FC85, a dual
AKT/mTOR inhibitor, induces apoptosis both in glioblas-
toma cell lines and in GSC-enriched cultures. Furthermore,
the reactivation of p53 with an MDM2 inhibitor enhances
the apoptotic effect of FC85 in GSCs [33]. NVP-BEZ235 is an
imidazoquinoline that acts as a dual inhibitor of PI3K/mTOR,
and it is currently in phase 1 and 2 clinical trials for advanced
solid tumors and metastatic cancer (Table 1). NVP-BEZ235
inhibits proliferation and enhances radiosensitivity in a cell
line derived from CD133+ GSCs. The combination of NVP-
BEZ235 and radiation blocks cell proliferation and increases
apoptosis. Such effects correlatewith the increased expression
of the proapoptotic proteins BID, Bax, and caspase-3 as well
as with augmented radiation-induced DNA damage [13].The
PI3K pathway is also active in cancer stem cells from prostate
[93] and breast [94] tumors, highlighting the role of this
pathway in the biology of cancer stem cells.

4.2. Apoptosis Signals Specific of GSCs. GSCs are pheno-
typically and biologically different to the GMB bulk cells.
Proteins that are differentially expressed in GSCs can regulate
their survival. The examples provided below show that this
is the case but also demonstrate that GSCs are sensitive to
apoptosis-induction when these molecules are targeted.

Signal Transducer and Activator of Transcription-3
(STAT3) is a transcription factorwhose activation plays a cru-
cial role in proliferation, apoptosis-induction, and differenti-
ation of GSCs. STAT-3 knock-down reduces the percentage
of CD133+ cells and neurosphere-formation in GSC-enriched
cultures and decreases tumorigenicity in vivo [95, 96]. In
human GBM cells grown as neurospheres to increase GSC
content, pharmacological inhibition of STAT-3 dimerization
decreases the expression of pluripotency, proproliferative,
and antiapoptotic genes. The treatment reduces BCL-XL
and survivin expression, inducing caspase-3 activation and
apoptosis in GSCs [97]. Similarly, inhibition of STAT3
with the natural compound cardamonin (2,4-dihydroxy-
6-methoxychalcone) suppresses STAT3 downstream gene
expression including BCL-XL, survivin, BCL-2, Mcl-1, and
VEGF. Consequently, cardamonin inhibits proliferation and
induces apoptosis in CD133+ GSCs [98].

The Notch signaling pathway is overactivated in GBM,
particularly in those with EGFR amplification (reviewed in
[99]). The treatment of GBM neurosphere cultures with 𝛾-
secretase inhibitors to prevent Notch cleavage reduces the
number of CD133+ cells and in vitro clonogenicity, demon-
strating that the Notch pathway is important for stemness
maintenance. Blockage of the Notch pathway induces both
decreased proliferation and increased apoptosis. The latter
effect is associated with an inhibition of AKT- and STAT3-
phosphorylation and an increase in the proapoptotic cleaved
form of caspase-3 [100]. These data suggest that Notch cross-
talk with PI3K/AKT and STAT3 signaling promotes the
survival of GSCs.

Finally, the Hedgehog pathway has also been implicated
in the control of apoptosis of GSCs. Arsenic trioxide (AT)
can directly bind and inhibit GLI proteins [101, 102] which
are transcriptional effectors of the Hedgehog pathway. The
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treatment of glioblastoma neurosphere cells with AT induces
apoptosis by increasing caspase-3 cleavage. AT reduces the
expression of Hedgehog pathway target genes, such as
PTCH1, N-Myc, and GLI2, but also the expression of the
Notch pathway target genes HES1, HES5, and HEY1 and that
of the pluripotency factor SOX2 [103].These data suggest that
apoptosis-induction by AT may be caused by impairment in
multiple pathways controlling stemness.

4.3. Role of microRNAs (miRNAs) in GSC Apoptosis. At
present, studies analyzing the cellular processes regulated by
miRNAs in GSCs are scarce. However, as for other CSC,
miRNAs seem to play key roles in apoptosis, differentiation,
proliferation, migration, and invasion, as well as resistance of
GSCs. In this section, we present the linkage of miRNAs to
the signaling controlling apoptosis in GSCs (summarized in
Figure 2). This information supports the idea that miRNAs
can be potential therapeutic targets for the eradication of
GSCs, as previously proposed [76, 77].

MiR-125b is overexpressed in CD133+ GSCs and its
expression correlates with increased resistance to Temozolo-
mide [104, 105]. A reduction in the expression of miR-125b-
2 in combination with Temozolomide leads to apoptosis
in GSCs by decreasing BCL-2 expression and increasing
Bax, cytochrome c, Apaf-1, casapase-3, and poly-ADP-rybose
polymerase (PARP) proteins [104]. Furthermore, Bak1 is
a direct target of miR-125b in GSCs and its exogenous
forced expression restores Temozolomide sensitivity [105].
Similarly, in breast cancer cells, miR-125b confers resistance
to paclitaxel through suppression of Bak1 [106].

The expression of miR-21 is also increased in CD133+-
enriched neurosphere cultures. In those cells, Fas ligand
(FASL) is downregulated by miR-21; consequently, they have
increased proliferation and reduced apoptosis.The inhibition
of miR-21 increases FASL expression and induces apoptosis
[107], probably due to the FAS-mediated activation of the
caspase cascade. Similarly, miR-582-5p and miR-363 are
overexpressed in CD133+ human GSCs in comparison to
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CD133+ normal neural stem cells. In GSCs, miR-582-5p and
miR-363 target caspase-3, caspase-9, and Bim. Accordingly,
the inhibition of the microRNAs restores the expression of
targets and leads to decreased cell growth and increased
apoptosis [108].

