UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

PAPEL DE LA PROGESTERONA EN LA REGULACION
DE LA EXPRESION DE VEGF Y EGFR EN LAS
LINEAS CELULARES DE ASTROCITOMAS
HUMANOS U373 Y D54

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICA FARMACEUTICA BIOLOGA
P R E S E N T A

TANIA  KARINA GONZALEZ GARCIA

MEXICO, D.F. 2011

@D —



http://depa.pquim.unam.mx/logos/images/fullsize/logoFQ.J

e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Dr. Francisco Javier Plasencia De la Parra
VOCAL: Dr. Ignacio Camacho Arroyo
SECRETARIO: Dra. Vanessa Rebeca Maya Ampudia

ler. SUPLENTE: Dra. Perla Deyanira Maldonado Jiménez

2° SUPLENTE: M. en C. Edith Araceli Cabrera Mufoz

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA: LABORATORIO 107 EDIFICIO “F”,
FACULTAD DE QUiMICA, UNAM.

ASESOR DEL TEMA: DR. IGNACIO CAMACHO ARROYO

SUPERVISOR TECNICO: M. EN C. OLIVIA TANIA HERNANDEZ HERNANDEZ

SUSTENTANTE: TANIA KARINA GONZALEZ GARCIA




La realizacion de la presente tesis fue posible gracias al apoyo econémico brindado
por el Subprograma 127 del Departamento de Superacion Académica de la Facultad
de Quimica de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM) y por la
DGAPA, UNAM (Proyecto PAPIIT: IN212611), bajo la direccion del Dr. Ignacio
Camacho Arroyo en el Departamento de Biologia de la Facultad de Quimica.



DEDICATORIA

¥ A mis papas ¥

No hay palabras suficientes ni adecuadas para expresar cuanto los amo.
Mis estrellas, mi motivacion, mi ejemplo a seguir...

Hacen que al final del dia, todo el esfuerzo valga la pena.

“As the moon kindles the night
As the wind kindles the fire
As the rain fills every ocean

And the Sun the Earth
your heart will kindle my heart
Take my heart
Take my heart
Kindle it with your heart
And my heart cannot be
Kindled without you
with your heart kindle my heart”

2 A mi hermana ¢

Mi amuleto de la suerte, me haces feliz con tu sola presencia.
Como siempre lo he dicho y lo seguiré diciendo...eres la mejor.

Cualquiera envidiaria la vida junto a ti. jTe amo!

“...and then you call me and it’s not so bad, it’s not so bad, and
| want to thank you for giving me the best day of my life

Oh, just to be with you is having the best day of my life...”



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Ignacio Camacho, por demostrar confianza en mi desde los inicios de mi
carrera, por darme la oportunidad de participar activamente en el mundo de la
investigacién cientifica, por el apoyo brindado y por las recomendaciones que han

hecho mejorar mi formacién académica.

A Tania Hernandez. Mi muy querida mentora, gracias por compartirme tus
conocimientos y experiencia, por la paciencia, tiempo invertido, consejos y
valiosas ensefianzas. Por mostrarme lo emocionante de un buen resultado
después de haberse esforzado por obtenerlo, teniendo la certeza de aportar
informacion confiable a la ciencia. Tu responsabilidad y dedicacion han sido mi

principal guia. Gracias por estar conmigo. jTrabajar contigo fue la mejor eleccion!

A Andy, mi hermanita. Ta4 me das la confianza para seguir cuando me parece mas
dificil. Gracias por tu apoyo incondicional y por siempre ser parte de mis logros.
Durante mas de quince afios has hecho que estudiar me sea mas placentero y
divertido. Eres un gran motivo para cada dia mejor. Gracias, Misif jnunca lo

olvidaré!

A mi hermosa mama...eterna amiga. A mi papa...para ti, querido Pinoccio. Los
mejores. Les agradezco infinitamente por hacer de mi una mejor persona, por todo
el amor que me dan, por hacerme tan feliz y por estar siempre ahi para mi,
dispuestos a ayudarme y apoyarme hasta en lo mas minimo. Gracias por
ensefiarme que vale la pena esforzarse para conseguir lo que uno desea y que la

mejor decision es levantarse después de una caida. Una vez mas... jLos amo!

A Ursula Ordaz y Humberto Garcia, porque hicieron crecer en mi ese gusto y amor

por la ciencia del cual no me daba cuenta.



A mis abuelitos y a Trini, que siempre han tenido para mi palabras de animo, me
han apoyado y me hacen sentir bien. Los adoro.

A Edith, Aliesha, Jorge, Valeria, Graciela, Alejandro, Miguel y Gaby, que han
hecho que mi estancia en el Laboratorio 107 sea tan agradable como divertida. De

cada uno he aprendido grandes cosas. Gracias por sus consejos y apoyo.

A mi gran amiga Luisa Nivon. jQué suerte tuve por haberte encontrado hace ya
muchos afios y qué afortunada soy por seguir teniendo tu amistad! He tenido la
dicha de compartir contigo muchos momentos; los importantes y otros

innumerables que no lo son tanto jTe quiero!

A Teresita, Mary y Karla, a quienes quiero y de quienes estoy muy orgullosa.
Desde un inicio me brindaron su amistad e hicieron que mi camino por la facultad

fuera de lo mejor. Gracias por acompafarme durante todo este tiempo.

A José y Fernando, a quienes quiero y admiro. jQué bueno que tuve la
oportunidad de conocerlos mejor! Encontré en ustedes una amistad muy especial

gue no pienso dejar. Gracias por los momentos y aventuras compartidas.

A Laura, Stephani y Bety. Porque nunca es tarde para encontrar buenos
amigos...les agradezco por los geniales momentos que hemos pasado y por

permitirme formar parte de sus vidas. Las quiero.

Al Dr. Javier Plasencia y a la Dra. Vanessa Maya. Porque con sus observaciones y

comentarios, sin duda enriquecieron este trabajo.

A la UNAM y a la Facultad de Quimica, a las cuales estoy muy orgullosa de
pertenecer. Mi agradecimiento por haber aportado los elementos necesarios para

llegar a cumplir de la mejor manera una de mis grandes metas.



“Tantas cosas extraordinarias le habian ocurrido ya,
gue Alicia empezaba a pensar que en realidad

muy pocas cosas eran imposibles”

Alicia en el pais de las maravillas



P w0 P

INDICE

ADTEVIALUTAS ..ottt ettt sttt ae ettt se s s es 1
RESUMEN ettt ettt e st e et e et e st e s et e e b e e s nneeesaneessnnees 2
INEFOAUCCION ettt 3
ANTECEABNTIES  eieieiiiieeteeeete ettt ettt st st s et e s se e snes 4
4.1, ASITOCIEOIMAS  .eeeceiereieiieeiteeieeeteereeete st st et e s st e et e s eseesse s saesseeesnesennens 4
4.2. Estructura y funciones de la progesterona (Pa) -..ccoeceveerenenenenennnnne. 8
4.2.1. Antagonistas de Py cocceeveereriiniiniiiinien 11

4.3. Receptor a progesterona (RP) ....coocevviiiiiiniiiiiiniinicniiciccnecseccneene 13
4.3.1. Caracteristicas y funcion del RP  ......coccevviireiiniiniieniieeienne 13

4.3.2. 1S0formas del RP ..c..ooviiiiieiieieeteeectececeecteceeceeeeee 15

4.4. Mecanismos de acCion de [a Pa oo 17
4.5. P4y tUMOreS CErebrales ......cooiiiiiniiiieiieiieeteeeecte et 19
4.6. Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) ...cccooeninininnnnnne. 20
4.7. Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) .c.ccccoveueuenee. 24
4.8. Efecto de la P4 en la expresion de VEGF y EGFR ....ocveieiieiennnenne. 29
Planteamiento del problema ...t 31
HIPOLESIS etieiiiiiiiiitctccct et 31
ODJELIVOS ettt ettt st et ea e s st e es e s et e seen 32
7.1. ODjJetiVO gENETAl cveeveeeieiieieteteeteeete e 32
7.2. ODbjetivos partiCulares .........ocveiiviininiiniiiiicnicececcreneee e 32
. Metodologia oo 33
8.1. CUltiVO CEIUIAr .ooeviiiiiiiiiiiic e 33
8.2. Extraccion de RNA tOtal .c.coovereiernirrierieeieeteeeteeteee et eeesaeens 34
8.3. RT-PCR .ttt ettt 35
8.3.1. OligonuCIEOtIdOS ....eereuiirriiiiiiieeteeeeteeeerte et 35

8.3.2. Sintesis de DNA complementario (CDNA) .....ccecceveeevceeeneenne 35

8.3.3. PCR ettt 36

8.4. Extraccion de proteinas totales .......ccevevueeiieiiiiiniinniciccicecnecee, 37

8.5. WESLEIN DIOL oottt e e rre e e e s e e e s e aaa e e e s snans 38



8.6. Andlisis densitométrico y estadiStiCO ....ccceeeeverviervienieenencierieeeeeenen, 39

O T = L= oY U1 | = Vo Lo 1= TSRS 40
LO. DISCUSION  eeeeiieeeciieeeeeciteeeeectteeeeseteeeeeseeaaeessssasaeeesssaaeeesssssaaesssssseessnssssaessnnnns 48
L11. CONCIUSIONES oottt ettt e eree e e e cre e e e e s saaa e e e s saaee e s asaeesessnsanasanns 53
12 REFEIENCIAS eeetiiiieiiiiieitteeectte ettt s et e e s s et e e s e aa e e e e s sanneeesans 54
G TN = o N 65

13.1. Estandarizacion de condiciones para PCR ......cccoovvvevvervieneennene. 65

13.2. Niveles basales de mRNA de VEGF y EGFR en lineas celulares
USBT3 Y D54 ettt ettt ettt ettt 66



ABREVIATURAS

1. ABREVIATURAS

AA
AF

AP
DBD
DNA
CDK
EGF
EGFR
ERP
FSH
GBM
GFAP
hRP
Hsp
LBD
LH
MAPK
MRNA
NLS

PDGF
RNA

RP

RTK
RT-PCR

SPRM
SRC
VEGF

Astrocitoma anaplasico

Funcion de activacion

Proteina activadora

Dominio de union al DNA

Acido desoxirribonucleico

Cinasa dependiente de ciclina

Factor de crecimiento epidérmico

Receptor del factor de crecimiento epidérmico
Elementos de respuesta a progesterona
Hormona foliculo estimulante

Glioblastoma multiforme

Proteina acidica fibrilar glial

Receptor a progesterona humano

Proteina de choque térmico

Dominio de union al ligando

Hormona luteinizante

Proteina cinasa activada por mitdgenos

Acido ribonucleico mensajero

Secuencia de localizacion nuclear

Progesterona

Factor de crecimiento derivado de plaquetas
Acido ribonucleico

Receptor a progesterona

Receptor con actividad de tirosina cinasa
Transcripcion reversa-Reaccion en cadena de la polimerasa
Proteina especifica 1

Modulador selectivo del receptor a progesterona
Coactivador de receptores a hormonas esteroides

Factor de crecimiento endotelial vascular



RESUMEN

2. RESUMEN

La progesterona (P4) es una hormona esteroide secretada principalmente por
los ovarios. Sus principales 6rganos blanco son el utero, la glandula mamaria y el
cerebro. Esta hormona es fundamental en la regulacion de la reproduccion,
ademas de participar también en la regulacién de muy diversos procesos no
asociados a la reproduccion. Aungue la P4 realiza sus efectos a través de diversos
mecanismos, la mayoria son mediados a través de la unidon con su receptor
intracelular, el receptor a progesterona (RP).

Se sabe que la P, puede participar en el proceso de tumorigénesis en tejidos
u 6érganos blanco y se ha propuesto que puede regular el crecimiento de los
astrocitomas, que son los tumores cerebrales mas frecuentes y agresivos en el ser
humano. Los astrocitomas presentan alteraciones en la expresién de genes como
el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) que promueve la division
celular, y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) que promueve la
angiogénesis. Se ha reportado que la expresion de VEGF y EGFR es regulada por
la P4 en células de cancer de mama, pero no se conoce su papel en la regulacion
de la expresién de estos genes en astrocitomas humanos.

En el presente trabajo se determiné el efecto de la P4 sobre la expresion a
nivel del mMRNA y de la proteina de VEGF y EGFR en las lineas celulares
derivadas de astrocitomas humanos U373 y D54 (grados Il y IV de evolucién,
respectivamente) por medio de las técnicas de RT-PCR y Western blot.

