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I. INTRODUCCION

Las hormonas esteroides como la P4 y el estradiol E, participan en la regulacion de
diversos procesos fisiologicos en el cerebro de los mamiferos, entre los que estan la
excitabilidad neuronal, la neuroproteccion, la diferenciacion y el control de la conducta
sexual. Diversos estudios han reportado que la P, y el E, son reguladores clave en el
desarrollo y progresion de diversos tipos de tumores. La accién de la P4 y el E, estd
mediada por sus receptores intracelulares, el receptor a progesterona y el receptor a
estrogenos. Estos receptores son miembros de la superfamilia de receptores nucleares, los
cuales funcionan como factores de transcripcion que regulan la expresion de diversos
genes. Las acciones biologicas de las hormonas esteroides mediadas por sus receptores
requieren de la maquinaria de transcripcion basal y de proteinas reguladoras denominadas
correguladores; estas proteinas pueden activar (coactivadores) o reprimir (correpresores) la
actividad transcripcional. Se ha reportado que los correguladores intervienen en la union de
los receptores a hormonas esteroides con la maquinaria de transcripciéon y modifican la

estructura de la cromatina regulando la transcripcion.

Se han caracterizado varios correguladores, entre los que se encuentran los
coactivadores SRC-1 y SRC-3. Existe evidencia de que algunos correguladores son
regulados por P4 y E,. Estudios en nuestro laboratorio han demostrado que el contenido de
SRC-1 aumenta en el pulmén de la rata durante el diestro y disminuye en el proestro y
estro, mientras que disminuye en el hipotdlamo durante el diestro, pero aumenta durante el
proestro y estro. También se ha demostrado en la linea celular de cancer de mama MCF-7
que la expresion a nivel de la proteina de SRC-1 aumenta con el tratamiento de E; (durante
24 h) y la expresion del RNAm y de la proteina de SRC-3 disminuye con E; después de 4 h
de tratamiento. Sin embargo se desconoce si la P4 y el E; regulan la expresion de SRC-1 y
SRC-3 en lineas celulares de astrocitomas humanos U373 y D54 (grado II y IV de
evolucion tumoral respectivamente). Por lo que en este trabajo se determiné el patrén de

expresion de dichos coactivadores y su regulacion por Py y Eo.



II. RESUMEN

La progesterona (Ps) y el estradiol (E;) participan en la regulaciéon de diversos
procesos fisiolégicos en el cerebro de los mamiferos. La accién de la P4 y el E; estd
mediada por sus receptores intracelulares, el receptor a progesterona y el receptor a
estrogenos. Las acciones bioldgicas de las hormonas esteroides a través de sus
receptores requieren ademds de la maquinaria de transcripcion basal, de otras proteinas
reguladoras denominadas correguladores; estas proteinas pueden activar (coactivadores)
o reprimir (correpresores) la actividad transcripcional. Se han caracterizado varios
correguladores, entre los que se encuentran los coactivadores de receptores a hormonas
esteroides (SRC-1 y SRC-3).

Cambios en el nivel y patron de expresion de correguladores pueden afectar la actividad
transcripcional de los receptores a hormonas esteroides y por lo tanto, participar en el
desarrollo de enfermedades como el cancer. Existe evidencia de que SRC-1 y SRC-3
son regulados por E, y P4, sin embargo se desconoce si estas hormonas esteroides
regulan la expresion de SRC-1 y SRC-3 en lineas celulares de astrocitomas humanos
U373 y D54 (derivadas de tumor grado III y IV respectivamente). Por lo que en este
trabajo se determiné la expresion de SRC-1 y SRC-3 en estas lineas celulares y su
regulacién por E; y P4, mediante las técnicas de RT-PCR y Western blot. En la linea
celular D54 el tratamiento con P4 durante 12 h aument6 significativamente la expresion
del RNAm de SRC-1. El contenido de la proteina de SRC-1 aument6 con Py a las 24 h,
mientras que disminuy6 significativamente 48 h después de la administracién de P4 en
la linea celular D54. Estos datos sugieren que la P4 regula la expresion de SRC-1, pero
no la de SRC-3, en la linea celular D54. La P4 no modificé la expresiéon de SRC-1 o de
SRC-3 en la linea celular U373. Por otro lado, el E, no mostré un efecto sobre la
expresiéon de los dos coactivadores en ninguna de las dos lineas celulares. Estos
resultados sugieren que la expresion del coactivador SRC-1 es regulada por P4 en la
linea celular de astrocitoma humano D54 que corresponde al mayor grado de evolucion

tumoral.



III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha caracterizado la expresiéon de correguladores en varias lineas celulares de
cancer tratadas con P4 y E,, por ejemplo, la expresion a nivel de proteina de SRC-1
aument$ en presencia de PB-estradiol en la linea celular de cdncer de mama MCF-7
(Fleming et al., 2004). Estos resultados sugieren que algunos correguladores son
regulados por estas hormonas. Sin embargo, se desconoce si la P, y el E; regulan la
expresion de correguladores en lineas celulares de astrocitomas humanos de grado III
(U373) y grado IV (D54). En este trabajo se determind la expresion de SRC-1 y SRC-3

y su regulacién por la P4 y el E; en dichas lineas celulares.



IV. ANTECEDENTES

4.1 Hormonas esteroides

Las hormonas esteroides son lipidos no saponificables hidrofobicos solubles en
solventes organicos. Estructuralmente presentan un ntcleo basico denominado
ciclopentanoperhidrofenantreno formado por tres anillos de seis atomos de carbono y un
anillo de cinco atomos de carbono. Las hormonas esteroides, con excepcioén del acido
retinoico, se derivan del colesterol, a partir del cual se forma pregnenolona, que funciona
como el principal intermediario para la sintesis de las hormonas esteroides (Figura 1). La
degradacion de hormonas esteroides ocurre a nivel hepatico y requiere la participacion de
reductasas que actiian en el anillo A de la molécula, ademas de la posterior formacion de
glucordnidos. Los estranos (como el estradiol) pueden también degradarse por la formacion

de compuestos sulfatados (Knobil y Neil, 1988).

El estradiol (E,) y la progesterona (Ps) son hormonas esteroides involucradas en la
regulacion de diversas funciones en los mamiferos. La P4 y el E, son sintetizados
principalmente en el ovario, la glandula adrenal, la placenta y el Sistema Nervioso Central
(SNC). La P4 participa en procesos como la regulacion de la ovulacion, el mantenimiento
del embarazo, la conducta sexual, la excitabilidad neuronal, la neuroproteccion, la memoria
y el aprendizaje, el suefio y el desarrollo de tumores cerebrales (Grumberg et al., 1991;
Camacho-Arroyo, 2003). El E; esta involucrado en la diferenciacion sexual del cerebro, en
la conducta sexual femenina, en la maduracién Osea, crecimiento y desarrollo de la

glandula mamaria (Hall et al., 2001).

Las hormonas esteroides una vez que son secretadas en el ovario, la gldndula adrenal, la
placenta o el SNC pasan al flujo sanguineo donde pueden circular libres o unidas a
proteinas plasmaticas, tales como la albumina con un enlace inespecifico y poco afin, o a
las globulinas, con una unién de gran especificidad y de gran afinidad (Wilson y Foster,

1992).



Los efectos de las hormonas esteroides ocurren a corto, mediano y largo plazo debido a
que éstas tienen diversos mecanismos de accion (Camacho-Arroyo et al., 1995). La P,y el
E, ejercen sus efectos a través de mecanismos gendmicos y no genémicos. El mecanismo
genomico involucra la unién de la P4y el E; con sus receptores intracelulares para regular la
transcripcion de genes especificos. El mecanismo no gendémico involucra la accion de la P4
y el E, sobre la membrana plasmatica, sistemas de segundos mensajeros, interaccion con
receptores membranales especificos, canales idnicos, activacion de cascadas de
fosforilaciéon e interaccion con receptores de neurotransmisores como el del acido y-

aminobutirico subtipo A (GABA,) (Prieto et al., 2003).
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Figura 1. Sintesis de las principales hormonas esteroides. 1) 20,22 desmolasa; 2) 33-OH-esteroide
deshidrogenasa; 3) 17a-hidrolasa; 4) 17,20-esteroide liasa; 5) aromatasa; 6)17p-OH-esteroide
deshidrogenas (Gore-Langton, 1988).



