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1. ABREVIATURAS 

 

AA  Astrocitoma anaplásico 

AF  Función de activación 

AP  Proteína activadora 

DBD  Dominio de unión al DNA 

DNA  Ácido desoxirribonucleico 

CDK  Cinasa dependiente de ciclina 

EGF  Factor de crecimiento epidérmico 

EGFR  Receptor del factor de crecimiento epidérmico 

ERP  Elementos de respuesta a progesterona 

FSH  Hormona folículo estimulante 

GBM  Glioblastoma multiforme 

GFAP  Proteína acídica fibrilar glial 

hRP  Receptor a progesterona humano 

Hsp  Proteína de choque térmico 

LBD  Dominio de unión al ligando 

LH  Hormona luteinizante 

MAPK  Proteína cinasa activada por mitógenos 

mRNA Ácido ribonucleico mensajero 

NLS  Secuencia de localización nuclear 

P4  Progesterona 

PDGF  Factor de crecimiento derivado de plaquetas 

RNA  Ácido ribonucleico 

RP  Receptor a progesterona 

RTK  Receptor con actividad de tirosina cinasa 

RT-PCR Transcripción reversa-Reacción en cadena de la polimerasa 

Sp1  Proteína específica 1 

SPRM  Modulador selectivo del receptor a progesterona 

SRC  Coactivador de receptores a hormonas esteroides 

VEGF  Factor de crecimiento endotelial vascular 
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2. RESUMEN 

 

La progesterona (P4) es una hormona esteroide secretada principalmente por 

los ovarios. Sus principales órganos blanco son el útero, la glándula mamaria y el 

cerebro. Esta hormona es fundamental en la regulación de la reproducción, 

además de participar también en la regulación de muy diversos procesos no 

asociados a la reproducción. Aunque la P4 realiza sus efectos a través de diversos 

mecanismos, la mayoría son mediados a través de la unión con su receptor 

intracelular, el receptor a progesterona (RP). 

Se sabe que la P4 puede participar en el proceso de tumorigénesis en tejidos 

u órganos blanco y se ha propuesto que puede regular el crecimiento de los 

astrocitomas, que son los tumores cerebrales más frecuentes y agresivos en el ser 

humano. Los astrocitomas presentan alteraciones en la expresión de genes como 

el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) que promueve la división 

celular, y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) que promueve la 

angiogénesis. Se ha reportado que la expresión de VEGF y EGFR es regulada por 

la P4 en células de cáncer de mama, pero no se conoce su papel en la regulación 

de la expresión de estos genes en astrocitomas humanos. 

En el presente trabajo se determinó el efecto de la P4 sobre la expresión a 

nivel del mRNA y de la proteína de VEGF y EGFR en las líneas celulares 

derivadas de astrocitomas humanos U373 y D54 (grados III y IV de evolución, 

respectivamente) por medio de las técnicas de RT-PCR y Western blot. 

En la línea celular D54 el tratamiento con P4 durante 12 h aumentó 

significativamente la expresión del mRNA de VEGF y EGFR. El contenido de la 

proteína de VEGF y EGFR aumentó con P4 a las 24 h. Además, el tratamiento 

conjunto de P4 y del antagonista del RP, RU486, revirtió los efectos de la P4. Por 

otro lado, la P4 no mostró un efecto sobre la expresión de los dos genes en la 

línea celular U373. Estos datos sugieren que la P4 regula la expresión de VEGF y 

EGFR en las líneas celulares de astrocitomas humanos a través de su receptor 

intracelular dependiendo del grado de evolución tumoral. 
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3. INTRODUCCIÓN 

 

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) constituyen una causa 

frecuente de muerte en la población mundial adulta. Dentro de éstos, los tumores 

derivados de células gliales representan más del 50% de ellos y se registran 

aproximadamente 6.5 casos por cada 100,000 personas por año. Los astrocitomas 

representan el 40-50% de todos los tumores del SNC y hasta 70% de los tumores 

gliales. El astrocitoma anaplásico (AA) y el glioblastoma multiforme (GBM) (grados 

III y IV) son las variantes más malignas y frecuentes de los tumores astrocíticos 

(30 y 50% de frecuencia respectivamente). El pronóstico de los pacientes con 

astrocitomas depende del grado de malignidad del tumor, localización y tamaño; 

sin embargo, el tiempo de sobrevida de los pacientes con diagnóstico de gliomas 

astrocíticos de alta malignidad es corto. Estas lesiones son generalmente 

incurables y, a pesar de los tratamientos y terapias existentes, dentro de los 

primeros 2 años después del diagnóstico, el 90% de los pacientes fallece (Pérez et 

al., 2001). 

Se han encontrado diversos factores asociados con el desarrollo y evolución 

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 (P4), pueden participar en el crecimiento de los tumores cerebrales 

(Camacho-Arroyo et al., 2000; Gonzalez-Agüero et al., 2007; Gonzalez-Agüero et 

al., 2001). Además, existe evidencia que indica que la P4 es capaz de regular la 

expresión de ciertos genes, como VEGF y EGFR (Liang et al., 2005; Zhao et al., 

2007), los cuales comúnmente se encuentran implicados en procesos tumorales 

(Furnari et al., 2007). 

A pesar de las investigaciones sobre hormonas y su relación con el 

desarrollo de tumores, se desconoce el papel de la P4 en la regulación de la 

expresión de VEGF y EGFR en astrocitomas, por lo que en este trabajo se estudió 

el efecto de la P4 sobre la expresión de dichos genes en las líneas celulares de 

astrocitomas humanos U373 y D54 (grados III 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 más comunes en humanos, se presentan principalmente en 

adultos de entre 50 y 70 años y poseen un alto potencial de malignidad (Gonzalez-

Agüero et al., 2001). 

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

según sus características histológicas (presencia de atipia, proporción de células 

en mitosis, proliferación endotelial y necrosis), capacidad de invasión y progresión, 

en cuatro grados de malignidad, siendo los de grado I biológicamente menos 

agresivos y los de grado IV aquellos de mayor agresividad: 

- Astrocitoma pilocítico (grado I) 

Los astrocitomas pilocíticos son relativamente delimitados, de lento 

crecimiento y se presentan principalmente en niños y adultos jóvenes. 

Afectan más comúnmente al cerebelo, seguido por el hipotálamo, nervio y 

quiasma ópticos, tálamo, ganglios basales, tallo cerebral y hemisferios 

cerebrales. Histológicamente se caracterizan por un patrón bifásico de 

tejidos compacto y laxo. Las zonas compactas consisten de densos 

agregados de astrocitos bipolares alargados, mientras que las áreas 

esponjosas consisten de astrocitos multipolares redondos en asociación 

con microquistes y gránulos eosinofílicos. En ocasiones puede observarse 

proliferación vascular glomerular, sin embargo, no es considerada como 

una señal de malignidad. Las células que componen al astrocitoma 

presentan fuerte inmunopositividad a la proteína acídica fibrilar glial (GFAP) 

(Sarkar et al., 2009). Estos tumores usualmente pueden ser eliminados 

mediante resección quirúrgica (total o parcial) y/o radio/quimioterapia 

(Bristol, 2009). 
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- Astrocitoma difuso (grado II) 

Los astrocitomas difusos o infiltrantes afectan comúnmente a adultos entre 

30 y 40 años de edad. Estos tumores están caracterizados por un alto 

grado de diferenciación, lento crecimiento celular y bordes no definidos, 

pero con una tendencia intrínseca para la progresión a astrocitomas 

anaplásicos y en el peor de los casos a glioblastomas. Se presentan 

comúnmente en los hemisferios cerebrales, seguidos por el tallo cerebral y 

la médula espinal. Histológicamente, se observa en éstos un moderado 

incremento celular, se observan astrocitos bien diferenciados y con atipia 

nuclear ocasional. En los astrocitomas de grado II se observa una baja 

proporción de células con actividad mitótica y proliferación endotelial, 

además de no presentar necrosis. La inmunorreactividad a GFAP es en 

general alta. Usualmente son positivos también a otras dos proteínas, 

vimentina y S-100, aunque tienen poca relevancia en su diagnóstico (Sarkar 

et al., 2009). El tratamiento puede incluir resección quirúrgica (aunque en 

mucho menor medida que en los astrocitomas grado I debido a su 

capacidad de infiltrarse), quimioterapia y/o radioterapia (Bristol, 2009). En 

general, la media de sobrevivencia de los pacientes es de 5 años (Louis et 

al., 2007). 

- Astrocitoma anaplásico (grado III) 

De forma similar a los astrocitomas difusamente infiltrantes, los 

astrocitomas anaplásicos están preferencialmente localizados en los 

hemisferios cerebrales y usualmente afectan a adultos de entre 40 y 60 

años de edad. Están histológicamente caracterizados por atipia nuclear, 

aumento celular y actividad proliferativa significativa. Señales adicionales 

de neoplasia incluyen células tumorales multinucleadas con anormalidades 

en la mitosis y positivas a GFAP. Los astrocitomas anaplásicos son el grado 

de astrocitoma más común y tienden a progresar a tumores grado IV en 

tiempos cortos (Sarkar et al., 2009). El tratamiento inicial estándar incluye, 

la máxima remoción posible del tumor sin causar deficiencias neurológicas 

(en la mayoría 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 patología es de 2-3 años (Louis et al., 2007). 

