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INTRODUCCION

l. Introduccion

La P4 regula diversas acciones en distintos tejidos. Muchas de las
acciones de la P4 estan mediadas por su receptor intracelular (RP), el cual es
un factor de transcripcion activado por su ligando que pertenece a la familia de
los receptores a hormonas esteroides, tiroideas, acido retinoico y vitamina D. El
RP tiene dos isoformas, una mas larga denominada RP-B (120 kDa) y una
truncada RP-A (94 kDa) con distinta funcién, regulacién y localizacién (Tabla1)
(Camacho—-Arroyo, 2003).

TEJIDO FUNCION

*Liberacion de ovocito.
Utero/ovario *implantacion

*Mantenimiento del embarazo

Glandula mamaria *Desarrollo alveolar

*Regulacién de sintesis de leche.

Pulmén *Incremento de la ventilacion en el

ciclo menstrual y el embarazo

Hueso *Regulacién de la masa 6sea

Tabla1. Funcién de la P4 en diversos tejidos blanco.

El RP se encuentra fosforilado basalmente y la interaccion con la
hormona y con los elementos de respuesta a progesterona (P4) de los genes
activados por el RP aumenta la fosforilacion. Esta modifica la actividad
transcripcional del RP y es una sefal para que el receptor sea ubiquitinado y
posteriormente degradado por el proteosoma 26S, por lo que una mayor
fosforilacion del RP induce una mayor degradacion del mismo (Lange, 2004).
Se desconoce el papel de las fosfatasas sobre el contenido del RP. Por lo que
en este proyecto se estudio el efecto de la inhibicion de las fosfatasas PP1 y
PP2A sobre el contenido del RP en la linea celular de astrocitoma humano
D54.



II. Resumen

La progesterona (P4) participa en la regulacion de diversas funciones
celulares a través de la interaccion con su receptor intracelular (RP). Este
receptor ha sido detectado en diversos tumores cerebrales tales como los
astrocitomas. En diferentes tipos celulares se ha observado que el RP es
regulado de manera positiva por el estradiol (E2) y negativamente por la
progesterona (P4). Por otro lado, la fosforilacion y desfosforilacion del RP esta
mediada a través de las cinasas activadas por mitégenos (MAPK) y de las
fosfatasas PP1 y PP2A, respectivamente. La fosforilacion del RP se ha
relacionado con su degradacion por medio de la via Ubiquitina-Proteosoma
26S. El papel del E;, P4 y las fosfatasas PP1 y PP2A en la regulacion del
contenido del RP en células de astrocitoma humano se desconoce. En el
presente estudio se determind el efecto del E,, la P4 y la inhibicion de las
fosfatasas PP1 y PP2A con acido okadaico, en la regulacién del contenido del
RP en la linea celular D54 correspondiente a un astrocitoma humano grado IV
por medio de la técnica de Western blot. A diferencia de otras lineas celulares,
el E2 no incrementd el contenido del RP, sino que lo redujo después de 12
horas del tratamiento y a 24 horas no mostré ningun efecto. Se observo una
reduccion en el contenido del RP con el tratamiento de P4 después de 12 y 24
horas. El tratamiento con acido okadaico potencié la regulacion negativa
inducida por la P4. Los resultados indican que el contenido del RP es regulado
por hormonas esteroides y por las fosfatasas PP1 y PP2A en la linea celular de
astrocitoma humano D54.



lll. Planteamiento del problema

En los astrocitomas se ha reportado una mayor expresion del RP en los
grados mas avanzados de estos tumores. Por otro lado, se sabe que en la
mayoria de los tejidos sanos y cancerosos, la expresidon del RP puede
regularse positivamente por el E; a nivel del mRNA, y negativamente por P4 a
nivel de la proteina. Estudios in vivo e in vitro muestran que el RP es blanco de
fosforilacion y de posterior degradacion por el sistema ubiquitina-proteosoma,
en células T-47D y en células de la hipdfisis y del SNC.

Se han identificado las fosfatasas que intervienen en la
desfosforilacion del RP (PP1 y PP2A). Se ha estudiado la accién de dichas
fosfatasas en la regulacion de la actividad transcripcional del RP, sin embargo
se desconoce el papel que tienen éstas en la regulacién del contenido del RP,
es por ello que en este trabajo se determino el efecto que tiene la inhibicion de
PP1 y PP2A en la regulacién del contenido de este receptor en cultivos de
células de astrocitoma humano grado IV (D54).



MATERIALES Y METODOS

VIl. Materiales y Métodos
7.1. Cultivo celular.

Lineas celulares de astrocitoma (D54) y adenocarcinoma mamario
(T47D), fueron cultivadas en medio DMEM-rojo fenol o RPMI- rojo fenol,
respectivamente, suplementado con suero fetal bovino al 10% hasta obtener el
80% de confluencia (aproximadamente 1 semana). Una vez obtenida la
confluencia se contaron las células en una camara de Neubauer y se colocaron
500 000 células en medio DMEM o RPMI- rojo fenol durante 24 horas. Después de
este tiempo se realiz6 un cambio por medio DMEM o RPMI sin rojo fenol
suplementado con suero bovino fetal al 10% libre de hormonas durante 24 horas.

Para determinar los efectos del E; y P4 sobre el contenido del RP en las
lineas celulares se utilizaron los siguientes compuestos: Vehiculo de las hormonas
(V), ciclodextrina al 2% en agua estéril; E2 (10 nM) acoplado a ciclodextrina; P4 (10
nM) acoplada a ciclodextrina. Las células se dividieron en los siguientes grupos:

1) V (72 horas)

2) E, + (48 horas) + V (24 horas)

3) E» + (48 horas) + P4 (24 horas)

Para determinar los efectos del acido okadaico sobre el contenido del RP
se utilizaron los siguientes compuestos, Vehiculo de las hormonas (V):
ciclodextrina al 2% en agua estéril; E; (10 nM) acoplado a ciclodextrina; P4 (10 nM)
acoplada a ciclodextrina; vehiculo del acido okadaico (Vh): agua estéril; acido
okadaico 10 y 100 nM. Las células se dividieron en los siguientes grupos:

1) V(24 horas) +V +V

2) E» (24 horas) + Vh (2 horas)+ E; (24 horas)

3) E2 (48 horas) + Vh (2 horas) + P4 (12 y 24 horas)

4) E; (48 horas) + acido okadaico 10 nM (2 horas) + P4 (12 y 24 horas)

5) E, (48 horas) + acido okadaico 100 nM (2 horas) + P4 (12 y 24 horas)
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MATERIALES Y METODOS

Después de las 48 horas de tratamiento con V o E,, las células de las
grupos 2 al 5 fueron incubadas con acido okadaico o su vehiculo y 2 horas
después se realiz6 un lavado con PBS y se agregd medio fresco suplementado

con E; al grupo 2 y P4 a los grupos 3 al 5 durante 12 horas y 24 horas.