4.2 Receptores a hormonas esteroides

Los receptores a P4y E; pertenecen a la familia de receptores nucleares, estas proteinas
acttian como factores de transcripcion activados por su ligando que regulan especificamente
la expresion de genes blanco involucrados en el metabolismo, desarrollo y reproducciéon
(Tsai y O’Malley, 1994). Se han identificado tres tipos de receptores nucleares: 1) los
receptores de tipo I (clasicos o esteroides) incluyen a los de P4 (RP), estrogenos (RE),
androgenos (RA), glucocorticoides (RG) y mineralocorticoides (RM), los receptores en
ausencia de ligando se encuentran unidos a proteinas de choque térmico (HSP) y en este
estado no inducen la transcripcion de genes; 2) los receptores de tipo II incluyen al receptor
a hormonas tiroideas (RT), a los del 4cido retinoico (RAR y RXR) y al de la vitamina D3
(RVD), estos receptores son capaces de unirse al DNA en ausencia de ligando y pueden
ejercer un efecto de represion en sus promotores denominado silenciamiento; 3) los
receptores huérfanos son aquellos que atn no se han identificado sus ligandos endogenos

(McKenna et al., 1999).

Los receptores de tipo I contienen seis dominios. En el extremo N-terminal se encuentra
el domino A/B, que es la de mayor variabilidad entre los receptores y ademas tiene la
funcién de activacion 1 (AF-1), que es una de las regiones con actividad transcripcional del
receptor. El dominio C es el que se une al DNA (DBD), es altamente conservado y esta
constituido por dos dedos de zinc. El dominio D presenta una secuencia variable conocida
como bisagra y contiene una sefial de localizacion nuclear. El dominio E es relativamente
largo y funcionalmente diverso, ya que participa en la union con el ligando, con proteinas
de choque térmico, la dimerizacién y la interaccion con los correguladores. Ademas el
dominio E tiene una sefial de localizacion nuclear y la funcién de activacion 2 (AF-2)
involucrada en la regulacion de la transcripcion (Tata, 2002; Camacho-Arroyo y
Rodriguez-Dorantes, 2006). El dominio F participa en la funciéon transcripcional del

receptor y en su union con agonistas y antagonistas (Figura 2) (Schwartz et al., 2002).
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Figura 2. Representacion de los 6 dominios funcionales de los receptores a hormonas esteroides.
Funcion de activacion 1 y 2 (AF-1 y AF-2), sefal de localizacion nuclear (NLS), proteinas de

choque térmico (HSP).

Las hormonas esteroides atraviesan las membranas celulares por difusion simple y en el
nucleo o en el citoplasma se unen a sus respectivos receptores, la union provoca un cambio
estructural en el receptor que le permite la disociacion de las proteinas de choque térmico
(HSP70, HSP90 y HSP56), lo que exponen la regiéon que le permite fosforilarse y
dimerizarse, resultando en una estructura con alta afinidad a secuencias especificas en el
DNA llamadas elementos de respuesta hormonal (HRE). Una vez unido al HRE, el
complejo ligando-receptor facilita el ensamblaje y la estabilizacién del complejo de pre-
iniciaciéon de la transcripcion en los promotores de genes regulados por hormonas

esteroides (figura 3) (Camacho-Arroyo y Rodriguez-Dorantes, 2006).

El receptor activado unido al ligando puede reclutar correguladores, como por ejemplo a
coactivadores de receptores a hormonas esteroides (SRC) por medio del dominio E de
manera dependiente de ligando. Los SRCs estabilizan el complejo de transcripcion y
también favorecen la modificacion local de la estructura de la cromatina, lo que facilita la
movilizacion de la RNA polimerasa II hacia la secuencia promotora (McKenna et al.,

1999).
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Figura 3. Mecanismo de accion gendomico de las hormonas esteroides. El receptor a hormonas
esteroides (dominios A/B, C, D, E) se encuentra en un estado de inactivacion, unido a proteinas de
choque térmico (HSP). La hormona (por ejemplo la progesterona; Ps) atraviesa la membrana
plasmatica y la envoltura nuclear e interactiia con su receptor, se liberan las HSP, el receptor se
dimeriza, se une a elementos de respuesta hormonal (ERH) y recluta a correguladores y a la
maquinaria de transcripcion basal (Camacho-Arroyo y Rodriguez-Dorantes, 2006).



4.3 Correguladores

Para ejercer sus efectos transcripcionales los receptores nucleares requieren de la
interaccion con otras proteinas denominadas correguladores (coactivadores 'y
correpresores). Se ha reportado que los correguladores intervienen en la unién de los
receptores con la maquinaria de transcripcion basal y modifican la estructura de la
cromatina regulando asi la actividad transcripcional (Figura 4). Asi, la activacion y la
represion son esenciales para la correcta funcion de los receptores. Los coactivadores son
proteinas que interactiian con los receptores nucleares de manera ligando dependiente y
aumentan la actividad transcripcional. Los correpresores son proteinas que se asocian con
receptores nucleares en ausencia de hormona o en presencia de antagonistas, y reprimen la

actividad transcripcional (Collingwood et al., 1999).
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Figura 4. Regulacion de la funcion de los receptores nucleares por multiples complejos
coactivadores y correpresores. Los correguladores modulan la interaccién entre los receptores
nucleares y la maquinaria de transcripcion basal (TAFs, TBP, IIA 1IB, IIF IIH, IIE y Pol II) y
remodelan la estructura de la cromatina. Proteina de uniéon a CREB (CBP), proteina de 300 kDa
(p300), proteina de activacion del receptor de hormonas tiroideas (TRAP), producto de los genes
swi/snf (SWI/SNF), correpresor de receptores nucleares (NcoR), silenciador mediador para el

receptor a hormonas tiroideas y acido retinoico (SMRT) (Xu et al., 1999).



Cambios en el nivel y patron de expresion de correguladores o mutaciones de sus
dominios funcionales pueden influir en la expresion de genes blanco y asi participar en el

desarrollo de diversas enfermedades de una manera importante (Kumar et al., 2005).

4.3.1 Coactivadores

Los coactivadores representan un grupo diverso de proteinas que desempeilan sus
funciones a través de interacciones proteina-proteina, los coactivadores se unen a los
receptores nucleares para potenciar su efecto en la transcripcion de genes blanco, los
coactivadores también pueden ser reclutados por la interaccion con miembros de la familia

de SRC (tabla 1) (Rowan et al., 2000).

Los coactivadores se asocian con los receptores nucleares de manera dependiente de
ligando. Usualmente interaccionan con la parte C-terminal de los receptores nucleares, a
través de los dominios LXXLL (L es leucina y X cualquier aminoéacido) presentes en los
coactivadores, la union también puede ocurrir en el N-terminal del receptor en AF-1, la cual

representa una forma alternativa de interaccion (Heery et al., 1997).

Se han identificado varios coactivadores como: SRC-1, SRC-2, SRC-3, la proteina de
300 kDa (p300), proteina de unién a CREB (CBP), la proteina de interaccion con el
receptor (RIP), la proteina asociada al RE (ERAP) entre otras (Burris, 2001). Algunos
coactivadores tienen actividades enzimaticas como los SRCs, p300/CBP y factor asociado-
p300/CBP (pCAF) que poseen actividad de histona acetiltransferasa (HAT), mientras que
otros coactivadores pueden tener actividad de histona metiltransferasa por ejemplo la
proteina arginina metiltransferasa 1 (PRMTI1) y el coactivador asociado a arginina
metiltransferasa 1 (CARMI), otros coactivadores tienen actividad de ubiquitina ligasa
como la proteina asociada a E6 (E6-AP), el factor potenciador del receptor 1 (RPF1) y la
enzima conjugadora de ubiquitina 7 (UbcH7) o de actividad de ATPasa como el complejo
SWI/SNF y gen relacionado a Brahma 1 (BRGI1). La actividad de HAT modifica la

estructura de la cromatina, neutralizando la carga positiva de las histonas, interrumpiendo
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las interacciones i6nicas entre las histonas cargadas positivamente y el esqueleto del DNA

cargado negativamente (McKenna et al., 1999; Lonard y O’Malley, 2005).

Tabla 1. Coactivadores de los receptores a hormonas esteroides.

Coactivador

Nombre alternativo

Correguladores
relacionados

estructuralmente

Funcién

SRC-1 hSRC-1 SRC-2y Posee actividad de HAT vy estabiliza
NcoA-1 SRC-3 el complejo de preiniciacion de la
p160 transcripcion.

SRC-2 GRIP-1/mSRC-2 | SRC-1y SRC- [ Posee actividad de HAT y estabiliza
NcoA-2, pl160, 3 el complejo de preiniciacion de la

TIF2 transcripcion.

