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1. Resumen

La progesterona es una hormona esteroide derivada del colesterol que
participa en la regulacién de diversos procesos en el organismo y en el crecimiento
de tumores cerebrales como los astrocitomas. La progesterona ejerce su accion a
través de sus receptores intracelulares (RP), los cuales son factores de
transcripcion que regulan la expresion de diversos genes. La fosforilacion del RP
en sitios especificos regula su actividad transcripcional y su degradacion. Distintos
trabajos han demostrado la participacion de diferentes cinasas en la fosforilacion
del RP en 15 sitios. A través de un analisis in silico utilizando el programa
KinasePhos, se ha detectado que el residuo serina 400 (Ser400) podria ser
fosforilado por la Proteina Cinasa C (PKC). En experimentos previamente
realizados en el laboratorio se determind que el tratamiento durante 5 minutos con
el éster de forbol TPA (activador de PKCs), aumento la fosforilacion en este residuo
del RP.

En el presente trabajo se determinaron las isoformas de PKC que participan
en la fosforilacion del RP en la Ser400. Utilizando siRNAs se inhibi6 la expresiéon de
las isoformas a, 8 y € de PKC (PKCa, PKCd y PKCg) en células derivadas de
astrocitomas humanos grado Il (U373). Mediante citometria de flujo se identifico
que PKC a y & participan en esta fosforilacion. Posteriormente, se estudio la
asociacion de PKCa y PKCd con el RP y el RP fosforilado en la Ser400, a través
de la técnica de coinmunoprecipitacion. Los resultados mostraron una asociacion
basal para PKCa con ambas isoformas del RP, que incrementdé después del
tratamiento con TPA durante 5 minutos. Para RP-B este efecto diminuyé a los 10
minutos, mientras que para RP-A, se mantuvo hasta los 60 minutos. En el caso de
la asociacion del RP fosforilado en la Ser400 con PKCa, se observé para ambas
isoformas una asociacion basal que incrementd soélo para RP-B a los 5 minutos de
tratamiento con TPA. Para la asociacion de PKCd con las isoformas del RP sélo se
observo asociacion basal con RP-B, la cual increment6 a los 60 minutos de
tratamiento con TPA. Este incremento en la asociacion también se observo entre
PKC?d y el RP-B fosforilado en la Ser400.



Finalmente, se determind la localizacién intracelular de PKCa y el RP, a través
de una inmunofluorescencia. Se observd que basalmente PKCa y el RP se
encuentran tanto en citoplasma como en nucleo, y que después del tratamiento con
TPA durante 5 minutos PKCa migra al nucleo e incrementa la colocalizaciéon de

ambas proteinas en el espacio perinuclear.



2. Introduccion

La progesterona participa en la regulacion de multiples procesos en los
mamiferos, entre los que se encuentran la ovulacion, la conducta sexual, el
embarazo y la excitabilidad neuronal. Por otro lado, la progesterona desempefia un
papel importante en procesos patolégicos como el cancer, particularmente participa

en el crecimiento de algunos tumores cerebrales, como los astrocitomas.

Los astrocitomas son los tumores primarios del Sistema Nervioso Central mas
comunes en adultos, se derivan de células gliales y tienen un alto potencial de
malignidad. Los pacientes que presentan este tipo de tumores tienen una baja

sobrevida.

Esta hormona lleva a cabo muchas de sus acciones a través de su interaccion
con su receptor intracelular (RP). EI RP es un factor de transcripcion activado por
ligando, el cual es susceptible a modificaciones post-traduccionales como la

fosforilacion, que regulan su actividad transcripcional y su degradacion.

El RP puede ser fosforilado por diferentes cinasas como la caseina cinasa |,
la cinasa 2 dependiente de ciclina por las proteinas cinasas asociadas a mitdgenos
y la cinasa de la glicogeno sintasa-3[3. A través de estudios in silico se ha detectado
que el RP también podria ser fosforilado por la proteina cinasa C (PKC) en el
residuo serina 400 (Ser400).

Las PKCs son una familia de serina/treonina cinasas que tienen un papel
crucial en la regulacion de procesos celulares fundamentales como el metabolismo,
la proliferacién celular, la diferenciacion celular, la sobrevivencia, la migracion o la
angiogénesis. Diferentes isoformas de PKC se han asociado a diferentes tipos de
cancer como el de colon, pulmdén, mama, prostata y cerebro. En gliomas las PKCs
a, & y € se han asociado a procesos invasivos y apoptéticos, asi como al aumento
en la expresion de oncogenes. En células U373 (derivadas de astrocitomas

humanos) se han detectado las isoformas a, & y € de la PKC.



En experimentos previamente realizados en el laboratorio, se detectd que
después de la activacion de PKCs por el tratamiento con un éster de forbol, la

fosforilacion en la Ser400 del RP en células U373 aumento.

A pesar de que ya se ha estudiado el efecto proliferativo de la progesterona
en lineas celulares de astrocitomas y que al activar PKCs se aumenta la
fosforilacién del RP en la Ser400, hasta el momento se desconocen las isoformas

de PKCs que participan en la fosforilacién del RP.



3. Antecedentes

3.1 Estructura y funcién de la progesterona

La progesterona (P4) es una hormona esteroide de 21 atomos de carbono
derivada del colesterol que se sintetiza en las células del cuerpo luteo, la corteza
adrenal, la placenta y en neuronas y células gliales del Sistema Nervioso Central
(SNC) (Graham y Clarke, 1997; Zwain y Yen, 1999).