Las células fueron colectadas por medio de lavados con PBS en frio
(6°C). La suspension de células se centrifugd a 2000 rpm durante 3 min., se
decantd el sobrenadante y el boton celular se lis6 para extraer las proteinas

totales.

7.2. Extraccién de proteinas totales.

Las células se colocaron en buffer de lisis TDG con un céctel de
inhibidores de proteasas (10 mM Tris—HCI, 1mM ditiotreitol, 30% glicerol, 1%
Triton X-100, 15 mM azida de sodio, 1 mM EDTA, 4 ug/ml leupeptina, 22 ug/ml
aprotinina, 1 mM PMSF) a 4°C.

Las muestras fueron centrifugadas a 15,000 rpm, durante 15 min, a 4°C y
se separo el sobrenadante. La concentracidon de proteinas en el sobrenadante se
determind por el método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando albumina sérica

bobina como estandar para construir la curva patrén.

7.3. Western Blot.

Las proteinas obtenidas de las células (40 ng) se separaron por
electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 7.5% a 80 volts
durante 2 horas. Cada muestra se preparo con buffer de carga (Tris 0.5 M pH 6.8,
glicerol 10%, SDS 2%, p-mercapto-etanol 5%) en un volumen 1:1 y se hirvieron
durante 5 min para depositarse en los geles antes mencionados. Las proteinas
fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Amersham) a 20 volts,

durante 1 hora en una camara semihumeda. Posteriormente, las membranas se
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MATERIALES Y METODOS

bloquearon por 2 horas a temperatura ambiente con una solucion de leche

descremada en polvo al 5% y albumina al 0.5% en TBS 1X.

Las membranas fueron incubadas durante 2 horas a temperatura
ambiente con los siguientes anticuerpos: anticuerpo primario monoclonal anti RP
el cual reconoce a la region AB del RP, (RP AB-52, Santa Cruz sc-810) en una
concentracion de 1 ug/ml. Las membranas fueron lavadas con TBS-Tween (TBS
(pH=7.4) +Tween al 0.1%) 3 veces por 5 minutos. Las membranas se incubaron
con el anticuerpo secundario anti-raton (IgG-HRP) conjugado a peroxidasa en una
concentracion de 0.24 pg/ml (Santa Cruz sc-2005). Se utilizé un método de
deteccion de alta sensibilidad (ECL, Amersham Pharmacia Biotech) para
determinar la presencia de las proteinas estudiadas. Con este sistema, el perdxido
de luminol y un activador son sustrato de la perdxidasa acoplada al anticuerpo
secundario que cuando reacciona se genera una sefal de quimioluminiscencia al

exponer las membranas a placas radiograficas.

Para normalizar las posibles diferencias en la cantidad de proteina
cargada, se realizé la determinacion de a-tubulina por medio de la técnica de

western blot como se describio previamente.

7.4. Analisis de resultados

Cada placa fue sometida a un analisis densitométrico utilizando un
aparato Scan Primax 600p (Colorado) y el programa KODAK 1D Image Andlisis
Software para cuantificar la expresion de las isoformas del RP y a-tubulina, de
acuerdo a la intensidad de cada banda. Para cada experimento los datos
obtenidos de las proteinas de interés se normalizaron con los de a-tubulina.

A los datos obtenidos se les aplic6 una prueba de ANOVA vy
posteriormente una t-Student. Se utilizd el programa Prism 2.01 (Graph Pad, CA)

para calcular los valores de probabilidad.
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RESULTADOS

VIIl. Resultados

En el presente trabajo se estudid el papel del E, la P4 y del inhibidor de
las fosfatasas PP1 y PP2A, acido okadaico (AO) sobre la regulacion del contenido

del RP en células de astrocitoma humano grado IV (D54).

Para determinar los efectos que tienen dichas hormonas sobre la
regulacion del RP en las lineas celulares de adenocarcinoma mamario humano
(T47D) y de astrocitoma humano (D54), se realizd la extraccion de proteinas
totales de células tratadas con vehiculo de las hormonas (V), E> (10 nM) y E, (10
nM) + P4 (10 nM) 12 y 24 horas después del ultimo tratamiento con la hormona.
Mediante la técnica de Western blot se identificaron las dos isoformas del RP en

ambas lineas celulares.

En la figura 10 se muestra un blot donde se localizé una banda de 114 kDa
y otra de 94 kDa, que corresponden a las isoformas RP-B y RP-A,

respectivamente en las lineas celulares T47D y D54.

T47D D54
194 kDa
128 kDa
. — 114 kDa PR-B
— — 94 kDa RP-A
81 kDa
40 kDa

Fig. 10. Identificaciéon de las isoformas del RP por Western Blot en células de
adenocarcinoma mamario (T47D) y astrocitoma grado IV (D54).
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RESULTADOS

El cargado de las proteinas se verific6 mediante la tincién de los geles con

azul de Coomassie (Fig. 11).

A. T47D B. D54
E n n + n E + + + +
Py - - + + +
A0 - - - 10 100
B e b [

Fig. 11. Gel representativo donde se observan el corrimiento en gel de arcrilamida al
7.5% de proteinas totales extraidas de células T47D (A) y D54 (B).