On the other hand, the expression of miR-34a is lower
in glioma compared to normal brain tissue and in CD44+-
enriched glioma cell lines compared with nontumorigenic
neural stem cells. MiR-34a targets Rictor, a component of
the mTORC2 complex. Thus, ectopic overexpression of miR-
34a in GSCs downregulates Rictor, impairing AKT phos-
phorylation. Reduced activation of AKT, in turn, increases
the levels of glycogen synthase kinase-3𝛽 (GSK-3𝛽) and
the degradation of 𝛽-catenin. Consequently 𝛽-catenin target
genes, such as c-Myc and Cyclin D1, are downregulated
causing cell cycle arrest and apoptosis [109].

Recently, it has been reported that miR-29a expression
is reduced in CD133+ GSCs in comparison with that of
CD133− nonstem cells. MiR-29a negatively regulates the
expression of Quaking gene isoform 6 (QKI-6) by binding to
its 3-UTR. QKI-6 promotes the expression of WTAP [110],
which in turn interacts with and inhibits the activity of the
transcriptional repressorWilms Tumor protein 1 (WT1) [111].
Thus, a lower level of miR-29a in GSCs releases the WT1-
mediated repression of key prosurvival target genes, such as
EGFR [112], and promotes the activation of the PI3K pathway
[110]. Consequently, miR29a is a tumor suppressor in GMB
and its loss allows GSCs to have continuous activation of
pathways controlling both invasion and survival.

5. Conclusions

Induction of apoptosis in GBM has showed limited bene-
fits to date. However, clarification of the precise apoptotic
mechanism altered in each GBM molecular subtype can
develop subtype-specific therapies in the future. Moreover,
the development of new therapeutic strategies should con-
sider the presence of GSCs within GBM tumors. GSCs
and nonstem GBM cells show common characteristics but
also substantial differences. For example, PI3K/AKT/mTOR
pathway is deregulated in both subpopulations but the impact
of stemness-related pathways or miRNAs in GSCs apoptosis
is quite unique.

Thus, in order to increase overall survival of GMB
patients, we still require basic and clinical research that
focuses on the apoptosis signaling pathways. We foresee that
such investigations will uncover new targets for therapeutic
intervention.
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Lysophosphatidic acid (LPA) is a ubiquitous lysophospholipid and one of the main membrane-derived lipid signaling molecules.
LPA acts as an autocrine/paracrine messenger through at least six G protein-coupled receptors (GPCRs), known as LPA1–6, to
induce various cellular processes including wound healing, differentiation, proliferation, migration, and survival. LPA receptors
and autotaxin (ATX), a secreted phosphodiesterase that produces this phospholipid, are overexpressed in many cancers and
impact several features of the disease, including cancer-related inflammation, development, and progression. Many ongoing
studies aim to understand ATX-LPA axis signaling in cancer and its potential as a therapeutic target. In this review, we discuss
the evidence linking LPA signaling to cancer-related inflammation and its impact on cancer progression.

1. Introduction

Lysophosphatidic acid (LPA) consists of an acyl chain at
the sn-1 (or sn-2) position of a glycerol backbone and a
phosphate head group. It is the smallest (molecular weight:
430–480Da) and the simplest bioactive glycerophospholipid
derived from membrane phospholipids [1, 2]. Nevertheless,
it is involved in a wide range of activities, from phospholipid
synthesis to a number of physiological responses as a lipid
mediator [3]. LPA activates at least six G-coupled protein
receptors (LPA1–6) stimulating different signaling pathways
through heterotrimeric G proteins such as Gi/0, G12/13,
Gq/11, and Gs. The outcome of LPA signaling is dependent
on cellular context and impacts on biological processes
such as wound healing, differentiation, neurogenesis, and
survival, to name a few [4]. Due to its small structure,
LPA is water soluble and concentrations> 5μM have been
reported in serum; concentrations< 1μM have been found
in other biofluids such as plasma, saliva, follicular fluid,
cerebrospinal fluid, and malignant effusions [5–7]. It is
known that ATX-LPA signaling increases during wound
healing, and both are produced and detected in blister

fluids, where they mediate platelet aggregation and skin
reepithelization [8]. During this process, ATX-LPA signaling
induces production of proinflammatory cytokines. There-
fore, aberrant activation of this axis promotes an inappropri-
ate immune response that leads to a proinflammatory state in
pathologies like cancer [9].

2. Lysophosphatidic Acid Synthesis
and Metabolism

LPA is a membrane-derived lysophospholipid from phos-
phatidylcholine (PC), phosphatidylserine (PS), and phospha-
tidylethanolamine (PE) [7]. Therefore, several species can be
found, differing only in the length and saturation of the acyl
or alkyl fatty acid chain [7, 10]. The most abundant plasma
LPA species are 18:2> 18:1≥ 18:0> 16:0> 20:4 with an acyl
group [11, 12]. Although acyl-LPA 18:2 is the most numer-
ous species, acyl-LPA 18:1 is the most frequently used in
current research [13].

