
         

 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 

Maestría y Doctorado en Ciencias Bioquímicas 

 

PAPEL DE LA INTERACCIÓN ENTRE LOS RECEPTORES INTRACELULARES A 

PROGESTERONA Y LA PROTEÍNA cSRC, EN LA MIGRACIÓN E INVASIÓN DE 

CÉLULAS DE GLIOBLASTOMA HUMANO 

TESIS 

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE: 

Doctora en Ciencias 

PRESENTA: 

M. en C. Claudia Bello Alvarez 

 

TUTOR PRINCIPAL: 

Dr. Ignacio Camacho Arroyo 

Facultad de Química, UNAM 

 

MIEMBROS DEL COMITÉ TUTOR: 

Dra. Leticia Rocha Zavaleta 

Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM 

Dra. Martha Robles Flores 

Facultad de Medicina, UNAM 

 

Ciudad Universitaria, Cd. Mx., febrero 2022 

 

 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



2 
 

 

 

 



3 
 

Agradecimientos 

 

Hoy cumplo una meta que comenzó a gestarse cuando empecé mis estudios 

universitarios. Como casi siempre ocurre, este camino empezó soñando y luego 

trabajando mucho para hacerlo realidad. Puedo decir con orgullo que me siento 

satisfecha de lo logrado. Sin embargo, he tenido la dicha de contar con un grupo de 

personas que más que satisfactoria, hicieron de esta experiencia una etapa entrañable. 

No creo que este espacio sea suficiente para agradecerles, pero voy a intentarlo… 

A mi familia, especialmente a mi madre por ser siempre la luz más grande y cálida de mi 

camino, para ella no solo es mi agradecimiento también la dedicatoria de esta tesis. A 

mis tíos Annia y Raúl por su apoyo incondicional en cada momento de esta etapa, 

aconsejando sabiamente en los difíciles y celebrando con mucha alegría las victorias. 

 

A mis amigos por ser esa dosis de frescura y risas tan necesaria para alivianar la vida, 

especialmente a Angela, Carmen, Karla y Fernanda, compañeras imprescindibles de 

viajes, juegos y del placer de compartir una rica comida. 

 

A mi asesor Ignacio Camacho Arroyo, gracias por la confianza desde el primer encuentro, 

por dejarme ser y llevar a cabo mis ideas y, sobre todo, gracias por la crítica sabia y 

constructiva. 

 

A mis colegas, porque tuve la suerte de trabajar con compañeros muy talentosos, que 

me motivaron en todo momento a ser una mejor profesional. 

 

A los miembros de mi comité tutor Leticia Rocha Zavaleta y Martha Robles Flores y a los 

miembros de mi jurado Ernesto Soto Reyes Solís, Marco Antonio Velasco Velázquez, 

Elizabeth Langley McCarron, Alfonso León del Río y Edgar Ricardo Vázquez Martínez, 

por la excelente asesoría y revisión de este trabajo. 

 

Por último, pero no menos importante, a la Facultad de Química de la UNAM por 

brindarme la infraestructura para desarrollar este trabajo, a CONACyT, DGAPA (PAPIIT 



4 
 

IN217120) y al Programa de Apoyo a los Estudios del Posgrado (PAEP) por su apoyo 

económico para cursar los estudios de Doctorado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A las mujeres de mi vida, 

mi madre Odalys y mi abuela América, por ayudarme a volar muy alto. 



6 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Science is not the truth. Science is finding the truth. 

When science changes its opinion, it didn’t lie to you.  

It learned more. 



7 
 

Índice 

Resumen ............................................................................................................... 10 

Abstract ................................................................................................................. 12 

I. Introducción ........................................................................................................ 13 

II.  Antecedentes ................................................................................................... 15 

2.1. Tumores primarios del Sistema Nervioso Central .......................................... 15 

2.1.1. Características generales de los glioblastomas .......................................... 15 

2.1.2. Mecanismos de migración e invasión en los glioblastomas ........................ 19 

2.1.2.1. Complejos de adhesión focal y glioblastomas .......................................... 21 

2.2. Características generales de la P4................................................................. 23 

2.2.1. La P4 y sus receptores en los glioblastomas .............................................. 24 

2.2.2. Mecanismos de acción del receptor intracelular a progesterona (RP) ........ 24 

2.2.3. Efectos de la P4 mediados por el RP en los GB ......................................... 27 

2.3.  Las proteínas cinasas de la familia SRC ....................................................... 29 

2.3.1. Estructura, función y mecanismos de regulación de cSRC ......................... 30 

2.3.2. cSRC en el cáncer ...................................................................................... 33 

2.3.2.1. Papel de cSRC en la progresión de los GB ............................................. 34 

2.3.2.2. Interacción cSRC-RP ............................................................................... 36 

III. Planteamiento del problema ............................................................................. 38 

IV. Hipótesis .......................................................................................................... 38 

V. Objetivos ........................................................................................................... 39 

5.1 Objetivo general .............................................................................................. 39 

5.1.1 Objetivos particulares ................................................................................... 39 

VI. Metodología ..................................................................................................... 40 

6.1. Cultivo de células ........................................................................................... 40 

6.2. Tratamientos .................................................................................................. 40 

6.3. Extracción de proteínas .................................................................................. 40 

6.4. Western blot ................................................................................................... 41 

6.5. Silenciamiento de las proteínas cSRC y RP .................................................. 42 

6.6. Inmunofluorescencia ...................................................................................... 43 

6.7. Co-inmunoprecipitación .................................................................................. 44 



8 
 

6.8. Ensayos de migración e invasión ................................................................... 44 

6.9. Análisis bioinformático de la expresión de los genes PXN (Pax) y PTPN12 (PTP-

PEST) en GB ........................................................................................................ 45 

7. Análisis in sílico ................................................................................................. 46 

7.1. Análisis estadístico ......................................................................................... 46 

VII. Resultados ...................................................................................................... 47 

7.1. La P4 induce la activación de cSRC en células de GB humanos .................. 47 

7.2. La activación de cSRC por la P4 está mediada por el RP en células de GB humanos

 .............................................................................................................................. 48 

7.3. El RP y cSRC interactúan en células de GB humano .................................... 50 

7.6. Papel de cSRC en la migración de células de GB humano tratadas con P4 . 55 

7.7. Efecto de la P4 en la expresión de las MMP-2 y -9 en células de GB humanos56 

7.8. cSRC participa en la regulación de la expresión de la MMP-9 en células de GB 

humanos tratadas con P4 ..................................................................................... 58 

7.9. Papel de cSRC en la capacidad invasiva de células de GB humanos tratadas con P4

 .............................................................................................................................. 59 

VIII. Discusión ....................................................................................................... 62 

IX. Conclusiones ................................................................................................... 69 

X. Perspectivas ..................................................................................................... 70 

Referencias ........................................................................................................... 71 

XII. Anexos ............................................................................................................ 86 

12.1 Artículos en revistas indizadas ...................................................................... 86 

12.1.1 Artículos derivados del proyecto de Doctorado .......................................... 87 

• Bello-Alvarez C, Moral-Morales A Del, González-Arenas A, Camacho-Arroyo I. 

Intracellular progesterone receptor and cSRC protein working together to regulate the 

activity of proteins involved in migration and invasion of human glioblastoma cells. 

Frontiers in Endocrinology (2021) 12:640298. 12 pages. FI: 5.5. 

• Bello-Alvarez C, Camacho-Arroyo I. Impact of sex in the prevalence and 

progression of glioblastomas: the role of gonadal steroid hormones. Biology of Sex 

Differences (2021) 12(1):28. 13 pages. FI: 5.02 

12.1.2 Otras publicaciones .................................................................................. 113 



9 
 

 • Rodríguez-Lozano DC, Piña-Medina AG, Hansberg-Pastor V, Bello-Alvarez C, 

Camacho-Arroyo I. Testosterone promotes glioblastoma cell proliferation, migration, and 

invasion through androgen receptor activation. Frontiers in Endocrinology (2019) 10:16. 

9 pages FI: 5.5. 

• Vázquez-Martínez ER, Bello-Alvarez C, Hermenegildo-Molina AL, Solís-Paredes 

M, Parra- Hernández S, Cruz-Orozco O, Silvestri-Tomassoni JR, Escobar-Ponce LF, 

Hernández-López LA, Reyes-Mayoral C, et al. Expression of membrane progesterone 

receptors in eutopic and ectopic endometrium of women with endometriosis. BioMed 

Research International (2020) 2020: 2196024. 7 pages. FI: 3.4. 

• Camacho-Arroyo I, Piña-Medina AG, Bello-Alvarez C, Zamora-Sánchez CJ. “Sex 

hormones and proteins involved in brain plasticity,” in Vitamins and Hormones (Academic 

Press Inc.), (2020) 145–165. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



10 
 

 

Resumen 

Los glioblastomas (GB) son los tumores cerebrales más frecuentes y agresivos en 

adultos. Una vez que se han diagnosticado, incluso con el uso de distintas terapias, la 

sobrevida media de los pacientes no supera los 15 meses. Entre los factores 

responsables de la alta tasa de recurrencia y de su mal pronóstico están la resistencia a 

la terapia y la gran capacidad de migración e invasión de las células que componen al 

GB. En los últimos diez años se ha demostrado que la progesterona (P4) a 

concentraciones fisiológicas (10-50 nM), induce la proliferación, migración e invasión de 

las células de GB humano a través de su receptor intracelular (RP). Aunque este receptor 

es principalmente conocido por su función como factor de transcripción, también puede 

inducir efectos no genómicos. Las acciones no genómicas del RP en líneas celulares de 

cáncer de mama en parte son consecuencia de su interacción con la cinasa cSRC, la 

cual juega un papel fundamental en la progresión de los GB. Sin embargo, en el contexto 

de estos tumores, no se han investigado los mecanismos no genómicos del RP a través 

de cSRC. En este trabajo se determinó la interacción entre el RP y cSRC y sus efectos 

en células de GB humanos. Los resultados mostraron que la P4 y el R5020 (agonista 

específico del RP) activaron a la proteína cSRC, ya que ambas progestinas aumentaron 

la fosforilación de cSRC en las líneas celulares U251 y U87 derivadas de GB humanos. 

Cuando se utilizó un siRNA contra la expresión del RP, se abolió la activación de cSRC 

por la P4. Ensayos de co-inmunoprecipitación y de inmunofluorescencia mostraron que 

cSRC y el RP interactúan y colocalizan tanto en el núcleo como en la región perinuclear 

de las células. El tratamiento con P4 también promovió el aumento y la disminución de 

la fosforilación de la cinasa de adhesión focal (FAK) (Y397, Y576/Y577) y Paxilina (Pax) 

(Y118) respectivamente, componentes de señalización y anclaje en las estructuras de 

adhesión que participan en la migración e invasión de células tumorales. El efecto de la 

P4 sobre la fosforilación de FAK (Y576/Y577) se abolió con el uso de un siRNA contra la 

expresión de cSRC. La P4 incrementó la expresión de la metaloproteinasa de matriz-9 

(MMP-9) a través de cSRC. Los ensayos funcionales de migración e invasión 

demostraron que el silenciamiento de cSRC disminuyó el efecto inductor de la P4 sobre 

estos procesos. A partir de los resultados obtenidos se concluye que la P4 induce la 
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activación de la proteína cSRC a través del RP y esta activación participa en la regulación 

de la migración e invasión de células de GB humanos. 
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Abstract 

Glioblastomas (GBs) are the most frequent and aggressive brain tumors in adults. Once 

diagnosed, even with the use of different therapies, the average survival of patients does 

not exceed 15 months. Resistance to therapy and the high capacity for migration and 

invasion of the cells that make up GB are the factors responsible for the high recurrence 

rate and poor prognosis. In the last ten years, it has been demonstrated that progesterone 

(P4) at physiological concentrations (10-50 nM), induces proliferation, migration, and 

invasion of human GB cells through its intracellular receptor (PR). Although this receptor 

is mainly known for its function as a ligand-regulated transcription factor, it can also induce 

non-genomic effects. The non-genomic actions of the PR in breast cancer cell lines are 

in part a consequence of its interaction with the cSRC kinase, which plays a key role in 

the progression of GBs. However, in the context of these tumors, non-genomic 

mechanisms of PR through cSRC have not been investigated. In this work, we 

determined the interaction between PR and cSRC and its effects in human GB cells. The 

results showed that P4 and R5020 (PR-specific agonist) activated the cSRC protein, as 

both progestins increased cSRC phosphorylation in human GB-derived U251 and U87 

cell lines. When a siRNA against the PR gene was used, the activation of cSRC by P4 

was abolished. Co-immunoprecipitation and immunofluorescence assays showed that 

cSRC and PR interact and colocalize in the nucleus and the perinuclear region of cells. 

P4 treatment also promoted increased and decreased phosphorylation of focal adhesion 

kinase (FAK) (Y397, Y576/Y577) and Paxillin (Pax) (Y118) respectively, signaling and 

anchoring components in adhesion structures involved in tumor cell migration and 

invasion. The effect of P4 on FAK (Y576/Y577) phosphorylation was abolished by using 

a siRNA against cSRC. P4 induced increased expression of matrix metalloproteinase-9 

(MMP-9) through cSRC. Functional migration and invasion assays showed that cSRC 

silencing decreased the positive effect of P4 on these processes. We concluded that P4 

induces cSRC protein activation through the PR and this activation participates in the 

regulation of migration and invasion of human GB cells. 
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I. Introducción 

El Glioblastoma (GB) es el tumor cerebral primario (no derivado de metástasis), con la 

mayor incidencia y agresividad en adultos. La sobrevida promedio para estos pacientes 

es de 15 meses después del diagnóstico, solo el 25% sobrevive por dos años y alrededor 

del 5% alcanza los cinco años, pero con un gran deterioro en las funciones ejecutivas y 

cognitivas (1). Hasta el momento no existe una terapia que funcione para extender la 

sobrevida promedio por más de 15 meses. Se ha reportado que las hormonas sexuales 

como la progesterona (P4) inducen el crecimiento de los glioblastomas (GB) a través del 

receptor a progesterona (RP) (2) el cual presenta dos isoformas (RP-A y RP-B) con una 

regulación, expresión y función diferentes (3–5). En los GB, el RP-B es la isoforma 

predominante (6). Se ha demostrado que la P4 incrementa la capacidad migratoria e 

invasiva en las líneas celulares D54 y U251 (derivadas de GB humanos), efectos que 

fueron revertidos por el RU486, antagonista del RP, o por el silenciamiento en la 

expresión de este receptor (7). Asimismo, el bloqueo del RP en células U87 (derivadas 

de GB humanos) implantadas en la corteza cerebral de la rata, disminuyó la infiltración y 

el incremento del área del tumor provocado por la P4 (6).   

No todos los efectos de la P4 se deben a la conocida actividad transcripcional del RP. La 

activación de la cascada cSRC/p21ras/MAP cinasa, en células de cáncer de mama, fue 

uno de los primeros efectos no transcripcionales regulados por la P4 que se reportaron 

(9). Sin embargo, no se conocía qué mecanismo permitía al RP mediar esta activación. 