En las figuras siguientes se muestra un blot representativo de cuatro
experimentos independientes, donde se localizé una banda de 114 kDa y otra de
94 kDa, que corresponden a las isoformas RP-B y RP-A respectivamente; también
se muestra la inmunodeteccion de la a-tubulina utilizada como control de carga,

con un peso de 55 kDa.
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RESULTADOS

En la figura 12 se muestran los efectos del E; y la P4 después de 12 horas
de tratamiento en células T47D (Fig. 12 A) y D54 (Fig. 12 B). En el caso de las
células T47D el E, incrementd 36% y 75% el contenido de RP-A y RP-B
respectivamente y el tratamiento conjunto de E; + P4 caus6 una disminucion de
42% del contenido del RP-A y 34% del RP-B (Fig. 12. A). En las células D54, de
manera inesperada, el E, disminuyd el contenido de ambas isoformas del RP
hasta un 52% (RP-B), sin embargo la P4 disminuyé aun mas el contenido de RP-A
y revirtié el efecto del E, sobre RP-B (Fig. 12 B).

A. T47D B. D54
E, L4 4 E, + 4+
P, - + P, +
RP-B = |mwes ml wom| == [14 KDa A e [
RP-A — [ws weig s | — 944D RP-A = [™% s ws] — 94kDa

a-Tubuling == E w55 kDa 0-Tubuling s E = 55kDa

3 1.5+
25 .
_— CIRP-A
1
C=IRPB a

Iil 1.0 & +
] - ; - T
1.0 * *

E 0.5- T
0.5
0.0 0.0

v E2 E2+P4 v E2 E2+P4

Fig. 12. Analisis del contenido del RP por Western blot en células T47D (A) y D54 (B). Se
realizaron cuatro experimentos independientes de la linea T47D y D54 tratadas con Vehiculo (V):
ciclodextrina al 2% en agua estéril; E; (10 nM) y E, + P, (10 nM). Las isoformas detectadas por
Western blot se cuantificaron por medio de un analisis densitométrico y los valores obtenidos se
corrigieron respecto a los obtenidos para la tubulina. A, Células T47D; B, Células D54 ambas

colectadas a las 12 horas. & p<0.05vs Vy E; + Py; * p<0.05 V y E,; +p<0.05 vs E,.
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RESULTADOS

En la figura 13 se muestra un blot representativo y las graficas
correspondientes de células colectadas 24 horas después de los diferentes
tratamientos. La regulacion en el contenido de las isoformas del RP por el E; sélo
ocurrio en la linea T47D, donde se observd un incremento significativo en el
contenido de ambas isoformas del RP, siendo RP-B mas susceptible al
tratamiento con E; incrementando 153% su contenido, mientras que RP-A
incrementd sélo 48%. Ademas, el tratamiento de E; + P4 disminuy6 el contenido
de ambas isoformas del RP (67% en RP-A y 47% en RP-B) en relacion al
tratamiento con E; (Fig. 13 A). En el caso de la linea D54 el E, no ejercio efectos
significativos sobre el contenido del RP y la combinacion de E; + P4 caus6 una

reduccion mas discreta (27% en RP-A y 20% en RP-B) en su contenido (Fig. 13

B).

A. T47D B. D54

E, + o+
E, - + +
P, ot P, - + +
RP-B o [y 8 o | =
i, 114 KDa RP-B == o s s | 114 KDa
RP-A wm o —
P 94 kDa RP-A wm o o s | 94 kDa
0-Tubulina e s s S| — 55 kDa a-Tubuling=m= fs o s | = 55kDa
4.0- .
% 15 .
3.5 a
i | —|

g T - L —
= I RP-B .
_§ 2.5- -
 2.0- i E =
2 T
o 151 0.5

1.0

0.5- v B2 T

0.0 0.0

\" E2 E2+Pa

Fig. 13. Contenido de RP en células T47D y D54 tratadas con Vehiculo (V): ciclodextrina
al 2% en agua estéril; E; (10 nM) y Eo+P,4 (10 nM). Las proteinas fueron detectadas por western
blot como se menciond en la figura anterior. A, Células T47D; B, Células D54 ambas colectadas a

las 24 horas. & p<0.05 vs V y E,+P,; * p<0.05 vs V y E,.
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RESULTADOS

Una vez estudiada la regulacién del receptor por E, y P4, se realizaron
experimentos para determinar el contenido del RP en la linea de astrocitoma
humano D54 en presencia del inhibidor de fosfatasas, acido okadaico. Para lo cual
se extrajeron proteinas totales de células 12 (Fig. 14) y 24 horas (Fig. 15) después
de la administracién de los tratamientos con hormonas + acido okadaico (AO) o su

vehiculo (agua estéril).

En la figura 14 se muestra el efecto del acido okadaico sobre el contenido
de las isoformas del RP 12 horas después de los diferentes tratamientos
hormonales en la linea de astrocitoma humano D54. En esta figura se puede
apreciar que el AO a una concentracion baja (10 nM), no tuvo ningun efecto
respecto al tratamiento con E;, + P4, mientras que a una dosis mayor (100 nM) se
potencio el efecto de la P4, ya que ambas isoformas disminuyeron de manera
significativa respecto al tratamiento con E, + P4. Dicha disminucion fue mas
evidente en el RP-A (69%) respecto a RP-B (49%) (Fig. 14).
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RESULTADOS

E - + + + o+

P4 - - + + +

AO - - - 10 100
RP-B — e g— M = 114 kDa
RP-A . — 94 kDa

a- Tubuling — [ -] = 55 kDa

1.5-
I RP-A
s —3 RP-B
= 1.0- *
=
F & -
=
n
S +
& o5-
o 0.5
0.0
\Y E E+Ps 10 100

AO

Fig. 14. Efecto del acido okadaico sobre el contenido del RP. Analisis realizado por
medio de la técnica de Western blot en células D54 (12 horas) tratadas con: V: ciclodextrina; E; (10
nM); E, (10 nM); E, (10nM) + Acido okadaico -AO- (10 y 100 nM), V (agua estéril) y P, (10 nM). Las
isoformas detectadas por Western blot se cuantificaron por medio de un analisis densitométrico y
los valores obtenidos se corrigieron respecto a los obtenidos para la tubulina. & p<0.05vs Vy E, +

P,; * p<0.05vs V; +p<0.05vs Vy E; + P,.