- Glioblastoma multiforme (grado IV) 

El glioblastoma multiforme es el tumor primario del SNC de mayor 

frecuencia y malignidad. Comúnmente se presentan en adultos entre las 

edades de 45 a 70 años (Daumas-Duport et al., 1988) y de forma 

preferencial en los hemisferios cerebrales (Sarkar et al., 2009), ganglios 

basales y tálamo. Estos tumores llegan a medir hasta 5 cm, 

microscópicamente son altamente anaplásicos y pueden estar compuestos 

de células de diversas morfologías. Algunos de estos tipos celulares tienen 

una morfología de estrella diferenciada y expresión de marcadores 

característicos 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 regulación a la 

alta de varias moléculas, incluyendo GFAP y S-100), microglía y otros 

infiltrados inmunes (Hadjipanayis et al., 2009). La atipia nuclear en estas 

células es muy evidente y la gran actividad mitótica, incluyendo formas 

atípicas, es una característica prominente. La presencia de proliferación 

microvascular atípica (debida a secreción de factores estimulantes de 

formación de vasos sanguíneos) y/o necrosis es esencial para su 

diagnóstico. 

Los glioblastomas pueden desarrollarse por progresión a partir de gliomas 

de menor malignidad (“glioblastoma secundario”) o desarrollarse de novo, 

es decir, sin evidencia de una lesión previa de menor malignidad 

(“glioblastoma primario”), los cuales representan aproximadamente el 90% 

de los casos (Furnari et al., 2007). Morfológicamente, los glioblastomas 

primarios y secundarios son indistinguibles entre ellos. Clínicamente, los 

glioblastomas secundarios tienden a ocurrir en pacientes jóvenes (con una 

media de 45-50 años), mientras que los glioblastomas primarios ocurren 

mayormente en pacientes de edades más tardías (Sarkar et al., 2009). La 

sobrevida de los pacientes con GBM es corta, generalmente fallecen dentro 
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del primer año después del diagnóstico (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 resección quirúrgica (Hadjipanayis et 

al., 2009). 

En general, los primeros síntomas a causa de estos tumores pueden incluir: 

dolores de cabeza y vómito debido al aumento en la presión intracraneal, cambios 

visuales, ataques, cambios de personalidad, demencia o problemas con la 

memoria, el aprendizaje, la concentración y problemas motores. Los síntomas 

subsecuentes varían dependiendo de la localización del astrocitoma (Badash, 

2009) y se ha reportado que la sobrevivencia de los pacientes está inversamente 

relacionada al grado del tumor (Daumas-Duport et al., 1988). 

Las alteraciones más frecuentes que se encuentran en astrocitomas son la 

pérdida de heterocigocidad, la desregulación de las vías genéticas de p53 / 

ubiquitina ligasa de p53 (MDM2) / inhibidor de la cinasa 2B dependiente de ciclina 

(P14arf) y de cinasa 4 dependiente de ciclina (CDK4) / gen del retinoblastoma 

(RB) / inhibidor de la cinasa 2A dependiente de ciclina (P16ink4) implicadas en 

división celular y la alteración en la expresión de genes como el factor de 

crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el receptor del factor de crecimiento 

epidérmico (EGFR) que promueve la división celular y VEGF que promueve la 

angiogénesis (Ichimura et al., 2004). Se han reportado altos niveles de expresión 

del mRNA y de la proteína de VEGF y EGFR en pacientes con astrocitomas grado 

IV comparado con los de grado II y III asociados con alta proliferación celular y 

una menor sobrevida de los pacientes (Godard et al., 2003; Sallinen et al., 1999). 

Incluso con todos los avances terapéuticos, la intervención curativa para los 

astrocitomas más 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 endócrinos 

(Edward et al., 2005). 

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

 

La P4 (4-pregnen-3,20-diona) es una hormona esteroide de 21 átomos de 

carbono derivada del colesterol; por lo que al igual que éste, contiene un núcleo de 

ciclopentanoperhidrofenantreno (Ganong, 2006). El primer paso en su biosíntesis 

corresponde a la conversión de colesterol en pregnenolona, reacción que tiene 

lugar en la mitocondria. Posteriormente, la pregnenolona pasa de la mitocondria al 

retículo endoplásmico liso donde es convertida en P4 (Figura 1) (Schumacher et 

al., 2009). 

La P4 es sintetizada y secretada por los ovarios (cuerpo lúteo y folículos), 

testículos, glándulas adrenales y placenta (Henley et al., 2005). Además, 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 síntesis y secreción de P4 está regulada por otras hormonas, tales 

como la hormona folículo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH) 

(Henley et al., 2005). 
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Figura 1. Biosíntesis de la P4. Conversión de colesterol a pregnenolona por CYP11A 

(también llamada colesterol 20,22-desmolasa o P450scc) y de ésta a P4 por la enzima 3-

hidroxiesteroide deshidrogenasa (3-HSD). La 3-HSD cataliza 2 reacciones: la 
deshidrogenación del grupo OH del carbono (C) 3 y la subsecuente isomerización 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 P4 es convertida a 5-dihidroprogesterona (5-

DHP), metabolito que es susceptible a una reducción y es convertido a 3,5-

tetrahidroprogesterona (3,5-THP) (Figura 2). Además, puede ser convertida a 

20-hidroxiprogesterona, un metabolito con menor actividad biológica 

(Schumacher et al., 2009). 
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Figura 2. Metabolismo de la P4. La enzima 5-reductasa cataliza la conversión de P4 a 

5-DHP, mientras que la 3-hidroxiesteroide oxidorreductasa (3-HOR; también llamada 

3-hidroxiesteroide deshidrogenasa) cataliza la conversión de 5-DHP a 3,5-THP 
(alopregnanolona) (Schumacher et al., 2009). 

 

Cerca del 2% de la P4 circulante está en su forma libre, mientras que 80% 

está unida con albúmina y 18% con globulina de unión 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 hígado se convierte en pregnandiol, el cual se conjuga con ácido 

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

 

 

Figura 3. Formación de un glucurónido a partir de pregnandiol. 

 

En los varones, la concentración plasmática de P4 es cercana a 300 pg/mL. 

En las mujeres, la concentración de P4 cambia a lo largo del ciclo menstrual (Tabla 

1), en el embarazo y en la menopausia (Ganong, 2006). 
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Tabla 1. Concentración plasmática de P4 en las diferentes etapas del ciclo menstrual. 
 

 

 

 

 

 

 

La P4 se encuentra involucrada en la regulación de un amplio número de 

funciones en los mamíferos. Participa en procesos como la regulación de la 

ovulación, estimulación de la regeneración del estroma endometrial, 

mantenimiento del embarazo, desarrollo alveolar de la glándula mamaria como 

parte de la preparación para la lactancia (Graham et al., 1997), ascenso de la 

temperatura basal en la ovulación (Ganong, 2006), estimulación de la respiración, 

conducta sexual, modulación de la masa ósea, regulación del sistema inmune, 

neuroprotección, reducción de la excitabilidad neuronal, memoria y aprendizaje, 

ciclo sueño-vigilia y en el crecimiento de diversos tumores (Camacho-Arroyo et al., 

2003). 

 

4.2.1. Antagonistas de P4 

 

Los antagonistas de P4 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 P4 puros 

hasta ligandos con actividad de agonista-antagonista (Spitz, 2003). 

Inicialmente los antagonistas de P4 fueron divididos en  antagonistas Tipo 1 y 

Tipo 2. Los antagonistas Tipo 1 fueron considerados como “puros” ya que 

antagonizan por completo la acción 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 

Etapa Progesterona (pg/mL) 

Menstruación 100-500 

Folicular 100-1000 

Ovulatoria 1000-2000 

Lútea 4000-15000 
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celular, el contexto del promotor y otras vías de señalización. 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 química de dos antagonistas de P4. A) RU486 (Mifepristona). La 
estructura muestra sustituciones en las posiciones 11 y 17 que son características 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 unión 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). Aunque la activación del RP no se ve afectada al unirse el RU486, 

estudios con coactivadores de la familia p160 y de la estructura del sitio de unión 

al ligando, han demostrado que el RU486 no se une a las mismas regiones que un 

agonista y que induce una conformación diferente de su extremo C-terminal 

(Leonhardt et al., 2002). Esta conformación alterna no permite la interacción con 

coactivadores y promueve el reclutamiento de correpresores. 

Los antagonistas de P4 tienen diversos efectos sobre el sistema reproductivo. 

Además pueden ser utilizados en el tratamiento de algunos tipos de cáncer, 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. Características y función del RP 

 

La mayoría de los efectos biológicos de la P4 están mediados a través del 

RP, el cual pertenece a la superfamilia de receptores nucleares cuyos miembros 

regulan la expresión de genes en respuesta a la unión con su ligando (Kastner et 

al., 1990). En una gran variedad de especies, incluyendo aves, roedores, monos y 

humanos, el RP está expresado en dos isoformas: una larga denominada RP-B y 

una corta una denominada RP-A. (Guerra-Araiza et al., 2000), con excepción del 

conejo en el cual sólo se ha detectado la isoforma RP-B (Loosfelt et al., 1986). 