En 2001, Boonyaratanakornkit y colaboradores demostraron la presencia de un motivo 

de poliprolina en el dominio amino terminal del receptor, que es necesario para mediar 

la interacción con el dominio SH3 de varias moléculas citoplásmicas (10). Entre las 

moléculas que estos autores identificaron como activadas por los RP se encontró a 

cSRC, proteína que pertenece a la familia de las cinasas SRC (SFKs). Existen nueve 

miembros en esta familia, de los cuales cinco (FYN, cSRC, YES, LYN y LCK) son 

expresados en gliomas humanos (11). Las proteínas de la familia SFKs, tienen un papel 

fundamental en la regulación del desarrollo y progresión de los GB. La importancia sobre 

estos procesos se evaluó en un modelo de ratones transgénicos que expresan 

constitutivamente una variante mutada de cSRC (v-SRC), en los cuales se observó el 

desarrollo de tumores gliales con características moleculares y morfológicas muy 
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similares a las de un GB humano (12). En 2015, Lewis-Tuffin y colaboradores observaron 

que el tratamiento con dasatanib, un potente inhibidor de SFKs, redujo significativamente 

la migración en cinco líneas celulares derivadas de gliomas humanos en comparación 

con las que solo recibieron vehículo (13).  

Se considera que en los GB existe un grupo de células con fenotipo troncal canceroso, 

responsable de la recurrencia y la resistencia a las terapias. Uno de los marcadores que 

distingue a estas células es la glicoproteína de membrana CD133. En células CD133+ 

de GB, se observó que la inactivación de FYN y cSRC, disminuyó la capacidad migratoria 

de estas células (14).  

De manera independiente, se ha estudiado el papel del RP y cSRC en la progresión de 

los GB, sin embargo, se desconoce si existe una interacción entre estas proteínas y de 

ser así, sus efectos en la regulación de procesos como la migración e invasión en los 

GB. 
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II.  Antecedentes  

2.1. Tumores primarios del Sistema Nervioso Central  

Los tumores cerebrales primarios son un grupo de neoplasias heterogéneas que se 

derivan de células del Sistema Nervioso Central (SNC). Los síntomas de estos pacientes 

pueden ser generales o específicos y dependen de la localización, del tamaño y de la 

velocidad de crecimiento de estas neoplasias. Los únicos factores de riesgo que se han 

asociado al desarrollo de estos tumores son la exposición a altas dosis de radiaciones 

ionizantes y algunos síndromes genéticos (15,16). La elección de tratamiento es 

personalizada, pues depende del tipo de tumor, localización, grado de malignidad, de la 

condición física y edad del paciente. Por lo general, incluye resección quirúrgica, radio y 

quimioterapia. No obstante, solo el 33.4% de estos pacientes tiene una tasa global de 

supervivencia a cinco años (17). Los gliomas representan el 75% de los tumores 

cerebrales primarios (aquellos que se originan en el cerebro y no como consecuencia de 

una metástasis) malignos en adultos. El origen de estos tumores no se conoce con 

exactitud, pero algunas evidencias apuntan a que la acumulación sucesiva de 

mutaciones en células troncales neurales multipotentes, células progenitoras y células 

gliales está involucrado (18). 

 

2.1.1. Características generales de los glioblastomas 

El GB, es el más frecuente y agresivo de los gliomas primarios en adultos. Los GB 

representan el 56.6% de todos los gliomas y el 14.7% de los tumores cerebrales 

primarios (Figura 1). La edad media de presentación es de 64 años, pero pueden ocurrir 

en cualquier momento de la vida, incluyendo la infancia. La prevalencia de los GB es 

mayor en hombres que en mujeres en una proporción 1.6:1. Se ha reportado, que los GB 

se localizan principalmente en los lóbulos cerebrales, siguiendo la siguiente distribución: 

lóbulo frontal 40%, temporal 29%, parietal 14% y occipital 3% y el 14% restante en 

estructuras como el tallo cerebral y el cerebelo. Hace más de una década se pensaba 

que los GB se originaban solamente de células gliales, sin embargo, hoy sabemos que 

estos tumores son extremadamente heterogéneos y están compuestos por múltiples 

tipos de células incluyendo aquellas con propiedades troncales (18).  
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Figura 1. Proporción de los GB entre los tumores cerebrales primarios (14.7%) (A) y los 

gliomas (56.6%) (B). Tomado y modificado de Ostrom y colaboradores (18). 

 

Existen varias clasificaciones para los GB, una de ellas es la que los agrupa en primarios 

o de novo, para aquellos que se originan a partir de células precursoras y secundarios 

para lo que se originan a partir de un glioma astrocítico (astrocitoma) de menor grado. 

Los GB primarios y secundarios también se diferencian en las alteraciones moleculares 

que presentan (19). Por ejemplo, la sobreexpresión del receptor del factor de crecimiento 

epidérmico (EGFR), mutaciones en el homólogo de fosfatasa y tensina (PTEN) y la 

pérdida del cromosoma 10q son alteraciones genéticas frecuentes de los GB primarios, 

mientras que los secundarios se caracterizan por presentar mutaciones en la enzima 

isocitrato deshidrogenasa 1 (IDH1), en p53 y por la pérdida del cromosoma 19q (20). En 

una clasificación molecular y clínica más específica, los GB se han agrupado en 

diferentes subtipos moleculares. De acuerdo con la clasificación de Philips y 

colaboradores, existen tres subtipos, que se agrupan en proneural, proliferativo y 

mesenquimal (21). Mientras que Verhaak y colaboradores establecieron cuatro subtipos, 

que incluyen al proneural y mesenquimal, pero separan al subtipo proliferativo en neural 

y clásico (22) (Figura 2). Una clasificación más reciente establecida por Teo y 

colaboradores en 2019 se basa en el análisis de seis diferentes bases de datos validadas 

en ratones con xenoinjertos ortotópicos de pacientes. Estos autores establecieron tres 

subtipos moleculares: clásico, mesenquimal y el que definieron como proneural/neural, 



17 
 

ya que mostró características moleculares de ambos subtipos. En el modelo de 

xenoinjertos ortotópicos, este último subtipo demostró una mejor respuesta a la 

temozolomida (fármaco oral alquilante) en comparación con la radioterapia (23). Los 

patrones de progresión de la enfermedad, resultados de supervivencia y alteraciones 

moleculares son claramente diferentes entre los subtipos, siendo el mesenquimal el más 

agresivo y de peor pronóstico (24).  

 

Figura 2. Clasificación molecular de los GB. Distinción entre los subtipos moleculares 

según las clasificaciones de Phillips y colaboradores (Proneural, Proliferativo y 

Mesenquimal) (21) y Verhaak y colaboradores (Proneural, Neural, Clásico y 

Mesenquimal) (22). En cada subtipo de la clasificación de Phillips y colaboradores se 

enumeran los genes que componen su firma molecular (Signature), si existe ganancia o 

pérdida de cromosomas (Chromosome Gain/loss) y los procesos biológicos asociados a 

estas características moleculares (Bilogical process). En la clasificación de Verhaak y 

colaboradores se describe la firma molecular y se enumeran las principales mutaciones 

(Mutated genes). Tomado y modificado de Zhang y colaboradores (25).  
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Existen solo dos factores de riesgo claramente establecidos para el desarrollo de los GB. 

Se ha visto que los pacientes que reciben radioterapia como tratamiento para otro tipo 

de tumor o condición, tienen un mayor riesgo de desarrollar un GB. También algunas 

enfermedades genéticas como la neurofibromatosis 1 y 2, la esclerosis tuberosa, el 

síndrome de Li-Fraumeni y el síndrome de Turcot se han asociado con un mayor riesgo 

de desarrollar GB (15,16). La presentación clínica de estos tumores puede ser muy 

variable de acuerdo con el tamaño y la localización. Con frecuencia, los pacientes 

presentan síntomas asociados con el incremento de la presión intracraneal tales como 

dolores de cabeza y pérdida progresiva de determinadas habilidades, entre ellas la visión 

o el habla (20). Las convulsiones se presentan en el 20-50% de los pacientes con GB y 

pueden ser el primer síntoma en el 45% de los pacientes (26).  

 

La elección del tratamiento para un GB de nuevo diagnóstico requiere de un equipo 

multidisciplinario de profesionales de la salud en varias de sus ramas y especialistas en 

diagnóstico molecular. La terapia estándar por elección se compone de la máxima 

resección quirúrgica posible, seguida de radioterapia concomitante con temozolomida y 

posteriormente quimioterapia adyuvante nuevamente con temozolomida (27). No 

obstante, los pacientes tienen un pronóstico extremadamente desfavorable con una 

supervivencia media de aproximadamente 14 meses y una tasa de supervivencia a cinco 

años de solo el 5.1% (28) (Figura 3). Existen varios factores que influyen en el 

pronóstico, uno de ellos es el estado de metilación del promotor del gen que codifica la 

enzima O6-metilguanina-ADN-metiltransferasa (MGMT). El gen MGMT se localiza en la 

banda cromosómica 10q26 y su producto de expresión es una enzima que elimina los 

grupos metilo en la posición O6 de la guanina, evitando así la activación de la apoptosis. 

Si el promotor del gen que codifica para la MGMT presenta un estado de metilación alto, 

su expresión estará disminuida y el paciente tendrá un mejor pronóstico, ya que la terapia 

con temozolomida será más efectiva. Lo contrario ocurre en caso de un estado de 

metilación bajo (29). Otro importante factor que promueve un pronóstico desfavorable de 

los pacientes es la gran capacidad de migración e invasión de las células de GB hacia el 

parénquima cerebral, lo que a su vez contribuye a la imposibilidad de remover en su 

totalidad al tumor y a una tasa de recurrencia excepcionalmente alta (19). 
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Figura 3. Supervivencia de pacientes con astrocitomas después del diagnóstico. A 

medida que aumenta el grado del tumor la supervivencia disminuye, llegando a ser de 

aproximadamente el 5% en la supervivencia a 5 años para los astrocitomas de mayor 

grado (IV). Tomado y modificado de Gould y colaboradores (28). 

 

2.1.2. Mecanismos de migración e invasión en los glioblastomas  

La naturaleza invasiva de los GB promueve la destrucción local del parénquima cerebral 

circundante y es una de las principales causas de la recurrencia en los pacientes. Incluso 

con los métodos más avanzados de imagenología es muy difícil detectar a las células 

que han migrado fuera del área del tumor primario. Aunque las metástasis extracraneales 

son muy poco frecuentes en estos tumores, las células de GB pueden migrar, incluso, 

hacia el hemisferio contralateral, haciendo que la resección quirúrgica completa sea 

imposible. Después de la resección quirúrgica de un glioma maligno, invariablemente se 

manifestará un tumor recurrente (30) (Figura 4). Fundamentalmente, los GB invaden el 

tejido cerebral sano mediante dos vías: a través del espacio perivascular, es decir 

alrededor de los vasos sanguíneos o mediante las fibras nerviosas mielinizadas (31). 

Para favorecer la migración, los GB producen componentes de la matriz extracelular 

(MEC), como la colágena o la fibronectina, permitiendo una mayor activación de las 

integrinas (32).  
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Figura 4. Progresión de un GB después de una resección quirúrgica incompleta. 

Imágenes captadas por resonancia magnética de un GB localizado en el lóbulo parietal 

izquierdo. En la figura se observa el incremento del área del tumor (flechas azules) en 

un periodo de aproximadamente 6 meses (19-02-98---29-08-98) después de la cirugía. 

Tomado y modificado de Giese y colaboradores (30). 

 

Las interacciones con la MEC juegan un papel fundamental en la capacidad migratoria e 

invasiva de las células tumorales. Los GB se caracterizan por tener un centro necrótico 

rodeado de un área donde las células se encuentran en un ambiente altamente hipóxico 

y de falta de nutrientes. Dichas condiciones, promueven que las células invadan hacia 

zonas con ambientes más favorables (33). El fenómeno de migración-invasión de una 

célula involucra cinco etapas fundamentales: extensión de protrusiones en el frente 

celular, interacción con la MEC, contracción del citoplasma, desprendimiento del sitio 

original y degradación de la MEC para efectuar la migración-invasión a través de esta 

(34,35). La interacción con la MEC se lleva a cabo principalmente a través de las 

integrinas, asociadas a los complejos de adhesión focal, que reconocen diferentes 

componentes de la MEC, como laminina, colágena y fibronectina (36). La unión del 

receptor CD44 con el ácido hialurónico (AH), principal componente de la MEC en el 

cerebro, también contribuye a esta interacción (37). Abandonar el sitio de origen requiere 

una serie de cambios moleculares que conducen a un proceso muy similar a la transición 

epitelio-mesénquima (EMT), como la disminución en la expresión de moléculas de 

adhesión neuronal y de la E-cadherina y el aumento en la expresión de la N-cadherina y 

del receptor CD44 (38). En la degradación de la MEC participan diversos tipos de 

proteinasas, incluyendo las denominadas metaloproteinasas de matriz. En el caso de los 

GB, las metaloproteinasas de matriz-2 y -9 (MMP-2 y -9) juegan un papel fundamental 
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(39). El movimiento de la célula, así como su coordinación son imprescindibles para que 

la célula invada hacia otras áreas fuera del sitio de origen. Para que esto ocurra se 

requiere del reordenamiento del citoesqueleto y de la formación de lamelipodia y 

filopodia, procesos en los que son imprescindibles las proteínas de la familia de Rho 

GTPasas (40). 

 

2.1.2.1. Complejos de adhesión focal y glioblastomas 

La adhesión a la MEC es un mecanismo fundamental en el mantenimiento de la 

morfología, migración, proliferación, diferenciación y supervivencia celular. En las células 

tumorales, es imprescindible para conferir la capacidad invasiva, que en el caso de los 

GB es responsable de la alta tasa de recurrencia y escasa sobrevida de los pacientes. 

Las integrinas constituyen uno de los receptores más importantes en la mediación de la 

adhesión celular a los componentes de la MEC. Las integrinas se expresan en la 

superficie celular como heterodímeros de subunidades α y β, asociados de manera no 

covalente. Ambas subunidades son proteínas transmembranales de tipo I que contienen 

un largo dominio extracelular encargado de reconocer a los ligandos de la MEC (motivos 

tripéptidos Arg-Gly-Asp de las proteínas fibronectina, laminina, vitronectina y colágena) 

y una porción citoplasmática que recluta múltiples proteínas intracelulares (36). Las 

integrinas αvβ3, αvβ5 y α6β1 se encuentran sobreexpresadas en los GB y tienen una 

gran relevancia en los procesos de invasión de estos tumores (41). 