En la figura 15 se observan los efectos de las hormonas y del AO en la
linea de astrocitoma humano D54 24 horas después de los tratamientos
correspondientes. Al igual que a las 12 horas, la dosis de 10 nM de AO no tuvo
efectos significativos sobre el contenido del RP-A, aunque aumenté un 23% el

contenido del RP-B. La dosis mas alta de AO (100 nM) provocé un efecto similar al
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RESULTADOS

observado a las 12 horas, potenciando la disminucion tanto del RP-A (42%) como
del RP-B (26%) por el tratamiento con P4. Cabe mencionar que al igual que a las

12 horas la isoforma A del RP fue mas susceptible al tratamiento con AO.

E -+ + o+ o+

P, - - + o+ o+

AO - - - 10 100
RP-A == —— S . — — 94 kDa
O-Tubuling s [ e s - | - 55 kDa

1.5
C—IRP-A
A RP-B
a 1T b
1 104 — — *
| T 5 .
) T
{ T
b os.
R
0.0
v E E+P 10 100

AO

Fig. 15. Efecto del acido okadaico, el E, y la P, sobre el contenido del RP en células D54
(24 horas). Se realizaron 4 experimentos independientes de la linea D54 tratadas con: V:
ciclodextrina; E, (10 nM); E, (10 nM); E, (10nM) + Acido okadaico -AO- (10 y 100 nM), Vh (agua
estéril) y P, (10 nM). Las isoformas detectadas por Western blot se cuantificaron por medio de un
analisis densitométrico y los valores obtenidos se corrigieron respecto a los obtenidos para la

tubulina. * p<0.05vs Vy E,; + p<0.05vs V, E;+P,, y OA.
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IX. DISCUSION

Regulacion del RP por E; y P4 en células T47D y D54

En el presente estudio se determind el papel del E; y la P4 sobre el
contenido del RP en células en cultivo derivadas de cancer de mama y
astrocitoma humanos por medio de la técnica de western blot. Los resultados
obtenidos muestran que el contenido del RP esta diferencialmente regulado por el
E, y la P4 en células de astrocitoma humano grado IV, D54, y en las células de

adenocarcinoma mamario T47D.

En muchos tipos celulares, incluyendo las células T47D, utilizadas como
control para los tratamientos hormonales, la regulacién positiva del RP por E; esta
mediada por el receptor a estrogenos (Camacho-Arroyo, 2003; Kastner at al.,
1990; Guerra-Araiza, 2003). EI ER-a interactua con elementos de respuesta a
estrégenos (ERE) localizados en la region promotora del RP. Estudios en diversos
tejidos reproductivos asi como en células de cancer de mama MCF7 han
demostrado que el tratamiento con E; incrementa el contenido del RP y que este
incremento es dependiente de la expresidon del RE-a (Kontula et al., 1975; Nardulli
et al., 1996).

En contraste con esos datos, en el presente estudio se encontré que el E;
no incremento el contenido del RP en las células de astrocitoma humano D54. De
hecho, se mostrd una reduccién significativa de ambas isoformas del RP a las 12
horas después del tratamiento con E;; y no hubo ningun efecto significativo sobre
el contenido del RP después de 24 horas de tratamiento con E,. Existen
evidencias de que en lineas celulares derivadas de cancer de ovario (HOSE y
OVCA) el tratamiento con estrégenos (10 nM) provocé una disminucién
significativa del RP tanto al nivel del mRNA, como al nivel de la proteina. Cabe
mencionar que las calelas HOSE presenta menor contenido de RE-a y mayor

contenido en RE-B (Mukherjee et al., 2005). EI mecanismo involucrado en la
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regulacion negativa por E; en estas células se desconoce aunque el tratamiento
con un inhibidor del RE (ICI 182 780) revirtio el efecto del E; sobre el contenido del
RP.

El mecanismo involucrado en la falta de regulacion por E; en las células
D54 no se conoce, aunque es interesante mencionar que en astrocitomas grado |V
derivados de biopsias de pacientes, las cuales corresponden al mismo grado que
las células D54, no se detectdé RE-a (Gonzalez-Aguero et al., 2001) y s6lo en
algunos casos se ha reportado la presencia del RE-B (Carroll et al., 1995;
Stojkovic, 1989; Assimakopoulou, 1998; Batistatou, 2004). La carencia de RE-a

podria explicar la falta de induccién de la expresién del RP por E,.

La expresion de las isoformas del RE en las células D54 asi como los
mecanismos involucrados en la disminucion del RP por E, en estas células
después de 12 horas del tratamiento con E; requiere de investigaciones

posteriores.

El tratamiento con P4 redundo en la regulacién negativa del RP tanto en
las células D54 como en las T47D a 12 y 24 horas. La regulacién negativa del RP
por su ligando se ha reportado tanto en modelos in vivo como in vitro. Se sabe que
la P4 induce la fosforilacion del RP para que éste pueda ser funcional y entonces
lleve a cabo su efecto gendmico, aunque también es una sefal para que el RP sea
degradado por el proteosoma 26S, dicha regulacion negativa se presenta desde
las 6 horas del tratamiento con la hormona y el contenido del RP continua
disminuyendo a lo largo del tiempo (12 y 24 horas)(Lange, 2000; Turgeon y
Waring, 2000; Shen et al., 2001; Camacho Arroyo et al., 2002; Lange et al., 2004).
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Regulacion del contenido del RP por la inhibicion de PP1 y PP2A con
acido okadaico en células T47D y D54

En las células D54 a las 12 y 24 horas, los tratamientos conjuntos de las
hormonas (Ez y P4) y acido okadaico en una concentracién baja (10 nM), no tuvo
efecto, mientras que a una dosis mayor (100 nM) se present6 un efecto negativo
en la regulacion de ambas isoformas del RP. Tanto PP1 y PP2A pueden ser
inhibidas desde un 30% por acido okadaico en bajas concentraciones (desde 10
nM), encontrandose que la actividad de PP1 y PP2A puede inhibirse hasta en un
85% con la concentracion de 100 nM (Favre et al., 1997) que fue la misma con la

que obtuvimos el decremento significativo en el contenido del RP.