Ambas isoformas del RP son producto de un único gen, pero generadas a partir de 

diferentes sitios de inicio de la transcripción y reguladas por diferentes promotores. 

En el humano, este gen se encuentra localizado en el cromosoma 11q22-23 (Tetel 

et al., 2009), tiene un tamaño aproximado de 90 kb y comprende 8 exones y 7 

intrones (Misrahi et al., 1993) que generan un mRNA de aproximadamente 3000 

nucleótidos (Theveny et al., 1987) el cual da origen a un polipéptido de 933 

aminoácidos (Misrahi et al., 1993) (Figura 5). 

El RP tiene una estructura dividida en dominios funcionales que consiste en 

una región amino terminal (N-terminal), un dominio de unión al DNA (DBD), una 

región de bisagra y una región carboxilo terminal (C-terminal) en donde se 

encuentra el dominio de unión al ligando (LBD). Al igual que la mayoría de los 

receptores a esteroides, tiene al menos dos funciones de activación de la 

transcripción (AF) (Figura 5 y 6). 

El dominio N-terminal es el menos conservado entre los receptores 

nucleares, se codifica a partir del exón 1 y modula las interacciones 

intramoleculares e interacciones proteína-proteína. El DBD es la región más 

conservada, se codifica por los exones 2 y 3, consiste de dos motivos 

denominados “dedos de zinc”, elementos críticos para la activación de genes 

blanco, participa en su dimerización con otro RP y media la unión 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 (palindrómicas o directamente 

repetidas) de seis nucleótidos que están separadas por un espaciador de tres 

nucleótidos. Adyacente al DBD se encuentra la región de bisagra, la cual se 

codifica a partir del exón 4, es importante para la apropiada dimerización del RP, 

participa en la estabilización del receptor mediante su unión con proteínas de 

choque térmico (Hsp) y contiene una secuencia de localización nuclear (NLS). El 

LBD consiste de 10-12 -hélices que forman un sitio hidrofóbico de unión al 

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

 

 

Figura 5. Representación esquemática de la estructura de la proteína y del gen del RP 
humano (hRP). A) Organización de los dominios del RP. La secuencia total de 
aminoácidos (933) se muestra dividida en cuatro dominios: en color gris oscuro el dominio 
amino terminal (N terminal), en blanco el dominio de unión al DNA (DBD), en negro la 
región de bisagra y señalado en gris claro el dominio de unión al ligando (LBD). B) 
Esquema del gen. Se muestra la localización de las dos regiones promotoras: la región 
promotora 1 se encuentra ubicada de la posición -711 a +31 y la región 2 en la posición 
+464 a +1105. Los exones están señalados con la letra “E” seguida del número 
correspondiente a cada exón. Los límites de los exones están proyectados con líneas 
rectas hacia el esquema de la estructura de la proteína en donde se representa su 
correspondencia con la posición y número de aminoácidos, los cuales están señalados 
con números en la parte superior. Los intrones están señalados como líneas 
interrumpidas ( ) entre cada exón. Se señalan las 2 posiciones de inicio de la traducción 
(ATG) (ATG-1 a +744 y ATG-2 a +1236) y la posición de término (TGA) (Misrahi et al., 
1993). 
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Figura 6. Esquema representativo de los dominios funcionales del RP (A-E). Los números 
indican las posiciones de los aminoácidos que delinean el inicio y término de cada 
dominio, mientras que las flechas () indican el sitio de inicio de la traducción de las dos 
isoformas. A/B: extremo N-terminal de la isoforma A/B, C: dominio de unión al DNA 
(DBD), D: región de bisagra, E: dominio de unión al ligando (LBD), AF: función de 
activación, NLS: señal de localización nuclear; Hsp: proteínas de choque térmico, 
(Camacho-Arroyo et al., 2006). 

 

4.3.2. Isoformas del RP 

 

Como se mencionó 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 

aminoácidos en la región amino terminal, mientras que en RP-B sí están presentes 

(Figura 7). El RP-A posee solamente dos regiones con funciones de activación, 

mientras que el RP-B contiene además una tercera región (AF-3) presente en el 

extremo amino terminal (Figura 6). Además existe la presencia de una región con 

función inhibidora localizada en la región adyacente a AF-1 que sólo es funcional 

en RP-A (Guerra-Araiza et al., 2000). Estudios cinéticos indican que la constante 

de unión 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 organización de las isoformas del hRP. Los números indican la 
posición de las bases en el gen y de los aminoácidos (aa) en las proteínas del receptor. A-
E: dominios funcionales del RP, ITB: sitio de inicio de la transcripción de RP-B, ITA: sitio 
de inicio de la transcripción de RP-A, ATG-B: codón de inicio de la traducción de RP-B; 
ATG-A: codón de inicio de la traducción de RP-A, TGA: codón de término de la 
traducción. 

 

En el ser humano, ambas isoformas del RP son codificadas por el mismo gen 

pero se transcriben a partir de la regulación 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 transcripción mediada por el RP no es igual 

cuando se forman homodímeros o heterodímeros e interactúan 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 actúa 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 integración de señales (cross-talk) mediados por otros receptores 

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

 

4.4. Mecanismos de acción de la P4 

 

Los mecanismos celulares mediante los cuales la P4 puede llevar a cabo sus 

efectos se dividen en dos: genómicos y no genómicos (Bramley, 2003). El primer 

mecanismo involucra la interacción de la P4 con su receptor nuclear, el RP, 

mientras que el segundo requiere la interacción de la P4 con canales iónicos 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 genómico se generan cambios en la transcripción 

de genes específicos después de la interacción de la P4 con el RP. En general, en 

el mecanismo de acción del RP, la P4 atraviesa las membranas celulares por 

difusión simple debido a su carácter lipofílico y en el núcleo o en el citoplasma se 

une a su receptor, la unión provoca un cambio estructural en el receptor que le 

permite la disociación de las proteínas de choque térmico (Hsp70, 90 y 56), lo que 

expone la región que le permite fosforilarse y dimerizarse, resultando en una 

estructura con alta afinidad a secuencias específicas en el DNA (ERP). Una vez 

unido al ERP, el complejo ligando-receptor facilita el ensamblaje y la estabilización 

del complejo de pre-iniciación de la transcripción en los promotores de genes 

blanco de P4 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 transcripción (McKenna et al., 

1999). 
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Figura 8. Esquema de los diferentes mecanismos de acción de la P4 Los efectos de la P4 
ocurren por dos diferentes mecanismos celulares: 1) a nivel membranal incluye receptores 
membranales y canales iónicos, cuya activación inicia cascadas de señalización mediante 
la intervención de mensajeros intracelulares. mRP (o mPR): Receptor membranal a P4, G: 
Proteína G, αβγ: Subunidades de la proteína G, cAMP: Adenosín monofosfato cíclico, 
PKA: Proteína Cinasa A, GABAAR: Receptor a GABA tipo A, Ca2+: Calcio, Cl-: Cloro, K+: 
Potasio, PTK: Proteína Tirosina Cinasa, MAPK: Proteína Cinasa Activada por Mitógeno, 
MEK: Cinasa de MAPK, PI3-K: Cinasa de Inositol Trifosfato, PLC: Fosfolipasa C, DAG: 
Diacil glicerol, PKC: Proteína Cinasa C, IP3: Inositol Trifosfato 2) en el núcleo, donde el 
complejo hormona-receptor (P4-RP) se une con ERP, ubicados en las regiones 
reguladoras de los genes blanco en el DNA, y así modulan directamente la expresión 
génica (Camacho-Arroyo et al., 2003). 
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Figura 9. Mecanismo de acción genómico de la P4. El RP (dominios A/B, C, D, E) se 
encuentra en un estado de inactivación, unido a proteínas de choque térmico (hsp). La P4 
atraviesa la membrana plasmática y la envoltura nuclear, interactúa 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 transcripción basal (Camacho-
Arroyo et al., 2006). 

 

Mediante el mecanismo no genómico se modifica la conductancia iónica, la 

formación de segundos mensajeros y la activación de cascadas de fosforilación. 

De esta manera la P4 puede regular diferentes funciones en el cerebro (Bramley, 

2003). 

 

4.5. P4 y tumores cerebrales 

 

A nivel de población, 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 más acentuada 

a partir de los 14 años cuando la mujer ya presenta la menstruación y declina a los 

50 años 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 P4 puede regular el crecimiento celular en tumores 

cerebrales (meningiomas, cordomas y astrocitomas) y que este efecto está 

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 P4 aumenta la proliferación de las líneas celulares de astrocitomas 

humanos U373 y D54 (grados III y IV respectivamente) y con el tratamiento de 

RU486 disminuye la proliferación de estas líneas celulares (Gonzalez-Agüero et 

al., 2007). Se ha reportado una correlación directa entre las características 

histológicas del grado del tumor astrocítico y el nivel de expresión de las isoformas 

del RP, aumentando su expresión en astrocitomas de grado IV (Gonzalez-Agüero 

et al., 2001; Khalid et al., 1997). Los datos anteriores, en conjunto, sugieren que la 

P4 puede participar en el desarrollo de astrocitomas a través del RP lo que 

posiblemente involucra un mecanismo de acción genómico de la hormona. 