SRC-3 ACTR/hSRC-3, SRC-1y Posee actividad de HAT y estabiliza
p/CIP/mSRC-3, SRC-2 el complejo de preiniciacion de la
RAC3/hSRC-3, transcripcion.

AIB-1/hSRC,
TRAM-1/hSRC-3
p300 CBP Posee  actividad de  HAT.
Interacciona con PCAF, CARMI y
SRCs.
CBP p300 Posee  actividad de  HAT.
Interacciona con SRCs.

E6-AP RPF-1 (hRSp5) | Es una  ubiquitina ligasa,
involucrada en la degradacion de
proteinas.

pCAF hGCNS5 Posee  actividad de  HAT.
Interacciona con SRCs.

BRG-1 Brahma SWI/SNF Remodelacion de la cromatina.

SRA Funciona como transcripto de RNA.
CARMI1 Posee actividad de histona
metiltransferasa. Interacciona con
SRCs.

PRMT1 Posee actividad de histona

metiltransferasa.
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4.3.2 Coactivadores de receptores a hormonas esteroides (SRC)

Los dominios funcionales de la familia de SRC son: el dominio basico hélice-asa-hélice
(bHLH), el dominio Per/ARNT/Sim (PAS: Per, proteina periodo involucrada en el ciclo
circadiano de Drosophila; ARNT, translocador del receptor nuclear de aril hidrocarburo;
Sim, proteina unica de Drosophila) localizado en la regiéon amino terminal inicialmente
identificado en Drosophila, esta involucrado en homodimerizacion y la heterodimerizacion
con proteinas que contienen estos dominios, éste es el dominio mas conservado entre los 3
miembros de la familia SRC (Huang et al., 1993). La region central contiene 3 motivos
LXXLL, responsables de la interaccion con los receptores nucleares (Chen et al., 2000).
Existen dos dominios de activaciéon (AD1 y AD2), en donde, AD1 es responsable de la
interaccion con otros coactivadores como CBP y p300, sin embargo no interacciona con los
receptores nucleares, la region AD2 se localiza en la parte carboxilo terminal y es

responsable de la actividad de HAT, (Figura 5) (Xu y Li, 2003).

cppr  HaT
bHLHPAS FH pa300 polic)
ﬁ | | | L ] 1 l u
SRC.INCaAL :.";' *I'"' 00 Liwo
SRC-2TIV t- =-TT =TT 1 |
RC-IAIBL

= LEEL A ALDZ

Figura 5. Estructura y dominios funcionales de los SRC. Dominio hélice-asa-hélice Per/ARNT/Sim
(bHLH/PAS); motivos LXXLL (donde L es leucina, X es cualquier otro aminoacido); receptor
nuclear (RN); regiones ricas en glutamina (poli Q); actividad de histona acetiltransferasa (HAT);

dominio de activacion (AD 1y 2) (Xuy Li, 2003).

La familia de los SRC consiste de tres miembros homologos que son: SRC-1, SRC-2 y
SRC-3. Los tres coactivadores presentan un peso molecular de aproximadamente 160 kDa
y tienen un 40% de similitud en la secuencia completa (Huang et al., 1993), y en pruebas de
transfeccion in vitro se ha demostrado que pueden aumentar la actividad de algunos

receptores nucleares de forma similar, lo que puede sugerir una redundancia funcional entre
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los miembros de la familia de SRC (McKenna et al., 1999), sin embargo, existe evidencia

de que poseen diferentes funciones.

SRC-1 fue el primer coactivador para receptores a esteroides clonado y caracterizado
(Oniate et al., 1995). Exhibe un amplio rango de variabilidad en la coactivacion de la
transactivacion de receptores nucleares, incluyendo RP, RG, RE, RA, RT y RXR. En
ratones “knockout” para SRC-1 se ha observado una resistencia parcial a hormonas
esteroides y una disminucién en el crecimiento del utero y glandula mamaria (Xu et al.,
1998). SRC-1 se ha localizado en el pulmoén, la hipofisis, el utero, la placenta, la glandula
mamaria, los testiculos y sistema nervioso (Chen et al., 1997; Xu et al., 1998). En el
sistema nervioso, SRC-1 es altamente expresado en el hipotalamo, hipocampo, cerebelo,
talamo y amigdala (Meijer et al., 2000). En el sistema nervioso SRC-1 puede participar en
la sefializacion del RE, implicado en la desfeminizacion del cerebro de ratas macho

(Molenda et al., 2002).

Se ha demostrado que la falta de SRC-1 retrasa el desarrollo y maduracion de células de
Purkinje en el cerebelo de raton, resultando en una disfuncion motora (Nishihara et al.,
2003). Por otro lado, SRC-1 es requerido en el desarrollo neuronal normal en ratones
(Nishihara et al., 2004). Existe evidencia de que SRC-1 esta involucrado en la progresion
del cancer de prostata, por ejemplo, Fujimoto et al., (2001) encontraron que la expresion de
SRC-1 es mas alta en grados avanzados de cancer de préstata o en canceres con una baja
respuesta a terapias hormonales. Por otro lado se ha demostrado una alta expresion de SRC-

1 y del RA en canceres de prostata recurrentes (Gregory et al., 2001).

SRC-2 estd involucrado en el metabolismo de lipidos, balance energético, y parece ser
esencial para la adhesion de células de Sertoli a células germinales. Ratones machos y
hembras que carecen de SRC-2 muestran alteraciones en la fertilidad (Zhang et al., 2004).
SRC-2 también es altamente expresado en cénceres de prostata recurrentes (Fujimoto et
al., 2001). SRC-2 se asocia al RP, RE, RA y RAR (McKenna et al., 1999). En el cerebro se
expresa menos que SRC-1 y estad presente predominantemente en la hipofisis anterior

(Meijer et al., 2000).
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SCR-3 es el mas diferente de los tres miembros de la familia de SRC, ya que coactiva a
varios receptores nucleares como RP, RE, RG y RT, pero también a otros factores de
transcripcion, como los que son activados por AMPc y citocinas. SRC-3, es expresado en
pulmon, hipofisis, utero, placenta, glandula mamaria, testiculos y en cerebro principalmente
en hipocampo y bulbo olfatorio (Chen et al., 1997; Xu et al., 1998). En ratones “knockout”
para SRC-3 se ha observado que este corregulador es requerido para el crecimiento normal

y funciones reproductivas (Xu et al., 2000).

SRC-3 es frecuentemente sobreexpresado y algunas veces amplificado en células
cancerosas y en tumores primarios de cancer de mama, ovario (Anzick et al., 1997),
carcinoma endometrial (Glaeser et al., 2001), cancer gastrico (Sakakura et al., 2000) y
cancer de prostata (Gnanapragasam et al., 2001). La amplificacion del gen de SRC-3,
también se ha correlacionado con la expresion de RE y RP que presentan los tumores
primarios de mama, asi como, con el tamafio del tumor (Bautista et al., 1998), estas

observaciones sugieren un papel de SRC-3 como oncogen.

Por otro lado, se conoce que la sobreexpresion ya sea de SRC-1, SRC-2 o SRC-3 puede
aumentar la sobrevivencia celular cuando hay exposicion a algiin agente citotoxico (TNF-
o) e inducir la proliferacion celular, por lo que se sugiere que estos coactivadores pueden

ser blancos terapéuticos en el tratamiento del cancer (Weldon et al., 2004).

Experimentos de inmunolocalizacién revelan una distribucion intracelular célula-
especifica de SRC-1, SRC-2 y SRC-3, la cual puede depender de la duracion de la
induccion hormonal, por ejemplo, en astrocitos de rata tratados con glucocorticoides, SRC-
1 y SRC-2 fueron localizados principalmente en nicleo, mientras que SRC-3 se encontr6 en
el Aparato de Golgi. En células de Schwann, SRC-1 se localiz6 en nucleo o citoplasma
dependiendo de la estimulacion hormonal. Por otro lado, SRC-2 se encontrd estrictamente

en nucleo y SRC-3 predominantemente en citoplasma (Grenier et al., 2006).
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Los SRC son afectados por modificaciones postraduccionales como son la fosforilacion,
acetilacion, sumoilacion y ubiquitinacion. La fosforilacion provoca la activacion de las
proteinas y produce un cambio conformacional en distintos sitios de los SRCs. SRC-1
presenta siete sitios de fosforilacion, mientras que SRC-3 presenta 6. Los sitios de
fosforilacion identificados en los SRCs son blanco de las vias de sefializaciéon mediadas por
cinasas, incluyendo la via de MAPK, la via de AMPc/PKA y la via de NF-xB. Esta vias de
sefializacion inducen activacion y reclutamiento diferencial de los SRCs, por ejemplo, la
via de MAPK activada por EGF fosforila a SRC-1 en la Ser-1179 y 1185, promoviendo asi
la capacidad de coactivacion de SRC-1 en la transcripcion de genes dependientes de RP (Li

y Shang 2007).