Se tienen datos que indican que en células CV1 (células de rifidn de
mono) tratadas con acido okadaico, se incrementa la fosforilacion del RP asi como
su actividad transcripcional por efecto de la inhibicion de PP1 y PP2A (Danner et
al., 1990; Beck et al. 1992). El incremento en el contenido del RP fosforilado asi
como su actividad transcripcional podria estar dado por un aumento en la actividad
de las cinasas que fosforilan al RP debido a la inhibicion de PP1 y PP2A. El
tratamiento de fibroblastos de humano y de raton con acido okadaico incrementa
la fosforilacion de MAPK 42/ERK-2 (Gehringer M et al., 2004); por el contrario el
PP2A disminuye la actividad de MAPK 42/ERK2 y MAPK44/ERK1, las cuales
fosforilan del RP en la posicion 294, sitio implicado en la actividad transcripcional y
degradacion dependiente de ligando del RP (Mumbay et al.,, 1993). En células
Rad91 (células epiteliales pulmonares) se ha observado que la subunidad
catalitica de PP2A interactua con el dominio de union al DNA del RE vy el
tratamiento con acido okadaico no permite dicha interaccion y los niveles de RE
fosforilado aumentan. Por otro lado, la administracion de &acido okadaico
incrementa la asociacién del RE con MAPK y dicho incremento disminuye cuando
se anade PD98059 (inhibidor de MAPK) (Lu et al., 2003).
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El decremento observado podria estar mediado por la inhibicion de PP1 y
PP2A. Posiblemente un incremento en el contenido del RP fosforilado produce un
alto numero de moléculas de RP ubiquitinadas que son blanco de proteolisis via el
complejo ubiquitina proteosoma 26S. Por lo tanto el estatus de fosforilacion del RP

en las células D54 juega un papel importante en el recambio del receptor.

Por otro lado, se ha observado que tanto PP1 como PP2A pueden regular
a los receptores a hormonas esteroides al nivel del RNAm, tal es el caso del RE y
del RP. En este sistema se observdo que la inhibicion de las fosfatasas PP1 y
PP2A con acido okadaico (250 nM) regulé de manera negativa el contenido del
RNAm del RE. Por otro lado, el tratamiento conjunto con MG 132, inhibidor del
proteosoma, redundé en la recuperacion del contenido del RNAm del RE debido a
la disminucion en la degradacién de proteinas que al unirse al RNAm del RE en la
region 3’'UTR le confieren estabilidad (Keen et al., 2005). A nivel de la proteina el
tratamiento con MG 132 incrementé el contenido del RP y del RE en diferentes

regiones del SNC de la rata (Villamar-Cruz et al., 2006)

El contenido de ambas isoformas del RP fue regulado negativamente por
la inhibicién de las fosfatasas PP1 y PP2A en las células de astrocitoma humano
D54 a las 12 y 24 horas, sin embargo la isoforma A fue mas susceptible a dicha
regulacion mediada por su ligando y por el estatus de fosforilacion, sin importar la
presencia de menos sitios de fosforilacion comparado con RP-B (Pierson, et al.,
2004). Los mecanismos involucrados en esta regulacion diferencial de las
isoformas del RP asi como el papel de éstas en el desarrollo de los astrocitomas

no se conocen y se requerira de mas estudios en el laboratorio.
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VIII. Resultados

En el presente trabajo se estudio el papel del E,, la P4 y del inhibidor de
las fosfatasas PP1 y PP2A, acido okadaico (AO) sobre la regulacion del contenido
del RP en células de astrocitoma humano grado IV (D54).

Para determinar los efectos que tienen dichas hormonas sobre la
regulacion del RP en las lineas celulares de adenocarcinoma mamario humano
(T47D) y de astrocitoma humano (D54), se realizd la extraccion de proteinas
totales de células tratadas con vehiculo de las hormonas (V), E2 (10 nM) y E> (10
nM) + P4 (10 nM) 12 y 24 horas después del ultimo tratamiento con la hormona.
Mediante la técnica de Western blot se identificaron las dos isoformas del RP en

ambas lineas celulares.

En la figura 10 se muestra un blot donde se localiz6 una banda de 114 kDa
y otra de 94 kDa, que corresponden a las isoformas RP-B y RP-A,
respectivamente en las lineas celulares T47D y D54.

T47D D54
194 kDa
128 kDa
= 114 kDa PR-B
— — — 94 kDa RP-A
81 kDa
40 kDa

Fig. 10. ldentificacion de las isoformas del RP por Western Blot en células de
adenocarcinoma mamario (T47D) y astrocitoma grado IV (D54).
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El cargado de las proteinas se verific6 mediante la tincién de los geles con
azul de Coomassie (Fig. 11).

A. T47D B. D54
E + + + + E + + + +
Py - - + + +
A0 - - - 10 100
B S B B
———— [ [ —— [l P

Fig. 11. Gel representativo donde se observan el corrimiento en gel de arcrilamida al
7.5% de proteinas totales extraidas de células T47D (A) y D54 (B).

En las figuras siguientes se muestra un blot representativo de cuatro
experimentos independientes, donde se localizé una banda de 114 kDa y otra de
94 kDa, que corresponden a las isoformas RP-B y RP-A respectivamente; también
se muestra la inmunodeteccion de la a-tubulina utilizada como control de carga,

con un peso de 55 kDa.
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En la figura 12 se muestran los efectos del E; y la P4 después de 12 horas
de tratamiento en células T47D (Fig. 12 A) y D54 (Fig. 12 B). En el caso de las
células T47D el E, incrementd 36% y 75% el contenido de RP-A y RP-B
respectivamente y el tratamiento conjunto de E; + P4 causd una disminucion de
42% del contenido del RP-A y 34% del RP-B (Fig. 12. A). En las células D54, de
manera inesperada, el E; disminuy6 el contenido de ambas isoformas del RP
hasta un 52% (RP-B), sin embargo la P4 disminuyé aun mas el contenido de RP-A
y revirtio el efecto del E, sobre RP-B (Fig. 12 B).