En la linea celular D54 el tratamiento con P, durante 12 h aumento
significativamente la expresion del mRNA de VEGF y EGFR. El contenido de la
proteina de VEGF y EGFR aument6 con P4 a las 24 h. Ademas, el tratamiento
conjunto de P,y del antagonista del RP, RU486, revirtid los efectos de la P4. Por
otro lado, la P, no mostro un efecto sobre la expresion de los dos genes en la
linea celular U373. Estos datos sugieren que la P4 regula la expresién de VEGF y
EGFR en las lineas celulares de astrocitomas humanos a través de su receptor

intracelular dependiendo del grado de evolucion tumoral.
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3. INTRODUCCION

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) constituyen una causa
frecuente de muerte en la poblacion mundial adulta. Dentro de éstos, los tumores
derivados de células gliales representan mas del 50% de ellos y se registran
aproximadamente 6.5 casos por cada 100,000 personas por afo. Los astrocitomas
representan el 40-50% de todos los tumores del SNC y hasta 70% de los tumores
gliales. El astrocitoma anaplasico (AA) y el glioblastoma multiforme (GBM) (grados
[ll 'y IV) son las variantes mas malignas y frecuentes de los tumores astrociticos
(30 y 50% de frecuencia respectivamente). El prondéstico de los pacientes con
astrocitomas depende del grado de malignidad del tumor, localizacion y tamafio;
sin embargo, el tiempo de sobrevida de los pacientes con diagnostico de gliomas
astrociticos de alta malignidad es corto. Estas lesiones son generalmente
incurables y, a pesar de los tratamientos y terapias existentes, dentro de los
primeros 2 afios después del diagndstico, el 90% de los pacientes fallece (Pérez et
al., 2001).

Se han encontrado diversos factores asociados con el desarrollo y evolucion
en el grado de malignidad de los astrocitomas (Sarkar et al.,, 2009). Existen
informes que sugieren que las hormonas sexuales, entre las que se encuentra la
progesterona (P,4), pueden participar en el crecimiento de los tumores cerebrales
(Camacho-Arroyo et al., 2000; Gonzalez-Aguero et al., 2007; Gonzalez-Aguero et
al., 2001). Ademas, existe evidencia que indica que la P4 es capaz de regular la
expresion de ciertos genes, como VEGF y EGFR (Liang et al., 2005; Zhao et al.,
2007), los cuales comunmente se encuentran implicados en procesos tumorales
(Furnari et al., 2007).

A pesar de las investigaciones sobre hormonas y su relacion con el
desarrollo de tumores, se desconoce el papel de la P4 en la regulacion de la
expresion de VEGF y EGFR en astrocitomas, por lo que en este trabajo se estudio
el efecto de la P4 sobre la expresion de dichos genes en las lineas celulares de

astrocitomas humanos U373 y D54 (grados lll y IV, respectivamente).
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4. ANTECEDENTES

4.1. Astrocitomas

Los astrocitomas son tumores neuroepiteliales que surgen de los astrocitos,

los cuales son uno de varios tipos de células gliales, por lo que, un astrocitoma es

un tipo de glioma) (Badash, 2009). Este tipo de tumores son las neoplasias

cerebrales primarias mas comunes en humanos, se presentan principalmente en

adultos de entre 50 y 70 afios y poseen un alto potencial de malignidad (Gonzalez-
Aguero et al., 2001).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica a los astrocitomas

segun sus caracteristicas histolégicas (presencia de atipia, proporcion de células

en mitosis, proliferacion endotelial y necrosis), capacidad de invasion y progresion,

en cuatro grados de malignidad, siendo los de grado | biol6gicamente menos

agresivos y los de grado IV aquellos de mayor agresividad:

Astrocitoma pilocitico (grado I)

Los astrocitomas pilociticos son relativamente delimitados, de lento
crecimiento y se presentan principalmente en nifios y adultos jévenes.
Afectan mas comunmente al cerebelo, seguido por el hipotalamo, nervio y
guiasma opticos, talamo, ganglios basales, tallo cerebral y hemisferios
cerebrales. Histol6gicamente se caracterizan por un patron bifasico de
tejidos compacto y laxo. Las zonas compactas consisten de densos
agregados de astrocitos bipolares alargados, mientras que las areas
esponjosas consisten de astrocitos multipolares redondos en asociaciéon
con microquistes y granulos eosinofilicos. En ocasiones puede observarse
proliferacion vascular glomerular, sin embargo, no es considerada como
una sefial de malignidad. Las células que componen al astrocitoma
presentan fuerte inmunopositividad a la proteina acidica fibrilar glial (GFAP)
(Sarkar et al., 2009). Estos tumores usualmente pueden ser eliminados
mediante reseccion quirdrgica (total o parcial) y/o radio/quimioterapia
(Bristol, 2009).
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Astrocitoma difuso (grado II)

Los astrocitomas difusos o infiltrantes afectan cominmente a adultos entre
30 y 40 afnos de edad. Estos tumores estan caracterizados por un alto
grado de diferenciacion, lento crecimiento celular y bordes no definidos,
pero con una tendencia intrinseca para la progresion a astrocitomas
anaplasicos y en el peor de los casos a glioblastomas. Se presentan
comunmente en los hemisferios cerebrales, seguidos por el tallo cerebral y
la médula espinal. Histolégicamente, se observa en éstos un moderado
incremento celular, se observan astrocitos bien diferenciados y con atipia
nuclear ocasional. En los astrocitomas de grado Il se observa una baja
proporcion de células con actividad mitotica y proliferacion endotelial,
ademas de no presentar necrosis. La inmunorreactividad a GFAP es en
general alta. Usualmente son positivos también a otras dos proteinas,
vimentina y S-100, aunque tienen poca relevancia en su diagnéstico (Sarkar
et al., 2009). El tratamiento puede incluir reseccién quirdrgica (aunque en
mucho menor medida que en los astrocitomas grado | debido a su
capacidad de infiltrarse), quimioterapia y/o radioterapia (Bristol, 2009). En
general, la media de sobrevivencia de los pacientes es de 5 afios (Louis et
al., 2007).

Astrocitoma anaplésico (grado Ill)

De forma similar a los astrocitomas difusamente infiltrantes, los
astrocitomas anaplasicos estan preferencialmente localizados en los
hemisferios cerebrales y usualmente afectan a adultos de entre 40 y 60
afios de edad. Estan histolégicamente caracterizados por atipia nuclear,
aumento celular y actividad proliferativa significativa. Sefales adicionales
de neoplasia incluyen células tumorales multinucleadas con anormalidades
en la mitosis y positivas a GFAP. Los astrocitomas anaplasicos son el grado
de astrocitoma mas comun y tienden a progresar a tumores grado IV en
tiempos cortos (Sarkar et al., 2009). El tratamiento inicial estandar incluye,
la maxima remocion posible del tumor sin causar deficiencias neurologicas

(en la mayoria de los casos resulta muy poco efectiva), radioterapia y/o
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quimioterapia (Buckner et al., 2007). El tiempo de sobrevida de los
pacientes con esta patologia es de 2-3 afios (Louis et al., 2007).
Glioblastoma multiforme (grado 1V)

El glioblastoma multiforme es el tumor primario del SNC de mayor
frecuencia y malignidad. ComUnmente se presentan en adultos entre las
edades de 45 a 70 afos (Daumas-Duport et al., 1988) y de forma
preferencial en los hemisferios cerebrales (Sarkar et al., 2009), ganglios
basales y talamo. Estos tumores llegan a medir hasta 5 cm,
microscépicamente son altamente anaplasicos y pueden estar compuestos
de células de diversas morfologias. Algunos de estos tipos celulares tienen
una morfologia de estrella diferenciada y expresion de marcadores
caracteristicos como GFAP y S-100, mientras que otras de las células
presentes son desdiferenciadas mezcladas con elementos estromales tales
como astrocitos reactivos (caracterizados por hipertrofia y regulaciéon a la
alta de varias moléculas, incluyendo GFAP y S-100), microglia y otros
infiltrados inmunes (Hadjipanayis et al., 2009). La atipia nuclear en estas
células es muy evidente y la gran actividad mitética, incluyendo formas
atipicas, es una caracteristica prominente. La presencia de proliferacion
microvascular atipica (debida a secrecion de factores estimulantes de
formacion de vasos sanguineos) y/o necrosis es esencial para su
diagndstico.

Los glioblastomas pueden desarrollarse por progresion a partir de gliomas
de menor malignidad (“glioblastoma secundario”) o desarrollarse de novo,
es decir, sin evidencia de una lesidbn previa de menor malignidad
(“glioblastoma primario”), los cuales representan aproximadamente el 90%
de los casos (Furnari et al.,, 2007). Morfolégicamente, los glioblastomas
primarios y secundarios son indistinguibles entre ellos. Clinicamente, los
glioblastomas secundarios tienden a ocurrir en pacientes jovenes (con una
media de 45-50 afos), mientras que los glioblastomas primarios ocurren
mayormente en pacientes de edades mas tardias (Sarkar et al., 2009). La

sobrevida de los pacientes con GBM es corta, generalmente fallecen dentro
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del primer afio después del diagndéstico (Louis et al., 2007). Estos tumores
son muy resistentes a la radioterapia y quimioterapia y debido a su alta
capacidad para infiltrarse, en especial al parénquima cerebral,
generalmente no es posible realizar reseccion quirdargica (Hadjipanayis et
al., 2009).

En general, los primeros sintomas a causa de estos tumores pueden incluir:
dolores de cabeza y vomito debido al aumento en la presion intracraneal, cambios
visuales, ataques, cambios de personalidad, demencia o problemas con la
memoria, el aprendizaje, la concentracion y problemas motores. Los sintomas
subsecuentes varian dependiendo de la localizacion del astrocitoma (Badash,
2009) y se ha reportado que la sobrevivencia de los pacientes esta inversamente
relacionada al grado del tumor (Daumas-Duport et al., 1988).

Las alteraciones mas frecuentes que se encuentran en astrocitomas son la
pérdida de heterocigocidad, la desregulacion de las vias genéticas de p53 /
ubiquitina ligasa de p53 (MDMZ2) / inhibidor de la cinasa 2B dependiente de ciclina
(Pl14arf) y de cinasa 4 dependiente de ciclina (CDK4) / gen del retinoblastoma
(RB) / inhibidor de la cinasa 2A dependiente de ciclina (P16ink4) implicadas en
divisiobn celular y la alteracion en la expresiéon de genes como el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) que promueve la division celular y VEGF que promueve la
angiogénesis (Ichimura et al., 2004). Se han reportado altos niveles de expresion
del MRNA y de la proteina de VEGF y EGFR en pacientes con astrocitomas grado
IV comparado con los de grado Il y Il asociados con alta proliferacion celular y
una menor sobrevida de los pacientes (Godard et al., 2003; Sallinen et al., 1999).

Incluso con todos los avances terapéuticos, la intervencién curativa para los
astrocitomas mas agresivos es muy pobre, de modo que el cuidado médico radica
principalmente en el manejo paliativo de los pacientes. Es por esto que en muchos
casos se busca ofrecer a los pacientes tratamientos experimentales o alternativos
(como ocurre con otros tipos de tumores) entre los que se encuentran
quimioterapia intrarterial, inmunoterapia, terapia génica y tratamientos endocrinos
(Edward et al., 2005).


http://es.wikipedia.org/wiki/Cuidados_paliativos
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4.2. Estructuray funciones de la progesterona (P4)

La P4 (4-pregnen-3,20-diona) es una hormona esteroide de 21 atomos de
carbono derivada del colesterol; por lo que al igual que éste, contiene un nucleo de
ciclopentanoperhidrofenantreno (Ganong, 2006). El primer paso en su biosintesis
corresponde a la conversion de colesterol en pregnenolona, reaccion que tiene
lugar en la mitocondria. Posteriormente, la pregnenolona pasa de la mitocondria al
reticulo endoplasmico liso donde es convertida en P4 (Figura 1) (Schumacher et
al., 2009).

La P, es sintetizada y secretada por los ovarios (cuerpo liteo y foliculos),
testiculos, glandulas adrenales y placenta (Henley et al., 2005). Ademas, puede
ser sintetizada en el cerebro, médula espinal y nervios periféricos, ya sea de novo
a partir del colesterol o a partir de pregnenolona circulante (Baulieu, 1999). En los
vertebrados, la sintesis y secrecién de P, esta regulada por otras hormonas, tales
como la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH)
(Henley et al., 2005).
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Figura 1. Biosintesis de la P4. Conversion de colesterol a pregnenolona por CYP11A
(también llamada colesterol 20,22-desmolasa o P450scc) y de ésta a P, por la enzima 3p3-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (3p-HSD). La 3B-HSD cataliza 2 reacciones: la
deshidrogenacién del grupo OH del carbono (C) 3 y la subsecuente isomerizacion del
doble enlace entre el C5 y C6 a un doble enlace entre el C4 y C5 (Carr et al., 2005).