 

4.6. Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) 

 

Los factores de crecimiento endotelial vascular son una familia de 6 

proteínas angiogénicas estructuralmente relacionadas (Rosen, 2005) (Tabla 2), 

que juegan un papel importante en el crecimiento y diferenciación de células 

endoteliales vasculares y linfáticas. 

El VEGF, también conocido como VEGF-A o factor de permeabilidad 

vascular (VPF), el miembro más importante de la familia VEGF, es un mitógeno 

glicosilado que actúa específicamente sobre células endoteliales. Como su 

nombre lo indica, este factor estimula el crecimiento, sobrevivencia y proliferación 

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 vasodilatación 

(Ferrara, 2004) y promover la migración 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 línea celular U-937 

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

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

provenientes de mama, próstata, pulmón y colon), es también producido por otros 

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

células de la hipófisis del ratón (Plouët et al., 1989). 

 

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

 

Miembro 
Localización 

cromosómica 

Tamaño de la 

proteína 

Receptores a 

los que se une 

Funciones 

generales 

VEGF 

(VEGF-A) 

6p12 Proteína 

precursora: 232 

aa* / ~27 kDa 

VEGFR-1, 

VEGFR-2 y 

neuropilina-1 

Angiogénesis y 

mantenimiento 

vascular 

VEGF-B 11q13 207 aa / ~21 

kDa 

VEGFR-1 y 

neuropilina-1 

No establecido 

VEGF-C 4q34.1-q34.3 419 aa / ~47 

kDa 

VEGFR-2 y 

VEGFR-3 

Linfangiogénesis 

VEGF-D Xp22 354 aa / ~40 

kDa 

VEGFR-2 y 

VEGFR-3 

Linfangiogénesis 

VEGF-E 

(factor viral) 

Genoma del 

virus Orf 

Proteína 

precursora: 149 

aa / ~20 kDa 

VEGFR-2 Angiogénesis 

Factor de 

crecimiento 

placentario 

(PGF) 

14q24-q31 221 aa / ~25 

kDa 

VEGFR-2 y 

neuropilina-1 

Angiogénesis e 

inflamación. 

*aa: aminoácidos. 

Expresión restringida a gónadas, corteza adrenal y placenta. 

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

encontradas más 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 6p12, 

tiene 8 exones (Figura 10 A), 7 intrones y un único sitio principal para el inicio de la 

transcripción (-1038). En su región 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), 

más de 6 sitios de proteína activadora 1 (AP-1), AP-2 y más de 10 sitios para el 

factor de transcripción Sp1 (proteína específica 1) (Mueller et al., 2003). El tamaño 

del gen es de 16 kb, el dominio codificante del gen (intrones y exones) abarca 

aproximadamente 14 kb y produce una proteína que puede encontrarse como 

monómero (23 kDa, aunque puede tener de 18 a 24 kDa) (Tischer et al., 1991) o 

como homodímero (aprox. 46 kDa) unido mediante un puente disulfuro (Pruitt et 

al., 2007) (Figura 11). La proteína está estructuralmente relacionada con el factor 

de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) con la cual comparte la completa 

conservación de 8 cisteínas implicadas en la formación de puentes disulfuro inter e 

intracatenarios en PDGF, aunque VEGF presenta 8 cisteínas adicionales dentro 

de los 50 aminoácidos de su región C-terminal (Tischer et al., 1991). 

 

 

Figura 10. Estructura del gen de VEGF humano. A) Posición de los ocho exones. B) 
Representación de las isoformas de 189, 165, y 121 aminoácidos (aa) originadas por 
splicing alternativo. De cada exón del esquema A se proyectan líneas punteadas hacia los 
esquemas en B para indicar el fragmento y el número de aa codificados por cada exón. El 
número de aa correspondiente al inicio y final de cada fragmento se muestra debajo del 
esquema de cada isoforma. Las tres isoformas presentan un péptido señal indicado por 
una sección gruesa de color negro. El exón 6 únicamente está presente en la isoforma de 
189 aa, el cual está indicado por una sección gruesa de entramado cruzado, mientras que 
el exón 7 está presente en la isoforma de189 y 165 aa, indicado por la sección gruesa de 
líneas diagonales (Tischer et al., 1991). 
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El splicing alternativo de sus exones resulta en la producción de varias 

isoformas de la proteína, ya sea libremente secretadas o asociadas a células 

(Pruitt et al., 2007). Todas las isoformas presentan un péptido señal en su región 

N-terminal, de 26 aminoácidos y codificado en su mayor parte por el exón 1 

(Tischer et al., 1991). La primera forma identificada de VEGF como proteína 

madura y como la más abundante es VEGF165 (Ferrara, 2004), que contiene 165 

aminoácidos (carece de los residuos codificados por el exón 6). Otras principales 

isoformas identificadas en humano son VEGF121 (121 aminoácidos como resultado 

de la deleción de residuos en la posición 116 por carencia de los exones 6 y 7), 

VEGF189 (no hay remoción de exones por lo que tiene 189 aminoácidos) (Leung et 

al., 1989; Tischer et al., 1991) (Figura 10 B), VEGF206 (206 aminoácidos) (Relf et 

al., 1997) y VEGF145 (no cuenta con 44 aminoácidos debido a la eliminación del 

exón 7) (Poltorak et al., 1997). Se ha encontrado que todas las isoformas se 

comportan de forma idéntica en solución, pero difieren en su habilidad para unirse 

a heparina en la matriz extracelular (Relf et al., 1997). 

 

 

Figura 11. Estructura de la proteína de VEGF. Esta representación de cintas muestra dos 
monómeros de VEGF (cinta amarilla y cinta azul) formando un  homodímero y unidos a 
uno de sus receptores (cinta verde) (Ferrara, 2004). 

 

VEGF es el mayor regulador in vivo de la angiogénesis (formación de nuevos 

vasos sanguíneos 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 intervención en 

este sistema puede proveer terapias prometedoras contra el cáncer (Folkman, 

1995). 

Se sabe que VEGF participa como un mediador central de angiogénesis en 

GBM. Se ha demostrado que la supresión de la función de VEGF inhibe el 
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crecimiento celular en este tipo de tumores y se observa una regresión en la 

formación de vasos sanguíneos (Maity et al., 2000). También se han encontrado 

concentraciones significativamente altas de VEGF en tejido proveniente de GBM 

en comparación 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 

pronóstico significativo de la progresión, recurrencia y diseminación de un tumor, 

ya que estudios in vivo e in vitro han confirmado una correlación directa entre el 

grado de tumor y la expresión 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 evolución tumoral, mientras que esto 

no se ha visto en el fluido de pacientes con astrocitomas de bajo grado de 

evolución (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 

intrínseca de tirosina cinasa (RTK) (Bazley et al., 2005). El receptor y sus ligandos 

participan en la señalización relacionada con proliferación, diferenciación, 

motilidad y sobrevivencia celular (Wang et al., 2004). EGFR es específico para el 

factor de crecimiento epidérmico (EGF) y otros miembros de la familia EGF, 

incluyendo TGF- y el factor de crecimiento parecido a EGF de unión a heparina. 

El gen de EGFR humano, también llamado ERBB1, (Figura 12) (The-UniProt-

Consortium, 2010) está localizado en el cromosoma 7p12, tiene 30 intrones, 28 

exones y abarca alrededor de 200 kb de las cuales 123 kb están contenidas en el 

intrón 1. El exón 1 es altamente rico en GC. El gen contiene varios elementos 

repetidos, incluyendo elementos nucleares interdispersos cortos (SINEs), 

elementos nucleares interdispersos largos (LINESs), así como una región rica en 

TGG/A dentro del intrón 15 y dos repetidos largos de CA en el intrón 27 (Reiter et 

al., 2001). Su región promotora tiene varias características especiales. Es de 
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aproximadamente 1.1 kb, carece de caja TATA y de caja CAAT, contiene sitios 

múltiples de inicio de la transcripción (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 unión a Sp1 (Johnson et al., 1988), esta unión es esencial 

para su activación. Análisis funcionales revelaron elementos para transcripción 

dentro del exón 1 y previo al sitio de inicio de la transcripción hacia la región 5’ 

(Haley et al., 1987), además de regiones de regulación negativa (Reiter et al., 

2001). 

 

 

Figura 12. Mapa del gen de EGFR humano. Las líneas grises en la parte superior de la 
imagen indican la posición y número de exón (1-28). La porción gris claro del exón 28 
indica la región 3’ no traducida. También se muestra con líneas de colores la posición 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 glicoproteína de un único 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 proteínas 

(The-UniProt-Consortium, 2010). 

Se ha sugerido que su actividad de tirosina cinasa es requerida para la 

internalización o degradación de los complejos ligando-EGFR (Yang et al., 1996). 