A. T47D B. D54
E, -+ o+ E, ot
P4 - - + P4 - - +
RP-B = |ms sl woom| === |14 KDa RP-B = |8 e i) — l14KD2
RP_A — S i = 04 kDa _ — e e — 94 kDa
RP-A

a-Tubuling == E 55 kDa 0-Tubuling e E = 55kDa

1.59

2.57 8
CIRP-A
2.0+
s l C—IRP-B E
= S 104 — & +
2 15 = -
: =}
(=] * (=]
— 1.0 —~ *
o
o e 057
0.5
0.0 0.0
v E2 E2+Ps v E2 E2+P4

Fig. 12. Analisis del contenido del RP por Western blot en células T47D (A) y D54 (B). Se
realizaron cuatro experimentos independientes de la linea T47D y D54 tratadas con Vehiculo (V):
ciclodextrina al 2% en agua estéril; E; (10 nM) y E, + P4 (10 nM). Las isoformas detectadas por
Western blot se cuantificaron por medio de un analisis densitométrico y los valores obtenidos se
corrigieron respecto a los obtenidos para la tubulina. A, Células T47D; B, Células D54 ambas

colectadas a las 12 horas. & p<0.05vs V y E;+ P,; * p<0.05 V y E,; +p<0.05 vs E,.
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En la figura 13 se muestra un blot representativo y las graficas
correspondientes de células colectadas 24 horas después de los diferentes
tratamientos. La regulacion en el contenido de las isoformas del RP por el E, sdlo
ocurrio en la linea T47D, donde se observo un incremento significativo en el
contenido de ambas isoformas del RP, siendo RP-B mas susceptible al
tratamiento con E; incrementando 153% su contenido, mientras que RP-A
incremento solo 48%. Ademas, el tratamiento de E; + P4 disminuyo el contenido
de ambas isoformas del RP (67% en RP-A y 47% en RP-B) en relacion al
tratamiento con E; (Fig. 13 A). En el caso de la linea D54 el E; no ejercio efectos
significativos sobre el contenido del RP y la combinaciéon de E; + P4 causd una

reduccion mas discreta (27% en RP-A 'y 20% en RP-B) en su contenido (Fig. 13

B).
A. T47D B. D54
E, + o+
E, + o+
P, o P, + o+
RP-B o | ®8 o | == 114KDa RP-B mm |5 s v | == 114Dy
RP-A um el
p—— 94 kDa RP-A mm | s s | == 94 kDa
0-Tubuling me Qs S SS] = 55 kDa 0-Tubulingme e s s={ = 55kDa
4.0 1.57
& < *
35- =
—/ 2
s 30- T RPA T4
= CORAB 1.0
2 > .
2.0 * o -
0 o
= 15- T
& 0.5
1.04
05 _ v E2 E2+Rs
0.0 0.0
vV E2 E2+P4

Fig. 13. Contenido de RP en células T47D y D54 tratadas con Vehiculo (V): ciclodextrina
al 2% en agua estéril; E; (10 nM) y Ex+P,4 (10 nM). Las proteinas fueron detectadas por western
blot como se menciond en la figura anterior. A, Células T47D; B, Células D54 ambas colectadas a

las 24 horas. & p<0.05vs V' y Ex+Py; * p<0.05vs V y Es.
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Una vez estudiada la regulacion del receptor por E; y P4, se realizaron
experimentos para determinar el contenido del RP en la linea de astrocitoma
humano D54 en presencia del inhibidor de fosfatasas, acido okadaico. Para lo cual
se extrajeron proteinas totales de células 12 (Fig. 14) y 24 horas (Fig. 15) después
de la administracién de los tratamientos con hormonas + acido okadaico (AO) o su

vehiculo (agua estéril).

En la figura 14 se muestra el efecto del acido okadaico sobre el contenido
de las isoformas del RP 12 horas después de los diferentes tratamientos
hormonales en la linea de astrocitoma humano D54. En esta figura se puede
apreciar que el AO a una concentracion baja (10 nM), no tuvo ningun efecto
respecto al tratamiento con E, + P4, mientras que a una dosis mayor (100 nM) se
potencio el efecto de la P4, ya que ambas isoformas disminuyeron de manera
significativa respecto al tratamiento con E; + P4. Dicha disminucion fue mas
evidente en el RP-A (69%) respecto a RP-B (49%) (Fig. 14).
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RP/ a -Tubulina

E, - + + + o+

P, - - + + +

AO - - - 10 100
RP-B - e p— ] = 114 kDa
RP-A 0 — 94 kDa

a- Tubulina — [ ——] — 55 kDa

1.5-
I RP-A
— RP-B
1.0 *
&
+
0.5
0.0
E E+Ps 10 100

AO

Fig. 14. Efecto del acido okadaico sobre el contenido del RP. Analisis realizado por
medio de la técnica de Western blot en células D54 (12 horas) tratadas con: V: ciclodextrina; E, (10
nM); E; (10 nM); E; (10nM) + Acido okadaico -AO- (10 y 100 nM), V (agua estéril) y P4 (10 nM). Las
isoformas detectadas por Western blot se cuantificaron por medio de un andlisis densitométrico y
los valores obtenidos se corrigieron respecto a los obtenidos para la tubulina. & p<0.05vs Vy E, +

P,; * p<0.05vs V; +p<0.05vs V y E; + P,.

En la figura 15 se observan los efectos de las hormonas y del AO en la

linea de astrocitoma humano D54 24 horas después de los tratamientos

correspondientes. Al igual que a las 12 horas, la dosis de 10 nM de AO no tuvo

efectos significativos sobre el contenido del RP-A, aunque aument6é un 23% el

contenido del RP-B. La dosis mas alta de AO (100 nM) provocé un efecto similar al
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observado a las 12 horas, potenciando la disminucion tanto del RP-A (42%) como
del RP-B (26%) por el tratamiento con P4. Cabe mencionar que al igual que a las

12 horas la isoforma A del RP fue mas susceptible al tratamiento con AO.