Por otro lado, estudios in vitro e in vivo sobre la degradacion de los SRCs por
ubiquitinacion, demuestran que en presencia de un inhibidor del proteosoma, aumenta el
contenido a nivel proteina de SRC-1, SRC-2 y SRC-3, ademés de presentar una alta
actividad transcripcional (Li y Shang 2007). Estudios en nuestro laboratorio han
demostrado que el contenido de SRC-1 aumenta en el hipotdlamo y en el area predptica de
ratas tratadas con el inhibidor del proteosoma MG132 (Villamar-Cruz et al., 2006). La
sumoilacion no promueve la degradacion de los SRCs, pero modifica sus propiedades
funcionales y su localizacion subcelular. En la sumoilacién la proteina denominada
modificador semejante a ubiquitina pequeiio 1 (SUMO-1) se une covalentemente a
residuos de lisina causando un cambio conformacional en la proteina blanco, promoviendo
o inhibiendo las interacciones proteina-proteina, por ejemplo, la sumoilacion de SRC-1 en
la Lys-732 y 774 incrementa la interacciéon con RP y una prolongada retencion de SRC-1
en nicleo (Chauchereau et al., 2003). La acetilacion de los SRCs parece tener un papel en
la represion de la sefializacion de los coactivadores. La acetilacion de SRC-3 promueve la
neutralizacion de las cargas positivas existente en sus residuos, provocando la disociacion
del complejo coactivador-receptor. La metilacion recientemente se ha encontrado
involucrada en la represion transcripcional, a través de la modificacion de los SRCs, ya que
puede regular la estabilizacion de los coactivadores al aumentar su degradacion y modificar
sus interacciones con otros coactivadores. Estas modificaciones postraduccionales pueden

inducirse por hormonas esteroides (Li y Shang 2007).
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Se sabe que SRC-1, SRC-2 y SRC-3 contribuyen a la regulacion temporal de la
transcripcion de genes mediada por receptores nucleares, esto puede ser explicado en parte
por la forma en que son reclutados, se conoce que SRC-3 dimeriza con SRC-1 o SRC-2
para ser reclutados en los promotores de genes que contienen un elemento de respuesta a
hormona clasico (ERH). En contraste, en promotores de genes que no contienen un ERH
clasico, en donde los receptores a hormonas esteroides se unen indirectamente, ya sea SRC-
1 o SRC-2 son reclutados como monomeros. Tipicamente, genes que no contienen un ERH
son activados rapidamente por los receptores a hormonas esteroides, mientras que los genes
que contienen un ERH son s6lo activados por la estimulacion prolongada con los ligandos

(Zhang et al., 2004).

La expresion tejido-especifica de los coactivadores contribuye a la funcion de los
receptores nucleares, por ejemplo, las funciones del RP en distintos tejidos es modulada por
diferentes coactivadores. En ratones se ha reportado que SRC-3 es el principal coactivador
que modula la expresion de genes dependientes de RP durante el desarrollo de la glandula
mamaria, mientras que SRC-1 modula la actividad del RP en el ttero (Han et al., 2006). Por
otro lado, en la linea celular derivada de endometrio (Ishikawa) la alta expresion de SRC-1
influye en la actividad ejercida por el tamoxifen, en este caso actiia como agonista al unirse
al RE, mientras que en la linea celular de cancer de mama MCF-7 la baja expresion de

SRC-1 contribuye a que el tamoxifen actué como antagonista (Shang y Brown, 2002)

Estudios en nuestro laboratorio han demostrado que el contenido de SRC-1 puede
modificarse por variaciones hormonales por ejemplo: en el pulmén de la rata aumenta
durante el diestro y disminuye en el proestro y estro (Gdénzalez-Arenas et al., 2004);
mientras que en el hipotadlamo disminuye durante el diestro, pero aumenta durante el

proestro y estro (Camacho-Arroyo et al., 2005).

Se ha observado que el E; disminuye la expresion del RNAm de SRC-1 en la hip6fisis

de ratas macho adultas (Misiti et al., 1998). Por el contrario, la expresion del RNAm de
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SRC-1 es inducida por la administracion de E, por 3 dias en el nucleo ventromedial

hipotaldmico de ratas ovariectomizadas (Mitev et al., 2003).

Se ha propuesto que la sobreexpresion de SRC-1 en células de cancer de mama positivas
al RE-a conlleva a un aumento en la expresion del factor derivado de células estromales
la (SDF-1a), lo cual puede inducir la invasion y metéstasis de células de cancer (MCF-7)

que expresan altos niveles del receptor de SDF-1a (CXCR4) y otros genes prometastasicos

(Kishimoto et al., 2005).

4.4 Expresion de correguladores en lineas celulares de cancer

En la linea celular MCF-7 se ha encontrado un alto nivel del RNAm de SRC-3 (Anzick
et al., 1997), mientras que en linea celular de cancer de mama T-47D se ha encontrado un
bajo nivel de RNAm de SRC-3, asimismo en estas lineas celulares se ha observado la
expresion del correpresor NcoR y los coactivadores pCAF y CBP. En MCF-7 y T47D se
reporta una baja expresion de los coactivadores p300 y SRC-2 y del correpresor SMRT
(Vienonen et al., 2003).

También se ha demostrado en la linea celular MCF-7 que la expresion a nivel de
proteina de SRC-1 aumenta con el tratamiento de E, (durante 24 h) pero no con 4-
hidroxitamoxifen, y ademads, se determino que el RE-o y RE-f preferentemente interactuan
con SRC-1 en presencia de B-estradiol. Asi mismo, la expresion a nivel de la proteina de
SMRT aumentd en presencia de E, y 4-hidroxitamoxifen, y este Ultimo indujo la

interaccion de SMRT con el RE-a y RE-f (Fleming et al., 2004).

Lauritsen et al., (2002) reportan que la expresion del RNAm de SRC-3 disminuye con E,
en la linea celular MCF-7, observandose una reduccion significativa después de las 4 h de
iniciado el tratamiento y manteniéndose en esa condicion por al menos 48 h, paralelamente
se muestra una disminucién a nivel de proteina de SRC-3 por E; en los mismos tiempos de
estudio. Por otro lado, el tratamiento con antiestrogenos (ICI 182,780 y 4-

hidroxitamoxifen) aumenta la expresion del RNAm de SRC-3. Contrariamente al reporte
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anterior, Vienonen et al., (2003) encontraron que en la linea celular MCF-7 la expresion del

corregulador SRC-3 no cambia con el tratamiento de E, durante 24 y 72 h.

4.5 Astrocitomas

Los astrocitomas son las neoplasias intracerebrales primarias mds comunes en humanos
(Poirier et al., 1990), constituyen el 45% de todos los tumores del Sistema Nervioso
Central. Tienen una apariencia uniforme con alta actividad proliferativa de los astrocitos
(Nguyen et al., 1984). Los astrocitomas mas malignos presentan mayor delimitacion, en tanto
que los benignos son difusos e infiltrantes, con tendencia a formar cavidades largas. La
presencia de un astrocitoma puede provocar varios sintomas como son: dolor de cabeza y
déficits neuroldgicos dependiendo de la localizaciéon cerebral del tumor (Kleihues y
Cavenee, 2000). De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud, los astrocitomas son
clasificados de acuerdo a sus caracteristicas histologicas (presencia de atipia, mitosis,
proliferacion endotelial y necrosis) en cuatro grupos:

1) Astrocitomas pilociticos (grado I), se localizan cominmente en el cerebelo, y el
diencéfalo especialmente en el hipotdlamo. Histolégicamente se observan areas
densas y difusas, astrocitos bipolares. Hay presencia de atipia nuclear, cambios
vasculares limitados a proliferacion capilar. Crecen despacio y dificilmente se
diseminan a los tejidos circundantes, se presentan con mayor regularidad en nifios y
adultos jovenes (5 a 15 afios) y hay la posibilidad de curacion posterior a la
reseccion quirurgica.

2) Astrocitomas difusos (grado II), se localizan en hemisferios cerebrales, se
presentan células pleomorficas y multinucleadas, ademéas de proliferacion vascular.
Crecen lentamente pero generalmente se diseminan al tejido circundante, algunos de
¢éstos evolucionan a un grado superior, se presentan generalmente en adultos jovenes
de entre 30 y 40 afios.