La sintesis de P4 esta regulada por hormonas como la luteinizante, la
hormona estimulante de los foliculos, las prostaglandinas y la adrenalina (Graham
y Clarke, 1997).

La sintesis de la P4 se da por medio de la conversién del colesterol a
pregnenolona, y posteriormente la conversiéon de ésta a P4 (Fig. 1). Estos procesos
se llevan a cabo por medio de distintas enzimas localizadas en los tejidos u

organos citados anteriormente.

a Colesterol b Pregnenolona C Progesterona
(;Hq CHn
C=0 C=0
2
—_—
N /,

Figura 1. Biosintesis de la P4. La biotransformacion de colesterol a P, implica dos cambios
estructurales en la molécula: de colesterol (a) a pregnenolona (b) y de esta ultima a progesterona
(c). Enzimas implicadas: 1) 20,22 esteroide liasa; 2) 33-hidroxi-esteroide deshidrogenasa (Basada

en Gore-Langton et al., 1988).



Una vez que la P4 y sus metabolitos han llevado a cabo su funcion en el
organismo, la P4 es convertida a 5a-dihidroproegesterona, metabolito susceptible a
una reduccion y convertido a 3a,5a-tetrahidroprogesterona. Ademas puede ser
convertida a 20a-hidroxiprogesterona, la cual también posee actividad bioldgica, que
puede ser similar o diferente a la de la P4. Posteriormente, en elhigado la P4 se
convierte a pregnandiol, el cual se conjuga con acido glucuronico y se excreta en la
orina (Ganong, 2006).

La P4 participa en la regulacion de multiples procesos en los mamiferos entre
los que se encuentran la ovulacion, la conducta sexual, el embarazo, el crecimiento
y diferenciacion del endometrio uterino y de las glandulas mamarias. Esta hormona
también participa en procesos no reproductivos como la excitabilidad neuronal, la
ventilacion pulmonar, el dolor y el sueno. En el sistema nervioso regula funciones
como la excitabilidad neuronal, procesos de aprendizaje y memoria, la plasticidad
cerebral, el suefo, la proteccion al dafo neuronal y la neuroregeneracion.
(Camacho-Arroyo et al.,, 1995; Genazzani et al., 2000; Gonzalez-Arenas et al.,
2003).

En diversos modelos de dafio cerebral realizados en ratones, gatos y ratas se
ha observado que la P4 posee efectos neuroprotectores contra agentes
neurotoxicos como el acido okadaico y a procedimientos traumaticos como la
isquemia (Callier, 2001; Cervantes, 2002; Nilsen, 2002). A pesar de que la P4
reduce la peroxidacion de lipidos después de dafio traumatico cerebral en rata, su

mecanismo de neuroproteccidén no esta completamente dilucidado.

Se ha descrito que la P4 modula la actividad de diferentes neurotransmisores como
la del acido gama-aminobutirico (GABA), del glutamato, de la acetilcolina, de la
dopamina, de la noradrenalina y de la serotonina (Melcangi et al., 2001; Engel y
Grant, 2001). En general se ha observado que la P4 disminuye la excitabilidad
neuronal aumentando la actividad de GABA o modulando la del glutamato
(Melcangi et al., 2001; Engel y Grant, 2001). De hecho, la P4 tiene efectos
anestésicos en diferentes especies y posee actividad anticonvulsiva tanto en

modelos experimentales como en humanos (Beyenburg et al., 2001).



La P4 también desempefia un papel importante en procesos patoldgicos
como el cancer. Se ha demostrado que la P4 es un regulador clave en el desarrollo
y progresion de canceres relacionados con el sistema enddécrino, especialmente los
del aparato reproductor. La proliferacién de muchos tipos de células cancerigenas

esta bajo el control de lal P4.

Los mecanismos relacionados con los efectos proliferativos de la P4 en el
ciclo celular han sido estudiados principalmente en células de cancer de mama
humano, como la linea celular T47D. En estudios realizados en esta linea, se ha
observado que la P4 induce la progresion del ciclo celular a través de la induccidn
de la expresion de genes asociados con la regulacion de dicho ciclo como las
ciclinas (Sutherland et al., 1998), factores de crecimiento como el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a)
(Murphy et al.,, 1986), asi como protooncogenes asociados con la actividad
proliferativa como c-myc y c-fos (Musgrove et al., 1991). Los efectos antes
mencionados pueden ser bloqueados por el compuesto RU486, el cual es un

antagonista del RP.

La expansién de los tejidos tumorales requiere de nuevos vasos sanguineos
para su desarrollo. Se ha reportado que progestinas naturales y sintéticas usadas
como anticonceptivos orales o en terapias de reemplazo hormonal, inducen la
expresion de genes involucrados en la angiogénesis como VEGF (factor de
crecimiento del endotelio vascular) y EGFR (receptor del factor de crecimiento

epidérmico) en células T47D a través del RP.

La P4 y sus receptores influyen en la proliferacion de células derivadas de
astrocitomas tanto in vitro como in vivo (German-Castelan L., en preparacién). En
el apartado 3.4.1 RP y astrocitomas, se profundizard mas sobre el papel de la P4 y

el RP sobre este tipo de tumores.