 

La adhesión de las células a la MEC induce el agrupamiento de las integrinas en la 

superficie celular. Por otra parte, la región citoplasmática actúa como plataforma para el 

reclutamiento de proteínas adaptadoras y de andamiaje, así como de proteínas de 

señalización hacia la cara interna de la membrana plasmática, sitio donde se forman 

estructuras denominadas complejos de adhesión focal (Figura 5). Las adhesiones 

focales constituyen puntos de anclaje en el frente migratorio que establecen la polaridad 

y la fuerza de tracción necesarias para el desplazamiento de las células durante la 

migración. Las proteínas adaptadoras de las adhesiones focales como la talina, Paxilina 

(Pax), tenascina, p130Cas y α-actinina proporcionan uniones sólidas al citoesqueleto de 

actina y, por tanto, conectan firmemente a la célula con la MEC. Por su parte, las cinasas 
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y fosfatasas que también son reclutadas a las adhesiones focales transmiten la 

señalización desde las integrinas al interior celular, para regular con alta precisión 

diferentes procesos celulares. Una de las moléculas de señalización más importantes de 

estos complejos es la cinasa de adhesión focal (FAK), de tipo no receptor, que ejerce su 

actividad catalítica sobre los residuos de tirosina de una variedad de proteínas (42). 

 

Figura 5. Organización del complejo de adhesión focal. En las adhesiones focales, los 

heterodímeros de las subunidades α- y β-integrina se unen a la matriz extracelular a 

través de sus dominios extracelulares. Sus dominios citoplásmicos se unen a un 

complejo formado por una serie de proteínas, como Pax, talina, vinculina, tensina y α-

actinina, que conectan las integrinas con el citoesqueleto de actina. Varias moléculas de 

señalización también se asocian a este complejo, como FAK y cSRC, que una vez 

activadas inducen el recambio de la adhesión focal, para promover la motilidad celular. 

La fosforilación de Pax permite la correcta formación de la estructura de adhesión focal 

y regula la señalización hacia otras proteínas. Tomado de Yeatman y colaboradores (43). 

 

La formación de las adhesiones focales conduce a la activación de FAK mediante la 

autofosforilación del residuo Y397, que a su vez crea un sitio para el reclutamiento de 

proteínas con dominios SH2 como cSRC, FYN, p85 o PLCy (44,45). cSRC fosforila a 

otros residuos de tirosina en FAK (Y576/577) y a otras proteínas de las adhesiones, 

creando así sitios adicionales para la unión de distintas proteínas con dominios SH2 que 

contribuyen a la amplificación de la señal (46). Una vez activada, FAK promueve además 

la activación de vías de señalización como Ras/Erk y PI3K/Akt (47). En biopsias de GB 

se han encontrado mayores niveles de FAK con respecto al tejido cerebral normal, y de 
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igual manera se ha confirmado una mayor expresión de esta cinasa en las células que 

componen el frente invasivo de gliomas de alto grado (48). Como se había mencionado, 

el funcionamiento de los complejos de adhesión focal también depende de un grupo de 

proteínas adaptadoras. Una vez fosforilada, la proteína adaptadora Pax estabiliza la 

unión de FAK y cSRC a las zonas de adhesión focal. En un mecanismo de 

retroalimentación positivo, cSRC y FAK fosforilan a la proteína adaptadora Pax en los 

residuos de tirosina 118 y 31, lo que facilita el reclutamiento de otras proteínas 

adaptadoras como p130Cas (49). Sun y colaboradores encontraron que la 

sobreexpresión de la proteína adaptadora Pax se correlaciona con la progresión del 

tumor y predice tiempos cortos de sobrevida en pacientes con GB (50). Las adhesiones 

focales son estructuras dinámicas y el recambio de la formación del sitio de adhesión en 

el frente celular y la ruptura en la parte posterior son esenciales para el movimiento 

celular. En este proceso intervienen proteínas de la familia Rho GTPasas, siendo las más 

importantes y mejor caracterizadas: RhoA, responsables de la coordinación de la 

contractibilidad entre el cuerpo celular y la parte posterior de la célula; RAC-1 que regula 

la formación de protrusiones en el frente migratorio y Cdc42 que modula la polaridad de 

la célula (51). Se ha encontrado que la actividad de Cdc42 y RAC-1 está aumentada en 

los gliomas con respecto al tejido normal (40). La fosforilación de la α-actinina por FAK 

promueve su entrecruzamiento con los filamentos de actina. Las estructuras resultantes 

son fundamentales para la generación de la fuerza de tracción que posibilita el 

desplazamiento de la célula (52).  

Se ha demostrado que la P4 promueve la migración e invasión de líneas celulares 

derivadas de GB humanos (7) y de tumores implantados ortotópicamente en la corteza 

cerebral de la rata (8), sin embargo, los mecanismos moleculares que intervienen en 

estos efectos no se conocen con exactitud.  

 

2.2. Características generales de la P4 

La P4 o pregn-4-en-3,20-diona es una de las formas de progestágenos más activas, 

sintetizadas por el organismo. Esta hormona se deriva del colesterol y su estructura está 

compuesta de 21 átomos de carbono. Fue descubierta en los primeros años del siglo XX 

por su función en el mantenimiento del embarazo y purificada por primera vez en 1935 
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(53). La síntesis de esta hormona esteroide se lleva a cabo en las gónadas, placenta, 

corteza adrenal y en el SNC. A partir del colesterol la acción de la enzima de escisión de 

la cadena lateral del colesterol (P450scc) da lugar a la pregnenolona y posteriormente la 

enzima 3β-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3β-HSD) transforma la pregnenolona en P4 

(54). Además de su papel en la regulación de las funciones reproductivas, en el SNC, la 

P4 interviene en la diferenciación sexual, la conducta reproductiva, el estado de ánimo, 

el sueño, el aprendizaje, la memoria, la neuroprotección y el crecimiento tumoral (8,55–

58). Debido a su estructura lipofílica, esta hormona atraviesa fácilmente la barrera 

hematoencefálica e interactúa con sus receptores en diversas células del SNC regulando 

procesos como la formación de nuevas espinas dendríticas, la reorganización del 

citoesqueleto, la mielinización y la neurogénesis (59). Por lo tanto, la expresión de los 

receptores a P4 en las diferentes áreas del cerebro es fundamental para que esta 

hormona ejerza sus funciones en el SNC.  

 

 2.2.1. La P4 y sus receptores en los glioblastomas   

En las dos últimas décadas se ha acumulado evidencia sobre el papel de la P4 en la 

progresión de los GB. La primera evidencia que sugirió la participación de la P4 en la 

progresión de los GB fue la detección del RP en estos tumores. Más importante que la 

presencia del receptor, es el hecho de que su contenido se incrementa a medida que 

aumenta la malignidad de los astrocitomas (4,60,61). Se ha demostrado que, a través 

del RP, la P4 induce la proliferación, migración e invasión de células de GB humano en 

modelos in vitro e in vivo (5,6,61). Además del RP, la P4 ejerce sus efectos a través de 

los receptores membranales a P4 (mPRs), miembros de la familia de los receptores 

adipoQ acoplados a proteína G. Estudios recientes han detectado la expresión del 

mPRα, mPRβ, mPRδ, y mPRε en células de GB y el incremento de la proliferación e 

invasión por la activación específica del mPRα (63–65).  

 

  2.2.2. Mecanismos de acción del receptor intracelular a progesterona (RP) 

El RP pertenece a la familia de los receptores a hormonas esteroides, los cuales actúan 

como factores de transcripción regulados por ligando. En los humanos, la transcripción 

del gen del RP (11q-22-23) se da bajo el control de dos promotores diferentes que 
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generan dos isoformas: RP-A y RP-B. Estructuralmente se diferencian por la extensión 

del extremo amino terminal de la isoforma B que tiene 164 aminoácidos más que la 

isoforma RP-A. La cadena polipeptídica de ambas isoformas está conformada por la 

región del Dominio N-Terminal (NTD). En el caso del RP-B esta región cuenta con dos 

dominios funcionales de activación (AF-1 y AF-3), mientras que en el caso del RP-A esta 

región está conformada por un dominio de activación y otro de inhibición (AF-1 e IF). El 

resto de la estructura está formada por la región de unión al ADN (DBD), una región 

bisagra (H) y la región C-terminal, que contiene el dominio de unión a ligando (LBD) y el 

dominio de activación AF-2 (Figura 6) (66). El análisis de las estructuras tridimensionales 

atómicas de los dominios DBD y LBD demuestra un alto nivel de conservación con 

aquellos de la familia de los receptores nucleares, sin embargo, ocurre todo lo contrario 

con la región NTD. En el extremo N-terminal, AF-1 es responsable de la activación 

independiente de ligando del RP, ya que interactúa con diferentes proteínas 

correguladoras y es blanco de modificaciones postraduccionales que contribuyen a la 

regulación de la actividad del receptor. Dependiendo del gen blanco, este dominio puede 

funcionar de manera independiente o interactuar con el AF-2. El dominio DBD contiene 

dos motivos en forma de dedos de zinc que están formados por dos hélices α y dos 

módulos de unión a zinc. Esta conformación permite el reconocimiento y la discriminación 

de los elementos de respuesta a P4 (ERP), que son secuencias específicas localizadas 

en la región promotora de los genes blanco de la P4. Por su parte, el dominio LBD está 

conformado por 12 hélices α y una hoja β plegada. Cuando la P4 se pone en contacto 

con la hendidura del dominio LBD, la estructura de 12 hélices α funciona como una tapa 

que cierra dicha hendidura. El dominio AF-2 presenta una hendidura hidrofóbica que le 

permite interactuar con los motivos LXXLL (cinco aminoácidos donde L es leucina y X 

cualquier aminoácido), presentes en algunos coactivadores como SRC-1. Los 

antagonistas del RP funcionan desplazando esta hendidura hidrofóbica y por tanto 

interrumpiendo la actividad del AF-2. La región H, ubicada entre los dominios de LBD y 

DBD, presenta una señal de localización nuclear (NLS) que es necesaria para la 

translocación del RP, desde el citoplasma hacia el núcleo y, además, juega un papel 

importante en la dimerización e interacción con proteínas correguladoras del receptor. 

La presencia del dominio AF-3 e IF en el extremo N-terminal del RP-B y RP-A 



26 
 

respectivamente, contribuyen a la función particular de cada una de estas isoformas. El 

dominio AF-3 media la interacción entre el extremo N-terminal y el C-terminal, y está 

demostrado que mutaciones en este sitio inhiben la actividad transcripcional del RP-B. 

El dominio IF interviene en la función represora del RP-A sobre la actividad 

transcripcional del RP-B (3). Las diferencias funcionales de ambas isoformas fueron 

determinadas por primera vez en estudios con ratones knockout. En los animales 

deficientes de RP-B se interrumpió el desarrollo de las glándulas mamarias, mientras que 

aquellos deficientes de RP-A no fueron capaces de ovular y por tanto resultaron infértiles 

(67,68). 

 

 

Figura 6. Gen del RP Humano y sus isoformas RP-B (B) y RP-A (A). El RP en humanos 

se transcribe a partir de un mismo gen (11q-22-23) bajo la acción de dos promotores 

diferentes lo que da lugar a la isoforma RP-A y RP-B, siendo esta última la más larga por 

164 aminoácidos. Ambas isoformas tienen una estructura muy similar, comparten la 

región de unión al ADN (DBD), una región bisagra (H) y la región C-terminal, que contiene 

el dominio de unión a ligando (LBD) y la función de activación AF-2. Las isoformas son 

diferentes en el extremo N-terminal. En el caso del RP-B cuenta con dos dominios 

funcionales de activación (AF-1 y AF-3), y en el caso del RP-A un dominio funcional de 

activación y otro de inhibición (AF-1 e IF). Ambas isoformas tienen un motivo de 
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poliprolina (PXPP) entre los aminoácidos 421 y 428. Tomado y modificado de Camacho-

Arroyo y colaboradores (3).  

 

El mecanismo de acción clásico o genómico de la P4 comienza una vez que esta 

hormona se une al RP. En ausencia de la P4 el RP se mantiene en el citoplasma en una 

conformación inactiva, a través de la interacción con chaperonas como la proteína de 

choque térmico Hsp90 y otras co-chaperonas. Una vez que la P4 interactúa con el 

dominio LBD, induce un cambio conformacional en el receptor que favorece su 

fosforilación, disociación del complejo de chaperonas, dimerización y translocación al 

núcleo. Una vez en el núcleo, los receptores se unen a los ERPs ubicados en las regiones 

reguladoras de los genes blanco. La transcripción se inicia con el reclutamiento de co-

activadores y complejos remodeladores de la cromatina. Cuando los receptores se 

disocian del ADN, son marcados para degradación a través de la vía del proteosoma 26S 

(3). 

 

Además del mecanismo de acción clásico o genómico, el RP puede activar señales extra 

nucleares a través de un mecanismo no clásico o no genómico. En el citoplasma o incluso 

anclado a la membrana plasmática, este receptor interactúa con otras moléculas 

citoplásmicas lo que conduce a la activación de diversas cascadas de señalización. 

Mediante un motivo de poliprolina (PXPP) ubicado entre los aminoácidos 421-428 del 

extremo amino terminal (Figura 6), este receptor interactúa con los dominios SH3 de 

varias moléculas como la cinasa cSRC (69). En células de cáncer de mama esta 

interacción ha sido ampliamente estudiada y se conocen varios de los efectos que 

desencadena. En 1998, Migliaccio y colaboradores encontraron que en la línea celular 

de cáncer de mama T47D la P4 activó la vía de señalización cSRC/p21/Erk mediante la 

acción del RP y el receptor a estrógenos (RE) (9). Este hallazgo contribuyó a explicar las 

bases moleculares del efecto de la P4 sobre el crecimiento de los tumores de mama.  

 

2.2.3. Efectos de la P4 mediados por el RP en los GB 

La P4 es la hormona sexual más estudiada en el contexto de los GB. Desde 1997, 

algunos estudios han relacionado el contenido del RP con la malignidad de los 
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astrocitomas. Por ejemplo, Khalid y colaboradores encontraron que el RP se expresó 

más en GB (astrocitoma grado IV) que en astrocitomas grados I y II provenientes de 

biopsias de 86 pacientes (60). Además, en nuestro laboratorio, González-Agüero y 

colaboradores hallaron que el nivel de la proteína del RP se observó en el 83% de las 

biopsias de astrocitomas de grado III, mientras que el 100% de las biopsias de GB 

expresaron al RP. Estos autores también encontraron que el RP-B predominó sobre el 

RP-A en las biopsias analizadas (4). Recientemente, Arcos-Montoya y colaboradores 

reportaron que el contenido del RP, determinado por inmunofluorescencia, fue mayor en 

muestras derivadas de pacientes con GB, con respecto a las muestras de pacientes con 

astrocitomas de menor grado o tejido normal (61). Para comprender el papel del RP en 

la progresión de los GB, algunos investigadores han realizado ensayos funcionales 

mediante la estimulación o inhibición del receptor. González-Agüero y colaboradores 

trataron líneas celulares derivadas de GB humanos con P4 a una concentración de 10 

nM y observaron un aumento significativo en la tasa de proliferación comparada con el 

vehículo. Cuando se añadió al tratamiento RU486, un antagonista del RP, se bloqueó el 

efecto de la P4, lo que sugiere que esta hormona induce la proliferación de células de 

GB a través del RP (62). La acción de la P4 sobre la proliferación de células de GB 

también se ha demostrado en modelos in vivo. En este caso, el tratamiento con P4 

aumentó el área de los tumores que se desarrollaron en la corteza motora de ratas macho 

después de la implantación de células de astrocitoma humano grado III, con respecto al 

vehículo. Este efecto se bloqueó cuando se administraron en conjunto RU486 y P4. 