Cuando es metabolizada, la P, es convertida a 5a-dihidroprogesterona (5a-
DHP), metabolito que es susceptible a una reducciéon y es convertido a 3a,5a-
tetrahidroprogesterona (3a,5a-THP) (Figura 2). Ademas, puede ser convertida a
20o-hidroxiprogesterona, un metabolito con menor actividad biologica
(Schumacher et al., 2009).
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Figura 2. Metabolismo de la P4. La enzima 5a-reductasa cataliza la conversion de P, a
50-DHP, mientras que la 3a-hidroxiesteroide oxidorreductasa (3a-HOR; también llamada
3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa) cataliza la conversién de 5a-DHP a 3o,5a-THP
(alopregnanolona) (Schumacher et al., 2009).

Cerca del 2% de la P4 circulante esta en su forma libre, mientras que 80%
esta unida con albumina y 18% con globulina de union a corticosteroides (Ganong,
2006; Westphal et al., 1973). La P4 tiene una vida de 34.8-55.13 horas (Klein et al.,
2001) y en el higado se convierte en pregnandiol, el cual se conjuga con &cido

glucurénico y se excreta en la orina (Figura 3) (Ganong, 2006).

Figura 3. Formacion de un glucurénido a partir de pregnandiol.

En los varones, la concentracién plasmética de P, es cercana a 300 pg/mL.
En las mujeres, la concentracién de P, cambia a lo largo del ciclo menstrual (Tabla

1), en el embarazo y en la menopausia (Ganong, 2006).
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Tabla 1. Concentracion plasmatica de P, en las diferentes etapas del ciclo menstrual.

Etapa Progesterona (pg/mL)
Menstruacion 100-500
Folicular 100-1000
Ovulatoria 1000-2000
Lutea 4000-15000

La P, se encuentra involucrada en la regulacién de un amplio nimero de
funciones en los mamiferos. Participa en procesos como la regulacion de la
ovulacion, estimulacion de la regeneracion del estroma endometrial,
mantenimiento del embarazo, desarrollo alveolar de la glandula mamaria como
parte de la preparacion para la lactancia (Graham et al., 1997), ascenso de la
temperatura basal en la ovulacién (Ganong, 2006), estimulacion de la respiracion,
conducta sexual, modulacién de la masa 0sea, regulacion del sistema inmune,
neuroproteccion, reduccion de la excitabilidad neuronal, memoria y aprendizaje,
ciclo suefo-vigilia y en el crecimiento de diversos tumores (Camacho-Arroyo et al.,
2003).

4.2.1. Antagonistas de Py

Los antagonistas de P, pertenecen a la gran familia de ligandos del receptor
a esta hormona esteroide. Desde que fue publicado el primer reporte acerca de la
mifepristona (RU486), un antagonista de progestinas y glucocorticoides (Figura 4),
numerosos ligandos relacionados a éste han sido sintetizados, los cuales exhiben
un amplio espectro en su rango de actividad, desde antagonistas de P, puros
hasta ligandos con actividad de agonista-antagonista (Spitz, 2003).

Inicialmente los antagonistas de P4 fueron divididos en antagonistas Tipo 1y
Tipo 2. Los antagonistas Tipo 1 fueron considerados como “puros” ya que
antagonizan por completo la accién de su receptor. Un ejemplo es la onapristona
(ZK98299) (Figura 4). En contraste, los antagonistas Tipo 2, como el RU486,

pueden incluso activar al receptor al que se unen de manera dependiente del tipo
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celular, el contexto del promotor y otras vias de sefializacién. Los compuestos con
actividad de agonista-antagonista son actualmente conocidos como moduladores
selectivos del receptor a progesterona (SPRMs) o como agonistas-antagonistas
parciales (Spitz, 2003).

Figura 4. Estructura quimica de dos antagonistas de P,. A) RU486 (Mifepristona). La
estructura muestra sustituciones en las posiciones 11 y 17 que son caracteristicas de
antiprogestinas esteroidales. B) ZK98299 (Onapristona) (Leonhardt et al., 2002;
Raaijmakers et al., 2009).

Se sabe que el RU486 compite con la P4 por el sitio de unién de ésta a su
receptor intracelular (RP) y que se une al RP con una constante de afinidad media
aproximada de 1.4 nM = 0.6 (ligeramente mayor que la de la P4) (Raaijmakers et
al., 2009). Aungue la activacion del RP no se ve afectada al unirse el RU486,
estudios con coactivadores de la familia p160 y de la estructura del sitio de union
al ligando, han demostrado que el RU486 no se une a las mismas regiones que un
agonista y que induce una conformacion diferente de su extremo C-terminal
(Leonhardt et al., 2002). Esta conformacién alterna no permite la interaccién con
coactivadores y promueve el reclutamiento de correpresores.

Los antagonistas de P, tienen diversos efectos sobre el sistema reproductivo.
Ademas pueden ser utilizados en el tratamiento de algunos tipos de cancer, por

ejemplo RU486 es utilizado en el tratamiento contra meningiomas (Spitz, 2003).
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4.3. Receptor a progesterona (RP)

4.3.1. Caracteristicas y funcién del RP

La mayoria de los efectos biologicos de la P, estdn mediados a través del
RP, el cual pertenece a la superfamilia de receptores nucleares cuyos miembros
regulan la expresion de genes en respuesta a la union con su ligando (Kastner et
al., 1990). En una gran variedad de especies, incluyendo aves, roedores, monos y
humanos, el RP esta expresado en dos isoformas: una larga denominada RP-B y
una corta una denominada RP-A. (Guerra-Araiza et al., 2000), con excepcion del
conejo en el cual so6lo se ha detectado la isoforma RP-B (Loosfelt et al., 1986).
Ambas isoformas del RP son producto de un Unico gen, pero generadas a partir de
diferentes sitios de inicio de la transcripcion y reguladas por diferentes promotores.
En el humano, este gen se encuentra localizado en el cromosoma 11g22-23 (Tetel
et al., 2009), tiene un tamafo aproximado de 90 kb y comprende 8 exones y 7
intrones (Misrahi et al., 1993) que generan un mMRNA de aproximadamente 3000
nucledtidos (Theveny et al.,, 1987) el cual da origen a un polipéptido de 933
aminoéacidos (Misrahi et al., 1993) (Figura 5).

El RP tiene una estructura dividida en dominios funcionales que consiste en
una regién amino terminal (N-terminal), un dominio de uniéon al DNA (DBD), una
regibn de bisagra y una regién carboxilo terminal (C-terminal) en donde se
encuentra el dominio de union al ligando (LBD). Al igual que la mayoria de los
receptores a esteroides, tiene al menos dos funciones de activacion de la
transcripcion (AF) (Figura 5y 6).

El dominio N-terminal es el menos conservado entre los receptores
nucleares, se codifica a partir del exdn 1 y modula las interacciones
intramoleculares e interacciones proteina-proteina. El DBD es la region mas
conservada, se codifica por los exones 2 y 3, consiste de dos motivos
denominados “dedos de zinc”, elementos criticos para la activacion de genes
blanco, participa en su dimerizacion con otro RP y media la unién del receptor

(unido a su ligando) a elementos de respuesta a progesterona (ERP). Los ERP, de
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manera general, consisten en secuencias consenso (palindromicas o directamente
repetidas) de seis nucleétidos que estan separadas por un espaciador de tres
nucleotidos. Adyacente al DBD se encuentra la region de bisagra, la cual se
codifica a partir del exén 4, es importante para la apropiada dimerizacion del RP,
participa en la estabilizacion del receptor mediante su unién con proteinas de
choque térmico (Hsp) y contiene una secuencia de localizacion nuclear (NLS). El
LBD consiste de 10-12 a-hélices que forman un sitio hidrofébico de union al

ligando y se codifica del exén 5 al exon 8 (Misrahi et al., 1993; Tetel et al., 2009).

784 882
A 1 165 346 597 636 738 330 933

B
&
- s
6000 -1000 pm

LY_!;Y_/

Region promotora 1 Regidn promotora 2
RP-B RP-2

Figura 5. Representacién esquematica de la estructura de la proteina y del gen del RP
humano (hRP). A) Organizacion de los dominios del RP. La secuencia total de
aminoacidos (933) se muestra dividida en cuatro dominios: en color gris oscuro el dominio
amino terminal (N terminal), en blanco el dominio de union al DNA (DBD), en negro la
region de bisagra y sefialado en gris claro el dominio de unién al ligando (LBD). B)
Esquema del gen. Se muestra la localizaciéon de las dos regiones promotoras: la region
promotora 1 se encuentra ubicada de la posicién -711 a +31 y la region 2 en la posicion
+464 a +1105. Los exones estan sefalados con la letra “E” seguida del numero
correspondiente a cada exén. Los limites de los exones estan proyectados con lineas
rectas hacia el esquema de la estructura de la proteina en donde se representa su
correspondencia con la posicion y numero de aminoécidos, los cuales estdn sefialados
con numeros en la parte superior. Los intrones estdn seflalados como lineas
interrumpidas (-F) entre cada exén. Se sefialan las 2 posiciones de inicio de la traduccion
(ATG) (ATG-1 a +744 y ATG-2 a +1236) y la posicién de término (TGA) (Misrahi et al.,
1993).
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Figura 6. Esquema representativo de los dominios funcionales del RP (A-E). Los nimeros
indican las posiciones de los aminoacidos que delinean el inicio y término de cada
dominio, mientras que las flechas ({) indican el sitio de inicio de la traduccion de las dos
isoformas. A/B: extremo N-terminal de la isoforma A/B, C: dominio de union al DNA
(DBD), D: region de bisagra, E: dominio de unién al ligando (LBD), AF: funcion de
activacion, NLS: sefial de localizacion nuclear; Hsp: proteinas de choque térmico,
(Camacho-Arroyo et al., 2006).

4.3.2. Isoformas del RP

Como se menciono6 anteriormente, se han identificado dos isoformas del RP,
las cuales se han denominado RP-A (80-94 kDa; en el humano, hRP: 94 kDa) y
RP-B (108-120 kDa; en el humano, hRP: 114 kDa). RP-A carece de 164
aminodcidos en la regidon amino terminal, mientras que en RP-B si estan presentes
(Figura 7). EI RP-A posee solamente dos regiones con funciones de activacion,
mientras que el RP-B contiene ademas una tercera region (AF-3) presente en el
extremo amino terminal (Figura 6). Ademas existe la presencia de una region con
funcién inhibidora localizada en la region adyacente a AF-1 que sélo es funcional
en RP-A (Guerra-Araiza et al., 2000). Estudios cinéticos indican que la constante
de union de la P4 por RP-A y RP-B es de 1.2 nM y 0.9 nM, respectivamente
(Raaijmakers et al., 2009).
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Figura 7. Esquema de la organizacion de las isoformas del hRP. Los nameros indican la
posicion de las bases en el gen y de los aminoacidos (aa) en las proteinas del receptor. A-
E: dominios funcionales del RP, ITB: sitio de inicio de la transcripcion de RP-B, ITA: sitio
de inicio de la transcripcion de RP-A, ATG-B: coddn de inicio de la traduccién de RP-B;
ATG-A: codon de inicio de la traduccion de RP-A, TGA: codén de término de la
traduccion.

En el ser humano, ambas isoformas del RP son codificadas por el mismo gen
pero se transcriben a partir de la regulacion de dos secuencias promotoras
distintas que dan lugar a diferentes mRNA. Una secuencia es distal (de -711 a
+31) (Figura 5) y corresponde a la secuencia promotora de RP-B, mientras que la
otra es proximal (de +464 a +1105) (Figura 5) y corresponde a la secuencia
promotora de RP-A, (Kastner et al., 1990; Kraus et al., 1993).

El RP tiene la capacidad de unirse al DNA como tres especies diméricas: AA,
AB y BB. Se ha demostrado que la transcripcion mediada por el RP no es igual
cuando se forman homodimeros o heterodimeros e interactian con agonistas y
antagonistas (Leonhardt et al., 1998).