There are two major pathways for LPA production
(Figure 1(a)). The main pathway is the cleavage of membrane
phospholipids into lysophospholipids by the removal of a
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fatty acid chain by phospholipase A (PLA1 or PLA2). Subse-
quently, ATX cleaves the head group (choline, ethanolamine,
or serine) on the lysophospholipids and turns them into LPA
[14]. ATX (also known as ENPP2) is a 125 kDa-secreted

enzyme from the family of ectonucleotide pyrophosphatases/
phosphodiesterases (reviewed by [15]) located on Chr8q24
[16]. Among the seven members of this family, ATX is a
unique enzyme that shows lysophospholipase D activity
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Figure 1: LPA production, metabolism, and signaling. (a) LPA species are derived from membrane phospholipids. PLA removes a fatty acid
chain from PC, PE, or PS converting them into lysophospholipids. Afterwards, ATX removes the head group from LPC< LPE< LPS and
produces LPA. LPC can derive from cell membrane or circulating LPC bound to albumin. LPA can also be produced intracellularly by
cPLA2 from LPC producing LPA and arachidonic acid. On the other hand, PLD can remove the head group from membrane
phospholipids and produce PA. Then, sPLA2 removes a fatty acid chain producing LPA. Two enzymes metabolize LPA, LPP1 in the outer
leaflet of the membrane hydrolyzes LPA into MAG, and LPAAT transfers an acyl chain to LPA in the inner leaflet of the membrane
producing PA. (b) LPA signals through at least six GPCRS (LPA1–6) that couple to different Gα proteins to elicit activation of Rho, PLC,
Ras, PI3K, and adenylyl cyclase (AC) and mediate diverse processes that are cell and context dependent. This figure is reproduced from
Blaho and Hla [29] (under the Creative Commons Attribution License/public domain).
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[17, 18]. This enzyme produces most of the extracellular
LPA. Enpp2+/− mice and inhibitors targeting ATX decrease
LPA plasma concentration by >50% [19–22]. ATX generates
LPA from plasma membrane phospholipids and from circu-
lating lysophosphatidylcholine (LPC) bound to albumin
[23]. ATX is essential for development since Enpp2−/− is
lethal at embryonic day 9.5–10.5, with marked vascular and
neural tube defects [20, 21]. ATX is also important in adipo-
genesis since it is upregulated during preadipocyte differen-
tiation to adipocytes and secreted into circulation by the
adipose tissue [24].

A second, less common, route of LPA production is the
cleavage of phospholipids into phosphatidic acid (PA) by
phospholipase D (PLD) at the cell surface. PA is then hydro-
lyzed in the outer leaflet of the plasma membrane by secreted
PLA2 (sPLA2) releasing LPA to the microenvironment [15].

LPA turns over with a half-life of about 3min in the
circulation [25]. Therefore, its main effects are autocrine
and paracrine when bound to albumin [10]. LPA turnover
is regulated by ATX activity and LPA degradation by lipid
phosphate phosphohydrolase type 1 (LPP1) which hydrolyze
LPA into monoacylglycerol (MAG) in the outer leaflet of the
cell membrane [26, 27] and LPA-acyltransferase (LPAAT),
which transfer an acyl chain to LPA converting it into PA
in the inner leaflet of the cell membrane [10]. Recently, a
negative feedback loop has been described for the ATX-
LPA axis [28]; in this mechanism, LPA signaling through
its receptor LPA1/3 induces downregulation of ATX mRNA.
Similarly, low levels of circulating LPA increase ATXmRNA,
particularly in the adipose tissue of female Balb/c mice [28].

3. LPA Receptors

As previously mentioned, LPA signals through at least six G
protein-coupled receptors LPA1–6 (Figure 1(b)): gene names
are LPAR1-LPAR6 (human) and Lpar1-Lpar6 (mouse)
[30, 31]. All LPA receptors are rhodopsin-like, with seven
transmembrane domain receptors that range from 39 to
42 kDa and differ in their tissue distribution and downstream
effectors [7]. According to their homology, there are two LPA
receptor families: the endothelial differentiation gene (EDG)
family and the non-EDG family [32, 33]. In addition to
homology, they differ in their activation by different LPA
species (Figure 2). Although acyl-LPA 18:2 is the most
abundant species, the EDG family is more potently stimu-
lated by acyl-LPA (LPA1/2), and LPA3 preferentially bounds
to 2-acyl-LPA. The non-EGD family member LPA5 is
more potently stimulated by alkyl-LPA and LPA6 by 2-
acyl-LPA, specifically [33]. These differences show that a
wide range of physiological effects is modulated through
these receptors and LPA species in a context and cell
type-dependent manner.

3.1. Endothelial Differentiation Gene Family. In 1996, LPA1
was the first receptor to be identified and it is the best studied
to date. Hecht et al. [35] described a neuroblast cell line over-
expressing the ventricular zone gene-1 receptor (Vgz-1), to
which LPA binds specifically to induce cell rounding and
activation of Gαi. Also known as EDG-2, Vgz-1 was later

renamed LPA1. Right after its discovery, two other orphan
receptors, LPA2 and LPA3, were identified based on their
homology to LPA1 [36–38].

LPA1 is a 41 kDa protein of 364 amino acids located in
Chr9q31.3 and consists of at least 5 exons [30, 31]. This
receptor couples with and activates 3 types of G protein,
Gαi/0, Gαq/11, and Gα12/13, which initiate downstream signal-
ing through PI3K/AKT, Rho, MAPK, and PLC (Figure 1(b)).
These pathways are involved in several cellular processes,
including cell proliferation and survival, adhesion, migration,
AC inhibition, and Ca2+ mobilization [31, 39]. It is widely
expressed in most tissues such as brain, uterus, testis, lung,
small intestine, heart, stomach, kidney, spleen, thymus, and
skeletal muscle at different developmental stages with a
variable expression, particularly in the central nervous
system (CNS) [36, 39], where, during development, LPA1 is
found in the ventricular zone, superficial marginal zone,
and meninges. After birth, LPA1 expression is reduced in
the aforementioned areas and continues in oligodendrocytes,
particularly during myelination, as well as in astrocytes,
where it elicits a wide range of processes (reviewed by [40]).
Targeted deletion of Lpar1−/− showed a 50% of perinatal
lethality related to an impaired suckling behavior probably
due to defective olfaction. Surviving mice showed craniofa-
cial malformations and reduced body size [41]. Additionally,
LPA1 has been closely related to the induction of neuropathic
pain due to nerve injury via LPA1/RhoA/rock-mediated
demyelination with a subsequent loss of the structural and
functional integrity of neurons, as discussed elsewhere [42].