E, -+ + o+ 4+

P, - - + o+ 4+

AO - - - 10 100
RP-A mm | = e e o [a— 94 kDa
a-Tubuling = | === s s = = | == 55 kDa

1.5+
C—IRP-A
/I RP-B
© 1 T T
§ 1.094 M/ *
5 SN +
= T
S T
o
o 05-
0.0
\Y E E+Ps 10 100

AO

Fig. 15. Efecto del acido okadaico, el E, y la P4 sobre el contenido del RP en células D54
(24 horas). Se realizaron 4 experimentos independientes de la linea D54 tratadas con: V:
ciclodextrina; E; (10 nM); E; (10 nM); E; (10nM) + Acido okadaico -AO- (10 y 100 nM), Vh (agua
estéril) y P, (10 nM). Las isoformas detectadas por Western blot se cuantificaron por medio de un
analisis densitométrico y los valores obtenidos se corrigieron respecto a los obtenidos para la

tubulina. * p<0.05vs Vy E,; +p<0.05vsV, E;+P,, y OA.
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IX. DISCUSION

Regulacion del RP por E> y P4 en células T47D y D54

En el presente estudio se determin6 el papel del E; y la P4 sobre el
contenido del RP en células en cultivo derivadas de cancer de mama y
astrocitoma humanos por medio de la técnica de western blot. Los resultados
obtenidos muestran que el contenido del RP esta diferencialmente regulado por el
E> y la P4 en células de astrocitoma humano grado IV, D54, y en las células de

adenocarcinoma mamario T47D.

En muchos tipos celulares, incluyendo las células T47D, utilizadas como
control para los tratamientos hormonales, la regulacién positiva del RP por E; esta
mediada por el receptor a estrogenos (Camacho-Arroyo, 2003; Kastner at al.,
1990; Guerra-Araiza, 2003). El ER-a interactia con elementos de respuesta a
estrogenos (ERE) localizados en la region promotora del RP. Estudios en diversos
tejidos reproductivos asi como en células de cancer de mama MCF7 han
demostrado que el tratamiento con E, incrementa el contenido del RP y que este
incremento es dependiente de la expresion del RE-a (Kontula et al., 1975; Nardulli
et al., 1996).

En contraste con esos datos, en el presente estudio se encontro que el E;
no incremento el contenido del RP en las células de astrocitoma humano D54. De
hecho, se mostré una reduccion significativa de ambas isoformas del RP a las 12
horas después del tratamiento con E»; y no hubo ningun efecto significativo sobre
el contenido del RP después de 24 horas de tratamiento con E,. Existen
evidencias de que en lineas celulares derivadas de cancer de ovario (HOSE vy
OVCA) el tratamiento con estréogenos (10 nM) provocd una disminucion
significativa del RP tanto al nivel del mRNA, como al nivel de la proteina. Cabe
mencionar que las calelas HOSE presenta menor contenido de RE-a y mayor
contenido en RE-B (Mukherjee et al., 2005). El mecanismo involucrado en la
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regulacion negativa por E, en estas células se desconoce aunque el tratamiento
con un inhibidor del RE (ICI 182 780) revirtio el efecto del E; sobre el contenido del
RP.

El mecanismo involucrado en la falta de regulacion por E; en las células
D54 no se conoce, aunque es interesante mencionar que en astrocitomas grado IV
derivados de biopsias de pacientes, las cuales corresponden al mismo grado que
las células D54, no se detectd RE-a (Gonzalez-Aguero et al., 2001) y solo en
algunos casos se ha reportado la presencia del RE-B (Carroll et al., 1995;
Stojkovic, 1989; Assimakopoulou, 1998; Batistatou, 2004). La carencia de RE-a

podria explicar la falta de induccion de la expresion del RP por Eo.

La expresion de las isoformas del RE en las células D54 asi como los
mecanismos involucrados en la disminucion del RP por E, en estas células
después de 12 horas del tratamiento con E; requiere de investigaciones

posteriores.

El tratamiento con P4 redundd en la regulacidn negativa del RP tanto en
las células D54 como en las T47D a 12 y 24 horas. La regulacién negativa del RP
por su ligando se ha reportado tanto en modelos in vivo como in vitro. Se sabe que
la P4 induce la fosforilacion del RP para que éste pueda ser funcional y entonces
lleve a cabo su efecto gendmico, aunque también es una sefal para que el RP sea
degradado por el proteosoma 26S, dicha regulacion negativa se presenta desde
las 6 horas del tratamiento con la hormona y el contenido del RP continua
disminuyendo a lo largo del tiempo (12 y 24 horas)(Lange, 2000; Turgeon y
Waring, 2000; Shen et al., 2001; Camacho Arroyo et al., 2002; Lange et al., 2004).
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Regulacion del contenido del RP por la inhibicion de PP1 y PP2A con
acido okadaico en células T47D y D54

En las células D54 a las 12 y 24 horas, los tratamientos conjuntos de las
hormonas (Ez y P4) y acido okadaico en una concentracién baja (10 nM), no tuvo
efecto, mientras que a una dosis mayor (100 nM) se presentd un efecto negativo
en la regulacion de ambas isoformas del RP. Tanto PP1 y PP2A pueden ser
inhibidas desde un 30% por acido okadaico en bajas concentraciones (desde 10
nM), encontrandose que la actividad de PP1 y PP2A puede inhibirse hasta en un
85% con la concentracion de 100 nM (Favre et al., 1997) que fue la misma con la

que obtuvimos el decremento significativo en el contenido del RP.