Resultados similares se obtuvieron al implantar la línea celular derivada de GB humano 

U87 en la corteza cerebral de ratas, y al utilizar oligonucleótidos anti sentido (ODN) contra 

la expresión del RP (6,56). Los efectos de la P4 sobre las células de GB no se limitan a 

modificar eventos asociados a la proliferación. En 2016, en nuestro laboratorio, Piña-

Medina y colaboradores encontraron que la P4 incrementó la capacidad migratoria e 

invasiva de la línea celular derivada de GB, U251, con respecto al vehículo. Este efecto 

fue parcialmente bloqueado cuando se adicionaron RU486 u oligonucleótidos anti 

sentidos contra la expresión del RP. Además de los ensayos funcionales, estos autores 

determinaron el efecto de la P4 sobre la activación de la cofilina, proteína fundamental 

en la regulación del ensamblaje y desensamblaje del citoesqueleto. Los resultados 
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demostraron que la P4 modificó la tasa p-cofilina/cofilina, efecto que fue modificado con 

la adición de RU486 (7).  

En células de cáncer de mama, la P4 promueve mecanismos no genómicos a través de 

la interacción entre el RP y cSRC. Este evento conduce a la activación de cSRC y otras 

proteínas más abajo en la cascada de señalización que a su vez incrementan la 

capacidad de proliferación, migración e invasión (9,10,70). 

 

2.3. Las proteínas cinasas de la familia SRC 

Con la culminación del Proyecto Genoma Humano (HGP) se identificaron 518 genes 

únicos que codifican cinasas (71), de los cuales 90 se traducen para dar lugar a proteínas 

tirosina cinasas (PTKs) (72). Estas cinasas se dividen en dos grupos, las proteínas 

tirosina cinasas de tipo receptor (RPTKs) y las proteínas tirosina cinasas de tipo no 

receptor (NRPTKs) (73) (Figura 7A). Mientras que las RPTKs son proteínas integrales 

de membrana, las NRPTKs son intracelulares, aunque pueden tener anclajes lipídicos y 

encontrarse asociadas a membranas. Las NRPTKs se localizan en la cara interna de la 

membrana plasmática, el citoplasma, las membranas de vesículas endocíticas y el 

núcleo (74). Las NRPTKs están divididas en las subfamilias SRC, JAK, ABL, TEC, ACK, 

CSK, FAK, FES, FRK y SYK (75) (Figura 7A). La subfamilia SRC incluye a su vez a las 

cinasas cSRC, FYN, YES, BLK, YRK, FGR, HCK, LCK y LYN, de las cuales, FYN, cSRC, 

YES, LYN y LCK son expresadas en gliomas humanos (11). La más relacionada con la 

progresión de diferentes tipos de cáncer es cSRC (43). Los dominios estructurales de la 

subfamilia SRC son desde el N-terminal: el dominio SH4, SH3, SH2 y SH1. SH1 es el 

dominio catalítico; SH2 y SH3 son adhesivos moleculares importantes para la interacción 

proteína-proteína; mientras que el dominio SH4 del extremo N-terminal, es importante 

para el anclaje a la membrana. Entre los dominios SH4 y SH3 se encuentra una región 

cuya secuencia varía considerablemente entre los diferentes miembros de la subfamilia 

SRC. El dominio SH4, situado en el extremo N-terminal contiene un sitio de miristoilación 

crítico para el anclaje a la membrana (75) (Figura 7B).  
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Figura 7: Grupo de las proteínas tirosina cinasas de tipo no receptor (NRPTKs). (A) 

Estructura de las cinasas que componen el grupo de las NRPTKs. (B) Estructura y 

función de los dominios que componen a las cinasas de la familia SRC. (A) Tomado y 

modificado de Brady, Scott T. y Lau, Lit Fui (74). (B) Tomado y modificado de Bagnato 

G y colaboradores (76). 

 

2.3.1. Estructura, función y mecanismos de regulación de cSRC 

En 1911, Peyton Rous describió por primera vez un virus que causaba el crecimiento de 

tumores transmisibles entre pollos (77). Esta idea resultó muy controversial porque hasta 

aquel momento no existían evidencias sobre la transmisión del cáncer a través de 

agentes infecciosos. En la década de 1950 se demostró definitivamente que las células 

infectadas por el virus del sarcoma de Rous (VRS) se transformaban en células 

tumorales. La confirmación definitiva de que el gen v-SRC del VRS causaba los tumores 

en los pollos, se obtuvo cuando mutaciones en este gen que conferían sensibilidad a 

ciertas temperaturas impidieron que el VRS transformara las células a temperaturas no 

permisivas (78,79). Las secuencias celulares (cSRC) homólogas al gen v-SRC del VRS 

están presentes en el ADN genómico de todos los vertebrados examinados y se han 
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conservado evolutivamente (80). A diferencia de v-SRC, el gen humano SRC codifica 

para una proteína (cSRC) cuya activación se puede modular a través del dominio de 

regulación negativa ubicado en su extremo C-terminal y no posee capacidad 

transformante inherente (81). Tanto la forma aviar de la proteína cSRC, como la humana, 

están compuestas por un extremo C-terminal que contiene un residuo de tirosina 

(Tyr527, aves; Tyr530, humanos) fundamental para la regulación negativa de la proteína, 

un dominio amino-terminal único y cuatro dominios de homología cSRC (SH). El dominio 

cinasa SH1 contiene el sitio de autofosforilación (Tyr416, aves; Tyr419, humano), el 

dominio SH2 interactúa con la Tyr530 del extremo C-terminal, el dominio SH3 favorece 

el contacto intramolecular con el dominio cinasa en la forma inactiva de la proteína, y el 

dominio SH4 contiene el sitio de miristoilación que es importante para la localización en 

la membrana. Para la completa activación de cSRC, el sitio de autofosforilación es 

imprescindible, mientras que el extremo C-terminal y los dominios SH2 y SH3 juegan un 

papel fundamental en la regulación negativa. En su estado inactivo, cSRC mantiene una 

conformación estructural cerrada gracias a la interacción entre sus dominios. En su forma 

fosforilada, la Tyr530 interactúa con el dominio SH2 propiciando a su vez la interacción 

entre los dominios SH1 y SH3, de manera que el sitio de autofosforilación permanece 

bloqueado y por lo tanto cSRC se encuentra en un estado inactivo (Figura 8) (43,82,83). 
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Figura 8: Estructura de cSRC en su conformación inactiva y activa. En su estado 

inactivo, cSRC mantiene una conformación cerrada gracias a las interacciones entre el 

dominio catalítico (cinasa SH1) con el dominio SH3 y del dominio SH2 con el residuo 

Tyr530 fosforilado del extremo C-terminal. La acción de determinadas fosfatasas sobre 

la fosforilación del residuo Tyr530 o el desplazamiento del dominio SH3 debido a la 

interacción con otras proteínas, induce un cambio conformacional que expone al residuo 

Tyr419, facilitando su autofosforilación y por lo tanto la activación de la proteína. Tomado 

y modificado de Yeatman y colaboradores (43). 

 

La inactivación de cSRC a través de la fosforilación del residuo Tyr530 se lleva a cabo 

por la tirosina cinasa de cSRC (CSK) y su homólogo CHK (84). CSK está 

estructuralmente relacionada con cSRC, pero carece del dominio regulador negativo que 

se encuentra en el extremo C-terminal de cSRC. Masaki y colaboradores demostraron 

que la reducción de la actividad de CSK se correlaciona inversamente con el aumento 

de la actividad de cSRC en el carcinoma colorrectal (85). Por el contrario, diversas 

fosfatasas que funcionan como activadores de cSRC se encargan de eliminar el fosfato 

en el residuo Tyr530 (86). En estudios in vitro e in vivo se ha observado que la proteína 

tirosina fosfatasa-α (PTPα) desfosforila el residuo de tirosina terminal (Tyr 530). La 

eliminación de este fosfato afecta la interacción inhibidora con el dominio SH2, lo cual a 
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su vez libera el residuo Tyr419 y permite su autofosforilación (87). Además de la 

fosforilación-desfosforilación del residuo Tyr530 que implica una regulación 

intramolecular, la activación de cSRC está mediada por interacciones intermoleculares. 

Los dominios SH2 de diversos receptores tirosina-cinasa como EGFR (88) y el receptor 

del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR) (89), así como los motivos de 

poliprolina de algunas proteínas citoplásmicas como FAK o receptores nucleares como 

el RP, el RE y el receptor de andrógenos (RA) (9,10,43,90), son los responsables de esta 

regulación. Tanto el dominio SH2 como el motivo de poliprolina de estas proteínas 

pueden desplazar las interacciones intramoleculares SH2-Tyr530 y SH3-dominio auto 

catalítico, liberando a cSRC de su conformación cerrada y exponiendo el dominio auto 

catalítico.  

 

2.3.2. cSRC en el cáncer 

Los efectos de la activación de cSRC en el cáncer varían de acuerdo con el grado de 

malignidad de los tumores. Las investigaciones sugieren que en células precancerosas 

cSRC contribuye al proceso de tumorigénesis a través del incremento de la proliferación 

celular. cSRC está sobreexpresada y/o activada en una amplia gama de tumores que 

también sobreexpresan varios receptores de tirosina cinasas, lo que indica la posibilidad 

de interacciones sinérgicas para promover la tumorigénesis. Tice DA y colaboradores 

encontraron que la transfección conjunta de EGFR y cSRC en fibroblastos, dio lugar a 

un aumento de la proliferación (88). Se ha demostrado que cSRC interactúa con las vías 

reguladoras del ciclo celular y las cascadas de transducción de señales relacionadas con 

la proliferación. Por ejemplo, varios autores han reportado la interacción de cSRC con 

las vías de señalización de Ras para promover la transformación de fibroblastos y 

linfocitos (91,92). Sin embargo, en el cáncer avanzado, la actividad de cSRC no se 

correlaciona con una mayor tasa de proliferación si no con eventos asociados a la 

migración e invasión de las células, procesos que finalmente conducen a la metástasis 

hacia órganos distantes (93,94). La sobreexpresión de la proteína cSRC y el aumento de 

su actividad específica son fenómenos muy frecuentes en numerosos tipos de cáncer. 

En particular, los cánceres del tracto gastrointestinal, como el cáncer colorrectal, 

muestran un aumento progresivo de la actividad de cSRC a medida que avanza el 
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estadio del tumor (95,96). Además del cáncer colorrectal, se ha demostrado un aumento 

de la actividad de cSRC en otras neoplasias gastrointestinales, como las 

hepatocelulares, pancreáticas, gástricas y esofágicas, así como en los cánceres de 

mama, ovario y pulmón (43). En las células tumorales, cSRC ejerce sus efectos a través 

de una serie de mecanismos mediados por interacciones con varios sustratos y proteínas 

de unión. La motilidad y la invasión de las células tumorales dependen, entre otros 

factores, de la pérdida de la adhesión célula-célula mediada por la E-cadherina. En este 

contexto cSRC promueve la ubiquitinación de la E-cadherina, lo que conduce a su 

endocitosis y por consiguiente a la disrupción del contacto célula-célula. El recambio de 

las adhesiones focales también es necesario para conferir la capacidad de motilidad e 

invasión a las células tumorales, en este caso, se sabe que cSRC lo promueve a través 

de varios mecanismos. Uno de ellos es la activación de FAK, que a su vez fosforila 

sustratos como Pax, CAS y p190 RHOGAP para provocar cambios en el citoesqueleto 

que conducen al desensamblaje de las adhesiones focales. De manera independiente a 

FAK, cSRC regula la organización del citoesqueleto y de las adhesiones focales a través 

de su interacción con la p120 catenina y la cortactina. La fosforilación de la proteína R-

Ras asociada a Ras (RRAS) por cSRC inhibe la función de las integrinas, lo que también 

contribuye al recambio de las adhesiones focales. Además, la actividad de cSRC provoca 

cambios en la expresión de varios genes que participan en la progresión tumoral. La 

activación de FAK estimula la vía de señalización de la cinasa amino terminal c-JUN 

(JNK), lo que conduce a un aumento en la expresión de las MMP-2 y -9. Todos estos 

eventos moleculares regulados por cSRC orquestan el escenario ideal para la migración 

e invasión a través de la MEC y membrana basal, la extravasación hacia vasos 

sanguíneos o linfáticos y finalmente la metástasis hacia otros órganos (43). 

 

2.3.2.1. Papel de cSRC en la progresión de los GB 

La expresión y actividad de las cinasas de la subfamilia SRC: cSRC, FYN, LYN y YES, 

es mayor en células de GB que en astrocitomas de menor grado o tejido normal (11,97). 

De acuerdo con los datos obtenidos a través del Proyecto del Atlas del Genoma del 

Cáncer, el aumento de la actividad de las cinasas de la subfamilia SRC en los GB, no se 

debe a la amplificación o mutación de los genes (98,99). Uno de los primeros estudios 
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sobre el papel de cSRC en los GB se llevó a cabo en ratones transgénicos que 

expresaban constitutivamente la variante mutada de cSRC que no posee el dominio 

regulador negativo del extremo C-terminal (v-SRC). En estos animales se observó el 

desarrollo de tumores gliales con características moleculares y morfológicas muy 

similares a las de un GB humano (12). La participación de cSRC en la migración e 

invasión de células de GB se ha estudiado en modelos in vitro e in vivo. El papel de cSRC 

en la regulación de la motilidad de las células de GB fue reportado por Angers-Loustau 

y colaboradores en 2004. En este trabajo se implantaron esferoides de la línea celular 

de GB humano (U251) en matrices tridimensionales de colágena tipo I y se observó que 

los inhibidores farmacológicos específicos de la familia cSRC, PP2 y SU6656, redujeron 

significativamente la invasión de las células. Además se observó que PP2 interfirió con 

el reordenamiento de los filamentos de actina en la formación del lamelipodio (100). En 

2015, Lewis-Tuffin y colaboradores encontraron que el silenciamiento de cSRC, FYN, 

YES y LYN disminuyó la proliferación y migración en las líneas celulares LN229, U87, 

U251, TP483 y SF767 derivadas de GB humanos (13). En células de GB con expresión 

positiva para el marcador de troncalidad CD133, la inhibición de la expresión y actividad 

de cSRC y FYN disminuyó la capacidad migratoria e invasiva de estas células (14). 