LPA2 receptor (EDG-4) has a ~50–60% homology to
LPA1, with an estimated mass of 39 kDa and 348 amino acids
[36]. Located on Chr19p12, it consists of 3 exons in both
humans and mice [30, 39]. LPA2 couples to the same G
proteins as LPA1 (Figure 1(b)): Gαi/0, Gαq/11, and Gα12/13
[36, 39]; therefore, it can similarly activate downstream
signaling but, unlike LPA1, can also promote migration
through the focal adhesion molecule TRIP6 [43, 44]. LPA2
activation is associated with survival and migration. Com-
pared with LPA1, its expression is more diffuse during devel-
opment, more restricted in adults, and with high expression
in leukocytes and testis in humans and in kidney, uterus,
and testis in mice [36, 39, 45]. LPA2 knockout mice are
mostly normal, suggesting a possible functional redundancy
in relation to LPA1. A Lpar1−/− and Lpar2−/− model has also
been evaluated [46]. In this model, Lpar1−/− phenotype
predominated with 50% perinatal lethality, cranial malfor-
mations, and reduced body size, but it also exhibited frontal
hematomas [46].

LPA3 receptor (EDG-7) contains 3 exons, has 353 amino
acids, and a 40 kDa-estimated mass [37, 38]. This receptor
has 52% and 48% homology with LPA1 and LPA2, respec-
tively, and is located on Chr1p22.3-p31.1 [30, 38, 39]. LPA3
couples to G proteins, Gαi/0 and Gα11/q (Figure 1(b)), and
therefore mediates downstream activation of MAPK, PLC,
and inactivation of AC [47]. It has been reported that this
receptor is more potently activated by 2-acyl-LPA with
unsaturated fatty acids [2]. In humans, LPA3 is expressed
in heart, lung, pancreas, prostate, testis, ovaries, and brain
[37]. In mice, it is expressed in testis, kidney, lung,
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intestine, and moderately, small intestine [39]. Functional
deletion of LPA3 in female mice showed delayed and
defective embryo implantation through the downregulation
of cyclooxygenase-2 (COX-2) and reduced levels of prosta-
glandins, which are essential for this process [48]. In defi-
cient LPA1–3 male mice, an independent of testosterone
signaling reduced sperm count and mating activity was
found [49]. This evidence suggests the role of LPA3 in
reproductive functions.

3.2. Nonendothelial Differentiation Gene Family. In 2003, the
first LPA receptors structurally distant from the EDG recep-
tor family were described [50]. The orphan GPCR P2Y9/
GPR23 has only 20–24% homology with LPA1–3, but it spe-
cifically binds to LPA. Its signaling promotes an increase in
intracellular Ca2+ concentration and adenylyl cyclase activity
in “LPA receptor-null” cells exogenously expressing P2Y9
[50]. Soon, LPA5 and LPA6 description followed [51–55].

LPA4 (P2Y9/GPR23) is encoded by 1 exon containing
370 amino acids with a 42 kDa mass [30, 50, 56]. Located
on ChrXq21.1, it was the first to be described that cou-
ples to four G proteins: Gαi/0, Gα11/q, Gα12/13, and Gαs
(Figure 1(b)) [57]. LPA4 signaling promotes Rho-mediated
neurite retraction and stresses fiber formation, Ca2+ mobili-
zation, and regulation of cAMP concentration [57]. In
humans, LPA4 expression is high in ovaries, moderated in
thymus and pancreas, and low in brain, heart, small intestine,
testis, prostate, colon, and spleen [13, 50]. In mice, it is
expressed in heart, ovaries, thymus, skin, and developing
brain [57, 58]. Lpar4 −/−mice showed no apparent abnormal-
ity, but there was a 30% lethality, probably due to blood vessel
defects during embryogenesis [58, 59].

LPA5 (GPR92) is a 41 kDa protein consisting of 372
amino acids coded in an intronless open reading frame
[51, 52]. This receptor is located on Chr12p13.31 and
has a 35% homology with LPA4 [51, 52]. LPA5 couples
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to G proteins, Gα11/q and Gα12/13 (Figure 1(b)), by which
Ca2+ mobilization, inositol phosphate production, neurite
retraction, and stress fiber formation are mediated [51, 52].
It has been reported that LPA5 preferentially binds to alkyl-
LPA (16:0), rather than acyl-LPA (18:1) [33]. LPA5 is found
in heart, placenta, spleen, brain, lung, and gut in humans
[51]. It is also highly expressed in the lymphocyte compart-
ment of the gastrointestinal tract and platelets [51, 60]. In
mice, it is found in the brain, heart, kidney, liver, lung,
muscle, skin, spleen, stomach, small intestine, testis, and
thymus [52]. Lpar5−/− mice have no apparent phenotypic
defects but show a reduced pain sensitivity, faster recovery
from inflammation, and reduction in social exploration
[61, 62]. They also exhibit nocturnal hyperactivity and anxi-
ety compared to Lpar5+/+mice [61]. Null mice were also pro-
tected from developing neuropathic pain by a mechanism
different from LPA1 [62].