3.1.1 Mecanismos de accion de la progesterona

La P4 actua en sus células blanco a través de dos mecanismos principales
denominados gendmico (clasico) y no genodmico (membranal). El primero involucra
la interaccién de la P4 con receptores intracelulares especificos, denominados RP,
y esta relacionado con los efectos a largo plazo de la P4; mientras que el segundo
requiere de la interaccion de la hormona con receptores membranales, canales
idnicos, o bien con receptores intracelulares que activan cascadas de fosforilacion
como la de las proteinas cinasas activadas por mitogenos (MAPKs) (Fig. 2)
(Camacho-Arroyo et al., 2003; Camacho-Arroyo et al., 1995; Schumacher et al.,
1999; Dressing et al., 2009).

La mayoria de los efectos de la P4 sobre la proliferacion, la diferenciacion y la
muerte celular estan mediados por sus receptores intracelulares (RP) (Camacho-
Arroyo et al., 2003), los efectos ocurren de la siguiente manera: la P4 ingresa a la
célula por difusidn simple; ya en el nucleo se une al RP que previamente se
encontraba unido a proteinas chaperonas (proteinas de choque térmico). La unién
de la P4 al RP provoca un cambio conformacional en éste que lo separa de las
proteinas chaperonas permitiendo su dimerizacién y fosforilacion, resultando en
una estructura con alta afinidad por secuencias especificas en el ADN llamadas
elementos de respuesta hormonal (ERH) que en el caso del RP se denominan
elementos de respuesta a P4 (ERP). Posteriormente el complejo ligando-receptor
facilita el ensamblaje y la estabilizacion del complejo de preiniciaciéon de la
transcripcion en los promotores de genes regulados por la P4, favoreciendo asi la

transcripcion (Fig. 3) (Liu et al., 2001).

Dentro de las acciones no gendmicas de la P4 se encuentran la activacion de
receptores de membrana especificos, la interaccidbn en sitios alostéricos en
receptores como el receptor a GABA y diversas vias de sefalizacion que involucran
cinasas tales como las MAPKs(Camacho-Arroyo et al., 2003). Las MAPKs que se
activan en presencia de P4 son capaces de fosforilar al RP, inducir su degradacion a
través del proteosoma 26S y aumentar su actividad transcripcional (Camacho-Arroyo
et al., 2002; Lange et al., 2000).
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Figura 2. Mecanismos de accion de la P4. La P4 actia mediante dos mecanismos, el
gendémico y el no genémico. El gendmico es mediado por el RP nuclear y produce cambios en la
expresion génica. El no genédmico esta mediado por la interaccion con receptores de membrana y
canales desencadenando sefiales intracelulares.G:Proteina G, afy:subunidades de la proteina G,
PKA: Proteina Cinasa A, RP: Receptor a P4, PLC: Fosfolipasa C, IP3: Inositol Trifosfato, DAG:
Diacil glicerol, PKC: Proteina Cinasa C, PI3-K: Cinasa de Inositol Trifosfato, PTK: Proteina de

tirosina cinasa, MAPK: Proteina Cinasa Activada por Mitégenos, MEK: Cinasa de MAPK, ca’":
Calcio. (Tomada de Gonzalez-Arenas y Hernandez-Hernandez, 2011)

Dentro de las acciones no gendmicas de la P4 se encuentran la activacion de

receptores de membrana especificos, la interaccidbn en sitios alostéricos en

receptores como el receptor a GABA y diversas vias de sefalizacion que involucran
cinasas tales como las MAPKs(Camacho-Arroyo et al., 2003). Las MAPKs que se

activan en presencia de P4 son capaces de fosforilar al RP, inducir su degradacién a



través del proteosoma 26S y aumentar su actividad transcripcional (Camacho-Arroyo
et al., 2002; Lange et al., 2000).
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Figura 3. Regulacion de la expresion génica por la P4 via RP intracelular. En la forma libre, el
RP esta asociado a proteinas chaperonas como las proteinas de choque térmico HSP90 y HSP70.
Tras la unién de la P4, el RP se disocia de las proteinas chaperonas y se dimeriza con otra
molécula de RP. Posteriormente, el RP se fosforila (triangulos) y forma complejos con cofactores
como el coactivador SRC-1 (coactivador de receptores a esteroides) o el correpresor
SMRT(mediador de silenciamiento para receptores retinoides y tiroideos). EI RP interactia con
elementos de respuesta a progesterona (ERP) en la regién promotora de genes blanco de la P4 y
recluta a la maquinaria de transcripcion basal (BTM) involucrada en la expresion génica. A/B, C,D y
E son dominios del RP (Tomado de Camacho-Arroyo, 2007).

3.2 Caracteristicas del receptor a progesterona

El RP pertenece a una familia de factores de transcripcion activados por
ligando y esta compuesto por cuatro dominios (Tsai y o'Malley, 1994; Tata, 2002).