La molécula, como secuencia completa o precursora tiene 1210 aminoácidos 

(Kondo et al., 1983) y está dividida en 3 dominios. 1) El dominio N-terminal 

(codificado por los exones 2-16), que está glicosilado y es rico en cisteínas, se 

proyecta hacia afuera de la célula y contiene el sitio para la unión  a EGF y demás 

ligandos. Este dominio puede ser dividido en cuatro subdominios (I-IV), incluyendo 

dos regiones ricas en cisteínas (II y IV; codificados por los exones 5-7 y 13-16) 
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que contienen sitios para glicosilación y puentes disulfuro, los cuales determinan la 

conformación terciaria del dominio (en específico el dominio II permite la 

dimerización de EGFR); y dos regiones pobres en cisteínas (I y III), implicadas en 

la unión del ligando. 2) Un segundo dominio es hidrofóbico y está embebido en la 

membrana plasmática (codificado por exón 17). 3) El dominio C-terminal 

intracelular, que tiene un sitio ininterrumpido de tirosina cinasa (codificado por los 

exones 18-24) y múltiples sitios de autofosforilación/transfosforilación agrupados 

hacia el extremo 3’ (exones 25-28). La región que abarca del aminoácido 977 al 

1022 está involucrada en la internalización 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). 

 

 

Figura 13. Esquema de la estructura de la proteína de EGFR. El número de aminoácidos 
que corresponden a cada dominio y subdominio se muestra debajo de la estructura. NH2: 
extremo amino terminal, COOH: extremo carboxilo terminal, I-IV: subdominios del dominio 
N-terminal, TM: dominio transmembranal, TK: dominio de tirosina cinasa (Kuan et al., 
2001). 

 

El dominio embebido en la membrana plasmática al igual que el dominio C-

terminal es homólogo 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 aminoácidos codifican para el péptido señal. La isoforma 1, 

la más importante y comúnmente referida sólo 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 señal tiene 1186 aminoácidos y pesa 

alrededor de 170 kDa (Kuan et al., 2001). Su región extracelular cuenta con 621 

aminoácidos (25-645), la región transmembranal es de 23 aminoácidos (646-668), 

mientras que la región intracelular tiene 542 aminoácidos (669-1210) (Figura 13). 

La isoforma 2 presenta 10 exones, mRNA de aproximadamente 1800 pb, 405 
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aminoácidos incluyendo el péptido señal, pesa aproximadamente 45 kDa, puede 

actuar como antagonista de la acción 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 aminoácidos. La isoforma 4 contiene 20 exones, 

mRNA de aproximadamente 2400 pb, pesa alrededor de 69 kDa y presenta 628 

aminoácidos (Krieg et al., 1992; Reiter et al., 2001; The-UniProt-Consortium, 

2010). 

La unión del ligando al receptor induce homodimerización o 

heterodimerización (con otros miembros de la familia de receptores con actividad 

de cinasa, como Erb-2 en cáncer de ovario) del receptor (Kuan et al., 2001), 

autofosforilación de residuos de tirosinas e internalización del complejo EGFR-

ligando. Una vez que el receptor ha sido activado e internalizado, sirve como sitio 

de unión para reclutar moléculas transductoras de señales y fosforilar sustratos 

citoplásmicos, tales como Ras y MAPKs, con lo que se pueden activar vías que 

producen diversas respuestas celulares, incluyendo cambios en la expresión de 

genes, rearreglos del citoesqueleto, efectos antiapoptóticos, estimulación de 

síntesis de DNA y un incremento en la proliferación y diferenciación celulares 

(Pruitt et al., 2007) (Figura 14). 

 

 

Figura 14. Representación general de la dimerización inducida por ligando y del proceso 
de activación de EGFR (Zhang et al., 2006). 
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El nivel de expresión del gen de EGFR varía entre tipos celulares normales y 

transformados. Está amplificado en carcinoma de próstata, en células humanas 

A431 de carcinoma de epidermis, en varias líneas derivadas de carcinoma de 

células escamosas humanas (Johnson et al., 1988) y en GBM (Furnari et al., 

2007). Además se sabe que la activación desregulada de EGFR actúa de forma 

oncogénica, estimulando el crecimiento y diseminación de las células cancerosas 

(Viana-Pereira et al., 2008). 

En un estudio de varias series de líneas celulares derivadas de GBM se 

encontró de forma consistente un alto incremento en el mRNA de EGFR, hecho 

que no fue visto en astrocitomas de grado III ni de bajo grado de evolución tumoral 

(Godard et al., 2003; Henn et al., 1986; Sallinen et al., 1999). 

Formas aberrantes de EGFR no son comúnmente encontradas en 

astrocitomas de bajo grado de evolución, sin embargo, se encuentra 

frecuentemente sobrexpresado en GBM, casi siempre debido a la amplificación del 

gen, aunque mutaciones son también comunes. En general, estas mutaciones 

producen un receptor truncado, con una baja prevalencia de mutaciones puntuales 

en la proteína. Además, diferentes mutaciones en EGFR pueden estar presentes 

en el mismo GBM y pueden resultar en la activación constitutiva del receptor. En 

general, la amplificación de EGFR se ha encontrado en aproximadamente 30-50% 

de los casos de GBM y 90% de estos muestran sobrexpresión de la proteína. 

De las mutaciones en EGFR se conocen cinco principales formas deletadas: 

EGFRvI, EGFRvII, EGFRvIII, EGFRvIV y EGFRvV, de las cuales, EGFRvIII (145 

kDa y deleción de los exones 2-7) es la más comúnmente encontrada en GBM 

(60-70%), seguida de EGFRvII (deleción de los exones 14 y 15) y EGFRvV (forma 

truncada en el aminoácido 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 proteína y 

el gen de EGFR y a su importancia en el desarrollo de GBM, han sido 

desarrolladas varias estrategias para disminuir su expresión y señalización, por 

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

 

Se conoce que la P4 regula la expresión de diferentes genes, por ejemplo, se 

ha reportado que la expresión de VEGF y EGFR es regulada por la P4, 

principalmente en líneas celulares y muestras biológicas de cáncer de mama y 

útero (Kazi et al., 2007; Xu et al., 2006). 

Se ha determinado que la expresión de VEGF aumenta con P4 en las líneas 

celulares de cáncer de mama BT-474 y HCC-1428 (Liang et al., 2005) y en la línea 

celular de adenocarcinoma endometrial Ishikawa (Mueller et al., 2003). En la línea 

celular de cáncer de mama T47D, VEGF es inducido de 3 a 4 veces por P4 de 

manera dosis dependiente y suprimida por su antagonista RU486. 

Las progestinas también inducen la expresión de VEGF en útero de ratón y, 

al igual que en cáncer de mama, se ha visto que el efecto observado es bloqueado 

por RU486 (Hyder et al., 2000). 

También se ha visto un incremento en la expresión de VEGF causado por 

progestinas sintéticas (por ejemplo, acetato de medroxiprogesterona, norgestrel y 

R5020), a nivel de mRNA y de la proteína en la línea celular T47D (Hyder et al., 

1998) y del contenido de proteína en cultivos de células epiteliales de endometrio 

(Classen-Linke et al., 2000). 

Además, se ha reportado que en presencia de P4 aumenta la expresión de 

VEGF a nivel de la proteína 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 vías de señalización implicadas en cáncer de 

mama, incluidos los miembros de la familia EGFR y sus ligandos; las células de 

cáncer de mama tratadas con progestinas son mucho más sensibles a la 

proliferación inducida por EGF. Así, la P4 puede actuar principalmente al 

sensibilizar las células de cáncer de mama a este factor de crecimiento y señales 

de citocinas (Lange et al., 2009). 

Se ha encontrado que el tratamiento con progestinas sintéticas aumenta la 

expresión de EGFR a nivel de mRNA, en la línea celular Ishikawa (Zhao et al., 
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2007) y de manera tiempo y dosis dependiente en la línea celular T47D (Murphy et 

al., 1988). Asimismo, se ha encontrado que las progestinas potencian los efectos 

de EGF mediante la regulación a la alta de EGFR en la superficie celular de 

células de cáncer de mama (Lange et al., 1998). 

El contenido de EGFR también se ha visto aumentado de forma dosis 

dependiente a causa de tratamiento con P4 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 expresión 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 expresión de estos genes 

en cáncer de mama; sin embargo, se desconoce si esta hormona modifica la 

expresión de VEGF y EGFR en líneas celulares derivadas de astrocitomas 

humanos, por lo que en este trabajo se determinó la regulación por P4 de la 

expresión del mRNA y el contenido de la proteína de VEGF y de EGFR, así como 

la participación del RP en estos procesos, en líneas celulares derivadas de 

astrocitomas humanos de grado III (U373) y grado IV (D54) de evolución tumoral. 