3) Astrocitomas anaplasicos (grado III), se encuentran principalmente en los
hemisferios cerebrales y tallo cerebral, presentan un aumento celular, pleomorfismo,
actividad mitdtica, y atipia nuclear. Crecen rapidamente y se diseminan a los tejidos

circundantes, se presenta en adultos de 40 a 60 afios, este es el grado de astrocitoma
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mas comun y pueden tener una transicion rapida a otro grado de evolucién en un
corto tiempo.

4) Glioblastomas (grado IV), se localizan en hemisferios cerebrales y ocasionalmente
en tallo cerebral, cerebelo y médula. Las células muestran una gran heterogeneidad
en cuanto a forma, hay degeneracion, necrosis y hemorragia. Son astrocitomas
malignos que crecen y diseminan de forma acelerada, se presentan generalmente en
adultos entre las edades de 45 a 70 afios (Daumas-Duport et al., 1988; Batistatou et
al., 2004).

A nivel de poblacion, la frecuencia de padecer un astrocitoma es mayor en hombres (2:1),
sin embargo, se ha reportado que las mujeres presentan una mayor progresion tumoral de

un astrocitoma grado I, Il y III hacia uno de grado IV (Ohgaki y Kleihues 2007).

Ciertos tumores cerebrales expresan receptores a hormonas esteroides, por ejemplo, se ha
detectado la expresion del gen del RP en tumores astrociticos. Esto sugiere que las
hormonas esteroides pueden estar involucradas en el desarrollo de gliomas, como evidencia
se ha reportado un aumento en el tamafio del tumor en mujeres embarazadas, el cual
disminuye después del parto. Por otro lado, Khalid et al., (1997) encontraron en muestras
de pacientes con astrocitomas de diferentes grado de evolucion tumoral que la expresion
del RP es mayor en astrocitoma grado IV. Ademas, estudios en nuestro laboratorio han
demostrado la presencia de las isoformas A y B del RP en astrocitomas de grado Il y 1V,
siendo la isoforma B la predominante. La expresion diferencial de las isoformas del RP es
importante porque la P4 puede ejercer una funcion diferente en una célula dependiendo de

la expresion de las isoformas del RP (Gonzélez-Agiiero et al., 2001).

Asimismo, estudios en nuestro laboratorio han demostrado que la Ps induce la
proliferacion en dos lineas celulares de astrocitomas humano U373 y D54 (grados Il y IV
respectivamente), la cual es bloqueada por RU486 (antagonista de RP), sugiriendo que el
efecto de P4 es mediada por RP el cual es expresado en estas células (Gonzalez-Agiiero et

al., 2007).
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En general, se ha reportado que el REa no es expresado en tumores astrociticos y que el
REP es altamente expresado en astrocitos normales y en astrocitomas de bajo grado de
evolucion, y conforme aumenta el grado del tumor la expresion del REP disminuye
(Carroll et al., 1995; y Gonzalez-Agiiero et al., 2001). Datos de nuestro laboratorio han
mostrado que el REa y REf son expresados en las lineas celulares de astrocitomas humano
U373 y D54, y que el contenido del REP aumenta significativamente con E; en las dos

lineas celulares (Cabrera-Munoz et al., 2007 enviado).

Por otro lado se sabe que los coactivadores se unen a los receptores de hormonas
esteroides para potenciar su efecto en la transcripcion de sus genes blanco y se ha sugerido
que cambios en la expresion de los coactivadores puede contribuir a la carcinogénesis o a la
respuesta hormonal de tumores (Vienonen et al., 2003), sin embargo, se desconoce la
expresion de los coactivadores SRC-1 y SRC-3 en lineas celulares de astrocitomas

humanos y por consiguiente su regulacion por P4y E,.
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V. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo fue determinar la expresion de SRC-1 y SRC-3 en las

lineas celulares de astrocitomas humanos U373 y D54 y su regulacion por P4y Es.

En tanto los objetivos particulares fueron los siguientes:

1. Cuantificar la expresion de SRC-1 y SRC-3 a nivel del mRNA y de la proteina en
las lineas celulares de astrocitomas humanos U373 y D54 y su regulacion por Py y
Es.

2. Comparar la regulacion de la expresion de los correguladores en la linea celular

U373 y D54.
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VI. HIPOTESIS

La expresion de los correguladores SRC-1 y SRC-3 estard regulada por P4 y E, en las

lineas celulares de astrocitomas humanos U373 y D54.
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VII. METODOLOGIA

7.1 Cultivo celular

Las lineas celulares de astrocitoma humano U373 y D54 (grado III y IV de evolucion
tumoral) fueron cultivadas en medio DMEM con rojo fenol adicionado con suero fetal
bovino (SFB) al 10% hasta obtener el 80% de confluencia celular. Una vez obtenida la
confluencia se contd el nimero de células en un hemocitometro (camara de Neubauer) y se
colocaron 2, 000,000 de células en cajas petri de 10 cm con medio DMEM con rojo fenol
adicionado con SFB durante 24 h, posteriormente se les cambidé el medio por DMEM sin
rojo fenol adicionado con SFB libre de hormonas durante 24 h. Las células recibieron
posteriormente los tratamientos de vehiculo (V, ciclodextrina 30 nM en agua estéril), 17-3
estradiol (10 nM) acoplado a ciclodextrina y P4 (10 nM) acoplada a ciclodextrina. Las dosis
usadas modifican la proliferacion de estas lineas celulares, asi, como la expresion del RP y

el RE (Gonzalez-Agiiero et al., 2007) y se formaron los siguientes grupos:

1) V,durante 12h,24hy48h
2) E; durante 12 h,24 hy48h
3) Py durante 12 h, 24 hy 48 h.

Las células fueron colectadas por medio de lavados con PBS en frio (4°C) a las 12 h, 24
h y 48 h después de iniciados los tratamientos. La suspension de células se centrifugo a
2000 rpm durante 5 min, se decantd el sobrenadante y el boton celular obtenido se destind

para extraer proteinas o RNA.

7.2 Extraccion de proteinas

Las células se colocaron en buffer de lisis TDG (tris-ditiotreitol-glicerol) con inhibidores
de proteinasas (Tris-HCI1 10 mM, ditiotreitol 1 mM, glicerol al 30%, triton al 1%, azida de
sodio 15 mM, EDTA 1 mM, leupeptina 4 pg/ml, aprotinina 22 pg/ml, PMSF 1 mM,
ortovanadato de sodio 1 mM) a 4°C.
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Las muestras fueron centrifugadas a 12,500 rpm, durante 45 min, a 4°C y separando el
sobrenadante. La concentracion de proteinas en el sobrenadante se determiné por el método
de Bradford (Bradford, 1976), utilizando albumina sérica bovina como estandar para la

curva patron.

7.3 Western Blot

Cada muestra de proteina obtenida de las células (tomando un volumen correspondiente a
100 pg) se mezcldo con Buffer de carga (Tris 0.5 M pH 6.8, glicerol 10%, SDS 2%, B-
mercapto-etanol 5%) en una proporcion de 1:1 y se hirvieron durante 5 min para
depositarse en geles de poliacrilamida. Las proteinas se separaron por electroforesis en
geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 6% a 60 volts hasta que las muestras pasaran el

gel concentrador y después a 80 volts para el gel de corrida durante 2 horas.

Las proteinas fueron transferidas a una membrana de polivinilideno (Millipore) a 211
mA, durante 1 h en una camara semihtimeda. Posteriormente, las membranas fueron
bloqueadas por 2 horas a temperatura ambiente con una solucion de leche descremada en

polvo al 5% en PBS-tween (PBS pH=7.4 + Tween al 0.05%).