LPA6 (P2Y5) is the most recently identified LPA receptor
and the last accepted by the IUPHAR Nomenclature
Committee in 2010 [31, 53, 54]. It is a 344-amino acid pro-
tein with an estimated mass of 39 kDa [30]. Regarding
homology with LPA4 [50], it is the closest receptor and is
located on Chr13q14 [30, 55]. LPA6 couples to Gαi/0 and
Gα12/13 (Figure 1(b)), by which a decrease in cAMP, Rho-
dependent morphological changes, Ca2+ mobilization, and
MAPK activation are mediated [53, 54]. It has also been
reported that LPA6 is preferentially activated by 2-acyl-
LPA, rather than 1-acyl-LPA [53]. This receptor has been
found in rats’ brain, heart, lung, kidney, pancreas, liver,
stomach, and small and large intestine [54]. In humans, it
has been related to hair growth since a mutation of LPAR6
was found in patients with hypotrichosis simplex, an
alopecia-causing disorder [55].

3.3. EDG and Non-EDG Receptor Effects in Cancer. Extensive
evidence demonstrate that the receptors from the EDG
family promote tumor progression in a wide variety of
cancers by enhancing proliferation, survival, migration, and
invasion [7]. Conversely, evidence shows that members from
the non-EDG family have the opposite effect.

Reconstitution of Lpar4 in mouse embryonic fibroblasts
derived from Lpar4−/− mice reduces cell motility due to an
LPA-induced decrease in Rac activation [58]. Also, LPA4
expression in colon cancer cells (DLD1 and HTC116) sup-
presses cell migration and invasion compared to null-LPA4
cells [58, 63]. Similarly, in rat sarcoma cells, overexpression
of Lpar5 significantly reduced motility and suppressed
MMP2 activation. On the other hand, Lpar5 knockdown
induced the opposite effect [64]. In B16F10 mice melanoma
cells, LPA5 reduced migration through a cAMP/PKA-
dependent pathway and induced chemorepulsion instead
of attraction via LPA [65]. Additionally, in colon cancer cells,
lines DLD1, and HCT116, LPA6 expression significantly
reduced cell growth and motility [63].

In rat lung adenocarcinoma, loss of LPA3 due to methyl-
ation of the promoter enhances tumor progression by
increasing invasion, suggesting a protective role of LPA3 in
this neoplasia [66]. By contrast, in human fibrosarcoma,
LPA4 was shown to increase cAMP levels and subsequently

activate Rac1 to induce invadopodia, a process directly corre-
lated with invasion and metastasis [67]. Additionally, in rat
lung carcinoma, LPA5 is highly expressed due to unmethyla-
tion of the promoter, and cells expressing only LPA5 showed
enhanced proliferation, migration, and invasion [68]. More-
over, hepatocellular carcinoma (HCC) cells overexpressing
LPA6 sustain an increase in tumor growth, migration, and
invasion. Moreover, LPA6 expression was associated with a
worse clinical outcome in these patients [69].

In brief, LPA receptors can have homologous and
antagonistic effects depending on the tumor. Therefore, they
should be studied in a cancer-specific context to better
evaluate their role in tumor development and progression,
as well as their potential therapeutic value.

4. Autotaxin-LPA Axis in Cancer-Related
Inflammation

Since the 19th century, an association between inflammation
and cancer was proposed [70]. Inflammatory components
are often present in most types of cancer, such as white blood
cells, tumor-associated macrophages, and proinflammatory
ILs [70, 71]. In several cases, inflammation can predispose
individuals to certain types of cancer, including cervical,
gastric, colon, hepatic, breast, lung, ovarian, prostate, and
thyroid cancer [72–81]. There is also evidence that the use
of nonsteroidal anti-inflammatory drugs can reduce the risk
of developing colon and breast cancer and reduce the related
mortality, as discussed elsewhere [82, 83].

In general, two mechanisms have been proposed to
link inflammation and cancer. In the intrinsic pathway,
genetic events promoting development initiate the expres-
sion of inflammation-related circuits leading to an inflam-
matory microenvironment. Conversely, in the extrinsic
pathway, inflammatory conditions facilitate cancer develop-
ment. In both cases, a cancer-related inflammation (CRI) is
induced and it is proposed as a tumor-enabling characteristic
and the seventh hallmark of cancer [71]. CRI enables
unlimited replicative potential, independence of growth
factors, resistance to growth inhibition, escape of cell death,
enhanced angiogenesis, tumor extravasation, and metastasis
[84]. Therefore, understanding key components of inflam-
mation is important for better therapeutics in cancer and
other diseases.

The ATX-LPA axis is involved in wound healing
response, where it induces platelet aggregation, lymphocyte
homing, cytokine production, keratinocyte migration, prolif-
eration, and differentiation under physiological conditions
[85]. When acute inflammation becomes chronic in unpaired
homeostasis, ATX-LPA signaling induces an augmented
cytokine production and lymphocyte infiltration, aggravating
the inflammation in conditions such as asthma, pulmonary
fibrosis, and rheumatoid arthritis, to name a few [86]. In a
cancer context, it also promotes cell survival, proliferation,
migration, invasion, and angiogenesis, enhancing its progres-
sion in a state similar to a “wound that never heals” [84, 87].