Las isoformas del RP pueden tener diferentes funciones dependiendo del
tipo de célula, del gen blanco y del promotor (Tung et al., 1993). En muchos
sistemas celulares la isoforma RP-B actia como un activador transcripcional,

mientras que el RP-A funciona como un fuerte represor de la actividad
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transcripcional, incluyendo a RP-B y otros receptores a hormonas esteroides
(Clemm et al., 1995; Sartorius et al., 1994; Tung et al., 1993; Vegeto et al., 1993).
Esta capacidad represora permite al RP-A mediar las acciones de la P4 al mismo
tiempo que regula los efectos de otras hormonas, participando de forma
importante en la integracion de sefales (cross-talk) mediados por otros receptores

a hormonas (Camacho-Arroyo et al., 2006).

4.4. Mecanismos de accion de la Py

Los mecanismos celulares mediante los cuales la P, puede llevar a cabo sus
efectos se dividen en dos: gendémicos y no gendmicos (Bramley, 2003). El primer
mecanismo involucra la interaccion de la P4 con su receptor nuclear, el RP,
mientras que el segundo requiere la interaccion de la P4 con canales ionicos y
receptores membranales como receptores a neurotransmisores, receptores de tipo
tirosina cinasa y receptores de siete dominios transmembranales (Figura 8)
(Camacho-Arroyo et al., 2003; Camacho-Arroyo et al., 2007).

Por medio del mecanismo gendmico se generan cambios en la transcripciéon
de genes especificos después de la interaccién de la P4 con el RP. En general, en
el mecanismo de accion del RP, la P, atraviesa las membranas celulares por
difusién simple debido a su caréacter lipofilico y en el nlcleo o en el citoplasma se
une a su receptor, la union provoca un cambio estructural en el receptor que le
permite la disociacion de las proteinas de choque térmico (Hsp70, 90 y 56), lo que
expone la region que le permite fosforilarse y dimerizarse, resultando en una
estructura con alta afinidad a secuencias especificas en el DNA (ERP). Una vez
unido al ERP, el complejo ligando-receptor facilita el ensamblaje y la estabilizaciéon
del complejo de pre-iniciacion de la transcripcion en los promotores de genes
blanco de P, como el VEGF y EGFR (Figura 9) (Camacho-Arroyo et al., 2006). El
receptor activado unido al ligando puede reclutar correguladores, como los
coactivadores de receptores a hormonas esteroides (SRC) que de manera
dependiente de ligando facilitan el proceso de transcripcién (McKenna et al.,
1999).
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Figura 8. Esquema de los diferentes mecanismos de accién de la P, Los efectos de la P,
ocurren por dos diferentes mecanismos celulares: 1) a nivel membranal incluye receptores
membranales y canales iénicos, cuya activacion inicia cascadas de sefalizacion mediante
la intervencion de mensajeros intracelulares. mRP (o mPR): Receptor membranal a Py, G:
Proteina G, apy: Subunidades de la proteina G, cAMP: Adenosin monofosfato ciclico,
PKA: Proteina Cinasa A, GABAR: Receptor a GABA tipo A, Ca*": Calcio, CI': Cloro, K':
Potasio, PTK: Proteina Tirosina Cinasa, MAPK: Proteina Cinasa Activada por Mitdgeno,
MEK: Cinasa de MAPK, PI3-K: Cinasa de Inositol Trifosfato, PLC: Fosfolipasa C, DAG:
Diacil glicerol, PKC: Proteina Cinasa C, IP3: Inositol Trifosfato 2) en el nucleo, donde el
complejo hormona-receptor (P,-RP) se une con ERP, ubicados en las regiones
reguladoras de los genes blanco en el DNA, y asi modulan directamente la expresién
génica (Camacho-Arroyo et al., 2003).
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Figura 9. Mecanismo de accién genomico de la P,. El RP (dominios A/B, C, D, E) se
encuentra en un estado de inactivacion, unido a proteinas de choque térmico (hsp). La P4
atraviesa la membrana plasmatica y la envoltura nuclear, interactlia con su receptor, se
liberan las hsp, el receptor se dimeriza, se une a elementos de respuesta a progesterona
(ERP) y recluta a correguladores y a la maquinaria de transcripcion basal (Camacho-
Arroyo et al., 2006).

Mediante el mecanismo no genémico se modifica la conductancia ibnica, la
formacién de segundos mensajeros y la activacion de cascadas de fosforilacion.
De esta manera la P, puede regular diferentes funciones en el cerebro (Bramley,
2003).

4.5. P,y tumores cerebrales

A nivel de poblacion, la frecuencia de padecimiento un astrocitoma es mayor
en hombres que en mujeres (3:2) (Ohgaki et al., 2007). Esta diferencia en la
incidencia de astrocitomas relacionada al género se ha observado mas acentuada
a partir de los 14 afios cuando la mujer ya presenta la menstruacion y declina a los
50 afios cuando se presenta la menopausia, sugiriendo que las hormonas

sexuales pueden estar implicadas (McKinley et al., 2000).
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Se ha sugerido que la P, puede regular el crecimiento celular en tumores
cerebrales (meningiomas, cordomas y astrocitomas) y que este efecto esta
mediado por su receptor nuclear (Camacho-Arroyo et al., 2000; Carroll et al., 1993;
Carroll et al., 1995). Otros estudios en nuestro laboratorio han demostrado que el
tratamiento con P, aumenta la proliferacion de las lineas celulares de astrocitomas
humanos U373 y D54 (grados Il y IV respectivamente) y con el tratamiento de
RU486 disminuye la proliferacién de estas lineas celulares (Gonzalez-Aguero et
al., 2007). Se ha reportado una correlacion directa entre las caracteristicas
histoldgicas del grado del tumor astrocitico y el nivel de expresion de las isoformas
del RP, aumentando su expresion en astrocitomas de grado IV (Gonzalez-Aguero
et al., 2001; Khalid et al., 1997). Los datos anteriores, en conjunto, sugieren que la
P, puede participar en el desarrollo de astrocitomas a través del RP lo que

posiblemente involucra un mecanismo de accion gendmico de la hormona.

4.6. Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)

Los factores de crecimiento endotelial vascular son una familia de 6
proteinas angiogénicas estructuralmente relacionadas (Rosen, 2005) (Tabla 2),
gue juegan un papel importante en el crecimiento y diferenciacion de células
endoteliales vasculares y linfaticas.

El VEGF, también conocido como VEGF-A o factor de permeabilidad
vascular (VPF), el miembro mas importante de la familia VEGF, es un mitdgeno
glicosilado que actia especificamente sobre células endoteliales. Como su
nombre lo indica, este factor estimula el crecimiento, sobrevivencia y proliferaciéon
de células endoteliales vasculares. Se ha demostrado que puede facilitar la
sobrevivencia de vasos existentes, estimular el crecimiento de nuevos vasos,
mediar el aumento en la permeabilidad vascular, estimular la vasodilatacion
(Ferrara, 2004) y promover la migracion celular e inhibir la apoptosis (Pruitt et al.,
2007). Fue aislado originalmente de células tumorales, entre las que se
encuentran células de hepatocarcinoma de cobayo y la linea celular U-937

derivada de linfoma humano. También se ha encontrado que es producido por la
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linea celular GS-9L de glioma de rata y la linea NB41 de neuroblastoma de raton.

Si bien, VEGF se ha encontrado sobrexpresado en células tumorales (por ejemplo,

provenientes de mama, prostata, pulmon y colon), es también producido por otros

tipos celulares como células vasculares de musculo liso (Tischer et al., 1991) y

células de la hipdfisis del ratén (Plouét et al., 1989).

Tabla 2. Miembros de la familia de VEGF y sus principales caracteristicas (Rosen, 2005;
The-UniProt-Consortium, 2010).

O Localizaciéon Tamafio de la Receptores a Funciones
cromosémica proteina los que se une generales
VEGF 6p12 Proteina VEGFR-1, Angiogénesis y
(VEGF-A) precursora: 232 VEGFR-2y mantenimiento
aa* [ ~27 kDa neuropilina-1 vascular
VEGF-B 11913 207 aa/~21 VEGFR-1y No establecido
kDa neuropilina-1
VEGF-C® | 4034.1-g34.3 419 aa / ~47 VEGFR-2y | Linfangiogénesis
kDa VEGFR-3
VEGF-D® Xp22 354 aa/ ~40 VEGFR-2y | Linfangiogénesis
kDa VEGFR-3
VEGF-E Genoma del Proteina VEGFR-2 Angiogénesis
(factor viral) virus Orf precursora: 149
aa/ ~20 kDa
Factor de 14924-q31 221 aal ~25 VEGFR-2y Angiogénesis e
crecimiento kDa neuropilina-1 inflamacion.
placentario
(PGF)*

*aa: aminoacidos.

*Expresion restringida a génadas, corteza adrenal y placenta.

©Contienen extensiones en las regiones N-terminal y C-terminal que no fueron

encontradas mas que en estos dos miembros de la familia de VEGF.
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El gen de VEGF humano se encuentra localizado en el cromosoma 6pl12,
tiene 8 exones (Figura 10 A), 7 intrones y un Unico sitio principal para el inicio de la
transcripcion (-1038). En su region promotora no tiene caja TATA (Tischer et al.,
1991) y contiene tres ERP (de -1865 a -1860; de -716 a -711; y de +679 a +684),
mas de 6 sitios de proteina activadora 1 (AP-1), AP-2 y mas de 10 sitios para el
factor de transcripcion Spl (proteina especifica 1) (Mueller et al., 2003). El tamafio
del gen es de 16 kb, el dominio codificante del gen (intrones y exones) abarca
aproximadamente 14 kb y produce una proteina que puede encontrarse como
monomero (23 kDa, aunque puede tener de 18 a 24 kDa) (Tischer et al., 1991) o
como homodimero (aprox. 46 kDa) unido mediante un puente disulfuro (Pruitt et
al., 2007) (Figura 11). La proteina esta estructuralmente relacionada con el factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) con la cual comparte la completa
conservacion de 8 cisteinas implicadas en la formacién de puentes disulfuro inter e
intracatenarios en PDGF, aunque VEGF presenta 8 cisteinas adicionales dentro
de los 50 aminoacidos de su regién C-terminal (Tischer et al., 1991).
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Figura 10. Estructura del gen de VEGF humano. A) Posicion de los ocho exones. B)
Representacion de las isoformas de 189, 165, y 121 aminoacidos (aa) originadas por
splicing alternativo. De cada ex6n del esquema A se proyectan lineas punteadas hacia los
esquemas en B para indicar el fragmento y el numero de aa codificados por cada exon. El
namero de aa correspondiente al inicio y final de cada fragmento se muestra debajo del
esquema de cada isoforma. Las tres isoformas presentan un péptido sefial indicado por
una seccion gruesa de color negro. El exén 6 Unicamente esta presente en la isoforma de
189 aa, el cual esta indicado por una seccion gruesa de entramado cruzado, mientras que
el exon 7 esta presente en la isoforma del89 y 165 aa, indicado por la seccidén gruesa de
lineas diagonales (Tischer et al., 1991).
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El splicing alternativo de sus exones resulta en la produccion de varias
isoformas de la proteina, ya sea libremente secretadas o asociadas a ceélulas
(Pruitt et al., 2007). Todas las isoformas presentan un péptido sefial en su region
N-terminal, de 26 aminoacidos y codificado en su mayor parte por el exon 1
(Tischer et al.,, 1991). La primera forma identificada de VEGF como proteina
madura y como la mas abundante es VEGF45 (Ferrara, 2004), que contiene 165
aminoacidos (carece de los residuos codificados por el exdn 6). Otras principales
isoformas identificadas en humano son VEGFi2; (121 aminoacidos como resultado
de la delecion de residuos en la posicion 116 por carencia de los exones 6 y 7),
VEGF1g9 (N0 hay remocion de exones por lo que tiene 189 aminoacidos) (Leung et
al., 1989; Tischer et al., 1991) (Figura 10 B), VEGF, (206 aminoé&cidos) (Relf et
al., 1997) y VEGFi45 (no cuenta con 44 aminoacidos debido a la eliminacion del
exén 7) (Poltorak et al., 1997). Se ha encontrado que todas las isoformas se
comportan de forma idéntica en solucion, pero difieren en su habilidad para unirse
a heparina en la matriz extracelular (Relf et al., 1997).

Figura 11. Estructura de la proteina de VEGF. Esta representacion de cintas muestra dos
monoémeros de VEGF (cinta amarilla y cinta azul) formando un homodimero y unidos a
uno de sus receptores (cinta verde) (Ferrara, 2004).