 

6. HIPÓTESIS 

 

 Si la P4 participa en la regulación de la expresión de VEGF y EGFR en las 

líneas celulares derivadas de astrocitomas humanos U373 y D54 a través de la 

interacción con su receptor, entonces el tratamiento con esta hormona modificará 

su expresión y el RU486, antagonista del RP, bloqueará los efectos de la P4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  OBJETIVOS 

                                                                                                                                                32 

7. OBJETIVOS 

 

7.1. Objetivo general 

 

Estudiar el efecto de la P4 y la participación del RP en la regulación de la 

expresión de VEGF y EGFR en las líneas celulares derivadas de astrocitomas 

humanos U373 (grado III) y D54 (grado IV). 

 

7.2. Objetivos particulares 

 

1) Conocer el efecto de la P4 sobre la expresión de VEGF y de EGFR a nivel 

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

grado II y grado IV, respectivamente. 

 

2) Analizar el efecto de la P4 sobre el contenido de la proteína de VEGF y de 

EGFR en las líneas celulares derivadas de astrocitomas humanos U373 y D54. 

 

3) Determinar si los efectos de la P4 y el RU486 sobre la expresión de VEGF 

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

 

4) Establecer la participación del RP en la regulación de la expresión de 

VEGF y EGFR en las líneas celulares U373 y D54 mediante el tratamiento con 

RU486. 
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8. METODOLOGÍA 

 

8.1. Cultivo celular 

 

Las líneas celulares de astrocitomas humanos U373 (grado III) 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% CO2 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 contó el número de células en un 

hemocitómetro (cámara 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, KCl 2.7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 2 mM), se cambió 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 participación del RP en 

la expresión de VEGF y EGFR, las células recibieron los siguientes tratamientos 

durante 6, 12, 24 y 48 h para los estudios de la expresión del mRNA y durante 12 

y 24 h para los estudios del contenido de proteína: vehículo (V), ciclodextrina al 

0.02% en agua estéril; P4 (10 nM) acoplada a ciclodextrina; RU486 (10 M), 

antagonista de P4; y tratamiento conjunto de P4 (10 nM) + RU486 (10 M) 

(Gonzalez-Agüero et al., 2007). 

Al terminar los tiempos de tratamiento, a las células se les realizaron dos 

lavados con PBS frío (4°C) y a cada caja de Petri conteniendo a las células se le 

agregaron los reactivos necesarios para la extracción de RNA total o proteínas, 

como se señala a continuación. 
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8.2. Extracción de RNA total 

 

Para determinar el perfil de expresión 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 

agregó 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 vórtex por 5 segundos. A continuación se agregaron 200 μL 

de cloroformo, se agitaron en vórtex, se incubaron en hielo durante 5 min y se 

centrifugaron a 14,000 rpm por 15 min a 4°C. Pasado el tiempo de incubación se 

obtuvieron dos fases: una inferior de color rojo compuesta por fenol-cloroformo en 

la cual quedaron las proteínas y una acuosa incolora en la parte superior, fase en 

la cual quedó el RNA, mientras que el DNA se mantuvo en la interfase. 

Posteriormente, se precipitó el RNA, para lo cual se transfirió la fase acuosa 

a otro tubo eppendorf de 1.5 mL, se agregó isopropanol en un volumen 

equivalente al extraído 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. El RNA se observó en una pastilla de color blanco amarillento. Después se 

retiró el sobrenadante de las muestras mediante decantación, se realizó un lavado 

con 1 mL de etanol al 75% en agua con DEPC al 0.1% y agitación en vórtex 

durante 30 segundos, fueron centrifugadas a 7,500 rpm durante 8 min a 4°C y el 

sobrenadante se decantó. En seguida se realizó 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 eliminó 

todo el sobrenadante y se secó la pastilla formada de cada muestra. Finalmente el 

RNA se resuspendió en aproximadamente 50 L de agua con DEPC. 

La cantidad de RNA extraído se cuantificó espectrofotométricamente a 260 y 

280 nm. Para conocer las condiciones del RNA extraído, éste se analizó en geles 

de agarosa al 1% en condiciones desnaturalizantes con formaldehído 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, 

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

 

8.3.1. Oligonucleótidos 

 

Para amplificar fragmentos de los genes de VEGF, EGFR y del RNA 

ribosomal 18S (control de carga) mediante la técnica de RT-PCR, se diseñaron 

oligonucleótidos 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 más adecuadas fueron sintetizadas y se 

muestran a continuación: 

 

 VEGF 

Sentido 5’ - CTTCGCTTACTCTCACCTGCTT - 3’ 

Antisentido 5’ - CAACCACTCACACACACACAAC - 3’ 

Tamaño y región del producto amplificado: 243 pb; parte del exón 8 

 EGFR 

Sentido 5’ - AGCTATGAGATGGAGGAAGACG - 3’ 

Antisentido 5’ - GGATCCAGAGGAGGAGTATGTG - 3’ 

Tamaño  y región del producto amplificado: 224 pb; parte del exón 8 

 18S 

Sentido 5’ - AAACGGCTACCACATCCAAG - 3’ 

Antisentido 5’ - CCTCCAATGGATCCTCGTTA - 3’ 

Tamaño del producto amplificado: 150 pb 

 

8.3.2. Síntesis de DNA complementario (cDNA) 

 

Se agregaron los siguientes componentes en un tubo eppendorf (volúmenes 

para una reacción): 1 μL de oligo (dT)12-18 (500 μg/mL; Invitrogen), 1 μL dATP, 1 

μL dTTP, 1 μL dGTP, 1 μL dCTP, 2 μg de RNA total y agua destilada estéril (el 

volumen necesario para tener un total de 12 μL). La mezcla se incubó a 65°C 

durante 5 min y se mantuvo en hielo. 
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Posteriormente se añadieron 4 μL de buffer para primera hebra 5X 

(Invitrogen), 2 μL de DTT 0.1 M (Invitrogen), 1 μL de RNasa OUT (40 unidades/L; 

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

Transcurrido este tiempo se añadió 1 μL (200 unidades) de la enzima 

SuperScriptTM II RT / MMLV-RT (Invitrogen) y la muestra se incubó a 42°C durante 

50 min. Para inactivar la reacción se calentó a 70°C durante 15 min. 

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

agregaron los 2 L de RNA total. 

 

8.3.3. PCR 

 

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

amplificación de fragmentos de VEGF y EGFR, se realizó una curva de 20, 25, 30, 

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

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

 

Para una reacción de amplificación se utilizaron los siguientes componentes: 

 

Buffer de PCR II 10X (Tris-HCl 200 mM pH 8.4 y KCl 500 mM)............... 2.5 L 

MgCl2 25 mM............................................................................................. 1.2 L 

dATP (10 mM)........................................................................................... 1 L 

dTTP (10 mM)............................................................................................ 1 L 

dGTP (10 mM)........................................................................................... 1 L 

dCTP (10 mM)........................................................................................... 1 L 

Oligonucleótido sentido (15 M)................................................................ 0.85 L 

Oligonucleótido antisentido (15 M).......................................................... 0.85 L 

Taq DNA polimerasa (5 U/L)................................................................... 0.5 L 

DNA molde (cDNA previamente sintetizado)............................................. 2 L 

Agua destilada estéril................................................................................ 13.1 L 

Volumen total 25 L 
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Se realizó un calentamiento inicial de la reacción durante 10 min a 94°C para 

asegurar la completa desnaturalización del cDNA. Posteriormente se efectuaron 

25 ciclos de amplificación 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 extensión final se llevó 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 síntesis de cDNA) y otro al que no se le agregó cDNA. 

Para normalizar las posibles diferencias en la cantidad cargada de cDNA, se 

realizó también la determinación de la expresión del gen 18S por medio de la 

técnica de RT-PCR como se describió previamente. 

Los productos de la amplificación 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 utilizó una cámara digital Kodak DC290 Zoom 

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

 

8.4. Extracción de proteínas totales 

 

Con la finalidad de determinar el contenido de la proteína de VEGF y de 

EGFR se realizó primeramente la extracción de proteínas a partir de las células 

U373 y D54, para lo cual, se les agregaron 400 L de buffer RIPA con una mezcla 

de inhibidores de proteasas (Tris-HCl 50 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, Nonidet P-

40/Tritón 1%, desoxicolato de sodio 0.5%, SDS 0.1%, EDTA 1 mM, AEBSF (amino 

etil bencenil sulfonil fluoruro) 2 mM, aprotinina 0.3 μM, bestatina 130 μM, E-64 14 

μM, leupeptina 1 μM y PMSF 100 g/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 

rpm por 15 min a 4°C, se separó el sobrenadante y fue almacenado a 4°C en 

tubos eppendorf de 1.5 mL para su posterior cuantificación y separación de las 

proteínas mediante electroforesis. 