4.1. Lung. ATX-LPA axis has been studied in airway
inflammation where protein kinase C δ (PKCδ) mediates
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LPA-induced NFκB transcription and IL-8 secretion in
human bronchial epithelial cells (HBEpCs) [88]; LPA activa-
tion of PKCδ/NFκB and IL-8 production were inhibited by
rottlerin (a nonspecific PKCδ inhibitor) and by an overex-
pression of dominant-negative PKCδ. In vivo LPA adminis-
tration in mice leads to increased levels of a murine
homolog of IL-8 and of neutrophils in the bronchoalveolar
fluid [88]. Moreover, LPA signaling induces EGFR transacti-
vation via Lyn kinase, from Src kinase family, to promote
matrix metalloprotease (MMP) secretion as well as IL-8
[89]. Additionally, activation of the signal transducers and
activators of the transcription 3 (STAT3) in alveolar epithe-
lial cells during host defense promotes inflammation and
spontaneous lung cancer [90]. Through these signaling
cascades, a chronic inflammation is pursued and could lead
to malignant transformation. In lung cancer, inhibition of
ATX-LPA axis reduced cell migration, invasion, and vascu-
larization in a 3-D lung cancer xenograft model [91]. There
is evidence that ATX is highly expressed in poorer differenti-
ated lung carcinomas, particularly in tumor-adjacent B
lymphocytes [92] and that LPA5 may play a key role in the
progression of these carcinomas [68], while LPA3 could have
a protective role [66]. Furthermore, LPA and other phospho-
lipid levels are upregulated as a side effect of chemo- and
radiotherapy, inducing a prometastatic microenvironment
in lung cancer [93]. Interestingly, LPA did not induce prolif-
eration nor survival in these cells, but rather an increase in
motility, adhesion to bone marrow stroma, and enhanced
secretion of ATP, another potent chemokinetic factor, from
stroma cells [93]. Together, evidence suggests a significant
role of ATX-LPA axis in inflammation and lung cancer
through the increase of proinflammatory cytokines.

4.2. Breast. In breast cancer (BCa), the ATX-LPA axis
induces inflammation and tumor formation in the mammary
gland through LPA1–3 and high ATX expression, which is
produced in the adjacent mammary adipose tissue rather
than actual cancer cells [94, 95]. Individual overexpression
of each of the EDG family receptors, but especially of LPA2,
induced a high frequency of late-onset, estrogen receptor
(ER) positive, and invasive and metastatic mammary cancer
[94]. Moreover, bone metastases are frequent in BCa; ATX
expression in these tumors can control the progression of
osteolytic bone metastases in vivo through the procoagulant
activity of BCa cells that induce platelet-derived LPA [96].

ATX-LPA axis is a strong inducer of inflammatory
mediators like IL-8, IL-6, TNF-α, and growth factors such
as the vascular endothelial growth factor (VEGF) and the
granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) [95]. Some
molecules (IL-8 and VEGF) were detected earlier than
tumorigenesis in vivo [94]. Inhibition of ATX induced a two-
fold reduction in at least 20 of these inflammatory mediators
in the tumor-adjacent mammary adipose tissue-reducing
inflammation and tumorigenesis [95]. Additionally, expres-
sion of LPA1–3 increased phosphorylation of STAT3, STAT5,
NFκB and ATF2, and master inflammatory transcription
factors, in mouse mammary carcinomas [94]. Furthermore,
cytokines produced in the microenvironment (i.e., IL-6)
can activate STAT3 through its receptors inducing an

inflammatory loop [97]. Adipose tissue adjacent to breast
tumors stimulates autotaxin (ATX) secretion, which increases
tumor growth and metastasis [19]. Interestingly, radiother-
apy in adipose tissue of rats and humans increased mRNA
expression of ATX, multiple inflammatory mediators, and
LPA1–2. Such effect could promote LPA signaling and further
inflammatory signaling, which in turn could potentially
protect cancer cells from subsequent radiation therapy [98].
ATX inhibition reduced the leukocyte infiltration and tumor
growth in vivo [95]. All these evidence suggest that chronic
inflammation contributes to tumor development in BCa.
Controlling inflammation and cancer progression could be
achieved by targeting the ATX-LPA axis.

4.3. Ovary. In ovarian cancer (OC), ATX is highly expressed
and secreted by cancer cells [99]. Therefore, LPA is present at
high concentrations in the ascites fluid of OC patients com-
pared to benign and healthy controls and has been proposed
as a potential biomarker [100–102]. LPA acts as a growth fac-
tor and prevents apoptosis in OC cells by signaling through
redox-dependent activation of ERK, AKT, and NFκB signal-
ing pathways. Inhibiting ROS production blocked LPA/
NFκB signaling and cell proliferation [103]. Additionally,
LPA has been shown to upregulate the expression of human
telomerase reverse transcriptase (hTERT) and telomerase
activity in OC cell lines, through a PI3K and HIF-1α-
dependent mechanism, enabling replicative immortality
[104]. On the other hand, OC cell lines, SKOV-3, and
OVCAR3 that expressed increased LPA1–3 receptors showed
more invasiveness compared to knockdowns. Moreover, via
LPA2–3, OC cells promote production of IL-6, IL-8, and
VEGF in vitro [105] and induced urokinase plasminogen
activator (uPA) secretion in a MAPK- (p38) and PI3K-
dependent mechanism that required Src kinase for optimal
MAPK phosphorylation, enhancing OC invasion [106].