VEGF es el mayor regulador in vivo de la angiogénesis (formacién de nuevos
vasos sanguineos a partir de los ya existentes) ocurrida en tumores (McKusick-
Nathans et al., 2010) y debido a la importancia de este factor y de su sistema de
receptores en el crecimiento de tumores se ha sugerido que la intervencion en
este sistema puede proveer terapias prometedoras contra el cancer (Folkman,
1995).

Se sabe que VEGF participa como un mediador central de angiogénesis en
GBM. Se ha demostrado que la supresion de la funcion de VEGF inhibe el
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crecimiento celular en este tipo de tumores y se observa una regresion en la
formacion de vasos sanguineos (Maity et al., 2000). También se han encontrado
concentraciones significativamente altas de VEGF en tejido proveniente de GBM
en comparacion con los niveles en otros tumores o en tejido cerebral sano
(Takano et al., 1996).

El grado de angiogénesis en un proceso tumoral puede ser un factor
pronéstico significativo de la progresion, recurrencia y diseminacion de un tumor,
ya que estudios in vivo e in vitro han confirmado una correlacién directa entre el
grado de tumor y la expresion de VEGF en gliomas, incluyendo GBM (Maity et al.,
2000). Se han observado altos niveles de VEGF en fluido cerebroespinal de
pacientes con astrocitomas de alto grado de evolucién tumoral, mientras que esto
no se ha visto en el fluido de pacientes con astrocitomas de bajo grado de

evolucion (Peles et al., 2004).

4.7. Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)

El EGFR (también conocido como ErbB-1 o HER1) es un receptor de
superficie membranal, miembro de la familia ErbB de receptores con actividad
intrinseca de tirosina cinasa (RTK) (Bazley et al., 2005). El receptor y sus ligandos
participan en la sefalizacion relacionada con proliferacion, diferenciacion,
motilidad y sobrevivencia celular (Wang et al., 2004). EGFR es especifico para el
factor de crecimiento epidérmico (EGF) y otros miembros de la familia EGF,
incluyendo TGF-a y el factor de crecimiento parecido a EGF de union a heparina.

El gen de EGFR humano, también llamado ERBB1, (Figura 12) (The-UniProt-
Consortium, 2010) esta localizado en el cromosoma 7p12, tiene 30 intrones, 28
exones y abarca alrededor de 200 kb de las cuales 123 kb estan contenidas en el
intron 1. El exon 1 es altamente rico en GC. El gen contiene varios elementos
repetidos, incluyendo elementos nucleares interdispersos cortos (SINES),
elementos nucleares interdispersos largos (LINESs), asi como una regién rica en
TGG/A dentro del intron 15 y dos repetidos largos de CA en el intron 27 (Reiter et
al., 2001). Su regidon promotora tiene varias caracteristicas especiales. Es de
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aproximadamente 1.1 kb, carece de caja TATA y de caja CAAT, contiene sitios
multiples de inicio de la transcripcion (aunque in vivo el principal se encuentra
localizado en -255) y es rico en G+C (88%). Se sabe que contiene cinco cajas GC
y tiene cinco sitios de union a Spl (Johnson et al., 1988), esta unidén es esencial
para su activacion. Andlisis funcionales revelaron elementos para transcripcion
dentro del exdn 1 y previo al sitio de inicio de la transcripcidn hacia la region 5
(Haley et al., 1987), ademéas de regiones de regulacion negativa (Reiter et al.,
2001).

1 3 S5T9M1315 178 A BB

| | |
| | | |
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| ' | | :
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Figura 12. Mapa del gen de EGFR humano. Las lineas grises en la parte superior de la
imagen indican la posicion y nimero de exén (1-28). La porcion gris claro del exén 28
indica la region 3’ no traducida. También se muestra con lineas de colores la posicion de
elementos repetidos a lo largo del gen: SINEs (naranja), LINEs (verde), elementos LTR
(azul), transposones de DNA (morado) y elementos microsatélite (café) (Reiter et al.,
2001).

El producto codificado por este gen es una glicoproteina de un Unico cruce
transmembranal y que se expresa de forma ubicua (Pruitt et al.,, 2007). Este
receptor tiene como particularidad un dominio que le permite tener actividad de
tirosina cinasa es decir, une grupos fosfato a residuos de tirosina en las proteinas
(The-UniProt-Consortium, 2010).

Se ha sugerido que su actividad de tirosina cinasa es requerida para la
internalizacion o degradacion de los complejos ligando-EGFR (Yang et al., 1996).

La molécula, como secuencia completa o precursora tiene 1210 aminoacidos
(Kondo et al., 1983) y esta dividida en 3 dominios. 1) El dominio N-terminal
(codificado por los exones 2-16), que esta glicosilado y es rico en cisteinas, se
proyecta hacia afuera de la célula y contiene el sitio para la union a EGF y demas
ligandos. Este dominio puede ser dividido en cuatro subdominios (I-1V), incluyendo

dos regiones ricas en cisteinas (Il y IV; codificados por los exones 5-7 y 13-16)
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que contienen sitios para glicosilacion y puentes disulfuro, los cuales determinan la
conformacion terciaria del dominio (en especifico el dominio Il permite la
dimerizacion de EGFR); y dos regiones pobres en cisteinas (I y Ill), implicadas en
la unién del ligando. 2) Un segundo dominio es hidrofébico y estd embebido en la
membrana plasmatica (codificado por exén 17). 3) ElI dominio C-terminal
intracelular, que tiene un sitio ininterrumpido de tirosina cinasa (codificado por los
exones 18-24) y multiples sitios de autofosforilacion/transfosforilacion agrupados
hacia el extremo 3’ (exones 25-28). La regién que abarca del aminoacido 977 al
1022 esté involucrada en la internalizacion del receptor a la célula (Bazley et al.,
2005; Frederick et al., 2000; Kuan et al., 2001; Reiter et al., 1996; Reiter et al.,
2001) (Figura 13).

Extracelular Intracelular

NH, | 1 I | IV |t™ TK C-tail COOH
1 146 332 460 627 644 940 1186

Figura 13. Esquema de la estructura de la proteina de EGFR. El nUmero de aminoacidos
que corresponden a cada dominio y subdominio se muestra debajo de la estructura. NH,:
extremo amino terminal, COOH: extremo carboxilo terminal, 1-1V: subdominios del dominio
N-terminal, TM: dominio transmembranal, TK: dominio de tirosina cinasa (Kuan et al.,
2001).

El dominio embebido en la membrana plasmatica al igual que el dominio C-
terminal es homologo al producto del oncogen viral erb B, por lo tanto, EGFR es
considerado como producto del gen c-erb B (Johnson et al., 1988).

Como resultado de splicing alternativo, EGFR tiene 4 isoformas. En todos los
casos, los primeros 24 aminoacidos codifican para el péptido sefial. La isoforma 1,
la mas importante y comiunmente referida s6lo como EGFR, tiene todos los
exones, su MRNA es de 5800 pb, (Reiter et al., 2001; The-UniProt-Consortium,
2010) y una vez que se escinde el péptido sefial tiene 1186 aminoacidos y pesa
alrededor de 170 kDa (Kuan et al., 2001). Su region extracelular cuenta con 621
aminoacidos (25-645), la region transmembranal es de 23 aminoé&cidos (646-668),
mientras que la region intracelular tiene 542 aminoacidos (669-1210) (Figura 13).

La isoforma 2 presenta 10 exones, mMRNA de aproximadamente 1800 pb, 405
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aminoacidos incluyendo el péptido sefial, pesa aproximadamente 45 kDa, puede
actuar como antagonista de la accion de EGF y puede ser secretada al espacio
extracelular. La isoforma 3 tiene 20 exones, MRNA de cerca de 3000 pb, pesa
cerca de 77 kDa y tiene 705 aminoacidos. La isoforma 4 contiene 20 exones,
MRNA de aproximadamente 2400 pb, pesa alrededor de 69 kDa y presenta 628
aminoacidos (Krieg et al., 1992; Reiter et al., 2001; The-UniProt-Consortium,
2010).

La wunion del ligando al receptor induce homodimerizacion o
heterodimerizacion (con otros miembros de la familia de receptores con actividad
de cinasa, como Erb-2 en cancer de ovario) del receptor (Kuan et al., 2001),
autofosforilacion de residuos de tirosinas e internalizacion del complejo EGFR-
ligando. Una vez que el receptor ha sido activado e internalizado, sirve como sitio
de union para reclutar moléculas transductoras de sefales y fosforilar sustratos
citoplasmicos, tales como Ras y MAPKSs, con lo que se pueden activar vias que
producen diversas respuestas celulares, incluyendo cambios en la expresion de
genes, rearreglos del citoesqueleto, efectos antiapoptoticos, estimulacion de
sintesis de DNA y un incremento en la proliferacion y diferenciacion celulares
(Pruitt et al., 2007) (Figura 14).
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Figura 14. Representacion general de la dimerizacion inducida por ligando y del proceso
de activacion de EGFR (Zhang et al., 2006).
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El nivel de expresion del gen de EGFR varia entre tipos celulares normales y
transformados. Esta amplificado en carcinoma de prostata, en células humanas
A431 de carcinoma de epidermis, en varias lineas derivadas de carcinoma de
células escamosas humanas (Johnson et al., 1988) y en GBM (Furnari et al.,
2007). Ademés se sabe que la activacion desregulada de EGFR actua de forma
oncogeénica, estimulando el crecimiento y diseminacién de las células cancerosas
(Viana-Pereira et al., 2008).

En un estudio de varias series de lineas celulares derivadas de GBM se
encontré de forma consistente un alto incremento en el mRNA de EGFR, hecho
que no fue visto en astrocitomas de grado Il ni de bajo grado de evolucién tumoral
(Godard et al., 2003; Henn et al., 1986; Sallinen et al., 1999).

Formas aberrantes de EGFR no son comunmente encontradas en
astrocitomas de bajo grado de evoluciébn, sin embargo, se encuentra
frecuentemente sobrexpresado en GBM, casi siempre debido a la amplificacién del
gen, aungque mutaciones son también comunes. En general, estas mutaciones
producen un receptor truncado, con una baja prevalencia de mutaciones puntuales
en la proteina. Ademas, diferentes mutaciones en EGFR pueden estar presentes
en el mismo GBM y pueden resultar en la activacién constitutiva del receptor. En
general, la amplificacion de EGFR se ha encontrado en aproximadamente 30-50%
de los casos de GBM y 90% de estos muestran sobrexpresion de la proteina.

De las mutaciones en EGFR se conocen cinco principales formas deletadas:
EGFRvI, EGFRVII, EGFRVIII, EGFRvVIV y EGFRVV, de las cuales, EGFRVIII (145
kDa y delecién de los exones 2-7) es la mas comunmente encontrada en GBM
(60-70%), seguida de EGFRuvII (delecion de los exones 14 y 15) y EGFRwV (forma
truncada en el aminoacido 958). Existe evidencia de que estas mutaciones
contribuyen a la incrementada invasividad de las células tumorales (Nicholas et al.,
2006).

Debido a la alta frecuencia en que se presentan alteraciones en la proteina y
el gen de EGFR y a su importancia en el desarrollo de GBM, han sido
desarrolladas varias estrategias para disminuir su expresion y sefializacion, por

ejemplo, tratamiento con inhibidores del receptor (Furnari et al., 2007).
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4.8. Efecto de la P4, sobre la expresion de VEGF y EGFR

Se conoce que la P4 regula la expresion de diferentes genes, por ejemplo, se
ha reportado que la expresion de VEGF y EGFR es regulada por la Py,
principalmente en lineas celulares y muestras biolégicas de cancer de mama y
Utero (Kazi et al., 2007; Xu et al., 2006).

Se ha determinado que la expresion de VEGF aumenta con P4 en las lineas
celulares de cancer de mama BT-474 y HCC-1428 (Liang et al., 2005) y en la linea
celular de adenocarcinoma endometrial Ishikawa (Mueller et al., 2003). En la linea
celular de cancer de mama T47D, VEGF es inducido de 3 a 4 veces por P, de
manera dosis dependiente y suprimida por su antagonista RU486.

Las progestinas también inducen la expresion de VEGF en Utero de raton vy,
al igual que en cancer de mama, se ha visto que el efecto observado es blogueado
por RU486 (Hyder et al., 2000).

También se ha visto un incremento en la expresiéon de VEGF causado por
progestinas sintéticas (por ejemplo, acetato de medroxiprogesterona, norgestrel y
R5020), a nivel de mRNA y de la proteina en la linea celular T47D (Hyder et al.,
1998) y del contenido de proteina en cultivos de células epiteliales de endometrio
(Classen-Linke et al., 2000).