Las membranas fueron incubadas durante toda la noche a 4°C con los siguientes
anticuerpos: anti-SRC-1 (anticuerpo monoclonal de raton, Upstate 05-522) o anti-SRC-3
(mezcla de anticuerpo policlonal de cabra Santa Cruz sc-7216 y anticuerpo monoclonal de
raton sc-5305) en una dilucion 1:250. Las membranas fueron lavadas con PBS-Tween 3
veces por 5 minutos y posteriormente incubadas con el anticuerpo secundario anti-raton o
anti-cabra (IgG-HRP) conjugado a peroxidasa en dilucion 1:5000 durante 1 h (Santa Cruz
sc-2033 'y sc-2005). Se utilizd6 un método de deteccion de alta sensibilidad (ECL,
Amersham Pharmacia Biotech) para determinar la presencia de las proteinas estudiadas.
Con este sistema, el peroxido de luminol y un activador son sustrato de la peroxidasa
acoplada al anticuerpo secundario, que al reaccionar generan una sefal de

quimioluminiscencia al exponer las membranas a placas radiograficas.
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Para corregir las posibles diferencias en la cantidad de proteina total cargada en cada
pozo, se incubaron con un anticuerpo primario anti-O-tubulina en una concentracién de
1:10,000 (Sigma) durante toda la noche a 4°C, las membranas fueron lavadas con PBS-
Tween 3 veces por 5 minutos; después se incubaron 1 hora con un anticuerpo secundario
anti-raton acoplado a peroxidasa en una concentracion de 1:15,000 (Santa Cruz sc-2033) y

posteriormente se utilizé el método de deteccion de alta sensibilidad descrito anteriormente.

Cada placa fue sometida a un andlisis densitométrico con el programa Chemilmager
4400, para cuantificar la expresion de SRC-1, SRC-3 y a-tubulina de acuerdo a la
intensidad de cada banda. Para cada experimento los datos obtenidos de SRC-1 y SRC-3 se

normalizaron con los de 0-tubulina.

7.4 Extraccion de RNA total

A las células D54 y U373 recolectadas se les agregd 1 ml de trizol (Invitrogen) a 4°C, se
homogenizaron en el vortex, se les agregd 200 pl de cloroformo, se agitaron y se
mantuvieron en hielo durante 5 min. Al final se obtuvieron dos fases: la inferior de color
rojo compuesta por fenol:cloroformo y la porcidon superior incolora, el RNA quedo en esta
ultima fase, mientras que el DNA y las proteinas se mantuvieron en una interfase y en la

fase organica, respectivamente.

Para la precipitacion del RNA, se transfirio la fase incolora a un tubo eppendorf, se
agreg6 un volumen equivalente al extraido de isopropanol y se mantuvieron las muestras a
4°C toda la noche. Posteriormente se centrifugaron las muestras a 12000 rpm durante 15
min a 4°C. El RNA se observo en una pastilla de color blanca amarillenta. Después, se
retird el sobrenadante de las muestras, se realizd un lavado con etanol al 75% (1 ml) y se
agitaron en el vortex durante 30 s. Se centrifugaron las muestras a 7500 rpm durante 8 min
a 4°C, se realizo otro lavado con etanol al 80% y se centrifugaron las muestras a 7500 rpm
durante 8 min a 4°C, se elimind el sobrenadante y se secd la pastilla formada de cada

muestra. La cantidad de RNA extraido se cuantifico en el espectrofotometro a 260 y 280
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nm. Para conocer las condiciones del RNA extraido, éste se analiz6 en geles de agarosa al

1% en condiciones desnaturalizantes (con formaldehido 37%). Se utilizaron las muestras en

las que el RNA estuviera integro, determinado por la observacion clara de las bandas

correspondientes a los RNAs ribosomales 28S y 18S, ademas, de que no se encontrara el

RNA degradado ni la presencia de DNA.

7.5 Oligonucledtidos para RT-PCR.

Se disefiaron oligonucleoétidos para amplificar por RT-PCR fragmentos de los genes de

SRC-1 y SRC-3. Se obtuvieron las secuencias publicadas en el GenBank para cada gen y

posteriormente analizadas por el programa PRIMER3, las secuencias resultantes se

muestran a continuacion:

SRC-1

Region del N-terminal. Nucledtido 1015 al 1334.

Sentido 5’— CCTCCAGCTATTACGGGTGTAG- 3’
Antisentido 5°— ATGATGAAAGGTTGCATGTCTG- 3’
Temperatura de alineamiento: 55°C

Longitud del oligonucledtido: 22 pb

Tamano del producto: 320 pb

SRC-3

Region del N-terminal. Nucledtidos 2103 al 2440.
Sentido 5’- GTCATTCCTCCTTGACCAACTC -3’
Antisentido 5°- ATCCCTGTCCAGCAGGTATCTA-3’
Temperatura de alineamiento: 62.°C

Longitud del oligonucledtido: 22 pb

Tamano del producto: 338 pb
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7.6 RT-PCR
7.6.1 Sintesis de cDNA

Se agregaron los siguientes componentes en un tubo eppendorf (una reaccion): 1 pl de
oligo (dT)i2-13 (500 pg/ml, Invitrogen), 2 ug de RNA total, 1 pul dATP, 1 ul dCTP, 1 ul
dGTP, 1 ul dTTP y H,O destilada y estéril (el volumen necesario para tener un total de 12
ul). La mezcla se calentd a 65°C durante 5 min, y posteriormente la muestra se mantuvo en
hielo.

Después se afiadieron 4 pl de buffer para la primera hebra 5X (Invitrogen), 2 pul de DTT
0.1 M (Invitrogen), 1 ul de RNasa OUT (Invitrogen) mezclandolos suavemente y se incubo
a 42°C durante 2 min. Transcurrido este tiempo se afiadio 1 pl (200 unidades) de la
SuperScript I RT (Invitrogen) y se incub6 la muestra a 42°C durante 50 min, para inactivar

la reaccidn se calentd a 70°C durante 15 min.

7.6.2 PCR
Para determinar el nimero de ciclos necesarios para realizar las amplificaciones, se hizo
una curva de éstos partiendo de 20, 25, 30, 35 y 40 ciclos. Para definir la temperatura de

alineamiento de los oligonucleotidos, se realizé una curva de temperaturas de 56, 58, 60, y

62°C.
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Las condiciones de PCR utilizadas fueron las siguientes:

10X Buffer de PCR II (200 mM Tris-HCL pH 8.4, 500 mM KCL) 2.5 ul
25 mM MgCl, 1.2 w
10 mM dATP 1wl

10 mM dCTP 1wl

10 mM dTTP 1 ul

10 mM dGTP 1wl
Oligonucleotido sentido (10 uM) 0.85 ul
Oligonucleotido antisentido (10 pM) 0.85 ul
Taq DNA polimerasa (5U/ pl) 0.5 ul
Molde (cDNA del RT) 2 ul
H,O destilada y estéril 13.1 ul

25 pl volumen total

Se calento la reaccion a 94°C durante 5 min para desnaturalizar y se realizaron 25 ciclos
para 18S, 28 ciclos para SRC-1 y 30 ciclos para SRC-3 de las siguientes condiciones: 94°C
1 min; 55°C para SRC-1, 60°C para 18S y 62°C para SRC-3 durante 1 min; 72°C Imin y
para la etapa de extension final se realiz6 a 72°C durante 5 min. En los experimentos se
incluyeron los siguientes controles negativos: sin muestra de RNA (en la sintesis de cDNA)

y otro sin cDNA (en el PCR).

Los productos de amplificacion se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al
2% y se observaron en un transiluminador de rayos UV. La intensidad de las bandas fue
cuantificada mediante un andlisis densitométrico.

7.7 Analisis estadistico

A los datos obtenidos se les realizo la prueba estadistica de Mann-Whitney U. Se utilizd

el programa SPSSS 13.0 para calcular los valores de probabilidad.
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VIII. RESULTADOS

8.1 Expresion del RNAm de SRC-1 y SRC-3 en las lineas celulares de astrocitomas
humano U373 y D54

En el presente estudio se cuantifico mediante la técnica de RT-PCR la expresion a nivel
del RNAm de SRC-1 y SRC-3 en las lineas celulares de astrocitoma humano U373 y D54
tratadas con V (ciclodextrina 30nM), E, (10 nM) y P4 (10 nM) durante 12 h 'y 24 h.

En la linea celular U373 (grado III) se observd que la expresion del RNAm de SRC-1 y
de SRC-3 no presentd cambios significativos con el tratamiento de E; o P4 comparado con

V nialas 12 h ni a las 24 h (Figura 6 y 7, respectivamente).