4.4. Liver. Liver cirrhosis, a terminal stage of chronic inflam-
matory and fibrotic liver diseases, and chronic hepatitis C are
distinct risk factors for hepatocellular carcinoma (HCC)
[107, 108]. Increased serum ATX activity and plasma LPA
levels have been found in patients with chronic hepatitis C
in association with a histological stage of liver fibrosis
[108]. Furthermore, in HCC, ATX is expressed in 89% of
tumor tissues, especially in those with cirrhosis or hepatitis
C, compared to 20% in normal hepatocytes [109]. Addition-
ally, in HCC cell lines, TNF-α/NFκB pathway, known to
contribute to inflammation-associated cancer, was shown to
upregulate ATX expression and LPA production. The latter
resulted in an increased cellular invasion [109]. Similarly,
LPA modulates tumor microenvironment by inducing
transdifferentiation of peritumoral fibroblasts to a CAF-like
myofibroblastic phenotype which enhances proliferation,
migration, and invasion in HCC [110]. Additionally, LPA6
mediates tumor growth and tumorigenicity by upregulating
Pim-3 protooncogene through a STAT3-dependent mecha-
nism [69]. Recently, human cirrhosis regulatory gene mod-
ules were identified through a transcriptome meta-analysis
[107]. This analysis provides an overview of a molecular
dysregulation common to a wide range of liver disease
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etiologies in which the ATX-LPA axis is a central regulator
[107]. This study marks a great breakthrough in the area
and provides a promising target for HCC chemoprevention
through this axis; mainly due to the compounds of ongoing
clinical trials on idiopathic pulmonary fibrosis and systemic
sclerosis (Table 1). If approved, they could be tested as pre-
ventive therapy in cirrhosis patients and as adjuvant therapy
in HCC [107, 111].

4.5. Colon. In human colorectal cancer (CC), expression of
LPA1 and LPA2 is increased compared to normal mucosa.
Conversely, LPA3 has a low expression in malignant tis-
sues [112]. Evidence suggests a probable role of LPA1/2
receptors in CC. Furthermore, LPA-stimulated prolifera-
tion through the MAPK pathway, as well as migration
through Rho kinase, and chemoresistance through the
PI3K/AKT pathway [113]. Inflammation is an established
risk for developing CC. Interestingly, in a colitis-associated
mice cancer model, Lpar2

−/− showed a decrease in tumor
incidence and in progression to colon adenocarcinomas by
reducing proliferation and proinflammatory factors such as
monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) and macro-
phage migration inhibitory factor (MIF) [114]. The latter
affected the infiltration of macrophages to the tumor micro-
environment [114]. Moreover, although LPA increased
tumor incidence in ApcMin/+ mice predisposed to adenomas,
in Lpar2

−/− ApcMin/+, tumor incidence was reduced by 50%
[114, 115]. In addition, the expression levels of KLF5, cyclin
D1, c-Myc, and HIF-1α were lower compared to ApcMin/+

mice, while β-catenin was primarily cytoplasmic in Lpar2
−/−

ApcMin/+ mice compared to its nuclear localization in
ApcMin/+ mice [115]. This evidence suggests an important
role of ATX-LPA axis in tumorigenesis derived from
colon chronic inflammation.

4.6. Others. Along with cancers previously described, ATX-
LPA axis and its signaling pathways have been studied in
several other carcinomas such as melanoma, where LPA
signaling suppresses antigen receptor signaling, cell activa-
tion, and proliferation in CD8 T cells that express LPA5,
inhibiting immune response [116] and promoting tumori-
genesis. In pancreatic cancer, LPA1 and LPA3 promote
proliferation, invasion through MMP2 secretion, and acti-
vation of focal adhesion kinase (FAK) and Paxillin, as well
as drug resistance [117, 118]. In glioblastoma multiforme
(GBM), an increased ATX-LPA axis has been described
to promote cell proliferation and migration through
LPA1 [119]. GBM is also characterized by high levels of
inflammatory mediators and activation of AKT and NFκB
signaling pathways, although the link between ATX-LPA
and inflammation remains to be studied [120]. In thyroid
cancer, ATX is highly expressed in papillary thyroid car-
cinomas compared with benign neoplasm [121]. ATX-
LPA axis induces at least 16 inflammatory mediators,
including IL1-β, IL6, IL8, G-CSF, and TNF-α in vivo; at
the same time, these mediators induce ATX expression
and increase LPA levels. Blocking the ATX-LPA axis
induced a reduction of inflammatory mediators, tumor
volume, and angiogenesis [121]. In renal cell carcinoma,
ATX-LPA axis is associated to chemoresistance through
LPA1. Coadministration of Ki16425, an LPA1/3 antagonist,
with sunitinib, a tyrosine kinase inhibitor, prolonged the
responsiveness of renal cell carcinoma to sunitinib in
xenograft models [122].

So far, the evidence shows that ATX-LPA signaling in
cancer is more complex than previously thought. In addition
to promoting proliferation, aggressiveness, and metastasis,
it induces an enabling inflammatory setting (Figure 3)
and contributes to the differentiation of CAFs [123],

Table 1: Targeting the ATX-LPA axis in cancer and inflammation.

Name Target Mechanism of action Phase Indication/model Reference

HA130 ATX
It binds to the active site of ATX (T210).

IC50 = 28 nM in vitro
Preclinical Melanoma [25]

PF-8380 ATX
Direct binding to ATX. Inhibits lysoPLD activity.

IC50 = 2.8 nM isolated ATX
IC50 = 101 nM in vivo

Preclinical
(i) Inflammation
(ii) Glioblastoma

[133–135]

ONO-8430506 ATX
Direct binding to ATX. Inhibits lysoPLD activity.