Ademas, se ha reportado que en presencia de P, aumenta la expresion de
VEGF a nivel de la proteina y de una de las isoformas de su mRNA en endometrio
de primate (Greb et al., 1997).

Por otro lado, se sabe que las progestinas regulan a la alza muchos de los
factores de crecimiento que inician vias de sefializacion implicadas en cancer de
mama, incluidos los miembros de la familia EGFR y sus ligandos; las células de
cancer de mama tratadas con progestinas son mucho mas sensibles a la
proliferacion inducida por EGF. Asi, la P, puede actuar principalmente al
sensibilizar las células de cancer de mama a este factor de crecimiento y sefiales
de citocinas (Lange et al., 2009).

Se ha encontrado que el tratamiento con progestinas sintéticas aumenta la

expresion de EGFR a nivel de mRNA, en la linea celular Ishikawa (Zhao et al.,
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2007) y de manera tiempo y dosis dependiente en la linea celular T47D (Murphy et
al., 1988). Asimismo, se ha encontrado que las progestinas potencian los efectos
de EGF mediante la regulacion a la alta de EGFR en la superficie celular de
células de cancer de mama (Lange et al., 1998).

El contenido de EGFR también se ha visto aumentado de forma dosis
dependiente a causa de tratamiento con P, en células de adenocarcinoma

endometrial (Reynolds et al., 1990).
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha observado que VEGF y EGFR, implicados en el crecimiento tumoral,
presentan un incremento en su expresion en astrocitomas de grado IV (GBM)
comparado con lo reportado para astrocitomas de menor grado de malignidad. Por
otro lado, se ha determinado que la P4 puede regular la expresién de estos genes
en cancer de mama; sin embargo, se desconoce si esta hormona modifica la
expresion de VEGF y EGFR en lineas celulares derivadas de astrocitomas
humanos, por lo que en este trabajo se determind la regulacion por P, de la
expresion del mRNA y el contenido de la proteina de VEGF y de EGFR, asi como
la participacion del RP en estos procesos, en lineas celulares derivadas de

astrocitomas humanos de grado Il (U373) y grado IV (D54) de evolucién tumoral.
6. HIPOTESIS

* Si la P4 participa en la regulacion de la expresion de VEGF y EGFR en las
lineas celulares derivadas de astrocitomas humanos U373 y D54 a través de la

interaccién con su receptor, entonces el tratamiento con esta hormona modificara

su expresion y el RU486, antagonista del RP, bloqueara los efectos de la P,.
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7. OBJETIVOS
7.1. Objetivo general
Estudiar el efecto de la P4 y la participacion del RP en la regulacién de la
expresion de VEGF y EGFR en las lineas celulares derivadas de astrocitomas
humanos U373 (grado Ill) y D54 (grado V).
7.2. Objetivos particulares
1) Conocer el efecto de la P4 sobre la expresion de VEGF y de EGFR a nivel

de mRNA en las lineas celulares U373 y D54 derivadas de astrocitomas humanos

grado Il y grado IV, respectivamente.

2) Analizar el efecto de la P, sobre el contenido de la proteina de VEGF y de
EGFR en las lineas celulares derivadas de astrocitomas humanos U373 y D54.

3) Determinar si los efectos de la P, y el RU486 sobre la expresion de VEGF

y EGFR a nivel del mRNA se reflejan a nivel de la proteina.

4) Establecer la participacion del RP en la regulacion de la expresion de
VEGF y EGFR en las lineas celulares U373 y D54 mediante el tratamiento con
RUA486.
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8. METODOLOGIA

8.1. Cultivo celular

Las lineas celulares de astrocitomas humanos U373 (grado IIl) y D54 (grado
IV) se cultivaron en medio DMEM con rojo fenol suplementado con suero fetal
bovino (SFB) al 10% e incubadas a 37°C, 95% aire - 5% CO, y 95% de humedad.
El medio fue cambiado cada 48 horas hasta alcanzar confluencia celular en un 70-
80%. Una vez obtenida la confluencia se cont6 el nimero de células en un
hemocitometro (cAmara de Neubauer) y se colocaron 2,000,000 de células en
cajas de Petri de 10 cm con medio DMEM con rojo fenol adicionado con SFB al
10% durante 48 h. Posteriormente se les realizaron tres lavados con PBS pH 7.4
(NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na,HPO,4 10 mM, KH,PO,4 2 mM), se cambié el medio
por DMEM sin rojo fenol suplementado con SFB al 10% libre de hormonas y se
incubaron durante 24 h en las condiciones ya mencionadas.

Posteriormente, para estudiar los efectos de la P4 y la participacion del RP en
la expresion de VEGF y EGFR, las células recibieron los siguientes tratamientos
durante 6, 12, 24 y 48 h para los estudios de la expresion del mRNA y durante 12
y 24 h para los estudios del contenido de proteina: vehiculo (V), ciclodextrina al
0.02% en agua estéril; P, (10 nM) acoplada a ciclodextrina; RU486 (10 uM),
antagonista de P4, y tratamiento conjunto de P, (10 nM) + RU486 (10 uM)
(Gonzalez-Aguero et al., 2007).

Al terminar los tiempos de tratamiento, a las células se les realizaron dos
lavados con PBS frio (4°C) y a cada caja de Petri conteniendo a las células se le
agregaron los reactivos necesarios para la extraccion de RNA total o proteinas,

como se sefiala a continuacion.
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8.2. Extraccién de RNA total

Para determinar el perfil de expresion de VEGF y EGFR a nivel de mRNA,
primero se extrajo el RNA total, para lo cual a las células U373 y D54 se les
agregé 1 mL de trizol (fenol e isotiocianato de guanidina; Invitrogen) a 4°C, se
mantuvieron 5 min en hielo, fueron transferidas a un tubo eppendorf de 1.5 mL y
se homogenizaron en vortex por 5 segundos. A continuacion se agregaron 200 uL
de cloroformo, se agitaron en vortex, se incubaron en hielo durante 5 min y se
centrifugaron a 14,000 rpm por 15 min a 4°C. Pasado el tiempo de incubacion se
obtuvieron dos fases: una inferior de color rojo compuesta por fenol-cloroformo en
la cual quedaron las proteinas y una acuosa incolora en la parte superior, fase en
la cual quedd el RNA, mientras que el DNA se mantuvo en la interfase.

Posteriormente, se precipitd el RNA, para lo cual se transfirio la fase acuosa
a otro tubo eppendorf de 1.5 mL, se agregd isopropanol en un volumen
equivalente al extraido y las muestras se mantuvieron a 4°C toda la noche.
Transcurrido el tiempo, las muestras se centrifugaron a 14,000 rpm durante 15 min
a 4°C. ElI RNA se observ6 en una pastilla de color blanco amarillento. Después se
retir6 el sobrenadante de las muestras mediante decantacion, se realiz6 un lavado
con 1 mL de etanol al 75% en agua con DEPC al 0.1% y agitacion en vortex
durante 30 segundos, fueron centrifugadas a 7,500 rpm durante 8 min a 4°C vy el
sobrenadante se decantd. En seguida se realiz6 otro lavado con 1 mL de etanol al
80% en agua DEPC, se centrifugaron a 7,500 rpm durante 8 min a 4°C, se elimino
todo el sobrenadante y se seco la pastilla formada de cada muestra. Finalmente el
RNA se resuspendié en aproximadamente 50 uL de agua con DEPC.

La cantidad de RNA extraido se cuantificé espectrofotométricamente a 260 y
280 nm. Para conocer las condiciones del RNA extraido, éste se analizé en geles
de agarosa al 1% en condiciones desnaturalizantes con formaldehido al 37%. Se
utilizaron las muestras en las que el RNA no estuviera degradado y se observaran
de forma clara las bandas correspondientes a los RNAs ribosomales 28S y 18S,

ademas de que no se encontrara la presencia de DNA.
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8.3. RT-PCR

8.3.1. Oligonucledtidos

Para amplificar fragmentos de los genes de VEGF, EGFR y del RNA
ribosomal 18S (control de carga) mediante la técnica de RT-PCR, se disefiaron
oligonucledtidos a partir de las secuencias publicadas en GenBank para cada gen,
las cuales fueron analizadas posteriormente por el programa Primer3 (NCBI).

Las secuencias que resultaron mas adecuadas fueron sintetizadas y se

muestran a continuacion:

+ VEGF

Sentido 5 - CTTCGCTTACTCTCACCTGCTT - &

Antisentido 5 - CAACCACTCACACACACACAAC - 3’

Tamafio y region del producto amplificado: 243 pb; parte del exén 8
+ EGFR

Sentido 5 - AGCTATGAGATGGAGGAAGACG - 3’
Antisentido 5 - GGATCCAGAGGAGGAGTATGTG - 3’

Tamafio y region del producto amplificado: 224 pb; parte del exén 8
+ 18S

Sentido 5 - AAACGGCTACCACATCCAAG - 3

Antisentido 5 - CCTCCAATGGATCCTCGTTA -3

Tamanfo del producto amplificado: 150 pb

8.3.2. Sintesis de DNA complementario (cDNA)

Se agregaron los siguientes componentes en un tubo eppendorf (volumenes
para una reaccion): 1 uL de oligo (dT)i12.18 (500 pg/mL; Invitrogen), 1 yL dATP, 1
ML dTTP, 1 pL dGTP, 1 uL dCTP, 2 ug de RNA total y agua destilada estéril (el
volumen necesario para tener un total de 12 pL). La mezcla se incubé a 65°C

durante 5 min y se mantuvo en hielo.
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Posteriormente se afadieron 4 pL de buffer para primera hebra 5X
(Invitrogen), 2 uL de DTT 0.1 M (Invitrogen), 1 yL de RNasa OUT (40 unidades/uL;

Invitrogen), el contenido se mezcld suavemente y se incubé a 42°C durante 2 min.

Transcurrido este tiempo se afiadio 1 pL (200 unidades) de la enzima

SuperScript™ Il RT / MMLV-RT (Invitrogen) y la muestra se incub6 a 42°C durante

50 min. Para inactivar la reaccion se calenté a 70°C durante 15 min.

En esta fase del RT-PCR se incluyé un control negativo al cual no se le

agregaron los 2 uL de RNA total.

8.3.3. PCR

Con la finalidad de determinar el nimero de ciclos necesarios para realizar la

amplificacion de fragmentos de VEGF y EGFR, se realiz6 una curva de 20, 25, 30,

35 y 40 ciclos. Para definir la temperatura de alineamiento de los oligonucleétidos,

se realizd una curva de temperaturas que incluy6 48, 52, 56, 60 y 64°C.

Para una reaccion de amplificacion se utilizaron los siguientes componentes:

Buffer de PCR Il 10X (Tris-HCI 200 mM pH 8.4 y KCI 500 mM)............... 2.5 uL
MOCl2 25 MM...ciii 1.2 ub
AATP (10 MM) .ttt ettt ettt ee e et s et et et et ee e eeeeeeenenas 1uL
ATTP (10 MM 1L
AGTP (10 MMt 1L
ACTP (10 MM)...oeeeeeeeeee et en e 1L
Oligonucledtido sentido (15 UM)..ccoiiviiiiiiiieee e 0.85 uL
Oligonucledtido antisentido (15 PM)....uueiieiiiiiiiiiiiieee e 0.85 uL
Taqg DNA polimerasa (5 UML) ...ccueviveiiiiiiiiiieeeiiieiieeeeee e 0.5 uL
DNA molde (cDNA previamente sintetizado)...........cceeeeeiiiiineiiiiiiiiiiieieeinns 2 uL
Agua destilada eSteril..............ccoiviiiiiiiiii 13.1 uL

Volumen total 25 uL
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Se realiz6 un calentamiento inicial de la reaccion durante 10 min a 94°C para
asegurar la completa desnaturalizacion del cDNA. Posteriormente se efectuaron
25 ciclos de amplificacion para VEGF, EGFR y 18S en las siguientes condiciones:
1 min a 94°C, 1 min a 56°C, 1 min a 72°C. La etapa de extension final se llevo a
cabo a 72°C durante 5 min.

Se incluyeron dos controles negativos, uno sin muestra de RNA total (que
proviene desde la fase de sintesis de cDNA) y otro al que no se le agregd cDNA.

Para normalizar las posibles diferencias en la cantidad cargada de cDNA, se
realiz6 también la determinacién de la expresion del gen 18S por medio de la
técnica de RT-PCR como se describio previamente.

Los productos de la amplificacion se analizaron a partir de lo obtenido por
electroforesis de las muestras en geles de agarosa al 2%.y se observaron en un
transiluminador de rayos UV. Se utiliz6 una camara digital Kodak DC290 Zoom

para obtener la imagen digital de las bandas observadas en cada gel.