1) El dominio amino terminal (A/B) participa en la regulacion de la transcripciéon de
10



genes blanco, este es el dominio que varia para cada isoforma. 2) Dominio de
unién al ADN (C), participa en el proceso de dimerizacidn y en la union al ADN, en
este dominio se encuentran los dedos de zinc que permiten esta unién. 3) Dominio
bisagra (D) participa en procesos de estabilizacion del receptor por union a
proteinas del choque térmico y en la localizacion nuclear ya que contiene el péptido
sefal de localizacién nuclear. 4) Dominio de union al ligando (E) Participa en la

interaccién con el ligando y en la regulacion de transcripcion (Fig 4).

bt ! T T

AF3 IF AF-1 NLS LBD
DBD Hsp90 AF-2
Transactivacion Dimerizacion Correguladores

Figura 4. . Representacion esquematica de los dominios del RP. El receptor consta de cinco
dominios denominados de la A a la E. Los numeros 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 traduccién de las dos isoformas. El dominio (A/B) se encuentra en el extremo amino terminal y
tiene dos funciones de activacion (AF) y una funcién de inhibicion (IF) que participan en la
regulacion de la transcripcién de los genes blanco. El dominio C contiene el dominio de dimerizacién
y el dominio de unién al ADN (DBD) que se caracteriza por tener dos dedos de zinc. EI dominio D
tiene las secuencias de localizacion nuclear (NLS) y la de unién a chaperonas (Hsp90). El dominio E
tiene la region de union al ligando (LBD), la de unién a correguladores y hacia el extremo carboxilo
terminal tiene una funcion de activaciéon (AF-2). Los numeros indican las posiciones de los
aminoacidos que delimitan el inicio y término de cada dominio. (Modificada de Camacho-Arroyo y

Rodriguez-Dorantes, 2006).

11



3.2.1 Isoformas del RP

En el ser humano se han caracterizado dos isoformas del RP denominadas RP-
A (94kDa) y RP-B (116) (Camacho-Arroyo et al., 2009)

Ambas isoformas son codificadas por el mismo gen, que en humanos esta
comprendido por 8 exones, localizado en el cromosoma 11922-23, sin embargo,
estan regulados por diferentes promotores (Conneely et al., 1989; Misrahi et al.,
1993; Kastner et al., 1990). La diferencia entre RP-B y RP-A se debe a la presencia
de 164 aminoacidos en el extremo amino terminal del RP-B. Este segmento es
conocido como BUS (por sus siglas en inglés: B-receptor upstream segment).

(Conneely y Jericevic, 2002; Giangrande y McDonnell, 1999).

Las isoformas del RP tienen diferentes funciones que dependen del contexto
celular y el gen blanco (Wen et al., 1994; Vegeto et al., 1993). RP-B y RP-A pueden
coexistir en la misma célula y después de su activacidén por progesterona se pueden
unir al ADN como 3 especies diméricas: A:A, B:B y A:B (Carbajo et al., 1996).

A pesar de que RP-B y RP-A regulan diferentes genes, en general, RP-B es
un mejor activador de la transcripcion que RP-A. Por otro lado, RP-A es un represor
de la transcripcion mediada por RP-B, sugiriendo que RP-A podria disminuir los
efectos biolégicos de la progesterona en algunos tejidos. (Jacobsen y Horwitz

2012; Camacho-Arroyo, Rodriguez-Dorantes, 2006).

Las diferencias en la actividad transcripcional de las isoformas del RP estan
relacionadas con su estructura. En la region BUS, ubicada del aminoacido 1 al 165,
RP-B posee una unica funcién activadora (AF-3), la cual esta ausente en el RP-A.
La funcién inhibitoria (IF), sélo esta activa en el RP-A (Sartorius et al., 1994; Huse
et al., 1998). Otro elemento que participa en el contraste de la actividad
trancripcional de ambas isoformas del RP es su union a cofactores. RP-A presenta
una mayor afinidad a correpresores como SMRT (silenciador mediador para el
receptor a hormonas tiroideas y &acido retindico), mientras que RP-B a
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coactivadores como SRC-1 (coactivador de los receptores a hormonas

esteroideas) (Giangrande y McDonnell, 2000).

3.2.2 Regulacioén de la expresion del RP

La regulacion del RP varia de manera tejido-especifica tanto en tejidos
normales como neoplasicos (CabreraMunoz et al., 2009; Gonzalez-Arenas et al.,
2003; Guerra-Araiza et al., 2003). De manera general, se ha observado que el RP
es regulado de manera positiva por estrogenos, ya que el gen del RP contiene
elementos de respuesta a estrogenos, y es regulado de manera negativa por la P4,
ya que la unién del RP a su ligando induce su degradacion en diferentes tejidos
blanco como el utero y el hipotalamo (Camacho-Arroyo et al., 1998; Camacho-
Arroyo et al., 1996; Graham y Clarke, 1997).

El RP sufre modificaciones post-traduccionales como la fosforilacion,

sumoilacion, acetilacion y ubiquitinacién(Hagan et al., 2012).

El estado de fosforilacion del RP puede influenciar su localizacion celular,
actividad transcripcional, tasa de recambio, formacion de complejos protéicos y
especificidad de genes blanco. (Qiu et al., 2003; Pierson-Mullany y Lange 2005;
Faivre et al., 2008).