IC50 = 4.5 nM isolated ATX
IC50 = 4.1–11.6 nM in vivo

Preclinical
(i) Breast cancer
(ii) BCa metastasis
(iii) Thyroid cancer

[19, 28, 121, 136]

GLPG1690 ATX
Binding to the hydrophobic pocket and
hydrophobic channel of the protein.

IC50 = 131 nM in vitro
Phase II Idiopathic pulmonary fibrosis [137, 138]

BMS-986020 LPA1 Inhibits signaling by LPA1 Phase II Idiopathic pulmonary fibrosis [139, 140]

SAR100842 LPA1 LPA1 antagonist Phase II Systemic sclerosis [141]

BrP-LPA

ATX
LPA1
LPA2
LPA3
LPA4
LPA5

Direct binding to ATX. Inhibits lysoPLD activity.
IC50: 600 nM ex vivo

Direct binding and inhibition of LPA1–5

Preclinical

(i) Rheumatoid arthritis
(ii) Breast cancer
(iii) Pancreatic cancer
(iv) Glioma

[142–145]
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leukocyte infiltration [92, 116], angiogenesis [123], and
stem cell maintenance [99]; all of them are important
components of tumor microenvironment (Figure 4). Thus,
the ATX-LPA axis represents a crucial target to reduce
CRI and cancer progression.

5. Targeting Autotaxin-LPA Axis for Cancer
Therapy

LPA signaling is regulated by ATX activity, LPA receptors,
and LPA degradation by LPP1 and LPAAT [125, 126]. In
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Figure 3: ATX-LPA axis promotes cancer-related inflammation. In CRI, LPA acts on its receptors via Gαq/11, Gαi/0, and Gα12/13. Gαq/11
induces NFκB activation through PKCδ promoting TNF-α, IL-8, and IL-6 production. Gαi/0 induces the PI3K/AKT/mTOR pathway
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STAT-3 signaling pathway to further induce cytokine production. PI3K signaling promotes ROS production and activation of AKT,
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numerous cancers, ATX protein is overexpressed, leading to
increased LPA levels in the tumor microenvironment and
peripheral blood [99, 101, 127]. Cancer cells have a higher
LPA receptor content on their cell surface compared to
normal and benign cells and a downregulated expression
of LPPs [128]. Therefore, targeting LPA signaling through
these components is currently under study and constantly
reviewed [4, 127, 129–132]. In this section, we summarize
some of the drugs studied regarding ATX inhibition and
LPA receptor antagonism (Table 1).

ATX-LPA axis has been shown to induce chemoresis-
tance by upregulating antioxidant genes, multidrug-resistant
transporters (ABCC1, ABCG2, ABCC2, and ABCC3), alde-
hyde dehydrogenase 1 (ALDH1), and stem cell maintenance
[99, 136]. Additionally, ATX is among the top 40 most
upregulated genes in metastatic cancer [146]. Therefore,

inhibition of the axis has shown great results as adjuvant
therapy to enhance both chemo- and radiotherapy
in vitro and in vivo, as well as tumor growth reduction.
Additionally, as we described, CRI is an enabling setting
for tumor development. We suggest that a strategy to be
considered regarding the ATX-LPA axis in CRI should
be a multitarget approach, where both proinflammatory
cytokines and ATX-LPA are taken into consideration for
better outcomes.

Currently, drugs of ongoing clinical trials are for non-
cancer diseases; nevertheless, once approved, they could be
tested in various cancers. Meanwhile, improvement of
physiological and pathological knowledge regarding signal
transduction by this axis will lead to the development
of more specific therapeutic drugs to better target this
signaling cascade.

Tumor microenvironment

ECM

ATX
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Adipocyte

Lymphocyte B
CD8 T cell

Cancer cell Cancer stem cell

Cancer-associated
fibroblast

Platelet aggregation

Proangiogenic
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Angiogenesis
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Figure 4: ATX-LPA signaling in tumor microenvironment. ATX hydrolyzes LPC to produce LPA from circulating LPC and platelet-derived
LPC. ATX is mainly released into the tumor microenvironment by tumor-adjacent adipocytes and B lymphocytes but cancer cells and cancer
stem cells also secrete this enzyme. LPA signals through its receptors to induce proliferation and invasion in cancer cells and cancer stem
cells. LPA signaling induces angiogenesis through the recruitment of CAFS; it also reduces cytotoxic immune response via CD8 T cells.
ECM (extracellular matrix).
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6. Conclusions

The ATX-LPA signaling pathway is physiologically relevant
during development and adulthood.Dysregulation of this axis
is linked to several pathologies, including inflammation-
related conditions such as rheumatoid arthritis, fibrosis,
neuropathic pain, and cancer. In cancer, it has a major
involvement in key components of the microenvironment,
including leukocyte infiltration, angiogenesis, and decreased
immune response. Interestingly, this axis has been shown to
mediate cancer-related inflammation through diverse sig-
naling pathways, crosstalk, and positive loops. Therefore,
it enhances a proinflammatory microenvironment and, at
the same time, ATX-LPA signaling augments. Breaking
the inflammatory cycle and blocking LPA signaling and
production should provide an innovative treatment for
cancer by decreasing CRI, tumor growth, metastasis, and
resistance to cancer treatments. Recent evidence in cirrhosis
patients point to this axis as a key regulator in HCC tumor-
igenesis, providing a very interesting potential target for
cancer prevention.

As we wait for ATX-LPA inhibitors to move from
preclinical into clinical trials, further investigation is needed
regarding this complex signaling pathway to achieve more
efficient therapeutics in cancer and other ATX-LPA axis-
related pathologies.
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