La concentración de proteínas en el sobrenadante se determinó 

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

 

Cada muestra de proteína obtenida de las células (tomando un volumen 

correspondiente a 100 g) se mezcló con buffer de Laemmli 2X (Tris-base pH 6.8 

100 mM, azul de bromofenol al 0.1%, glicerol al 20%, SDS al 4%, -

mercaptoetanol al 10%) en una proporción proteína-buffer de 2:1 (v/v) a 4°C, se 

hirvieron durante 5 min y se depositaron en geles de poliacrilamida. Las proteínas 

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 proteínas fueron transferidas del gel a una membrana de nitrocelulosa 

(Millipore) a 70 mA, durante 2 h en una cámara semihúmeda. Posteriormente, las 

membranas se bloquearon con una solución de albúmina sérica de pollo (Sigma) 

al 1% y leche descremada en polvo al 5% en PBS durante 2 h a temperatura 

ambiente cuando la proteína a determinar fue EGFR, mientras que el tiempo de 

bloqueo para la detección 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 

dilución 1:250 (0.8 g/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 dilución de 1:5000 (0.08 

g/mL). Se utilizó un método de detección de alta sensibilidad (ECL, Amersham 

Pharmacia Biotech) para determinar la presencia de las proteínas estudiadas. Con 

este sistema, el peróxido de luminol junto con un activador son sustrato de la 

peroxidasa acoplada al anticuerpo secundario, los cuales, al reaccionar generan 

una señal de quimioluminiscencia la cual es detectada al exponer las membranas 

a placas autoradiográficas (Kodak BioMax light film). 

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

total cargada en cada pozo de los geles se realizó la determinación de -tubulina, 
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para lo cual, las membranas se bloquearon 2 h a temperatura ambiente con una 

solución de leche descremada en polvo al 10% en PBS, se incubaron con un 

anticuerpo primario anti--tubulina (Sigma T9026, Saint Louis, MO) en una dilución 

de 1:10,000 durante toda la noche a 4°C, a continuación fueron lavadas con PBS-

Tween 3 veces por 5 minutos y se incubaron 1 h con un anticuerpo secundario 

anti-ratón (IgG-HRP, Santa Cruz sc-2033) acoplado a peroxidasa en una dilución 

de 1:10,000 (0.04 g/mL). Posteriormente se utilizó el método de detección de alta 

sensibilidad descrito anteriormente. 

 

8.6. Análisis densitométrico y estadístico 

 

Las imágenes y placas obtenida fueron sometidas a un análisis 

densitométrico para cuantificar la expresión de VEGF, EGFR y -tubulina de 

acuerdo a la intensidad de cada banda, utilizando un escáner HP Scanjet G3110 y 

mediante el programa ChemiImager 4400. Para cada experimento los datos 

resultantes de VEGF y EGFR se normalizaron con los de 18S y -tubulina. 

A los datos obtenidos se les realizó un análisis estadístico a través de la 

prueba de ANOVA de una vía, seguida por una prueba de Tukey para la 

comparación entre grupos. Se utilizó el programa SPSS 13.0 para calcular los 

valores de probabilidad. 
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9. RESULTADOS 

 

En el presente trabajo se estudió el efecto de la P4 sobre los niveles de 

mRNA y proteína de VEGF y de EGFR en las líneas celulares derivadas de 

astrocitomas humanos U373 (grado III) y D54 (grado IV). 

La expresión de VEGF y EGFR y su regulación por P4 en las líneas celulares 

U373 y D54 tratadas con V (ciclodextrina al 0.02%), P4 (10 nM), P4 (10 nM) + 

RU486 (10 M) y RU486 (10 M) durante 6, 12, 24 y 48 h fue determinada a nivel 

de mRNA mediante la técnica de RT-PCR y durante 12 y 24 h a nivel de proteína 

por medio de la técnica de Western blot. 

En la Figura 15 se muestra que en la línea celular U373 la expresión 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 línea celular, no se realizó la 

determinación de la expresión de VEGF a nivel de proteína. 

En la Figura 16 se muestra que los niveles del mRNA de VEGF en la línea 

celular D54 aumentaron significativamente con el tratamiento de P4 durante 12 h y 

que este efecto fue bloqueado cuando se administró RU486 en conjunto con P4. 

Además, en la línea celular D54 el contenido de la proteína de VEGF aumentó 

significativamente con el tratamiento de P4 a las 24 h, efecto que resultó 

bloqueado con la administración conjunta de P4 + RU486 (Figura 17). 

En la línea celular U373 se determinó que, al igual que ocurre con VEGF, la 

P4 no regula la expresión del mRNA de EGFR en ninguno de los tiempos a los que 

se administraron los distintos tratamientos (Figura 18). Sin embargo, en la línea 

celular D54 se encontró que la P4 incrementó significativamente la expresión del 

RNAm de EGFR a las 12 h y este efecto fue bloqueado con el tratamiento de 

RU486 (Figura 19). Se demostró además que después de 24 h de tratamiento con 

P4, la proteína de EGFR aumentó significativamente y disminuyó con el 

tratamiento de RU486 en conjunto con P4 (Figura 20). 
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A. 

 

B. 

 

Figura 15. Expresión del mRNA de VEGF en la línea celular U373 a las 6, 12, 24 y 48 h 
de tratamiento. A) Amplificación 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 
expresión de VEGF. Imagen representativa de un experimento (12 h) realizado mediante 
la técnica de RT-PCR. B) Análisis densitométrico del efecto de los distintos tratamientos 

sobre la expresión del mRNA de VEGF. Los resultados son expresados como media  
S.E.M. 
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A. 

 

B. 

 

Figura 16. Expresión del mRNA de VEGF en la línea celular D54 a las 6, 12, 24 y 48 h de 
tratamiento. A) Amplificación 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 
expresión de VEGF. Imagen representativa de un experimento (12 h) realizado mediante 
la técnica de RT-PCR. B) Análisis densitométrico del efecto de los distintos tratamientos 

sobre la expresión del mRNA de VEGF. Los resultados son expresados como media  

S.E.M. * p  0.05 comparado con V, P4+RU y RU. 
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A. 

 

B. 

 

Figura 17. Contenido de la proteína de VEGF en la línea celular D54 a las 12 y 24 h de 

tratamiento. A) Cantidad de proteína de VEGF y -tubulina. Se presentan dos bandas, 
una de 27 kDa que corresponde a la proteína de VEGF y una segunda banda de 55 kDa 

que corresponde a la proteína -tubulina. Imagen representativa de un experimento a las 
24 h realizado mediante la técnica de Western blot. B) Análisis densitométrico del 
contenido de la proteína de VEGF de acuerdo a los distintos tratamientos administrados. 

Los datos obtenidos del análisis fueron normalizados respecto a los obtenidos para -

tubulina. Los resultados son expresados como media  S.E.M. * p  0.05 comparado con 
V, P4+RU y RU. 
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A. 

 

B. 

 

Figura 18. Expresión del mRNA de EGFR en la línea celular U373 a las 6, 12, 24 y 48 h 
de tratamiento. A) Amplificación 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 expresión de EGFR. Imagen representativa de un experimento (12 h) realizado 
mediante la técnica de RT-PCR. B) Análisis densitométrico del efecto de los distintos 
tratamientos sobre la expresión del mRNA de EGFR. Los resultados son expresados 

como media  S.E.M. 
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A. 

 

B. 

 

Figura 19. Expresión del mRNA de EGFR en la línea celular D54 a las 6, 12, 24 y 48 h de 
tratamiento. A) Amplificación 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 
expresión de EGFR. Imagen representativa de un experimento (12 h) realizado mediante 
la técnica de RT-PCR. B) Análisis densitométrico del efecto de los distintos tratamientos 

sobre la expresión del mRNA de EGFR. Los resultados son expresados como media  

S.E.M. * p  0.05 comparado con V, P4+RU y RU. 
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A. 

 

B. 

 

Figura 20. Contenido de la proteína de EGFR en la línea celular D54 a las 12 y 24 h de 

tratamiento. A) Cantidad de proteína de EGFR y-tubulina. Se presentan dos bandas, 
una de 150 kDa que corresponde a la proteína de EGFR y una segunda banda de 55 kDa 

que corresponde a la proteína -tubulina. Imagen representativa de un experimento a las 
24 h realizado mediante la técnica de Western blot. B) Análisis densitométrico del 
contenido de la proteína de EGFR de acuerdo a los distintos tratamientos administrados. 

Los datos obtenidos del análisis fueron normalizados respecto a los obtenidos para -

tubulina. Los resultados son expresados como media  S.E.M. * p  0.05 comparado con 
V, P4+RU y RU. 
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Los efectos de la P4 encontrados sobre la expresión de VEGF y EGFR en las 

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

 

Tabla 3. Efectos de P4 a nivel de mRNA y a nivel de la proteína de VEGF y EGFR en las 
líneas celulares U373 y D54. 

 

 
U373 (grado III) D54 (grado IV) 

mRNA Proteína mRNA Proteína 

VEGF Sin efecto Sin efecto 
Aumento a 

las 12 h 

Aumento a 

las 24 h 

EGFR Sin efecto Sin efecto 
Aumento a 

las 12 h 

Aumento a 

las 24 h 
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10. DISCUSIÓN 

 

Las hormonas esteroides pueden regular muchos procesos biológicos a 

través de la unión con sus receptores intracelulares (Henley et al., 2005), los 

cuales, mediante la activación de vías de señalización o mediante su función de 

factores de transcripción pueden causar el aumento o disminución de la expresión 

de genes blanco (Boonyaratanakornkit et al., 2008; Misiti et al., 1998). Cuando los 

receptores actúan como factores de transcripción, para mediar los efectos 

transcripcionales de las hormonas esteroides, se unen a secuencias específicas 

en el DNA e interactúan con la maquinaria de transcripción basal al igual que con 

otras proteínas como son los correguladores (Beato et al., 1996). 