Kobayashi y colaboradores demostraron que las proteínas Oct3 y 4, reguladoras de la 

auto renovación de células troncales, inducen la sobreexpresión de cSRC y FAK en 

células de GB, en consecuencia las células con sobreexpresión de Oct3 y 4 mostraron 

una mayor capacidad de migración e invasión (101). En 2017, se demostró que en 

células troncales de GB (SOX2+/Nestina+) derivadas de pacientes, la adición de un 

péptido penetrador, cuya secuencia correspondía a los aminoácidos 266–283 de la 

secuencia de la conexina 43, redujo de manera significativa la motilidad y capacidad 

invasiva de estas células a través de la inhibición de cSRC y FAK. La región que 

corresponde a los residuos 266-283, dentro del dominio C-terminal de la CX43, recluta a 

cSRC junto con sus inhibidores, CSK y PTEN. Como consecuencia, se produce una 

disminución de la fosforilación de FAK en los residuos Y576 y Y577 por los bajos niveles 

de cSRC activa (102). 
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2.3.2.2. Interacción cSRC-RP 

La primera evidencia sobre el mecanismo no genómico del RP fue reportada en 1998 

por Migliaccio y colaboradores. Estos autores encontraron que el tratamiento con P4 

indujo rápidamente la activación de cSRC y ERK2 en células T47D derivadas de un 

carcinoma de mama ductal humano. Además, se determinó que la activación de cSRC 

fue dependiente de la interacción con el RP y el RE. Más específicamente, se propuso 

que el RP no interactúa directamente con cSRC sino con el extremo N-terminal del RE, 

formando un complejo RP-RE-cSRC que es el responsable de desencadenar la 

activación de la cinasa (9). Tres años más tarde Boonyaratanakornkit y colaboradores 

describieron el mecanismo por el cual el RP induce la activación de vías de señalización 

asociadas a cSRC. Al contrario de la hipótesis de Migliaccio y colaboradores, estos 

autores sugirieron que el RP se une directamente con el dominio SH3 de cSRC, a través 

de un motivo de poliprolina ubicado en su extremo N-terminal. Con el objetivo de 

determinar si esta secuencia era imprescindible para la interacción entre el motivo de 

poliprolina del RP y el dominio SH3, tres prolinas (P422A, P423A y P426A) se 

convirtieron en alaninas mediante mutagénesis dirigida al sitio. El receptor mutante (PR-

BmPro) se expresó en el sistema de baculovirus y se comprobó su unión a los dominios 

SH3 de un grupo de cinasas (cSRC, HCK, FYN, p85, GRB) mediante un ensayo de 

arrastre con glutatión S transferasa (GST). Posteriormente, Boonyaratanakornkit aclaró 

estas diferencias al demostrar que RE y RP tienen la capacidad de interactuar 

directamente con cSRC. El RE lo hace con el dominio SH2 mientras que el RP lo hace 

exclusivamente con el dominio SH3 y ambas interacciones pueden ocurrir de manera 

independiente o en un complejo ternario. Estos autores además encontraron que la 

activación de cSRC a través del RP incrementó la expresión de genes sin ERP, como la 

ciclina D1 (103). En 2010, Fu y colaboradores demostraron que en células de cáncer de 

mama tratadas con P4, la interacción RP-cSRC aumentó la capacidad migratoria e 

invasiva a través de la activación de FAK, la vía PI3K/Akt y el complejo de GTPasas 

pequeñas RhoA/Rho (70). En células endoteliales umbilicales humanas el RP ejerce un 

efecto muy similar al descrito previamente en las células de cáncer de mama. El 

tratamiento con P4 también provocó un aumento en la activación de FAK y la capacidad 

migratoria de estas células, efectos que son disminuidos por la adición de inhibidores del 
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RP y de cSRC (104). Como hemos descrito previamente, se conoce que el RP juega un 

papel fundamental en la activación de la migración e invasión en las células de GB. Sin 

embargo, los mecanismos moleculares que orquestan estos procesos no se han 

investigado en su totalidad y no existen evidencias de la interacción RP-cSRC y sus 

efectos en estos tumores. 
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III. Planteamiento del problema 

Además de su función como factores de transcripción, el RP puede actuar como 

transductor de señales a través de la interacción con dominios SH3 de moléculas 

citoplásmicas, como cSRC. Se ha demostrado que, de manera independiente, el RP y 

cSRC participan en la regulación de los procesos de migración e invasión de los GB. Sin 

embargo, se desconoce si ambas proteínas interactúan y los efectos que dicha acción 

desencadena en estos tumores. El estudio de la interacción entre el RP y la proteína 

cSRC podría aportar valiosa información sobre los mecanismos involucrados en la 

migración e invasión en las células de GB humano. 

 

IV. Hipótesis 

La activación de cSRC a través de su interacción con el RP estará involucrada en el 

aumento de la migración e invasión de células de GB humano tratadas con P4. 
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V. Objetivos 

5.1 Objetivo general 

Caracterizar el papel de la activación de cSRC a través de su interacción con el RP, en 

la capacidad de migración e invasión en líneas celulares derivadas de GB humanos. 

 

5.1.1 Objetivos particulares 

1. Conocer el efecto de la P4 en la activación de la proteína cSRC en las líneas celulares 

derivadas de GB humanos U251 y U87. 

2. Evaluar la participación del RP en la activación de la proteína cSRC en las células U251 

y U87. 

3. Determinar la interacción entre el RP y cSRC en células de GB humanos. 

4. Evaluar el papel de cSRC en la activación de FAK y Pax en células U251 y U87 tratadas 

con P4. 

5. Evaluar la participación de cSRC en la regulación de la expresión de las MMP-2 y -9 en 

las células U251 y U87 tratadas con P4. 

6. Determinar el efecto de cSRC sobre la capacidad de migración e invasión en células de 

GB tratadas con P4. 
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VI. Metodología  

6.1. Cultivo de células 

Se utilizaron células U251 y U87, derivadas de GB humanos y procedentes de la 

Colección de Cultivos Americana (ATCC). Se sembraron 2 x 105 células en placas de 35 

mm x 12 mm y se mantuvieron, hasta alcanzar una confluencia del 80%, en medio DMEM 

(In vitro, S.A., D.F., MEX) suplementado con SFB al 10%, piruvato 1 mM, glutamina 2 

mM, y aminoácidos no esenciales 0.1 mM (GIBCO, NY, USA) y con 

penicilina/estreptomicina al 1% a 37 °C con 5% de CO2.  

 

6.2. Tratamientos 

24 h antes de los tratamientos se sustituyó el medio de cultivo anteriormente mencionado 

por medio DMEM (In vitro, S.A., D.F., MEX) sin rojo de fenol y libre de hormonas, 

suplementado con SFB al 10% también libre de hormonas. Las células se trataron con 

P4 (10, 50 y 250 nM), con R5020 (10 nM), PP2 (1µM) o con vehículo (DMSO al 0.01%). 

Los tiempos de tratamiento fueron de 10 min para evaluar la activación de cSRC, de 20 

min para FAK y Pax respectivamente y de 3 y 6 h para la expresión de las MMP-2 y -9. 

Para la detección de la activación de cSRC, FAK y Pax o la expresión de la MMP-9 en 

las células U251 cuya expresión del RP o cSRC fue disminuida por silenciamiento, se 

procedió de la misma forma, una vez terminados los tiempos de transfección que se 

describirán más adelante.  

 

6.3. Extracción de proteínas 

Después de tratadas, las células fueron homogenizadas en buffer RIPA con un coctel de 

inhibidores de proteasas (Sigma Aldrich, St Louis, MO USA, # P8340) y un grupo de 

inhibidores de fosfatasas (NaF, Na4P2O7, Na3VO4 y Na3VO4). Las proteínas fueron 

obtenidas por centrifugación a 12500 rpm durante 5 min y cuantificadas utilizando el 

espectrofotómetro NanoDrop-2000 (Thermo Scientific, MA, USA). 
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6.4. Western blot 

Para la separación de las proteínas se depositaron aproximadamente 30 µg en un gel de 

poliacrilamida a una concentración del 8.5% para cSRC, Pax y MMP-2 y al 7.5% para 

FAK y MMP-9, en condiciones desnaturalizantes. Las proteínas fueron transferidas a una 

membrana de nitrocelulosa en condiciones semi secas en un transblot (BIO-RAD) 

durante 30 min a 25 V para las proteínas de 60 kDa (cSRC), 68 kDa (Pax) y 83 y 73 kD 

de la forma escindida y total de la MMP-2 y durante 1 h a 25 V para las proteínas de 125 

kDa (FAK) y 93 y 83 kDa de la forma escindida y total de la MMP-9. El bloqueo se realizó 

con albúmina sérica bovina al 5% a 37°C durante 2 h. Las membranas fueron incubadas 

con los anticuerpos primarios contra las forma fosforilada y total de las proteínas cSRC, 

Pax y FAK (phospho SRC Tyr-416 Cell Signaling, MA, USA, Ref 2101; SRC Cell 

Signaling, MA, USA, Ref 2108; phospho paxillin Tyr-118 Cell Signaling, MA, USA, Ref 

2541; paxillin Cell Signaling, MA, USA, Ref 2542; phospho FAK Tyr-397 Cell Signaling, 

MA, USA, Ref 3283; FAK Cell Signaling, MA, USA, Ref 3285) y de las proteínas MMP-2 

y MMP-9 (MMP-2 Cell Signaling, MA, USA, Ref. 4042; MMP-9 Cell Signaling, MA, USA. 

USA, Ref. 3852). Todos los anticuerpos se utilizaron en una dilución 1/1000. Como 

control de carga se detectó a la proteína α-tubulina a una dilución 1:1000 (Sigma Aldrich, 

St Louis, MO USA, Ref T3195). Todos los anticuerpos fueron incubados durante 48 h 

excepto el anticuerpo contra α-tubulina que fue incubado por 24 h. Posteriormente, las 

membranas fueron incubadas con el anticuerpo secundario contra conejo (1:10000) 

(Santa Cruz Biotechnology, TX, USA) durante 45 min en agitación y a temperatura 

ambiente. Por recomendación de Cell Signaling, los anticuerpos primarios y secundarios 

fueron removidos de las membranas con una solución con Tris-HCl pH 6.8 a 0.06 M, 

SDS al 2 % y β-mercaptoetanol al 0.7 % durante 30 min a 50 °C en agitación. La señal 

quimioluminiscente fue detectada por exposición de las membranas al sustrato 

SuperSignal West Fento (Thermo Scientific # 34096) con placas Kodak Biomax Light 

Film (Sigma-Aldrich, MO, USA). 
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6.5. Silenciamiento de las proteínas cSRC y RP 

Para los experimentos de silenciamiento las condiciones de cultivo variaron con respecto 

a las que se describieron anteriormente. En esta ocasión se sembraron 1 x 105 células, 

en medio DMEM (In vitro, S.A., D.F., MEX) suplementado con SFB al 10%, piruvato 1 

mM, glutamina 2 mM, y aminoácidos no esenciales 0.1 mM (GIBCO, NY, USA) y con 

penicilina/estreptomicina al 1% a 37 °C con 5% de CO2. Después de 24 h, el medio de 

crecimiento fue sustituido por el medio de transfección: DMEM (In vitro, S.A., D.F., MEX) 

sin antibiótico, sin SFB, sin rojo de fenol y libre de hormonas con los respectivos 

tratamientos: lipofectamina (0.5%), 100 nM de siRNA contra la expresión del RP 

(Ambion, PGR Silencer Select, Pre-designed cat#4392420) o cSRC (Ambion, SRC 

Silencer Select, Pre-designed cat # 4392420) según el caso, así como 100 nM de siRNA 

control (Silencer Select Negative Control #1). El medio de transfección fue retirado a las 

12 h y sustituido por medio DMEM (In vitro, S.A., D.F., MEX) sin antibiótico, sin rojo fenol 

y suplementado con SFB al 10% libre de hormonas. Después de 48 h de transfección las 

células fueron colectadas para la extracción de ARN, en el caso del RP, o proteína en el 

caso de cSRC. Para la extracción del ARN se utilizó el reactivo de trizol (Ambiom by Life 

Technologies, ref: 10296028) y la expresión del RP, después del silenciamiento, se 

detectó a nivel de ARNm por RT-PCR. Una vez extraído el ARN, se llevó a cabo su 

cuantificación y la determinación de su calidad a través de las relaciones 260/280, 

260/230 y por su visualización en un gel de integridad. Tanto la concentración como la 

calidad del ARN fueron aceptables para la metodología de RT-PCR, que se llevó a cabo 

con los paquetes: Platinum Pfx DNA Polymerase Cat# 11708-039 y LightCycler FastStart 

DNA Master SYBR Green I Cat# 12 239 264 001. Los oligonucleótidos que se utilizaron 

para la PCR fueron los siguientes: RP: FW: 5´-ACATGGTAGCTGTGGGAAGG-3´, RV: 

5´-GCTAAGCCAGCAAGAAATGG-3´, 18S: FW 5´ -AGT GAA ACT GCG AAT GGC- 3´, 

RV: 5´-CTG ACC GGG TTG GTT TTG-3´. En el caso de cSRC, la expresión posterior al 

silenciamiento se detectó a nivel de proteína y se procedió como fue descrito en las 

secciones de extracción de proteínas y western blot. 
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6.6. Inmunofluorescencia 

Para la detección de las proteínas cSRC y RP, se sembraron 15 000 células por pozo 

sobre cubreobjetos, en medio DMEM (In vitro, S.A., D.F., MEX) suplementado con SFB 

al 10%, piruvato 1 mM, glutamina 2 mM, y aminoácidos no esenciales 0.1 mM (GIBCO, 

NY, USA) y con penicilina/estreptomicina al 1% a 37 °C con 5% de CO2. A las 24 h de 

sembradas el medio se reemplazó por DMEM (In vitro, S.A., D.F., MEX) sin rojo de fenol 

y libre de hormonas, suplementado con SFB al 10% también libre de hormonas por otras 

24 h, posteriormente, las células se fijaron en paraformaldehído por 20 min, diluido hasta 

el 2% en el mismo medio que contenía a las células. Una vez transcurrido este tiempo, 

las células se lavaron tres veces con tampón fosfato salino (PBS) por 5 min y se 

permeabilizaron y bloquearon al mismo tiempo en una solución de PBS con Tritón al 

0.2% y albúmina sérica bovina al 1%. Posteriormente las células se incubaron con los 

anticuerpos primarios contra cSRC (Cell Signaling, MA, USA, Ref 2108) 1/500; y RP 

(Santa Cruz Biotechnology Dallas, Texas, USA Ref B-30 sc-811) 1/200 por 48 h en una 

solución de PBS con glicina al 1%, Triton al 0.2% y albúmina sérica bovina al 1%. Al 

retirar el anticuerpo primario, las células se lavaron tres veces con PBS por 5 min. A 

continuación, se incubaron con el anticuerpo secundario contra conejo (1/1000) alexa 

fluor 568 (Invitrogen, Oregon, USA Ref A11011) para el anticuerpo primario contra cSRC 

y con el anticuerpo secundario contra ratón (1/1000) alexa fluor 488 (Invitrogen, Oregon, 

USA Ref 1890503) para el anticuerpo primario contra el RP, durante 45 min, en total 

oscuridad. Después de la incubación con el anticuerpo secundario las células se lavaron 

tres veces con PBS por 5 min y se incubó con Hoechst 1/12000 (Thermo Scientific, 

Rochester, NY, USA, Ref 33342) por 7 min en total oscuridad. Finalmente, las células se 

lavaron tres veces con PBS por 5 min y se montaron en el medio Aqua-Poly/Mount 

(Polysciences, Valley Road, Warrington, PA, Ref 18606). Las muestras se visualizaron 

en un microscopio Olympus Bx43F para detectar la fluorescencia alexa 568, alexa fluor 

488 y Hoechst. La colocalización se estableció fusionando las imágenes mediante el 

software ImageJ (National Institute of Health). 
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6.7. Co-inmunoprecipitación 

Las células se lisaron en una solución tampón que contenía Tris-HCl 50 mM (pH 7.4), 

NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100 al 1%, SDS al 0.1% y un cóctel de inhibidores 

de proteasas (Sigma Aldrich, St Louis, MO USA, # P8340) a 4 °C durante toda la noche. 