La fosforilacidon del RP es un evento muy importante para que se lleve a cabo
la transactivacion de genes mediada por P4. EI RP de humano contiene 15 sitios
de fosforilacion (Fig. 4), de los cuales 10 han sido identificados mediante ensayos
de fosforilacion in vitro e in vivo(Ser20, Ser81, Ser102, Ser162, Ser190, Ser213,
Ser294, Ser346, Ser400, Ser676) y 5 unicamente por fosforilacidén in vitro(Ser25,
Ser130, Ser390, Thr430, Ser554) (Zhang et al., 1994 y 1997; Lange et al., 2000;
Knotts et al., 2001; Wang et al., 2013). Hasta ahora se sabe que la P4 induce la
fosforilacién del RP en tres residuos que son la Ser102, Ser294 y Ser345 y que los

residuos Ser81, Ser162, Ser190, Ser390, Ser400 son sitios ya fosforilados en
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condiciones basales que incrementan su fosforilacion después del tratamiento con
la hormona (Zhang et al., 1994 y 1995).

Se han detectado seis sitios de fosforilacion que son exclusivos para la
isoforma B del RP humano en los residuos Ser20, Ser25, Ser81, Ser102, Ser130 y
ocho sitios de fosforilacion que son comunes para ambas isoformas en los residuos
Ser190, Ser213, Ser294, Ser345, Ser400, Thr430, Ser554 y Ser676 (Knotts et al.,
2001) (Fig 5).

Sitios dependientes de hormona (81, 102, 294, 345, 400)
Ser81: especificidad RP-A vs RP-B

Ser294: activacion, sumoilacion, degradacion

RP-B RP-A

| AR < AR AR
ok x¥kkk © oak * x| k| )
BUS ‘ DBD H HBD

Ser400:activacién independiente de ligando

Ser345:activacion de MAPK, union a SP1
Sitios basales (81, 162, 190, 400)

@ Sitios concenso MAPK (20, 294, 345)

</ sitio ck2 (81)

*Sitios CDK2(25, 162, 190, 213, 400, 430, 554, 676)
A Sitio GSK-3B (390)

%k Cinasas desconocidas(102, 130)

Figura 5. Estructura del receptor a progesterona (RP) y sitios de fosforilacién. Las isoformas
RP-A y RP-B son transcritas a partir del mismo gen y contienen promotores distales y proximales.
Se muestran los 3 dominios de activacion (AF), el segmento Unico de B, B-upstream por sus siglas
en inglé (BUS), el dominio de unién al ADN (DBD), la region bisagra (HBD) y el sitio de union a
hormona (HBD). El RP es fosforilado basalmente, asi como en respuesta a hormonas. Se muestran
los sitios de fosforilacion del RP determinados in vitro e in vivo, y las cinasas responsables en la
fosforilaciéon directa en estos sitios. GSK-3B: Cinasa de la glucégeno sintasa, MAPK: Proteina
Cinasa Activada por Mitégenos, CK2: Casein Cinasa 2, CDK2: Cinasa 2 Dependiente de
Ciclina(Tomado de Hagan et al., 2011).
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Hasta el momento se conoce que cuatro diferentes cinasas son capaces de
fosforilar al RP: la caseina cinasa Il (CK2) (Zhang et al., 1994), la cinasa 2
dependiente de ciclina (CDK2) (Knotts et al., 2001; Zhang et al., 1997), por las
proteinas cinasas activadas a mitégenos (MAPK-44 y MAPK-42) (Lange et al.,
2000) (Fig. 5) y la cinasa de la glicogeno sintasa-33 (GSK-38), recientemente
reportada por el grupo de Wang (Wang et al., 2013).

Las consecuencias funcionales especificas de la fosforilacion en la mayoria
de los residuos de serina del RP no han sido definidas, sin embargo, algunos sitios
estan bien caracterizados. Como es el caso de la serina 294, este residuo es
fosforilado por la via de MAPK en respuesta a la sefializacién de factores de
crecimiento, como lo es el EGF y en respuesta a la activacion de la CDK2 (Shen et
al., 2001; Daniel et al., 2007).

La fosforilacion del RP en el residuo serina 294 envia al receptor al nucleo y
eleva su actividad transcripcional, mientras que simultdneamente disminuye su
estabilidad en la célula al marcarlo para ubiquitinacién (Lange et al. 2000; Qiu y
Lange, 2003).

Muchos factores de trascripcion son modificados por la uniéon del pequefio
modificador parecido a ubiquitina (SUMO) de manera dependiente de la
fosforilacion. SUMO (~ 10 kDa) se une reversiblemente a residuos de lisina de las
proteinas blanco, alterando interacciones proteina-proteina, localizaciéon celular,

estabilidad y actividad transcripcional. (Yang et al., 2003).

Una poblacion del RP es sumoilada en el residuo lisina 388 (Lys388) en
respuesta al tratamiento con progestinas. La sumoilacién del RP en Lys388 resulta
en una represion transcripcional, mientras que la fosforilacion en Ser294 revierte
este efecto. La fosforilacion en Ser294 regula negativamente la sumoilacion en el
residuo Lys388. (Daniel et al., 2007).

Se ha demostrado que la fosforilacion dependiente de ligando de la serina
345 afecta el sinergismo transcripcional del RP en la presencia de progestinas y
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MAPKSs, ademas de facilitar la union del RP a sitios SP1 de los genes p21 y EGFR
(Faivre et al., 2008)

El residuo serina 400 del RP es fosforilado basalmente y en respuesta a
mitdégenos. La fosforilacion del RP en la serina 400 por CDK2 es requerida para la
rapida localizacidn nuclear y para regular la actividad independiente de ligando del
RP (Pierson-Mullany y Lange, 2004).