En la linea celular D54 (grado 1V) el tratamiento con E, no modificé la expresion del
RNAm de SRC-1 y de SRC-3. Sin embargo, el tratamiento con P4 durante 12 h aumento
significativamente (P < 0.05) la expresion del RNAm de SRC-1 (Figura 8); a las 24 h no se
observo un cambio significativo en el RNAm de SRC-1 (Figura 9).
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Figura 6. Expresion del RNAm de SRC-1 y SRC-3 en la linea celular U373 a las 12 h. A) Analisis
del RNAm de los coactivadores por medio de RT-PCR, imagen representativa de tres experimentos
independientes. Los experimentos se llevaron a cabo utilizando oligonucle6tidos especificos para la
amplificacion de SRC-1, SRC-3 y 18S. Los productos de PCR se analizaron en geles de agarosa
al 2% y se observaron en un transiluminador de rayos UV. El RNA ribosomal 18S se
utilizd para normalizar los niveles de expresion de los coactivadores. B) Andlisis
densitométrico de SRC-1. C) Anadlisis densitométrico de SRC-3. Los resultados son
expresados como media = S.E.M.
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Figura 7. Expresion del RNAm de SRC-1 y SRC-3 en la linea celular U373 a las 24 h. A) Analisis
del RNAm de los coactivadores por medio de RT-PCR, imagen representativa de tres experimentos
independientes. El RNA ribosomal 18S se utilizé para normalizar los niveles de expresion de
los coactivadores. B) Analisis densitométrico de SRC-1. C) Andlisis densitométrico de
SRC-3. Los resultados son expresados como media + S.E.M.
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Figura 8. Expresion del RNAm de SRC-1 y SRC-3 en la linea celular D54 a las 12 h. A) Analisis
del RNAm de los coactivadores por medio de RT-PCR, imagen representativa de cuatro
experimentos independientes. EIl RNA ribosomal 18S se utilizo para normalizar los niveles de
expresion de los coactivadores. B) Andlisis densitométrico de SRC-1. C) Analisis
densitométrico de SRC-3. Los resultados son expresados como media + S.E.M, * P < 0.05
comparado con V y E,.
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Figura 9. Expresion del RNAm de SRC-1 y SRC-3 en la linea celular D54 a las 24 h. A) Analisis
del RNAm de los coactivadores por medio de RT-PCR, imagen representativa de cuatro
experimentos independientes. EIl RNA ribosomal 18S se utilizo para normalizar los niveles de
expresion de los coactivadores. B) Andlisis densitométrico de SRC-1. C) Analisis
densitométrico de SRC-3. Los resultados son expresados como media + S.E.M.
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8.2 Contenido de la proteina de SRC-1 y SRC-3 en las lineas celulares de astrocitomas

humano U373 y D54

El contenido de SRC-1 y SRC-3 en las lineas celulares U373 y D54 y su regulacion por

E, y P4 fue examinado mediante Western blot.

En la linea celular U373 al igual que en el caso del RNAm no se observaron diferencias
significativas en el contenido de las proteinas de SRC-1 o de SRC-3 con ningun tratamiento

hormonal a las 24 h 0 48 h (Figuras 10 y 11).

En la linea celular D54 el E; no modifico el contenido de la proteina de SRC-1, mientras
que la P4 aumento significativamente (P < 0.05) el contenido de este coactivador a las 24 h
(Figura 12A y B). De manera interesante el contenido de SRC-1 disminuy6
significativamente (P < 0.05) 48 h después de la administracion de P4 (Figura 12C y D). El

contenido de SRC-3 no se modific6é con ninguno de los tratamientos (Figura 13).
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Figura 10. Contenido de la proteina de SRC-1 en linea celular U373. A) Western blot de
SRC-1 a las 24 h, imagen representativa de tres experimentos. Las proteinas fueron
separadas por electroforesis en SDS-PAGE al 6%. Las proteinas fueron transferidas en
membranas e incubadas con anticuerpo anti-SRC-1 o a-tubulina. El complejo proteina-
anticuerpo fue detectado por quimioluminiscencia (ECL). B) Andlisis densitométrico de
SRC-1 a las 24 h, los datos fueron normalizados usando los de a-tubulina. C) Western blot
de SRC-1 a las 48 h, imagen representativa de tres experimentos. D) Andlisis
densitométrico de SRC-1 a las 48 h. Los resultados son expresados como media + S.E.M.
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Figura 11. Contenido de la proteina de SRC-3 en linea celular U373. A) Western blot de
SRC-3 a las 24 h, imagen representativa de tres experimentos. B) Andlisis densitométrico
de SRC-3 a las 24 h, los datos fueron normalizados usando los de a-tubulina. C) Western
blot de SRC-3 a las 48 h, imagen representativa de tres experimentos. D) Analisis
densitométrico de SRC-3 a las 48 h. Los resultados son expresados como media + S.E.M.
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Figura 12. Contenido de la proteina de SRC-1 en linea celular D54. A) Western blot de
SRC-1 a las 24 h, imagen representativa de cuatro experimentos. B) Analisis
densitométrico de SRC-1 a las 24 h, los datos fueron normalizados usando los de a-
tubulina. C) Western blot de SRC-1 a las 48 h, imagen representativa de cuatro
experimentos. D) Analisis densitométrico de SRC-1 a las 48 h. Los resultados son
expresados como media + S.E.M, * P < (.05 comparado con V y E;.
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Figura 13. Contenido de la proteina de SRC-3 en linea celular D54. A) Western blot de
SRC-3 a las 24 h, imagen representativa de cuatro experimentos. B) Analisis
densitométrico de SRC-3 a las 24 h, los datos fueron normalizados usando los de o-
tubulina. C) Western blot de SRC-3 a las 48 h, imagen representativa de cuatro
experimentos. D) Analisis densitométrico de SRC-3 a las 48 h. Los resultados son

expresados como media = S.E.M.
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IX. DISCUSION

Las hormonas esteroides, a través de la interaccion con sus receptores nucleares, activan o
reprimen la transcripcion de varios genes blanco involucrados en diferentes funciones. Para
ejercer sus efectos transcripcionales los receptores nucleares requieren de la interaccion con
otras proteinas denominadas correguladores (coactivadores y correpresores), los cuales
intervienen en la interaccion de los receptores con la maquinaria de transcripcion basal y
remodelan la estructura de la cromatina. Los coactivadores son proteinas que aumentan la
actividad transcripcional de los receptores nucleares, mientras que, los correpresores son

proteinas que la reprimen (Collingwood et al., 1999, Xu et al., 1999).

Se ha sugerido que la alteracion en la expresion de coactivadores es un factor de riesgo
para el desarrollo del cancer, por ejemplo, la sobreexpresion de SRC-3 en ratones
transgénicos provoca el desarrollo de tumores mamarios malignos (Torres-Arzayus et al.
2004). En la linea celular de cancer de mama MCF-7 se ha encontrado que la expresion de
SRC-1 estd relacionada con la expresion de genes prometastdsicos, ya que su
sobreexpresion provoca un aumento en la expresion del factor derivado de células
estromales relacionado con invasion y metastasis de células cancerosas (Kishimoto et al.,

2005).

Asi, cambios en los niveles de expresion del RE, RP y correguladores pueden influir en
procesos transcripcionales y tener un papel en el desarrollo y progresion del céncer, por lo
que el estudio de su regulacion es importante para dilucidar su papel en estos eventos. En
las lineas celulares de astrocitomas humano U373 y D54, la expresion de SRC-1 y SRC-3 y
su regulacion por E; y P4 se desconoce, por lo que, en el presente trabajo se evaluo el efecto

del E»y la P4 sobre la expresion de SRC-1 y SRC-3 en estas lineas celulares.

Los resultados obtenidos en la linea celular U373 mostraron que ni el E; ni la Py
ejercieron un efecto sobre la expresion del RNAm de SRC-1 y SRC-3 a las 12 y 24 h de
estudio. De forma similar, en la linea celular D54 ni el E, ni la P4 causaron un cambio

significativo en el RNAm de SRC-3. Existen reportes contradictorios en diferentes lineas
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celulares de cancer con respecto a la regulacion de la expresion de SRC-1 y SRC-3 por Ex y
P4. Por ejemplo, en células de cancer endometrial humano tratadas con E, durante 24 h no
se detectaron diferencias significativas en los niveles del RNAm de SRC-1, (Thenot et al.,
1999). Asi mismo, Vienonen et al., (2003) reportaron que la expresion de RNAm de SRC-1
y SRC-3 no presentd cambios con el tratamiento de 17[-estradiol ni con la progestina
R5020 (24 h o una semana) en las lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y T-47D. Por
otro lado, se ha mostrado que el RNAm de SRC-1 disminuy6 en células de hipofisis de rata
GH3 después de recibir tratamiento con E, (Misiti et al., 1998). En la linea celular MCF-7
el 17B-estradiol aument6 la expresion del RNAm de SRC-3 después de 4 h de iniciado el
tratamiento (Lauritsen et al., 2002). Estos datos pueden sugerir que la regulacion de la
expresion de SRC-1 y SRC-3 por E, y P4 es célula-especifica y que posiblemente esta
regulaciéon dependa del tiempo de estimulacion hormonal. Aunque no se observaron
cambios en la expresion de SRC-1 y SRC-3 en linea celular U373 y de SRC-3 en la linea
celular D54 a las 12 y 24 h, no se descarta un efecto de las hormonas a otros tiempos de

estudio en éstas lineas celulares, dadas las evidencias antes mencionadas.