Posteriormente, los lisados celulares se centrifugaron a 12500 rpm durante 15 min. Del 

sobrenadante se tomó el volumen correspondiente a 1 mg de proteína y se incubó con 2 

µg de anticuerpo anti-RP (Santa Cruz Biotechnology Dallas, Texas, EE. UU. Ref. B-30 

sc-811) y 50 µL de proteína acoplada a sefarosa más agarosa A/G (sc-2003; Santa Cruz 

Biotechnology) bajo agitación permanente a 4 °C durante toda la noche. Al día siguiente, 

las muestras se centrifugaron y las perlas de A/G se lavaron tres veces con una solución 

tampón que contenía (Tris HCl 20 mM; NaCl 150 mM; EDTA 1 mM, Triton X-100 0,1 y 

un cóctel de inhibidores de proteasas (Sigma Aldrich, St Louis, MO EE. UU., # P8340) 

pH 7.5). Finalmente, las muestras se desnaturalizaron hirviendo en tampón de carga (Tris 

120 mM, pH 6.8; SDS al 4%; glicerol al 0.2%; β-mercaptoetanol al 5% y azul de 

bromofenol 10 mg/mL) y se separaron en SDS-PAGE. La detección de cSRC y el RP se 

realizó como se describió previamente en la sección de Western blot. Para detectar el 

RP se eliminaron previamente los anticuerpos primarios y secundarios. 

 

6.8. Ensayos de migración e invasión 

Para evaluar la capacidad de migración de las células, una vez terminado el tiempo de 

transfección (de acuerdo con el protocolo descrito anteriormente), se realizó la herida en 

cada uno de los pozos con una punta de micropipeta desechable de 200 µL, se retiró el 

medio y las células despegadas en este proceso se eliminaron con dos lavados de PBS. 

Se añadieron 2 mL de DMEM sin rojo fenol y libre de hormonas y posteriormente Ara-C 

(inhibidor de la proliferación), a una concentración de 10 μM. Las células se incubaron 

por 1 h a 37 °C y pasado este tiempo, sin retirar el medio, se aplicaron los tratamientos 

correspondientes con P4 (50 nM) o su vehículo (DMSO al 0.01%) en las células 

transfectadas con el siRNA control o contra la expresión del cSRC. Finalmente, se 

tomaron fotos a las 0, 6 y 12 h, utilizando como referencia la cuadrícula previamente 

dibujada en las cajas. Se calculó la capacidad de cierre de la herida por la fórmula 100 −

𝑡𝑥 𝑥 100

𝑡0
. En el caso de la invasión las células se cultivaron como se describe en la sección 
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"Cultivo de células". Los insertos Transwell (membrana de 8.0 µm; Corning, USA) se 

colocaron en una placa de 6 pocillos y se cubrieron con 2 mg/mL de matrigel (Sigma 

Aldrich, EE. UU.) que se diluyeron previamente en DMEM sin rojo fenol y libre de SFB. 

Se colocó 1 mL de esta dilución en el inserto e inmediatamente se incubó la placa a 37 

°C durante 2 h en una atmósfera de 95% de aire y 5% de CO2. A continuación, se 

añadieron 20000 células suspendidas en 1.5 mL de medio libre de suero con 10 µM de 

Ara-C (Sigma Aldrich, EE. UU.) en el inserto. Los pocillos inferiores se llenaron con 2 mL 

de DMEM con 10% de SFB como quimioatrayente. Los tratamientos con P4 o PP2 

(inhibidor de la actividad de cSRC) se realizaron en los insertos y las células se incubaron 

a 37 °C, 5% de CO2 y 95% de aire durante 24 h. Las células invasoras de la superficie 

inferior de la membrana se fijaron con paraformaldehído al 4% durante 20 min y se 

tiñeron con cristal violeta al 0.1% durante 20 min. A continuación, los insertos se lavaron 

tres veces durante 10 min con PBS para eliminar el exceso de colorante. Por último, los 

insertos se observaron con un microscopio invertido (CKX41, Olympus, JPN) y se 

tomaron las correspondientes imágenes con un aumento 100x en una cámara Infinity1-

2C. El número de células que invadieron el matrigel se contó en 5 campos seleccionados 

al azar mediante el uso del software ImageJ1 (NIH, EE. UU.). 

 

6.9. Análisis bioinformático de la expresión de los genes PXN (Pax) y PTPN12 (PTP-

PEST) en GB 

Los recuentos de RNA-Seq de 196 gliomas de grado II, 223 de grado III y 139 de grado 

IV (GB) se obtuvieron de los proyectos GB y Gliomas de bajo grado del repositorio de la 

base de datos: The Cancer Genome Atlas (TCGA) (https://portal.gdc.cancer.gov/). Los 

datos se descargaron y procesaron mediante el uso del paquete TCGAbiolinks versión 

2.12.6 para R.17. Además, se obtuvieron perfiles de expresión de 249 muestras de 

corteza cerebral sana de la base de datos GTEx (https://gtexportal.org/home/). Los datos 

se normalizaron por DESeq2 versión 1.22.2 y se representaron gráficamente. La 

correlación de la expresión génica en los GB se analizó en el paquete TCGAbiolinks para 

R.  
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7. Análisis in sílico 

Para el análisis in sílico se utilizaron tres bases de datos diseñadas para la predicción de 

sitios de fosforilación: NetPhos 3.1, KinasePhos, y GPS 5.0. NetPhos 3.1 que predicen 

sitios de fosforilación utilizando conjuntos de redes neuronales. Se realizan predicciones 

tanto genéricas como específicas de las cinasas (105). KinasePhos identifica sitios de 

fosforilación específicos de las proteínas cinasas a partir de las secuencias y los patrones 

de acoplamiento (106), mientras que GPS 5.0 utiliza métodos de determinación del peso 

de la posición y de optimización de la matriz de puntuación (107). Todas estas bases de 

datos predicen la fosforilación de residuos de serina, treonina o tirosina en proteínas 

eucariotas. 

 

7.1. Análisis estadístico 

Los datos se analizaron con el programa Graph Pad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., 

USA). Se realizó un ANOVA de una vía seguida de una prueba de comparaciones 

múltiples de Bonferroni (Figuras 9A; 10C y D; 12C, D y E; 14B; 16A y B; 17B y D) y 

posteriormente la prueba t student para establecer las diferencias estadísticas entre 2 

grupos comparables (Figuras 9B, 10A y B, 11B, 12A y B, 15A y B). Los valores de p 

<0.05 se consideraron estadísticamente significativos. 
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VII. Resultados 

7.1. La P4 induce la activación de cSRC en células de GB humanos 

Para determinar el papel de la P4 en la activación de cSRC en células de GB, se 

administró P4 a tres concentraciones diferentes (10, 50 y 250 nM) a la línea celular U251 

durante 10 min y la fosforilación de cSRC (Y416) se determinó mediante western blot. La 

concentración de 50 nM fue la más efectiva en inducir un incremento en la tasa p-cSRC 

(Y416)/cSRC (Figura 9A). Teniendo en cuenta este resultado, en las células U87 solo 

se analizó la concentración de 50 nM, que a su vez también indujo un incremento en la 

tasa p-cSRC (Y416)/cSRC (Figura 9B).  

 

Figura 9. Activación de cSRC por la P4 en células de GB humano. Las células U251 (A) 

y U87 (B) se trataron con P4 (10, 50 y 250 nM) o vehículo (V, DMSO 0.01%) durante 10 

min. Los paneles superiores muestran las imágenes representativas del western blot 

para p-cSRC, cSRC y α-tubulina. El panel inferior muestra el análisis densitométrico, 

donde los datos se normalizaron con respecto al vehículo. Los resultados están 

expresados como ± S.E.M. n = 4; *p <0.05 vs. V.  
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7.2. La activación de cSRC por la P4 está mediada por el RP en células de GB 

humanos  

Además del RP la P4 tiene afinidad por otros receptores, como se describió en la sección 

2.2.1. de los antecedentes (65,108). El R5020 es una progestina sintética que funciona 

como un agonista del RP. Teniendo en cuenta la alta afinidad del R5020 por el RP (Kd ≈ 

2 nM) (109) sobre otros receptores  (110,111), en este trabajo se incluyó el tratamiento 

de las células con 10 nM de R5020. Como en el caso de la P4, el R5020 aumentó la tasa 

p-cSRC (Y416)/cSRC en las células U251 y U87 (Figuras 10A y B). Posteriormente, 

para confirmar que la activación de cSRC por la P4 está mediada por el RP, las células 

U251 se transfectaron con un siRNA comercial contra la expresión del RP o con un siRNA 

control (secuencia aleatoria) y se trataron con P4 (50 nM) durante 10 min. La eficiencia 

de la transfección fue superior al 50% (Figura 10C). La P4 indujo la activación de cSRC 

en las células transfectadas con el siRNA control como se describió en el experimento 

que corresponde a la Figura 9. Por el contrario, en las células transfectadas con el siRNA 

contra la expresión del RP se bloqueó el aumento de la tasa p-cSRC (Y416)/cSRC 

inducido por la P4 (Figura 10D). Este resultado demuestra la participación del RP en la 

activación de cSRC por la P4 en células de GB humano. Considerando el corto tiempo 

(10 min) en el que se observa la activación de cSRC, este resultado sugiere que al igual 

que en las células de cáncer de mama, en este caso, el RP induce la activación de cSRC 

a través del mecanismo no genómico que se describió en la sección 2.3.1.  
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Figura 10. Participación del RP en la activación de cSRC por la P4 en células de GB. 

Las células U251 (A) y U87 (B) se trataron con R5020 (10 nM) o vehículo (V, DMSO 

0.01%) durante 10 min. Las células U251 (C) se transfectaron con un siRNA contra la 

expresión del RP o un siRNA control (secuencia aleatoria) (100 nM) o solo se trataron 

con lipofectamina (Control). (D) Las células transfectadas se trataron con P4 (50 nM) o 
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vehículo (V, DMSO 0,01%) durante 10 min. Los paneles superiores muestran (A, B y D) 

las imágenes representativas del western blot para p-cSRC, cSRC y α-tubulina, (C) 

imagen representativa de la RT-PCR para las bandas correspondientes al RP y al 18S. 

Los paneles inferiores muestran el análisis densitométrico de (A, B y D) Western blot y 

(C) RT-PCR. Los resultados se expresan como la media ± S.E.M. (A, B y D) n = 4 * p 

<0.05 vs. v, (C) n = 3 *p <0.05 vs. siRNA control.  

 

7.3. El RP y cSRC interactúan en células de GB humano 

El mecanismo no genómico del RP tiene lugar a través de la interacción entre el motivo 

de poliprolina ubicado en el extremo N-terminal de este receptor y el dominio SH3 de la 

cinasa cSRC (10). Para evaluar la interacción de estas proteínas en las células U251 

derivadas de un GB humano, primero se realizó un ensayo de inmunofluorescencia como 

se describe en la sección de metodología. De acuerdo con la imagen de 

inmunofluorescencia (Figura 11A), ambas proteínas co-localizan principalmente en el 

núcleo y en el espacio perinuclear. Aunque este ensayo no demuestra la interacción 

física, sí sugiere la posibilidad de que esta ocurra ya que relaciona a dos proteínas en un 

mismo lugar e instante de tiempo. Con el objetivo de corroborar este resultado, se llevó 

a cabo un ensayo de co-inmunoprecipitación donde además de evidenciarse la 

interacción entre ambas proteínas se observa que la P4 potencia el efecto a los 5 min de 

tratamiento (Figura 11B). 
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Figura 11. Interacción entre el RP y cSRC en las células U251. Los ensayos de 

inmunofluorescencia se llevaron a cabo en condiciones basales. (A) Señal del núcleo 

(azul), células inmunopositivas para el RP (verde), cSRC (roja), unión de ambas señales 

(RP-cSRC) y unión con la señal del núcleo (Núcleo-RP-cSRC). En la imagen amplificada 

de la unión total, las flechas indican las áreas de co-localización entre el RP y cSRC en 

el núcleo y el espacio perinuclear principalmente. (B) Las células U251 se trataron con 

P4 (50 nM) o vehículo (V, DMSO 0,01%) durante 5 min, se inmunoprecipitaron con un 

Ac contra el RP y se reveló por western blot la señal de ambas proteínas. También se 

muestra la inmunoprecipitación del RP utilizando un Ac contra cSRC (IP cSRC). Los 

resultados se expresan como la media ± S.E.M. n = 3 *p <0.05 vs V.  

 

7.4. cSRC tiene sitios blancos de fosforilación en el RP 

La fosforilación de los receptores nucleares, incluido el RP, tiene una gran relevancia en 

los efectos regulados por estas proteínas. La fosforilación del RP sobre los residuos de 

serina se ha estudiado ampliamente (112); sin embargo, en relación con los residuos de 

tirosina no hay información sobre las proteínas que están involucradas y los efectos que 

puede tener esta modificación sobre la actividad del receptor. Teniendo en cuenta la 

interacción entre cSRC y el RP, se decidió evaluar el papel potencial de cSRC sobre la 
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fosforilación del RP mediante el uso de tres bases de datos diferentes (NetPhos 3.1, 

KinasePhos y GPS 5.0). En todas ellas se encontró el mismo residuo putativo de tirosina 

en el aminoácido 87 del RP (Tabla 1). Aunque este resultado debe ser confirmado en 

ensayos experimentales, la información obtenida por las bases de datos abre la 

posibilidad para futuras investigaciones de las funciones y la regulación del RP por cSRC. 

 

Tabla 1. Análisis in silico de los potenciales sitios de fosforilación de cSRC sobre el RP. 