8.4. Extraccion de proteinas totales

Con la finalidad de determinar el contenido de la proteina de VEGF y de
EGFR se realiz6 primeramente la extraccion de proteinas a partir de las células
U373 y D54, para lo cual, se les agregaron 400 uL de buffer RIPA con una mezcla
de inhibidores de proteasas (Tris-HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, Nonidet P-
40/Tritdbn 1%, desoxicolato de sodio 0.5%, SDS 0.1%, EDTA 1 mM, AEBSF (amino
etil bencenil sulfonil fluoruro) 2 mM, aprotinina 0.3 yM, bestatina 130 uM, E-64 14
MM, leupeptina 1 pM y PMSF 100 pg/mL) a 4°C y se incubaron durante 1 hora en
hielo. Para asegurar el lisado de las células, las muestras se hicieron pasar a
través de una aguja de 21G x 32 mm. Posteriormente se centrifugaron a 14,000
rom por 15 min a 4°C, se separ6 el sobrenadante y fue almacenado a 4°C en
tubos eppendorf de 1.5 mL para su posterior cuantificacion y separacion de las
proteinas mediante electroforesis.

La concentracion de proteinas en el sobrenadante se determind

espectrofotométricamente a 280 nm en un Thermo Scientific NanoDrop.
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8.5. Western blot

Cada muestra de proteina obtenida de las células (tomando un volumen
correspondiente a 100 ug) se mezclé con buffer de Laemmli 2X (Tris-base pH 6.8
100 mM, azul de bromofenol al 0.1%, glicerol al 20%, SDS al 4%, B-
mercaptoetanol al 10%) en una proporcion proteina-buffer de 2:1 (v/v) a 4°C, se
hirvieron durante 5 min y se depositaron en geles de poliacrilamida. Las proteinas
se separaron por electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al
10% a 60 volts hasta que las muestras cruzaran el gel concentrador (a 4%) y
después a 90 volts para el gel de corrida durante 2 horas.

Las proteinas fueron transferidas del gel a una membrana de nitrocelulosa
(Millipore) a 70 mA, durante 2 h en una cadmara semihiumeda. Posteriormente, las
membranas se bloguearon con una solucién de albumina sérica de pollo (Sigma)
al 1% y leche descremada en polvo al 5% en PBS durante 2 h a temperatura
ambiente cuando la proteina a determinar fue EGFR, mientras que el tiempo de
blogueo para la deteccién de VEGF fue de 4 h.

Las membranas fueron incubadas durante toda la noche a 4°C con los
siguientes anticuerpos: anti-VEGF (anticuerpo policlonal de conejo; Santa Cruz sc-
152) o anti-EGFR (anticuerpo policlonal de conejo; Santa Cruz sc-03) en una
dilucion 1:250 (0.8 upg/mL). Posteriormente fueron lavadas con PBS-Tween
(Tween al 0.05%) 3 veces por 5 minutos y después incubadas a temperatura
ambiente durante 45 min con un anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a
peroxidasa (IgG-HRP, Santa Cruz sc-2357) en una dilucion de 1:5000 (0.08
ug/mL). Se utiliz6 un método de deteccion de alta sensibilidad (ECL, Amersham
Pharmacia Biotech) para determinar la presencia de las proteinas estudiadas. Con
este sistema, el peréxido de luminol junto con un activador son sustrato de la
peroxidasa acoplada al anticuerpo secundario, los cuales, al reaccionar generan
una sefial de quimioluminiscencia la cual es detectada al exponer las membranas
a placas autoradiograficas (Kodak BioMax light film).

Con la finalidad de corregir las posibles diferencias en la cantidad de proteina

total cargada en cada pozo de los geles se realizd la determinacion de a-tubulina,
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para lo cual, las membranas se bloquearon 2 h a temperatura ambiente con una
solucién de leche descremada en polvo al 10% en PBS, se incubaron con un
anticuerpo primario anti-a-tubulina (Sigma T9026, Saint Louis, MO) en una dilucién
de 1:10,000 durante toda la noche a 4°C, a continuacion fueron lavadas con PBS-
Tween 3 veces por 5 minutos y se incubaron 1 h con un anticuerpo secundario
anti-raton (IgG-HRP, Santa Cruz sc-2033) acoplado a peroxidasa en una dilucion
de 1:10,000 (0.04 ug/mL). Posteriormente se utilizd el método de deteccion de alta

sensibilidad descrito anteriormente.

8.6. Analisis densitométrico y estadistico

Las ima&genes y placas obtenida fueron sometidas a un analisis
densitométrico para cuantificar la expresion de VEGF, EGFR y oa-tubulina de
acuerdo a la intensidad de cada banda, utilizando un escaner HP Scanjet G3110 y
mediante el programa Chemilmager 4400. Para cada experimento los datos
resultantes de VEGF y EGFR se normalizaron con los de 18S y a-tubulina.

A los datos obtenidos se les realizé un analisis estadistico a través de la
prueba de ANOVA de una via, seguida por una prueba de Tukey para la
comparaciéon entre grupos. Se utilizé el programa SPSS 13.0 para calcular los
valores de probabilidad.
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9. RESULTADOS

En el presente trabajo se estudio el efecto de la P4 sobre los niveles de
MRNA y proteina de VEGF y de EGFR en las lineas celulares derivadas de
astrocitomas humanos U373 (grado Ill) y D54 (grado 1V).

La expresion de VEGF y EGFR y su regulacion por P4 en las lineas celulares
U373 y D54 tratadas con V (ciclodextrina al 0.02%), P4 (10 nM), P4 (10 nM) +
RU486 (10 uM) y RU486 (10 uM) durante 6, 12, 24 y 48 h fue determinada a nivel
de mMRNA mediante la técnica de RT-PCR y durante 12 y 24 h a nivel de proteina
por medio de la técnica de Western blot.

En la Figura 15 se muestra que en la linea celular U373 la expresion del
MRNA de VEGF no se modifica a las 6, 12, 24 y 48 h después de haber
administrado los diferentes tratamientos. Debido a que no se encontraron
diferencias significativas a nivel de mRNA en esta linea celular, no se realizé la
determinacion de la expresion de VEGF a nivel de proteina.

En la Figura 16 se muestra que los niveles del mRNA de VEGF en la linea
celular D54 aumentaron significativamente con el tratamiento de P, durante 12 hy
gue este efecto fue bloqueado cuando se administr6 RU486 en conjunto con Pj.
Ademas, en la linea celular D54 el contenido de la proteina de VEGF aumenté
significativamente con el tratamiento de P, a las 24 h, efecto que resultd
bloqueado con la administracion conjunta de P, + RU486 (Figura 17).

En la linea celular U373 se determiné que, al igual que ocurre con VEGF, la
P4 no regula la expresion del mRNA de EGFR en ninguno de los tiempos a los que
se administraron los distintos tratamientos (Figura 18). Sin embargo, en la linea
celular D54 se encontrdé que la P4 incrementd significativamente la expresion del
RNAmM de EGFR a las 12 h y este efecto fue bloqueado con el tratamiento de
RU486 (Figura 19). Se demostr6é ademas que después de 24 h de tratamiento con
P4, la proteina de EGFR aumenté significativamente y disminuyo con el

tratamiento de RU486 en conjunto con P4 (Figura 20).
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Figura 15. Expresion del mMRNA de VEGF en la linea celular U373 a las 6, 12, 24 y 48 h
de tratamiento. A) Amplificacion del mRNA de VEGF y rRNA 18S. Se presentan dos
bandas, una de 243 pb que corresponde al MRNA del gen de VEGF y una segunda banda
de 150 pb que corresponde al RNA ribosomal 18S utilizado para normalizar los niveles de
expresion de VEGF. Imagen representativa de un experimento (12 h) realizado mediante
la técnica de RT-PCR. B) Andlisis densitométrico del efecto de los distintos tratamientos
sobre la expresion del mRNA de VEGF. Los resultados son expresados como media +

S.E.M.
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Figura 16. Expresion del mRNA de VEGF en la linea celular D54 a las 6, 12, 24 y 48 h de
tratamiento. A) Amplificacion del mMRNA de VEGF y rRNA 18S. Se presentan dos bandas,
una de 243 pb que corresponde al MRNA del gen de VEGF y una segunda banda de 150
pb que corresponde al RNA ribosomal 18S utilizado para normalizar los niveles de
expresion de VEGF. Imagen representativa de un experimento (12 h) realizado mediante
la técnica de RT-PCR. B) Andlisis densitométrico del efecto de los distintos tratamientos
sobre la expresion del mRNA de VEGF. Los resultados son expresados como media +
S.E.M. * p < 0.05 comparado con V, P,+RU y RU.

42



RESULTADOS

Vv P, PA+RU RU

VEGF 27 KDa

o~Tubulina RN eI SRS paR 55 KDa

D54

2.01

1.54

VEGF/ a.-Tubulina

0.54

0.0

V. P, PL,RURU V P, P,RU RU

12 h 24 h
Mediat+ S.EM.n=3

Figura 17. Contenido de la proteina de VEGF en la linea celular D54 a las 12 y 24 h de
tratamiento. A) Cantidad de proteina de VEGF y a-tubulina. Se presentan dos bandas,
una de 27 kDa que corresponde a la proteina de VEGF y una segunda banda de 55 kDa
gue corresponde a la proteina a-tubulina. Imagen representativa de un experimento a las
24 h realizado mediante la técnica de Western blot. B) Andlisis densitométrico del
contenido de la proteina de VEGF de acuerdo a los distintos tratamientos administrados.
Los datos obtenidos del analisis fueron normalizados respecto a los obtenidos para a-
tubulina. Los resultados son expresados como media + S.E.M. * p < 0.05 comparado con
V, P,+RU y RU.
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Figura 18. Expresion del mRNA de EGFR en la linea celular U373 a las 6, 12, 24y 48 h
de tratamiento. A) Amplificacion del mRNA de EGFR y rRNA 18S. Se presentan dos
bandas, una de 224 pb que corresponde al mRNA del gen de EGFR y una segunda
banda de 150 pb que corresponde al RNA ribosomal 18S utilizado para normalizar los
niveles de expresion de EGFR. Imagen representativa de un experimento (12 h) realizado
mediante la técnica de RT-PCR. B) Andlisis densitométrico del efecto de los distintos
tratamientos sobre la expresion del mMRNA de EGFR. Los resultados son expresados
como media + S.E.M.

44



RESULTADOS

A.
V P, P#RU RU
EGFR 224 pb
18S 150 pb
B.
D54
2.0+
1.5+ *
2
= T
id =M T T [ e A o
0
0.54
0.0

V P, P,#4RURU V P, P,#4/RU RU V P, P,#RURU V P, P,+RU RU

6 h 12 h 24 h 48 h

Media+ S.EM.n=4

Figura 19. Expresion del mMRNA de EGFR en la linea celular D54 a las 6, 12, 24 y 48 h de
tratamiento. A) Amplificacion del mRNA de EGFR y rRNA 18S. Se presentan dos bandas,
una de 224 pb que corresponde al mMRNA del gen de EGFR y una segunda banda de 150
pb que corresponde al RNA ribosomal 18S utilizado para normalizar los niveles de
expresion de EGFR. Imagen representativa de un experimento (12 h) realizado mediante
la técnica de RT-PCR. B) Analisis densitométrico del efecto de los distintos tratamientos
sobre la expresion del mRNA de EGFR. Los resultados son expresados como media +
S.E.M. * p < 0.05 comparado con V, P,+#RU y RU.
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Figura 20. Contenido de la proteina de EGFR en la linea celular D54 a las 12 y 24 h de
tratamiento. A) Cantidad de proteina de EGFR vy a-tubulina. Se presentan dos bandas,
una de 150 kDa que corresponde a la proteina de EGFR y una segunda banda de 55 kDa
que corresponde a la proteina a-tubulina. Imagen representativa de un experimento a las
24 h realizado mediante la técnica de Western blot. B) Andlisis densitométrico del
contenido de la proteina de EGFR de acuerdo a los distintos tratamientos administrados.
Los datos obtenidos del analisis fueron normalizados respecto a los obtenidos para a-
tubulina. Los resultados son expresados como media = S.E.M. * p < 0.05 comparado con
V, P,+RUy RU.
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Los efectos de la P4 encontrados sobre la expresion de VEGF y EGFR en las

dos lineas celulares de astrocitomas son resumidos en la siguiente tabla (Tabla 3).

Tabla 3. Efectos de P, a nivel de mRNA y a nivel de la proteina de VEGF y EGFR en las
lineas celulares U373 y D54.