En la linea celular D54 se observd que aumenta significativamente la expresion del
RNAm de SRC-1 después de 12 h de tratamiento con P4 (10 nM), mientras que, a las 24 h
no se encontrd dicho efecto. Se ha determinado que los efectos de la P4 ocurren a corto,
mediano y largo plazo debido a diferentes mecanismos de accidn (gendémico y no
gendmico). El mecanismo de accion gendémico involucra la uniéon de la P4 con el RP para
regular la transcripcion de genes especificos (Camacho-Arroyo y Rodriguez-Dorantes,
2006). Por otro lado, se conoce que el RP es regulado de manera negativa por P4 en
diferentes tejidos blanco (Camacho-Arroyo et al,, 1996). Se sabe que la P4 induce la
fosforilacion del RP para que éste pueda ser funcional y lleve a cabo su efecto gendmico,
aunque también es una sefial para que posteriormente el RP sea degradado por el
proteosoma 26S (Lange et al., 1999). El mecanismo de accion por el cual la P4 regula la
expresion del RNAm de SRC-1 en la linea celular D54 no se conoce, sin embargo, la
expresion de SRC-1 observada podria estar mediada por el RP (via genémica) regulando su
transcripcion dependiendo del tiempo de estimulacidn hormonal, por otro lado, es probable

que después de 24 h de tratamiento con P4 exista una disminucion en el contenido del RP
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provocando un decremento en la transcripcion de genes como SRC-1 en esta linea celular.
Para determinar si la P4 regula la expresion de SRC-1 por medio de su receptor se
necesitaria realizar experimentos donde las células D54 recibieran tratamiento con un

antagonista del RP (RU486) a diferentes tiempos.

En la linea celular U373 se demostrd que el contenido de la proteina de SRC-1 y SRC-3
no cambid con el tratamiento de E, y P4 durante 24 y 48 h_posiblemente, como reflejo del
nulo cambio en la expresion del RNAm de SRC-1 y SRC-3 observada previamente en la
misma linea celular, la cual no fue modificada por los tratamientos hormonales (12 y 24 h).
Se sabe que el E; y la P4 pueden regular el contenido de los coactivadores dependiendo del
tipo celular y tiempo de tratamiento, por ejemplo, se ha reportado que el contenido de SRC-
1 y SRC-3 no cambia después de 6 h de tratamiento con P4 en el epitelio luminal y
glandular en el ttero de raton, sin embargo, el tratamiento con P4 durante 3 dias disminuye
el contenido de SRC-1 y SRC-3 (Han et al., 2005). Por otro lado, un aumento en el
contenido de la proteina de SRC-1 fue detectado en células MCF-7 tratadas con E, durante
24 h (Fleming et al., 2004). Es posible que en la linea celular U373 el E, y P4 no estén
regulando el contenido de SRC-1 y SRC-3, sin embargo, algunos estudios muestran que la
regulacion de los coactivadores depende de la duracion de los tratamientos, por lo que, la
regulacion del contenido de SRC-1 y SRC-3 por el E, y P4 durante tiempos menores a 24 h

o mayores de 48 h requerird de investigaciones posteriores en la linea celular U373.

Los resultados obtenidos en la linea celular D54 determinan que el tratamiento con P4
aumenta significativamente el contenido de la proteina de SRC-1 a las 24 h, en contraste
con los datos anteriores, después de 48 h de tratamiento con P4 el contenido de SRC-1
disminuy6. Han et al., (2005) reportaron que el tratamiento con P4 durante 6 y 72 h regula
positivamente el contenido de SRC-1 en el estroma y el miometrio en el Gtero de raton, esto
sugiere que la P4 regula el contenido de SRC-1 de manera célula especifica. El cambio en el
contenido de SRC-1 observado a las 24 h puede ser explicado en parte por la regulacion de
la P4 ejercida a nivel transcripcional, ya que, el RNAm de SRC-1 aument6 después de 12 h
de tratamiento con P4 en la misma linea celular, también, es posible que la P4 efectie una

regulacion a nivel de la proteina de SRC-1, puesto que, a las 48 h se encontrd que la Py
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tiene otro efecto sobre el contenido de SRC-1, el cual no refleja el nivel del RNAm de
SRC-1 determinado a las 24 h en las células D54. Se conoce que las hormonas esteroides
inducen modificaciones postraduccionales en los SRCs promoviendo la activacion de la
proteina, especificidad, estabilidad o degradacion (Li y Shang 2007). La fosforilacion de
los SRCs promueve su activacion y es inducida por diferentes estimulos incluyendo las
hormonas esteroides, posteriormente, la fosforilacion puede servir como sefial para su
ubiquitinaciéon y degradaciéon (Wu et al., 2005). Se ha reportado in vitro e in vivo, en
nuestro laboratorio y en otros, que SRC-1 es degradado por la via ubiquitina-proteosoma
26S (Lonard et al., 2004; Villamar-Cruz et al., 2006). La disminucion observada en el
contenido de SRC-1 después de 48 h de tratamiento con P4 en la linea celular D54,
posiblemente, involucrd un proceso de degradacion mediado por la hormona. La via por la
cual se induce la degradacion de SRC-1 no se conoce en la linea celular D54, el tratamiento
con un inhibidor del proteosoma (MG132), podria aportar evidencia sobre si la P4 (después
de 48 h de tratamiento) puede mediar la degradacion de SRC-1 por medio del proteosoma
26S. Estos datos sugieren que la P4 ejerce una regulacion diferencial sobre la expresion de
SRC-1, pero no en la de SRC-3, en la linea celular D54. Por otro lado, el E; no muestra un

efecto sobre la expresion de los dos coactivadores en ninguna de las dos lineas celulares.

Se sabe que el E; y la P4 regulan distintas funciones en condiciones normales como
patologicas (Gao et al., 2002). Se ha sugerido que las hormonas esteroides pueden estar
involucradas en el desarrollo de tumores astrociticos, por ejemplo, Khalid et al., (1997)
reportaron una correlacion entre el aumento en la expresion del RP y el aumento en la
actividad proliferativa de tumores astrociticos. Estudios en nuestro laboratorio han
demostrado que la P4 aumenta la proliferacion en las lineas celulares de astrocitomas
humano U373 y D54, la cual es bloqueada por RU486, sugiriendo que el efecto de P4 es
mediado por RP. Ademads, se ha encontrado que el contenido de las dos isoformas del RP
cambia dependiendo de la linea celular U373 o D54 (Gonzalez Agiiero et al., 2007). Se ha
reportado que la expresion de REP disminuye conforme aumenta el grado del tumor
astrocitico (Carroll et al., 1995; y Gonzéalez Agiiero et al., 2001). Estos datos sugieren que
la P4 puede regular funciones importantes en las lineas celulares U373 y D54. En el

presente trabajo, se demostrd que la P4 regula la expresion del coactivador SRC-1 s6lo en la
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linea celular D54, posiblemente esto dependa de la expresion de las isoformas del RP en
cada linea celular y de su activacion transcripcional mediada por P4. Se conoce que los
SRCs pueden interactuar con el RP para regular la expresiéon de sus genes blanco. La
interaccion entre los coactivadores y el RP es altamente regulada y es tejido-especifica. Se
ha demostrado que el RP recluta preferentemente a SRC-1 después de la administracion de
P4 en la linea celular de cancer de mama T47D (Li et al., 2003) y en el utero de ratéon (Han
et al., 2006), mostrando a su vez un aumento en la actividad transcripcional del RP. Esto
puede sugerir que la regulacion de la expresion de SRC-1 (y no la de SRC-3) por P4 en la
linea celular D54 este dada en parte porque SRC-1 sea requerido para modular la actividad
transcripcional del RP dependiente de P4. Para confirmar lo anterior mencionado se
necesitaria realizar experimentos que demuestren que SRC-1 es reclutado por RP al
administrar P4 y que esta interaccion a su vez promueve la regulacion de SRC-1 en la linea

celular D54.
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X. CONCLUSIONES

La P4 regula la expresion de SRC-1, pero no la de SRC-3 en la linea celular de

astrocitoma humano D54.

La expresion de SRC-1 y SRC-3 no es regulada por E, en las lineas celulares de

astrocitomas humanos U373 y D54, ni por P4en la linea celular U373.
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