Estudios realizados en células HeLa mutando el RP en el residuo Ser211por
alanina, muestran que en estas células so6lo hay un 25% de la actividad
transcripcional respecto a las normales; cuando se mutd la Ser530 se observo un
menor plegamiento del RP, lo que sugiere que la fosforilacion mantiene al receptor
en estado activo (Weigel, 1995). En células T47D se ha observado que la
fosforilaciéon del RP aumenta su actividad transcripcional después del tratamiento
con R5020, un agonista del RP (Shen et al., 2001).

Como se menciond anteriormente, la P4 induce la fosforilacion del RP, lo que
ocasiona un aumento en la actividad transcripcional asi como la induccion de la
degradacion del receptor por el proteosoma 26S (Lange, 2004). El residuo Ser294
fosforilado de manera dependiente de ligando es la senal para que el RP sea
degradado por la via Ubiquitina-Proteosoma 26S. Por otro lado se ha sugerido que la
Ser400 puede estar implicada tanto en el recambio como en la actividad
transcripcional del RP, ya que cuando se intercambia una alanina por la serina en
esta posicidn tanto la actividad transcripcional como el contenido del RP se

incrementan (Pierson-Mullany et al., 2004).

Se tienen datos que indican que en células CV1 (células de riidn de mono)
tratadas con acido okadaico (inhibidor de fosfatasas PP1 y PP2A), se incrementa la
fosforilacién del RP asi como su actividad transcripcional (Denner et al., 1990). Se
ha encontrado que en células T47-D al ser tratadas con este inhibidor de
fosfatasas, aumenta la actividad transcripcional del RP inducida por R5020
(agonista del RP) (Beck et al., 1992).
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Proteosoma 26s

!

0o

Figura 6. Esquema de la activacion y fosforilacion del RP. El RP puede ser fosforilado por
cinasas como CK2, CDK2, MAPK y GSK-3p, ya fosforilado el RP tiene actividad transcripcional y es
marcado para ser degradado por el proteosoma 26S. A/B, C, D, E: Subunidades del RP, P4:
Progesterona, GSK-3[3: Cinasa de la glucégeno sintasa, MAPK: Proteina Cinasa Activada por
Mitdgenos, CK2: Casein Cinasa 2, CDK2: Cinasa 2 Dependiente de Ciclina, DNA: Acido
Desoxirribonucleico, SRC: Coactivador de Receptores Esteroides, RNA Pol II: RNApolimerasa,
RNA: Acido Ribonucleico, Ub: Ubiquitina.

La ubiquitinacién del RP lo prepara para ser degradado por el proteosoma

26S, localizado en nucleo y en el citoplasma (Yang et al., 2003).
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La fosforilacidon de sitios especificos del RP esta acoplada a multiples
funciones del mismo, incluyendo la localizacion nuclear en respuesta a la
activacion de MAPK, sinergismo transcripcional en presencia de P4 y regulacion a

la baja por accion del complejo ubiquitina-proteosoma 26S (Lange, 2004).

En la figura 6 se esquematiza el mecanismo de fosforilacion, activacion y

degradacion del RP.

3.3 Proteina cinasa C

Las proteina cinasa C (PKC) comprende una familia de isoenzimas con
actividad de serina/treonina cinasas codificadas por diferentes genes. Forman parte
de una gran cantidad de cascadas de sefalizacion, ademas de estar implicadas en
una amplia gama de respuestas celulares dependientes de factores de crecimiento

y receptores acoplados a proteinas G (Steinberg et al., 2008).

Las PKCs estan formadas por: 1) Un dominio catalitico altamente conservado
y 2) Un dominio regulador en el extremo amino-terminal con una region de
pseudosustrato autoinhibidora que mantiene la enzima en una conformacion
inactiva, y dos modulos de unién a membrana llamados C1 y C2. (Steinberg et al.,
2008) (Fig. 6).

Las PKCs pueden ser clasificadas en 3 grupos dependiendo de sus regiones
reguladoras: clasicas, nuevas y atipicas. Las PKCs clasicas (cPKCs): PKCaq,
PKCBI, PKCBIl y PKCy, son activadas por diacilglicerol (DAG), calcio y un
fosfolipido como fosfatidilserina. Las PKC nuevas (nPKCs): PKC(, PKCS, PKCeg,
PKCn y PKCB, no requieren de calcio para activarse pero son reguladas por DAG
y fosflipidos. Las cPKCs y las nPKCs puede también ser activadas por compuestos
sintéticos como los ésteres forbol, los cuales interactuan con el mismo sitio de
unién que el DAG, el mas utlizado es el 12 -O- Tetradecanoilforbol -13-
acetato(TPA)
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Las PKCs atipicas (aPKCs), PKC¢ y PKCA, son independientes de calcio y no
requieren DAG para su activacion, éstas pueden ser activadas por ceramida, pero
principalmente por interacciones proteina-proteina y por fosforilaciones (Fig. 7)
(Mackay y Twelve, 2007; Steinberg et al., 2008).