U373 (grado lI)

D54 (grado 1V)

MRNA Proteina MRNA Proteina
_ _ Aumento a | Aumento a
VEGF | Sin efecto | Sin efecto
las 12 h las 24 h
. . Aumento a | Aumento a
EGFR | Sin efecto | Sin efecto
las 12 h las 24 h
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10.DISCUSION

Las hormonas esteroides pueden regular muchos procesos biologicos a
través de la uniébn con sus receptores intracelulares (Henley et al., 2005), los
cuales, mediante la activacion de vias de sefalizacion o mediante su funcién de
factores de transcripcion pueden causar el aumento o disminucion de la expresion
de genes blanco (Boonyaratanakornkit et al., 2008; Misiti et al., 1998). Cuando los
receptores actian como factores de transcripcion, para mediar los efectos
transcripcionales de las hormonas esteroides, se unen a secuencias especificas
en el DNA e interactian con la maquinaria de transcripcion basal al igual que con
otras proteinas como son los correguladores (Beato et al., 1996).

Se sabe que las hormonas esteroides como la P4, ademas de estar
involucradas en procesos fisioldgicos, participan en procesos patolégicos como la
tumorigénesis (Camacho-Arroyo et al., 2000). Por otro lado, es conocido que los
factores de crecimiento también pueden inducir proliferacién en células normales y
cancerosas, el mecanismo preciso por el cual se da el desarrollo de cancer es
desconocido. Sin embargo, existe evidencia de que el cancer es resultado de
cambios genéticos graduales que resultan en la inactivacién de genes supresores
de tumores y la activacibn de protooncogenes. Estos dUltimos, una vez
transformados resultan en oncogenes que codifican para diversas proteinas con
diferentes funciones dentro de la célula; entre éstas, se encuentran factores de
crecimiento o sus receptores como EGF o EGFR, que pueden encontrarse
sobreexpresados en tumores celulares lo que deriva en la pérdida de importantes
mecanismos de control celular. Dada su influencia en el fenotipo de muchos tipos
celulares malignos, el conocimiento de los factores de crecimiento, sus receptores
y su regulacion, es importante para su establecimiento como blancos terapéuticos
(Hernandez et al., 1999; Nussey, 2001).

Entre los tipos de tumores malignos de los cuales se ha propuesto que su
desarrollo se encuentra influenciado por el ambiente hormonal, estan los
astrocitomas. Se ha sugerido que la P4 participa en el desarrollo de estos ultimos y

que los efectos de la hormona pueden estar mediados por el RP (Carroll et al.,
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1993; Gonzalez-Aguero et al.,, 2001). También se ha demostrado que la P4
aumenta la proliferacion celular en las lineas celulares U373 (grado Ill) y D54
(grado 1V) derivadas de astrocitomas humanos, mientras que el tratamiento con un
antagonista, RU486, bloquea el efecto de P4 (Gonzalez-Aguero et al., 2007).

En el presente trabajo se determind el efecto de la P, y de su antagonista
RU486 sobre la regulacion de la expresion de VEGF y EGFR en lineas celulares
derivadas de astrocitomas humanos U373 y D54 mediante las técnicas de RT-
PCR y Western blot.

Los resultados obtenidos muestran que, en la linea D54, la P4 regula
positivamente la expresion de VEGF. Se observd un aumento significativo de su
MRNA a las 12 h de tratamiento, mientras que la administracion de RU486
bloqued este efecto, por lo que se puede sugerir que la regulacion por P, esta
mediada por el RP. Este efecto se vio reflejado a nivel de la proteina, ya que se
observé un aumento significativo de su contenido a las 24 h de tratamiento con P4
y de la misma forma que para el mRNA, el RU486 bloqued su efecto. Existen
varios reportes en los que, de manera similar a este trabajo, se observa que la P4
incrementa la expresion del mRNA y/o de la proteina de VEGF en Gtero de ratén
(Hyder et al., 2000) y en las lineas celulares de cancer de mama BT-474 HCC-
1428 y T47D (aumento de 3 a 4 veces), efecto que es bloqueado por RU486
(Liang et al., 2005; Wu et al., 2004). También, en células de adenocarcinoma
endometrial Ishikawa se ha reportado que la tasa de transcripcion del gen de
VEGF aumenta significativamente con el tratamiento de la progestina R5020,
mientras que, con el tratamiento conjunto de P, con antagonistas como RU486 o
ZK299 no se observa un incremento en la transcripcion del gen (Mueller et al.,
2003). Asimismo, se ha determinado que la P, induce la expresién de VEGF en
endometrio de primate (Greb et al., 1997).

Se ha propuesto que una posible forma mediante la cual la P4 regula la
expresion de VEGF es a través de un mecanismo de accién gendmico o clasico en
donde el RP, activado por P4, se une directamente al promotor del gen de VEGF

ya que se han identificado tres ERP; el primero, en la regién que va de -1865 a -
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1860; el segundo, de -716 a -711 y el tercero, de +679 a +684 (Mueller et al.,
2003) (Figura 21).

Del mismo modo, en la linea celular D54, se determin6 que la expresion de
EGFR esta regulada positivamente por P4, ya que el tratamiento con esta hormona
incrementd significativamente su mMRNA a las 12 h y este efecto se observo
blogueado por RU486. Al igual que en VEGF, el contenido de la proteina de EGFR
aumento de forma significativa a las 24 h de tratamiento con P4, efecto que fue
bloqueado por RU486, lo que sugiere que su regulacion por P4 se lleva a cabo por
medio del RP. Este aumento de la proteina a las 24 h de tratamiento refleja los
cambios observados a nivel del mMRNA de EGFR a las 12 h. Estos resultados
coinciden con otros reportes en los cuales se ha descrito que, en la linea celular
T47D y en células estromales de endometrio, la P4 incrementa la expresion a nivel
del mRNA y del contenido de EGFR, ademas de haberse demostrado que la
induccion observada es bloqueada por RU486 (Faivre et al., 2008; Musgrove et
al., 1991). Se ha reportado también, que progestinas sintéticas, como el acetato
de medroxiprogesterona, aumentan la expresion de EGFR en células de
adenocarcinoma endometrial (Zhao et al., 2007).

Se sabe que el RP activado por su ligando puede unirse directamente al
DNA para la regulacion de la transcripcion de genes blanco de P4 que presentan
ERP en su secuencia promotora, o puede unirse indirectamente al DNA mediante
su asociacion con otros factores de transcripcién que se unen de forma directa,
incluyendo a Spl y a la proteina activadora (AP1), para regular la transcripcion de
genes blanco de P, que carecen de ERP en su region promotora (Jacobsen et al.,
2005; Lockwood et al., 2000).

Se ha sugerido un mecanismo de accion a través del cual la P, puede regular
la expresion de EGFR. En éste, se considera el hecho de que, aunque el promotor
de EGFR no contiene ERP, si presenta sitios de union a Spl donde el RP puede
asociarse. La P4 unida al RP que se encuentra en citoplasma activa la via de
sefalizacion de c-Src y MAPK y a su vez se induce fosforilacion de la isoforma B

del RP nuclear (en la serina 345). Una vez fosforilada, se promueve su activacion
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y union con el factor Spl en la regién promotora del gen de EGFR, lo cual
finalmente aumenta la transcripcion de este gen (Figura 21).

|—>VEGF

I <11
ERP ERP ERP

pSer345
r~ EGFR
XT=< MMiIT =1}

Figura 21. Mecanismos de accién propuestos para la regulacién de P, sobre la expresiéon
VEGF y EGFR (Faivre et al., 2008; Liang et al., 2005; Mueller et al., 2003).

De forma contraria a lo ocurrido en la linea celular D54, los resultados
obtenidos en la linea celular U373 mostraron que no se lleva a cabo regulacién de
la expresion del mMRNA ni de la proteina de VEGF y de EGFR por P4 a los
diferentes tiempos de estudio utilizados.

El hecho de que VEGF y EGFR puedan regularse de manera positiva por P4
en la linea celular de grado IV, pero no en la de grado Ill, puede ser
correlacionado con varios factores. Inicialmente, se debe recordar que el grado
histol6gico de un tumor se refiere a su grado de diferenciacion o semejanza que
tengan o no las células del tumor con las células normales del mismo tipo de
tejido, ademas de que a mayor grado de evolucion las células presentan mayor
desdiferenciacion y por consiguiente, una expresion diferencial de proteinas que
conllevan a una malignidad mayor (American-Joint-Committee-on-Cancer, 2010).
Asimismo, se puede correlacionar con la expresion de las isoformas del RP y de
coactivadores en lineas celulares de astrocitomas humanos. Se ha determinado

que en la linea celular U373 la isoforma B del RP es la predominante (RPB:RPA
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3:1), mientras que en la linea celular D54 la isoforma predominante es la A
(RPB:RPA 0.66:1) y se sabe también que el RP-B es un mayor activador de la
transcripcion comparado con RP-A (Cabrera-Mufioz et al., 2009). Lo anterior es
importante porque las isoformas pueden regular diferentes genes blanco de P,y
esto podria estar involucrado en la regulacion diferencial de VEGF y EGFR por P4
en estas lineas celulares. De igual forma, esta regulacion diferencial podria verse
influenciada por la expresion del coactivador SRC-1 ya que éste interviene en la
remodelacion de la estructura de la cromatina para favorecer la actividad
transcripcional del RP (Tung et al., 2006) y en la linea celular D54 se ha
determinado que la P, aumenta significativamente la expresion de SRC-1
(Hernandez-Hernandez et al., 2010); esto es relevante porque el coactivador
podria también aumentar la transcripcion de genes blanco de P.

Finalmente, es importante mencionar que tanto la angiogénesis como la
proliferacion celular son procesos esenciales en el desarrollo de un tumor, que
entre sus mediadores clave se encuentran VEGF y EGFR y que estos procesos
estan implicados en el aumento del grado de evolucion tumoral (Willett et al.,
2004). Especificamente para el caso de la angiogénesis, etapa limitante en el
crecimiento de las células cancerosas y metastasis, ésta permite que el tumor
tenga acceso el oxigeno y los nutrientes esenciales. Sin vasculatura, un tumor no
puede crecer mas alld de 1 a 3 mm, ya que la Unica manera mediante la que
puede acceder al oxigeno y los nutrientes es por difusidén (Bergers et al., 2003).

Por otro lado, se ha visto que cuando hay un aumento en la expresion de
EGFR, se presenta una incontrolada proliferaciéon celular, lo cual es caracteristico
del cancer. Ademas, EGFR puede participar también en la angiogénesis, invasion
y metastasis (Woodburn, 1999) debido a la capacidad de este receptor para
activar vias de sefializacion que derivan en la transcripcion de genes, por ejemplo,
de metaloproteinasas o de algunos que controlan ciclo celular (Cascales et al.,
2010; Quezada, 2007). Por todo lo anterior mencionado, es muy frecuente
encontrar sobreexpresados a estos genes en lineas celulares de alto grado de

evolucion tumoral respecto a otras de menor grado.

52



CONCLUSIONES

11.CONCLUSIONES

* La P4 regula positivamente la expresion del mRNA y de la proteina de
VEGF y EGFR en la linea celular D54 derivada de astrocitomas humanos de

grado 1V, pero no en la linea celular U373, de grado lll.

* El efecto de la P4 sobre la regulacion de la expresion de VEGF y EGFR esta

mediado por el RP.

* El incremento en la expresion de VEGF y EGFR mediado por la activacion

del RP ocurre a nivel transcripcional y se refleja a nivel traduccional.
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13.ANEXO

13.1. Estandarizacion de condiciones para PCR

A. D
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Figura 22. Curvas de calibracion de ciclos y de temperaturas para la amplificacién de
VEGF, EGFR y 18S. A)-C). Curvas de 20, 25, 30, 35 y 40 ciclos. D)-F) Curvas de
calibracion de temperaturas a 48, 52, 56, 60 y 64 °C. Para la amplificacion de VEGF se
observo una banda de 243 pb, para la amplificacion de EGFR una banda de 224 pb y
para la amplificacion de 18S una banda de 150 pb.
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13.2. Niveles basales de mRNA de VEGF y EGFR en lineas celulares
U373y D54

A.
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Figura 23. Expresion del mRNA de VEGF y EGFR en las lineas celulares U373 y D54 a
6, 12, 24 y 48 h sin tratamiento. A) Andlisis densitométrico de la expresion de VEGF. B)

Analisis densitométrico de la expresién de EGFR. Los resultados son expresados como
media = S.E.M.
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