Se tienen datos que indican que en células CV1 (células de rifion de
mono) tratadas con acido okadaico, se incrementa la fosforilacion del RP asi como
su actividad transcripcional por efecto de la inhibicion de PP1 y PP2A (Danner et
al., 1990; Beck et al. 1992). El incremento en el contenido del RP fosforilado asi
como su actividad transcripcional podria estar dado por un aumento en la actividad
de las cinasas que fosforilan al RP debido a la inhibicion de PP1 y PP2A. El
tratamiento de fibroblastos de humano y de ratén con acido okadaico incrementa
la fosforilacion de MAPK 42/ERK-2 (Gehringer M et al., 2004); por el contrario el
PP2A disminuye la actividad de MAPK 42/ERK2 y MAPK44/ERK1, las cuales
fosforilan del RP en la posicion 294, sitio implicado en la actividad transcripcional y
degradacion dependiente de ligando del RP (Mumbay et al., 1993). En células
Rad91 (células epiteliales pulmonares) se ha observado que la subunidad
catalitica de PP2A interactua con el dominio de union al DNA del RE y el
tratamiento con acido okadaico no permite dicha interaccidén y los niveles de RE
fosforilado aumentan. Por otro lado, la administracion de acido okadaico
incrementa la asociacion del RE con MAPK y dicho incremento disminuye cuando
se afiade PD98059 (inhibidor de MAPK) (Lu et al., 2003).
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El decremento observado podria estar mediado por la inhibicion de PP1 y
PP2A. Posiblemente un incremento en el contenido del RP fosforilado produce un
alto numero de moléculas de RP ubiquitinadas que son blanco de proteolisis via el
complejo ubiquitina proteosoma 26S. Por lo tanto el estatus de fosforilacion del RP
en las células D54 juega un papel importante en el recambio del receptor.

Por otro lado, se ha observado que tanto PP1 como PP2A pueden regular
a los receptores a hormonas esteroides al nivel del RNAm, tal es el caso del RE y
del RP. En este sistema se observo que la inhibicion de las fosfatasas PP1 vy
PP2A con acido okadaico (250 nM) regulé de manera negativa el contenido del
RNAm del RE. Por otro lado, el tratamiento conjunto con MG 132, inhibidor del
proteosoma, redundoé en la recuperacion del contenido del RNAm del RE debido a
la disminucion en la degradacion de proteinas que al unirse al RNAm del RE en la
region 3'UTR le confieren estabilidad (Keen et al., 2005). A nivel de la proteina el
tratamiento con MG 132 incremento el contenido del RP y del RE en diferentes
regiones del SNC de la rata (Villamar-Cruz et al., 2006)

El contenido de ambas isoformas del RP fue regulado negativamente por
la inhibicion de las fosfatasas PP1 y PP2A en las células de astrocitoma humano
D54 a las 12 y 24 horas, sin embargo la isoforma A fue mas susceptible a dicha
regulacion mediada por su ligando y por el estatus de fosforilacion, sin importar la
presencia de menos sitios de fosforilacion comparado con RP-B (Pierson, et al.,
2004). Los mecanismos involucrados en esta regulacion diferencial de las
isoformas del RP asi como el papel de éstas en el desarrollo de los astrocitomas

no se conocen y se requerira de mas estudios en el laboratorio.
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X. CONCLUSIONES

- En la linea celular de astrocitoma humano grado IV (D54) el contenido del
RP se regula negativamente por P, .El E; a diferencia de otras lineas

celulares, no induce al RP.

- Las fosfatasas PP1 y PP2A estan involucradas en la regulacion negativa
del contenido del RP mediada por P4 en células de astrocitoma humano D54.
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APENDICE

XIl. Apéndice

11.1. TBS.
Tris-Base 50 mM
NaCl 150 mM
*pH 7.5

XI.1 Solucion de corrida.

Tris-Base 25 mM
NaCl 192 mM
SDS 10%

11. 3. Solucion de transferencia.

Tria-Base 48 mM
Glicina 39 mM
SDS 0.37%
Metanol 20%

11.4. Solucién de bloqueo.

Leche desremada en polvo 5%
Albumina 0.5%
*Prepararen TBS pH 7.5



APENDICE

11.5. Buffer de lisis.

DTT
Tris-HC
Gliserol
EDTA
Triton
Leupeptina
Aprotinina
PMSF
Azida

11.6. Buffer de carga.

Tris-Base

SDS
B-Mercaptoetanol
Azul de Bromofenol
Glicerol

12.7. Anticuerpos utilizados

1 mM

10 mM
30%

1 mM

1%

4 pg/mL
22.5 pg/mL
1 mM

15 mM

50 mM
2%
5%
0.1%
10%

Anticuerpo monoclona anti RP (RP AB-52, Santa-Cruz sc-810)

Anticuerpo anti-ratén (Santa-Cruz sc-2005)

Anticuerpo monoclonal anti-actina (Santa-Cruz sc 1615)
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ABREVIATURAS

Xll. Abreviaturas

AF: funcién de activacion

AMPc: Monofosfato 5° de adenosina ciclico
AO: Acido okadaico

Ca*": Calcio

CI': Cloro

DAG: Diacil glicerol

DBD: dominio de unién al DNA

E,: Estradiol

EGF: Factor de crecimiento epidermal
ERE: Elemento de respuesta a estrégenos
ERH: elemento de respuesta hormonal

G, aBy: Subunidades de la proteina G

G: Proteina G

GABA: Acido gamma aminobutirico

HSP: Proteina de choque térmico

IP3: Inositol Trifosfato

K": Potasio

LBD: dominio de union al ligando

MAPK: Proteina Cinasa Activada por Mitégeno

MBT: Maquinaria basal de transcripcion
MEK: Cinasa de MAPK

NLS: Sitios de localizacion nuclear

P4: Progesterona

P13-K: Cinasa de Inositol Trifosfato
PKA: Proteina Cinasa A

PKC: Proteina Cinasa C

PLC: Fosfolipasa C

PP1: Fosfatasa 1

PP2A: Fosfatasa 2A
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ABREVIATURAS

PTK: Proteina de Tirosina Cinasa

RGABAA: Receptor a GABA tipo A

RP: Receptor a progesterone intracelular

RP-A: Isoforma A del receptor a progesterona

RP-B: Isoforma B del receptor a progesterona

SMRT: Silenciador mediador de los receptores a hormonas tiroideas y acido
retinoico

Sp-1: Proteina especifica 1

SRC-1: Coactivador de receptores a esteroides-1

TGF-a: Factor de crecimiento tumoral -a

TGF-B: Factor de crecimiento tumoral-f3

UBA: Enzima activadora de ubiquitina

UBC: Enzima conjugadora de ubiquitina

UBL: Enzima ligasa de ubiquitina
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