Isoformas de PKC: Estructura de Dominios

Bisagra
Dominio de Regulacion [ Dominio Catalitico
| 11

1
cPKC: o, Bl pll,y [[CIALCE._ c2 _ [BIcil C4 |
nPKC: 50,5,  |C2ike [HICiA | CiB m C4 =
aPKC: ¢, VA [ K & o

Forbol
|

NS
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b
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\ VA
CiB c2 Centro Catalitico

Figura 7. Estructura y familias de PKC. La parte superior de la figura muestra los dominios de
las diferentes familias de PKC. Las PKCs clasicas (cPKCs) poseen una region de union a DAG o
TPA (C1A y C1B) y una regién dependiente de calcio (C2), por otro lado, la region C2 de las PKCs
nuevas (nPKCs) no es dependiente de calcio, pero su region C1 si interactua con DAG o TPA. La
region C1 de las PKCs atipicas (aPKCs) no es capaz de permitir la activaciéon de la enzima por DAG
o TPA, la region PB1 es la que regula la activacion mediante interacciones proteina-proteina. Todas
las PKC poseen el dominio catalitico altamente conservado. La parte inferior presenta esquemas de
los dominios C1, C2 y del sitio catalitico (Tomada de Steinberg, 2008).

Luego de su activacion, las PKCs se translocan a la membrana celular, las
PKCs clasicas migran a la membrana de manera rapida mediante un mecanismo que
involucra acumulacién de DAG (debida a la fosfolipasa C) posteriormente,
dependiendo de la célula y de la isoenzima, pueden ser liberadas de la membrana en
un mecanismo dependiente de la actividad catalitica propia de la enzima (Steinberg
et al., 2008).
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La regulacién de PKC no solo depende de su translocacion, también pueden
ser controladas por fosforilaciones dadas por otras cinasas o autofosforilaciones, en
residuos de serina/treonina muy conservados de la regién carboxilo terminal y en el
caso de PKCH, en residuos de tirosina (Li, 1995; Denning, 1996). Esta fosforilacidon
libera el pseudosubstrato (el cual actua como un autoinhibidor) del sitio catalitico,

dejando activa a la isoforma de PKC (Newton et al., 1997).

3.4 Astrocitomas

Los tumores cerebrales son patologias numerosas de multiples caracteristicas
que producen diversos sintomas neurolégicos como consecuencia de su tamano,
localizacion y capacidad invasiva. Estos tumores constituyen del 10 al 15% del total
de las neoplasias que se presentan en el ser humano, pueden ser primarios (los
mas comunes) si se originan dentro del Sistema Nervioso Central o secundarios si
se originan fuera del Sistema Nervioso Central y migran a éste (Felix et al., 1995).
Dentro de los tumores cerebrales, los gliomas son los mas frecuentes,
constituyendo el 70% (Schwartszbaum et al., 2006).

Los astrocitomas son los gliomas mas comunes y estan compuestos de
astrocitos neoplasicos. Los astrocitomas se localizan en cualquier parte del
encéfalo especialmente en la corteza cerebral, microscopicamente tiene una

apariencia uniforme con alta actividad proliferativa (Nguyen et al., 1984).

Los sintomas mas comunes de los astrocitomas son dolor de cabeza, pérdida
de la memoria, pérdida de la vista, convulsiones, y cambios en el comportamiento.
Otros sintomas pueden ocurrir dependiendo del tamafio y localizacion del tumor
(Fountaine et al., 2006).

La Organizacion Mundial de la Salud ha clasificado los astrocitomas en cuatro
grados de acuerdo a criterios morfologicos, histolégicos, capacidad de invasion y
progresion, en cuatro grados de evolucion, siendo los de grado | biolégicamente
menos agresivos y los de grado IV los de mayor agresividad:
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Los astrocitomas de grado |, también conocidos como astrocitomas
pilociticos, son de crecimiento lento y se presentan principalmente en nifos y
adultos jovenes. Crecen principalmente en cerebelo, hipotalamo y rutas del nervio
optico. Histologicamente se caracterizan por un patron bifasico de tejidos compacto
(densos agregados de astrocitos bipolares alargados) y laxo (astrocitos
multipolares redondos en asociacion con microquistes y granulos eosinofilicos).
Presentan bordes relativamente bien definidos y son tumores no-infiltrantes,
aunque en ocasiones pueda observarse proliferacion vascular glomerular, ésta no
es considerada como una sefial de malignidad. Este tipo de tumores son
usualmente por cirugia. Los pacientes con este tipo de tumores tienen una

esperanza de vida de 11 a 14 afios (Bristol et al., 2009).

Los astrocitomas de grado I, también conocidos como astrocitomas difusos,
afectan comunmente a adultos entre 30 y 40 afios de edad. Estos tumores estan
caracterizados por un alto grado de diferenciacion, bajo grado de infiltracién difusa
en el cerebro y bordes no definidos. Histologicamente, se observa un moderado
incremento celular, astrocitos bien diferenciados y con atipia nuclear ocasional.
Estos tumores generalmente no son resecables por cirugia, y requieren de
radioterapia, muchos de estos tumores pasan a un grado mayor de evolucién. Los
pacientes con este tipo de tumores tienen una esperanza de vida de

aproximadamente 7 afos (Hullerman et al., 2005).

Los astrocitomas de grado lll son también conocidos como astrocitomas
anaplasicos. Segun la clasificacién de la OMS 2007, los astrocitomas anaplasicos
constituyen el 4% de todos los tumores primarios del Sistema Nervioso Central. La
mayoria de los casos se diagnostican entre los 45 y 70 afios de edad. Los
astrocitomas de grado Ill estan caracterizados por ser multicelulares, formados por
células multinucleadas no uniformes, invadir los tejidos vecinos, presentar un
notable pleomorfismo y anaplasia, y mitosis atipicas abundantes sin presentar
extensas necrosis. El tratamiento consiste en cirugia, haciendo la maxima

remocion posible del tumor sin causar deficiencias neurolégicas, seguida de quimio
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y radioterapia. Los pacientes con este tipo de tumores tienen una esperanza de
vida de 2 a 3 afos (Louis et al., 2007).