 ID Posición AA            Cinasa Score E-value Péptido 

Netphos 3.1 

Receptor de 

progesterona Homo 

sapiens 

AAA60081.1 

87 Y cSRC 0.516 

 

 VEGAYSRAE 

  EGFR 0.444 

 

  

KinasePhos 87 Y cSRC  13 VEGAYSRAE 

GPS 5.0 87 Y TK/cSRC/SRCA/YES1 27.217  LSDVEGAYSRAEATR 

 

 

7.5. cSRC regula la activación de FAK y Pax en células de GB humanos tratadas 

con P4 

FAK y Pax son componentes fundamentales de las adhesiones focales, ya que facilitan 

y regulan la formación de estos sistemas. Para evaluar si la P4 induce la activación de 

FAK y Pax, las células U251 y U87 fueron tratadas con P4 a 50 nM durante 20 min. La 

activación de estas proteínas se determinó mediante western blot con el uso de 

anticuerpos específicos para los residuos de tirosina 397 (Y397) y 576/577 (Y576/577) 

de FAK y el residuo de tirosina 118 (Y118) de Pax. La P4 (50 nM) aumentó la tasa p-

FAK/FAK (Y397 e Y576/577) en las células U251 y la tasa p-FAK (Y576/577)/FAK en las 

células U87, mientras que, en el caso de la proteína Pax, la P4 disminuyó la tasa p-Pax 

(Y118)/Pax en las células U251 a los 20 min (Figura 12A y B). cSRC es una de las 

cinasas más involucradas en la fosforilación de los componentes de las adhesiones 

focales, principalmente de FAK (29). Para determinar el papel de cSRC en la fosforilación 

de FAK y Pax, las células U251 se transfectaron con un siRNA comercial contra la 

expresión de cSRC o con un siRNA control (secuencia aleatoria) y se trataron con P4 

(50 nM) durante 20 min. La eficiencia del siRNA para disminuir la expresión de cSRC fue 

del 50% (Figura 12C). El siRNA contra la expresión de cSRC bloqueó el aumento de la 
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tasa p-FAK (Y576/577)/FAK inducido por la P4 (Figura 12D), pero no la disminución de 

la relación p-Pax/Pax (Figura 12E). Este resultado sugiere que la P4 participa en la 

regulación de las adhesiones focales a través de cSRC en las células de GB. 

 

 

Figura 12. Participación de cSRC en la activación de FAK y Pax por la P4 en células de 

GB humanos. Las células U251 (A) y U87 (B) se trataron con P4 (50 nM) o vehículo (V, 

DMSO 0,01%) durante 20 min. Las células U251 (C) se transfectaron con un siRNA 

contra la expresión de cSRC o un siRNA control (secuencia aleatoria) (100 nM) o solo se 

trataron con lipofectamina (Control). (D y E) las células transfectadas con el siRNA contra 

cSRC o el siRNA control se trataron con P4 (50 nM) o vehículo (V, DMSO 0.01%) durante 

20 min. Los paneles superiores muestran las imágenes representativas del western blots 

para cSRC, p-FAK, FAK, p-Pax, Pax y α-tubulina. Los paneles inferiores muestran el 
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análisis densitométrico. Los datos se normalizaron respecto al vehículo o al control. Los 

resultados se expresan como la media ± S.E.M. n = 4 *p <0.05. 

 

Una de las proteínas estrechamente relacionadas con la desfosforilación de Pax es la 

tirosina fosfatasa PTP-PEST. Shen y colaboradores encontraron que PTP-PEST co-

inmunoprecipita con FAK y Pax en células de embriones de pollo (113). Estos autores 

también demostraron que la sobreexpresión de PTP-PEST está asociada a la 

disminución de la fosforilación de Pax (114). En los GB, PTP-PEST regula los eventos 

de invasión mediante la ubiquitinación dependiente de la fosforilación de proteínas 

focales esenciales como Cas, FAK, Pax y cSRC (115). Por medio de un análisis 

bioinformático, en este trabajo se comparó la expresión de los genes que codifican para 

las proteínas Pax (PNX) y PTP-PEST (PTPN12) entre tejido normal y astrocitomas de 

diferentes grados, así como entre los cuatro subtipos moleculares de GB descritos por 

Verhaak y colaboradores. Se estableció la correlación entre la expresión de ambos genes 

en los GB. PNX y PTPN12 tienen una mayor expresión en astrocitomas de grado II, III y 

IV (GB) con respecto al tejido normal y dentro de los GB, tienen una mayor expresión en 

el subtipo mesenquimal que a su vez se ha asociado con el peor pronóstico (Figura 

13A), lo cual sugiere que ambos genes participan en la progresión de los GB. Además, 

el análisis mostró un valor de 0.65 de correlación en la expresión de ambos genes en los 

GB (Figura 13B) lo que sugiere que ambas proteínas participan en una misma ruta de 

señalización. 
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Figura 13. Expresión y correlación de PXN (Pax) y PTPN12 (PTP-PEST) a partir de las 

bases de datos de los proyectos GB y Gliomas de bajo grado del Atlas del Genoma del 

Cáncer (TCGA). (A y B) Comparación de la expresión de PXN y PTPN12 entre tejido 

normal (NT) y astrocitomas de grado II, III y IV. (C y D) Comparación entre los subtipos 

moleculares (clásico, mesenquimal, neural y proneural) definidos por Verhaak y 

colaboradores. (E) Correlación entre la expresión de PXN Y PTPN12 en GB. 

 

7.6. Papel de cSRC en la migración de células de GB humano tratadas con P4  

Como se esperaba de acuerdo con los resultados presentados hasta este punto, el 

silenciamiento de cSRC disminuyó la capacidad migratoria de las células U251 tratadas 

con P4, lo que se ve reflejado en el porcentaje de cierre de la herida (Figura 14). A las 6 

y 12 h de tratamiento con la P4, las células que fueron transfectadas con el siRNA contra 

la expresión de cSRC cubrieron una menor área de la herida con respecto a las que se 

transfectaron con el siRNA control. Este resultado y los anteriores sugieren que cSRC 
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participa en los eventos que conducen a la migración de células de GB a través de la 

regulación de la fosforilación de las proteínas Pax y FAK en las células de GB 

estimuladas con P4. 

 

Figura 14. cSRC participa en la migración celular inducida por la P4. Las células U251 

transfectadas con un siRNA contra la expresión de cSRC y un siRNA control (secuencia 

aleatoria) (100 nM) se trataron con P4 (50 nM) o vehículo (V, DMSO 0.01%). Se tomaron 

fotografías del área de la herida a las 0, 6 y 12 h y se capturaron con un aumento de 

100X. (A) Imagen representativa del cierre de la herida. (B) cuantificación del cierre de 

la herida (%). Los resultados se expresan como la media ± S.E.M. n = 4; *p<0.05. 

 

7.7. Efecto de la P4 en la expresión de las MMP-2 y -9 en células de GB humanos 

Las MMP-2 y -9 desempeñan un importante papel en la capacidad de las células de GB 

para invadir el parénquima cerebral que rodea al tumor. La expresión de ambas 

metaloproteinasas es mayor en GB que en el tejido cerebral normal. Además, una 

elevada expresión de ambas metaloproteinasas es un indicador de mal pronóstico para 
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la recurrencia de los GB (116–118). La P4 indujo un aumento de la expresión de la MMP-

9 a las 3 y 6 h de tratamiento en las células U251 y a las 6 h de tratamiento en las células 

U87 (Figura 15B), sin embargo, en el caso de la MMP-2 no se observaron diferencias 

significativas en el cambio de la expresión. 

 

 

Figura 15. La P4 aumenta la expresión de la MMP-9 en células de GB humanos. Las 

células U251 y U87 se trataron con P4 (50 nM) o vehículo (V, DMSO 0.01%) durante 3 y 

6 h. Los paneles superiores muestran las imágenes representativas del western blot para 

MMP-2 (A), MMP-9 (B) y α-tubulina. Los paneles inferiores muestran el análisis 

densitométrico. Los datos se normalizaron con respecto al vehículo. Los resultados se 

expresan como la media ± S.E.M. n = 3; *p <0.05 vs. V. 
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7.8. cSRC participa en la regulación de la expresión de la MMP-9 en células de GB 

humanos tratadas con P4 

Considerando la capacidad de la P4 para aumentar el contenido de la proteína MMP-9 

en las células derivadas de GB humanos y antecedentes que relacionan a cSRC con el 

incremento de la actividad y expresión de la MMP-9 en células derivadas cáncer de 

mama (119), se decidió evaluar el papel de la cinasa cSRC sobre la expresión de la 

MMP-9 en el contexto de este trabajo. Para cumplir este objetivo ambas líneas celulares 

(U251 y U87) se transfectaron con un siRNA contra la expresión de cSRC o con un siRNA 

control (secuencia aleatoria) y se trataron con P4 (50 nM) durante 6 h. En las células 

transfectadas con el siRNA contra cSRC el efecto de la P4 fue significativamente menor 

que en aquellas que solo recibieron el siRNA control (Figura 16A y B). Este resultado 

sugiere que, al menos parcialmente, cSRC está involucrada en el efecto de la P4 sobre 

la expresión de la MMP-9. 

 

Figura 16. Participación de cSRC en el incremento de la expresión de la MMP-9 por la 

P4 en células de GB humanos. Las células U251 (A) y U87 (B) se transfectaron con un 

siRNA contra la expresión de cSRC o un siRNA control (secuencia aleatoria) (100 nM) y 

se trataron con P4 (50 nM) o vehículo (V, DMSO 0.01%) durante 6 h. Los paneles 

superiores muestran las imágenes representativas del western blot para la MMP-9 y la 

α-tubulina. Los paneles inferiores muestran el análisis densitométrico. Los datos se 
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normalizaron respecto al vehículo. Los resultados se expresan como la media ± S.E.M. 

n = 4 *p <0.05. 

 

7.9. Papel de cSRC en la capacidad invasiva de células de GB humanos tratadas 

con P4 

Considerando el efecto de la P4 en el aumento de la expresión de la MMP-9 (Figura 

15B) y la participación de cSRC en este evento (Figura 16A y B), en este trabajo también 

se evaluó el papel de cSRC en la capacidad de invasión de células de GB humano a 

través de un ensayo en cámara de Boyden con matrigel (Figura 17). La P4 incrementó 

el número de células que invaden a través del matrigel (Figura 17) y este efecto se 

revirtió cuando las células U87 fueron tratadas además con el inhibidor farmacológico de 

cSRC, PP2 (Figura 17C y D). Aunque en el caso de las células U251 el efecto del PP2 

sobre la acción de la P4 no fue estadísticamente significativo, si se observa una 

tendencia bastante marcada en la disminución de la capacidad invasiva de las células 

tratadas con P4+PP2 con respecto a las que solo recibieron P4 (Figura 17A y B). 
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Figura 17. cSRC participa en la invasión celular inducida por la P4 en células de GB 

humanos. Las células U251 y U87 se trataron con vehículo (V, DMSO 0.01%), P4 (50 

nM), PP2 (1µM), o la combinación de P4 (50 nM) + PP2 (1 µM) durante 24 h. Las células 

que invadieron a través del matrigel se fijaron con paraformaldehído, se tiñeron y se 
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tomaron fotografías con un aumento de 100X. (A y C) Imágenes representativas de las 

células de U251 y U87 que atravesaron el matrigel. (B y D) Cuantificación del número de 

células que invadieron a través del matrigel. Los resultados se expresan como la media 

± S.E.M. n = 4; *p<0.05. 
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VIII. Discusión 

El GB es el tumor cerebral más agresivo y frecuente en adultos. Los pacientes con GB 

tienen una supervivencia global de 14 meses (120). Uno de los factores que influye en el 

mal pronóstico de estos pacientes es la alta capacidad de las células del GB para migrar 

e invadir el parénquima cerebral que rodea al tumor, lo que a su vez hace 

extremadamente difícil una resección quirúrgica completa (121). Existen diversas vías 

de señalización implicadas en los procesos de migración e invasión de los GB; algunas 

son activadas por la proteína cSRC que pertenece a la familia de las cinasas SRC (SFK) 

(13). De todos los miembros de la familia (FYN, YES, BLK, YRK, FGR, HCK, LCK Y LYN) 

cSRC es la que con mayor frecuencia se relaciona con procesos involucrados en la 

progresión del cáncer (95). Esta cinasa participa en la migración e invasión de múltiples 

tumores malignos a través de la regulación de la contracción acto-miosina, la 

polimerización de la actina (122) y la proteólisis de la MEC (123). En los GB, cSRC 

desempeñan un papel esencial en los acontecimientos relacionados con la motilidad y la 

alteración de la MEC (13,100,102).  

Se ha demostrado que el RP activado por la P4 promueve la migración e invasión de las 

células de GB (5,6). Sin embargo, no hay información sobre la posible interacción entre 

el RP y cSRC en el contexto de estos tumores cerebrales. En este trabajo, investigamos 

en primer lugar la capacidad de la P4 para activar a cSRC a través del RP y cómo esta 

activación regula la fosforilación/desfosforilación o expresión de proteínas involucradas 

en la migración e invasión de las células de GB humano. 

Las células U251 y U87 fueron tratadas con P4 durante 10 min, y la activación de cSRC 

se evaluó mediante western blot. El aumento de la tasa p-cSRC (Y416)/cSRC en las 

células U251 fue significativo a una concentración de 50 nM. El residuo de tirosina Y416 

está localizado en el dominio SH1, y su autofosforilación es necesaria para la completa 

activación de cSRC (43). Cuando las células U87 fueron tratadas con P4, también se 

observó un aumento significativo en la tasa p-cSRC (Y416)/cSRC. Por lo tanto, la P4 

induce la activación de cSRC en las líneas celulares derivadas de GB humanos. 

El gen SRC fue uno de los primeros protooncogenes descubiertos y hasta el momento 

de los más estudiados (124); no obstante, su papel en la progresión del cáncer no se 

conoce con exactitud. En un principio, esta cinasa fue relacionada principalmente con los 
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eventos de proliferación (125). Sin embargo, las investigaciones más recientes han 

reportado, que en neoplasias de alto grado de malignidad, cSRC no participa en eventos 

de proliferación sino que regula procesos como la adhesión, la invasión y la motilidad 

(43,126). En el cáncer colorrectal, el aumento de la actividad de cSRC, en lugar de su 

sobreexpresión, se asocia con la metástasis (96,123). Algunos autores consideran que 

cSRC induce la proliferación celular en las primeras etapas del desarrollo del cáncer, 

pero regula los procesos de migración e invasión en el caso de tumores completamente 

diferenciados (94). Teniendo en cuenta la evidencia que existe sobre el papel de cSRC 

en la regulación de los procesos de migración e invasión de las células de GB, la 

activación de cSRC por la P4 en el contexto de este trabajo, podría estar involucrada en 

la inducción de los eventos previamente mencionados.  

La cinasa de tipo no receptor FAK, fue uno de los primeros sustratos de cSRC 

identificados. La actividad de FAK está estrechamente relacionada con la regulación del 

recambio de las estructuras celulares conocidas como adhesiones focales (127). En los 

complejos de adhesión focal, cSRC induce la fosforilación de FAK y facilita el ensamblaje 

y la liberación de las proteínas que componen estas estructuras, evento que es esencial 

para la migración celular. El complejo FAK-cSRC también fosforila a Pax, que recluta 

otros componentes a los sitios de adhesión focal (43). Hecker y Gladson encontraron 

que la expresión de FAK en muestras de biopsias de astrocitoma anaplásico y GB fue 

más elevada en comparación con la de muestras de biopsia cerebral no neoplásica (128). 