Se sabe que las hormonas esteroides como la P4, además de estar 

involucradas en procesos fisiológicos, participan en procesos patológicos como la 

tumorigénesis (Camacho-Arroyo et al., 2000). Por otro lado, es conocido que los 

factores de crecimiento también pueden inducir proliferación en células normales y 

cancerosas, el mecanismo preciso por el cual se da el desarrollo de cáncer es 

desconocido. Sin embargo, existe evidencia de que el cáncer es resultado de 

cambios genéticos graduales que resultan en la inactivación de genes supresores 

de tumores y la activación de protooncogenes. Estos últimos, una vez 

transformados resultan en oncogenes que codifican para diversas proteínas 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 regulación, es importante para su establecimiento como blancos terapéuticos 

(Hernández 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, están los 

astrocitomas. Se ha sugerido que la P4 participa en el desarrollo de estos últimos y 

que los efectos de la hormona pueden estar mediados por el RP (Carroll et al., 
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1993; Gonzalez-Agüero et al., 2001). También se ha demostrado que la P4 

aumenta la proliferación celular en las líneas celulares U373 (grado III) y D54 

(grado IV) derivadas de astrocitomas humanos, mientras que el tratamiento con un 

antagonista, RU486, bloquea el efecto de P4 (Gonzalez-Agüero et al., 2007). 

En el presente trabajo se determinó el efecto de la P4 y de su antagonista 

RU486 sobre la regulación de la expresión de VEGF y EGFR en líneas celulares 

derivadas de astrocitomas humanos U373 y D54 mediante las técnicas de RT-

PCR y Western blot. 

Los resultados obtenidos muestran que, en la línea D54, la P4 regula 

positivamente la expresión de VEGF. Se observó un aumento significativo de su 

mRNA a las 12 h de tratamiento, mientras que la administración de RU486 

bloqueó este efecto, por lo que se puede sugerir que la regulación por P4 está 

mediada por el RP. Este efecto se vio reflejado a nivel de la proteína, ya que se 

observó 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 bloqueó su efecto. Existen 

varios reportes en los que, de manera similar a este trabajo, se observa que la P4 

incrementa la expresión del mRNA y/o de la proteína de VEGF en útero de ratón 

(Hyder et al., 2000) y en las líneas celulares de cáncer 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 transcripción del gen de 

VEGF aumenta significativamente con el tratamiento de la progestina R5020, 

mientras que, con el tratamiento conjunto de P4 con antagonistas como RU486 o 

ZK299 no se observa un incremento en la transcripción del gen (Mueller et al., 

2003). Asimismo, se ha determinado que la P4 induce la expresión de VEGF en 

endometrio de primate (Greb et al., 1997). 

Se ha propuesto que una posible forma mediante la cual la P4 regula la 

expresión de VEGF es a través de un mecanismo de acción genómico o clásico 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 región 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 línea celular D54, se determinó que la expresión de 

EGFR está regulada positivamente por P4, ya que el tratamiento con esta hormona 

incrementó significativamente su mRNA a las 12 h y este efecto se observó 

bloqueado por RU486. Al igual que en VEGF, el contenido de la proteína de EGFR 

aumentó de forma significativa a las 24 h de tratamiento con P4, efecto que fue 

bloqueado por RU486, lo que sugiere que su regulación por P4 se lleva a cabo por 

medio del RP. Este aumento de la proteína a las 24 h de tratamiento refleja los 

cambios observados a nivel del mRNA de EGFR a las 12 h. Estos resultados 

coinciden con otros reportes en los cuales se ha descrito que, en la línea celular 

T47D y en células estromales de endometrio, la P4 incrementa la expresión a nivel 

del mRNA y del contenido de EGFR, además de haberse demostrado que la 

inducción 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 expresión 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 regulación de la transcripción de genes blanco de P4 que presentan 

ERP en su secuencia promotora, o puede unirse indirectamente al DNA mediante 

su asociación con otros factores de transcripción que se unen de forma directa, 

incluyendo a Sp1 y a la proteína activadora (AP1), para regular la transcripción de 

genes blanco de P4 que carecen de ERP en su región promotora (Jacobsen et al., 

2005; Lockwood et al., 2000). 

Se ha sugerido un mecanismo de acción a través del cual la P4 puede regular 

la expresión de EGFR. En éste, se considera el hecho de que, aunque el promotor 

de EGFR no contiene ERP, sí presenta sitios de unión a Sp1 donde el RP puede 

asociarse. La P4 unida al RP que se encuentra en citoplasma activa la vía de 

señalización de c-Src y MAPK y a su vez se induce fosforilación de la isoforma B 

del RP nuclear (en la serina 345). Una vez fosforilada, se promueve su activación 
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y unión con el factor Sp1 en la región promotora del gen de EGFR, lo cual 

finalmente aumenta la transcripción de este gen (Figura 21). 

 

 

Figura 21. Mecanismos de acción propuestos para la regulación de P4 sobre la expresión 
VEGF y EGFR (Faivre et al., 2008; Liang et al., 2005; Mueller et al., 2003). 

 

De forma contraria a lo ocurrido en la línea celular D54, los resultados 

obtenidos en la línea celular U373 mostraron que no se lleva a cabo regulación de 

la expresión del mRNA ni de la proteína 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 línea celular de grado IV, pero no en la de grado III, puede ser 

correlacionado con varios factores. Inicialmente, se debe recordar que el grado 

histológico de un tumor se refiere a su grado de diferenciación o semejanza que 

tengan o no las células del tumor con las células normales del mismo tipo de 

tejido, además de que a mayor grado de evolución las células presentan mayor 

desdiferenciación y por consiguiente, una expresión diferencial de proteínas que 

conllevan a una malignidad mayor (American-Joint-Committee-on-Cancer, 2010). 

Asimismo, se puede correlacionar con la expresión de las isoformas del RP y de 

coactivadores en líneas celulares de astrocitomas humanos. Se ha determinado 

que en la línea celular U373 la isoforma B del RP es la predominante (RPB:RPA 
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3:1), mientras que en la línea 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 

transcripción comparado con RP-A (Cabrera-Muñoz et al., 2009). Lo anterior es 

importante porque las isoformas pueden regular diferentes genes blanco de P4 y 

esto podría estar involucrado en la regulación diferencial de VEGF y EGFR por P4 

en estas líneas celulares. De igual forma, esta regulación diferencial podría verse 

influenciada por la expresión del coactivador SRC-1 ya que éste interviene en la 

remodelación de la estructura de la cromatina para favorecer la actividad 

transcripcional del RP (Tung et al., 2006) y en la línea celular D54 se ha 

determinado que la P4 aumenta significativamente la expresión de SRC-1 

(Hernandez-Hernandez et al., 2010); esto es relevante porque el coactivador 

podría también aumentar la transcripción de genes blanco de P4. 

Finalmente, es importante mencionar que tanto la angiogénesis como la 

proliferación celular son procesos esenciales en el desarrollo de un tumor, que 

entre sus mediadores clave se encuentran VEGF y EGFR y que estos procesos 

están implicados en el aumento del grado de evolución tumoral (Willett et al., 

2004). Específicamente para el caso de la angiogénesis, etapa limitante en el 

crecimiento de las células cancerosas y metástasis, ésta permite que el tumor 

tenga acceso el oxígeno y los nutrientes esenciales. Sin vasculatura, un tumor no 

puede crecer más allá de 1 a 3 mm, ya que la única manera mediante la que 

puede acceder al oxígeno y los nutrientes es por difusión (Bergers et al., 2003). 

Por otro lado, se ha visto que cuando hay un aumento en la expresión de 

EGFR, se presenta una incontrolada proliferación celular, lo cual es característico 

del cáncer. Además, EGFR puede participar también en la angiogénesis, invasión 

y metástasis (Woodburn, 1999) debido a la capacidad de este receptor para 

activar vías de señalización que derivan en la transcripción 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 líneas celulares de alto grado de 

evolución tumoral respecto a otras de menor grado. 
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11. CONCLUSIONES 

 

 La P4 regula positivamente la expresión del mRNA y de la proteína de 

VEGF y EGFR en la línea celular D54 derivada de astrocitomas humanos de 

grado IV, pero no en la línea celular U373, de grado III. 

 

 El efecto de la P4 sobre la regulación de la expresión de VEGF y EGFR está 

mediado por el RP. 

 
 El incremento en la expresión de VEGF y EGFR mediado por la activación 

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

 

13.1. Estandarización de condiciones para PCR 

 

A.       D. 

    

 

B.       E. 

    

 

C.       F. 

    

 

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

U373 y D54 

 

A. 

 

B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 23. Expresión del mRNA de VEGF y EGFR en las líneas celulares U373 y D54 a 
6, 12, 24 y 48 h sin tratamiento. A) Análisis densitométrico de la expresión de VEGF. B) 
Análisis densitométrico de la expresión de EGFR. Los resultados son expresados como 
media ± S.E.M. 
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