En este trabajo, evaluamos la capacidad de la P4 para activar a FAK y Pax. La P4 

promovió el aumento de la tasa p-FAK (Y397)/FAK y p-FAK (Y576/577)/FAK que 

corresponde al sitio de autofosforilación y a los residuos de tirosina directamente 

fosforilados por cSRC, respectivamente. Para determinar si la P4 induce la fosforilación 

de FAK a través de cSRC, se transfectaron células U251 con un siRNA comercial contra 

la expresión de cSRC o con un siRNA control (secuencia aleatoria que no reconoce un 

blanco particular) y se trataron con P4 en las mismas condiciones de los experimentos 

anteriores. En este caso, la P4 no logró inducir la activación de FAK en las células 

transfectadas con el siRNA contra cSRC. Además, en el ensayo de migración realizado 

por la metodología del cierre de la herida, a las 6 y 12 h de tratamiento con la P4, las 

células que fueron transfectadas con el siRNA contra de cSRC cubrieron una menor área 
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de la herida con respecto a las que se transfectaron con el siRNA control. Este resultado 

demuestra la participación de cSRC en la activación de FAK y la capacidad de migración 

de células de GB tratadas con P4. 

Pax es una proteína multifuncional que desempeña un papel de andamiaje en las 

adhesiones focales. La sobreexpresión de esta proteína se ha asociado a astrocitomas 

de alto grado y a una disminución de la supervivencia (50). Tras la activación de las 

integrinas, Pax se fosforila principalmente en los residuos de tirosina, Y31 e Y118, pero 

este estado de fosforilación es dinámico y pasa por eventos de fosforilación-

desfosforilación. Zaidel-Bar y colaboradores encontraron que, en su estado fosforilado, 

Pax se asocia a los complejos y a las adhesiones focales, mientras que en su estado no 

fosforilado se encuentra en las adhesiones fibrilares. Estos autores propusieron un 

modelo en el que Pax se fosforila inicialmente y se recluta hacia las adhesiones o 

complejos focales. La velocidad de este reclutamiento está regulada por la presencia de 

ambos estados. Finalmente, bajo la fuerza mecánica ejercida por la contracción acto-

miosina, Pax se desfosforila a un ritmo elevado y la fosforilación se restablece a una baja 

velocidad (129). Este resultado sugiere que la P4 podría inducir el reclutamiento de Pax 

hacia las adhesiones fibrilares y además contribuir con el estado dinámico de 

fosforilación/desfosforilación, que es imprescindible para el desplazamiento de las 

células sobre la MEC. Cuando las células U251 se transfectaron con el siRNA contra la 

expresión de cSRC, la reducción de la tasa p-Pax (Y118)/Pax fue más evidente, lo que 

está en consonancia con el papel de cSRC en la fosforilación de Pax. Una de las 

proteínas estrechamente relacionada con la desfosforilación de Pax es la tirosina 

fosfatasa PTP-PEST. Shen y colaboradores informaron que PTP-PEST co-

immunoprecipita con FAK y Pax en células de embrión de pollo (113). Estos autores 

también demostraron que la expresión de PTP-PEST disminuye la fosforilación de Pax 

(114). En células de GB la PTP-PEST regula los eventos de invasión mediante la 

ubiquitinación, dependiente de fosforilación, de proteínas focales esenciales como Cas, 

FAK, Pax y cSRC (115). El análisis bioinformático, que se realizó como parte de este 

proyecto, reveló que la expresión del ARNm de PXN (Pax) y PTPN12 (PTP-PEST) es 

mayor en los astrocitomas (grados II, III y IV o GB) en comparación con tejido de cerebro 

normal y además mostraron la mayor expresión en el subtipo mesenquimal (subtipo 
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molecular de GB más agresivo y de peor pronóstico) (24) entre los cuatros subtipos 

moleculares definidos por Verhaak y colaboradores (22). Este resultado en conjunto con 

los antecedentes previamente expuestos, sugieren que el efecto de la P4 sobre Pax en 

el contexto de este trabajo, puede estar mediado por PTP-PEST. El análisis de la 

correlación de la expresión génica reveló un valor de 0.61 (correlación positiva 

significativa). Este resultado refuerza la posibilidad de que ambas proteínas (Pax y PTP-

PEST) participan juntas en la regulación de procesos involucrados en la migración de los 

GB y Pax sea un sustrato para la actividad fosfatasa de PTP-PEST.  

En 2013, Matías-Sánchez y colaboradores encontraron que el RP, estimulado por la P4 

o la progestina sintética acetato de medroxiprogesterona, tiene un papel esencial en la 

polimerización de los filamentos de actina, la ramificación y la formación de complejos 

de adhesión focal en las neuronas corticales. El mecanismo molecular propuesto por 

estos autores implica la activación de FAK, y de otras proteínas relacionadas con la 

migración, como las de la familia WAVE y la moesina. La fosforilación de esta última fue 

promovida por el RP a través de Ras y Rho-cinasa 2. Por lo tanto, no debemos 

subestimar el papel de estas últimas proteínas en los efectos de la P4 (130). 

Los efectos inducidos por la P4 sobre la activación de cSRC también podrían estar 

mediados por los receptores membranales a P4 (mPRs), que pertenecen a la familia de 

los receptores adipoQ acoplados a proteína G. Se han identificado cinco subtipos de 

mPRs (mPRα, mPRβ, mPRδ, mPRε, y mPRγ) y de estos, la expresión de los cuatro 

primeros se ha verificado en células de GB humanos (63,64). Es importante destacar que 

la activación del mPRα por el agonista ORG 02-0, induce proliferación, migración e 

invasión a través de la activación de cSRC y Akt en células de GB humanos (65). 

Considerando esta posibilidad, se usó un agonista del RP (R5020) para tratar a las 

células U251 y U87, y en ambos casos, se observó un aumento de la tasa p-cSRC 

(Y416)/cSRC. Teniendo en cuenta la alta afinidad del R5020 por el RP y que esta 

progestina no se transforma en los metabolitos activos de la P4 (53), tiene sentido pensar 

que, en las condiciones de esta investigación, la activación de cSRC por la P4 ocurrió a 

través del RP y no por otro receptor o metabolito. Para determinar si la activación de 

cSRC por la P4 fue inducida por acción del RP, las células U251 se transfectaron con un 

siRNA contra la expresión del RP o con un siRNA control y se trataron con 50 nM de P4 
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durante 10 min. En esta ocasión, la P4 no indujo la activación de cSRC en las células 

transfectadas con el siRNA contra el RP. Por lo tanto, el efecto de la P4 sobre la 

activación de cSRC está mediado por el RP en estas células de GB humanos. Aunque 

el RP es ampliamente conocido por su papel como factor de transcripción (131,132), en 

las dos últimas décadas la atención se ha centrado en las acciones que puede ejercer 

fuera del núcleo (133). Algunas de las acciones no genómicas del RP se deben a un 

motivo de poliprolina (aminoácidos 421-428) que puede interactuar con el dominio SH3 

de varias proteínas, incluida cSRC. Una vez que se produce esta interacción, se eliminan 

las uniones intramoleculares que mantienen a cSRC en una configuración cerrada, y el 

sitio de autofosforilación queda expuesto (10). Este mecanismo se ha estudiado 

ampliamente en el cáncer de mama. Se ha demostrado que en líneas celulares derivadas 

de cáncer de mama, la P4 promueve la interacción entre el RP y cSRC lo que a su vez 

conduce a un incremento de la proliferación (103), la migración y la invasión (70). Para 

determinar si existe una interacción entre el RP y cSRC, en células derivadas de GB 

humanos, se llevaron a cabo los ensayos de colocalización por inmunofluorescencia y 

co-inmunoprecipitación. En el primero se observó la colocalización de las proteínas 

cSRC y RP en la región nuclear y perinuclear de las células U251 y en el caso de la co-

inmunoprecipitación, SRC precipitó con ambas isoformas del RP (isoformas A y B) y este 

efecto se potenció a los 5 min de tratamiento con P4. Este resultado sugiere que la 

activación de cSRC por la P4 se debe al cambio conformacional que experimenta cSRC 

al interactuar con el motivo de poliprolina del RP. Sin embargo, este resultado debe 

interpretarse con reserva, ya que algunos autores han reportado que, en líneas celulares 

de cáncer de mama, la activación de cSRC a través del RP depende del RE, cuyo subtipo 

REα desempeña un papel fundamental en la progresión del cáncer de mama ya que a 

través de la activación de la vía cSRC/Erk induce el incremento de la proliferación celular. 

Tanto los estrógenos como las progestinas pueden ejercer este efecto; sin embargo, de 

acuerdo con los estudios realizados por Migliaccio y colaboradores y Ballaré y 

colaboradores, en el caso de la P4 la activación de cSRC requiere de un complejo que 

incluya a REα, RP y cSRC (9,134). Boonyaratanakornkit y colaboradores, por el 

contrario, apoyan la idea de la autosuficiencia del RP para inducir la activación de cSRC. 

Estos autores encontraron que en células de cáncer de mama negativas para la 
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expresión del RE, la P4 promovió la activación de cSRC a través del RP (10). En los GB, 

el estradiol induce el crecimiento celular, la migración, la invasión y la transición epitelio 

mesénquima (EMT) a través de la activación del REα (135,136). Por lo tanto, no podemos 

descartar la idea del papel del REα en la interacción RP-cSRC.  

La fosforilación del RP es una modificación postraduccional ampliamente estudiada. 

Entre otras funciones, está directamente relacionada con regular la actividad 

transcripcional de este receptor y su degradación por el proteosoma. La fosforilación de 

los residuos de serina y treonina del RP ha sido frecuentemente reportada (137,138); sin 

embargo, no hay informes sobre las cinasas que participan en la fosforilación de los 

residuos de tirosina ni de la repercusión que este evento puede tener para la función del 

receptor. Por lo tanto, se realizó un análisis in silico en tres bases de datos para buscar 

sitios de fosforilación putativos de cSRC sobre el RP. Las bases de datos NetPhos 3.1, 

KinasePhos y GPS 5.0. reportaron al residuo de tirosina en la posición 87 con la 

probabilidad más alta de ser fosforilado por cSRC. Aun cuando son necesarios una serie 

de experimentos in vitro e in vivo para demostrar esta predicción, podemos especular 

sobre el posible papel de esta modificación postraduccional tomando como referencia 

estudios que se han publicado en este contexto, pero con el RE. La fosforilación del RE 

por las proteínas SFKs se ha estudiado en líneas celulares de cáncer de mama y su 

inhibición altera la estabilidad, actividad transcripcional y unión al ligando de este 

receptor. Entonces, la interacción del RP y cSRC en las células de GB podría ser bilateral 

e implicar las acciones genómicas y no genómicas de la P4 (139). 

La colonización de áreas del cerebro alejadas del sitio de inicio del tumor, además de la 

habilidad de desplazarse sobre la MEC, requiere de la degradación de esta última. Las 

endopeptidasas dependientes de zinc de la familia de las metaloproteinasas de matriz 

son un grupo de proteínas imprescindibles para esta función. Específicamente las MMP-

2 y -9 han resultado de gran interés en el contexto de los GB. El incremento en la 

expresión de estas dos endopeptidasas correlaciona con un mal pronóstico para la 

recurrencia de los GB (118). En este trabajo, se observó que el tratamiento con 50 nM 

de P4 durante 6 h aumenta la expresión de la MMP-9 en las células U251 y U87, sin 

embargo, en la expresión de la MMP-2 no hubo cambios estadísticamente significativos. 

Cuando ambas líneas celulares se transfectaron con un siRNA contra la expresión de 
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cSRC, el tratamiento con P4 tuvo un efecto significativamente menor, sobre la expresión 

de la MMP-9 que en aquellas que se transfectaron con el siRNA control. En la línea 

celular de cáncer de mama MCF-7, la inhibición de la actividad de la cinasas cSRC y 

FAK bloqueó la secreción de la MMP-9 (119). Gautam y colaboradores reportaron que 

en la línea celular de cáncer de mama triple negativa, MDA-MB-231, la inhibición de la 

actividad de cSRC disminuye la expresión de MMP-9 y la invasión celular (140). De 

manera muy interesante, en células de fibroblastos, una forma mutada de cSRC (v-SRC) 

y FAK, participan en la disminución de la actividad y expresión de la MMP-9 pero no de 

la MMP-2 (127). Teniendo en cuenta estos antecedentes y lo que se ha descrito en la 

sección de resultados del presente trabajo, es posible que en el contexto de los GB la 

activación de cSRC por la P4 esté principalmente relacionada con la regulación de la 

MMP-9 pero no de la MMP-2. Por lo tanto, la disminución en la capacidad invasiva de las 

células de glioblastoma tratadas con P4 y PP2, inhibidor de cSRC, con respecto a las 

que solo recibieron P4, podría estar relacionada con el efecto de la P4 sobre la activación 

de cSRC y el papel de esta cinasa en el incremento de la expresión de la MMP-9. 
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IX. Conclusiones 

1. La P4 induce la activación de la proteína cSRC en células derivadas de GB 

humanos. 

2. El RP participa en la activación de la proteína cSRC en las células de GB. 

3. La activación de cSRC mediada por el RP ocurre a través de la interacción entre 

ambas proteínas. 

4. La activación de cSRC por la P4 regula la fosforilación de las proteínas FAK y Pax 

en células de GB humano. 

5. cSRC participa en el incremento en la expresión de la MMP-9 en células de GB 

tratadas con P4. 

6. La migración e invasión promovidas por la P4 en células de GB humano está 

mediada, en parte, por la activación de cSRC. 

7. La activación de cSRC a través de su interacción con el RP está involucrada 

en la inducción de los procesos de migración e invasión de células de GB tratadas 

con P4. 
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X. Perspectivas 

1. Considerando el potencial papel (análisis in silico Tabla 1) de cSRC sobre la fosforilación 

del RP en el residuo Y87, resultaría de gran interés comprobar este efecto en 

experimentos in vitro.   

2. Teniendo en cuenta la interacción RP-cSRC y que los efectos genómicos de este 

receptor se modifican por su fosforilación, evaluar el efecto de cSRC sobre la actividad 

transcripcional del RP, aportaría valiosa información sobre los efectos de ambas 

proteínas en la progresión de los GB. 

3. Se ha comprobado que el RE participa en la progresión de los GB, y en el contexto del 

cáncer de mama, además estabiliza la unión RP-cSRC. Por esta razón sería de gran 

interés evaluar el papel del RE en la interacción entre RP y cSRC en los GB. 

4. Comprobar el papel de la fosfatasa PTP-PEST en la desfosforilación de la Pax y sobre 

la capacidad de migración de células de GB, teniendo en cuenta que en los análisis de 

expresión de mRNA (Figura 13A) ambas proteínas están sobreexpresadas en los GB 

con respecto al tejido normal y en el subtipo molecular mesenquimal, que es el más 

agresivo y de peor pronóstico en los GB.  

5. Determinar el efecto de la P4 a través del RP en la activación de cSRC en células 

troncales derivadas de glioma, ya que esta población celular juega un papel fundamental 

en el mal pronóstico y recurrencia de los GB. 
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