Los astrocitomas de grado IV comunmente llamados glioblastomas pueden
estar compuestos por diferentes tipos celulares como astrocitos, oligodendrocitos.
El glioblastoma es el tumor primario cerebral mas frecuente y el mas agresivo. Su
incidencia es de 3-4 casos por 100.000 habitantes por ano. Existen dos tipos de
glioblastoma segun su origen: primario o de novo, los cuales estan derivados de
células troncales cancerosas, son los mas agresivos y son la forma mas comun de
los astrocitomas grado |V; secundario, son los que se originan de un tumor de

menor grado y evolucionan hacia grado IV (Furnari et al., 2007).

Los glioblastomas presentan una rapida evolucién, y estan localizados
preferentemente en los hemisferios cerebrales, ganglios basales y talamo. Llegan a
medir 5 centimetros, presentan areas hemorragicas con células redondas
pequefias, ovoides hasta agregados celulares grandes. Existe secrecion de
factores estimulantes de proliferacion de vasos sanguineos, provocando
angiogénesis y presentan ademas células con grandes cantidades de filamentos,

desprovistas de desmosomas y nucléolos prominentes (Sarkar et al., 2009).

El tratamiento consiste en cirugia seguida de quimio y radioterapia, en
conjunto con temozolomida (Temodal, Merck Sharp &Dohme) el cual es un
antineoplasico alquilante. Los pacientes con este tipo de tumores tienen una

esperanza de vida menor a un afio. (Hullerman et al., 2005).

3.4.1 RP y astrocitomas

En los astrocitomas, la expresion del RP se relaciona directamente con el
grado de evolucion, es decir, a mayor grado de evolucion, mayor expresion del RP
(Pinski et al., 1993, Gonzalez-Aguero et al., 2007; Khalid et al., 1997). En un
estudio realizado en pacientes con astrocitoma grado 1V, el 100% de los tumores
expreso al RP, mientras que solo el 83% de los tumores grado Ill lo expresé
(Gonzalez-Aguero et al., 2001).
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Estudios realizados en nuestro laboratorio demostraron que la P4 a través de
su receptor, induce la proliferacion de las lineas celulares U373 y D54 (derivadas
de un astrocitomas grado lll y IV respectivamente), donde la regulacion del ciclo
celular mediada por P4 depende del grado de evolucidn del tumor. También se
demostré que la administracion del RU486 a ratones inoculados con células de

glioblastoma reduce el crecimiento tumoral inducido por P4.

Se ha demostrado que las isoformas A y B del RP se expresan
diferencialmente en astrocitomas humanos. De igual manera, en las lineas U373 y
D54, derivadas de grado Il y IV respectivamente, se ha observado una expresion
diferencial de las isoformas del RP, mientras que en la linea U373 se observa una
mayor cantidad de RP-B, en una relacidn 3:1 con respecto a RP-A, en la linea D54

la forma predominante es RP-A, en una relacion 0.66:1 con respecto a RP-B.

Estudios realizados en células U373 sobre-expresando la isoforma RP-A, se
observé que al tratar con P4, no hubo un aumento en el numero celular inducido
por esta hormona. Lo anterior sugiere que el RP-A tiene un efecto inhibidor sobre el
crecimiento celular cuando es activado por su ligando, y que el efecto de la P4 en
la proliferacidon celular de astrocitomas grado Ill depende de la expresion de las
isoformas del RP (Gonzalez-Aguero 2007; Cabrera-Muifioz 2009). La
vascularizacion es un factor muy importante para la progresion e invasion de estos
tumores, se ha reportado que la P4 aumenta la expresion de VEGF y EGFR en
células D54 (Hernandez-Hernandez et al., 2012). Dicho aumento mediado por el
RP también se ha observado en otros modelos de cancer (Cabrera-Mufiéz et al.,
2011). Estos resultados demuestran la importancia de la expresion y regulacion del

RP en la progresion de este tipo de tumores.

3.6 PKC y gliomas

Debido a su diversidad de sustratos, las PKCs tienen un papel central en la
senalizacion de la proliferacion, diferenciacion, apoptosis y angiogénesis. Por lo
que la desregulacion en la actividad de estas cinasas se ha visto implicada en
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procesos patologicos como el cancer (El-Rayes et al., 2008 ; Konopatskaya yPoole
2009) .

Sin embargo, las isoenzimas desempefian diferentes papeles en el desarrollo
del tumor. La sobreexpresion de PKCe favorece el crecimiento tumoral mientras
que PKCO® tiene efectos anti-proliferativos. Estas funciones son tejido-
dependientes, por lo que la sobreexpresion o actividad desregulada de las PKCs
no siempre son indicadores de los mismos efectos (El-Rayes et al., 2008). Esto
resalta la importancia de comprender a profundidad los efectos y mecanismos de
PKCs en el desarrollo de los tumores. En gliomas, las PKCs a, 8 y € se han
asociado a procesos invasivos y anti-apoptéticos asi como al aumento en la

expresion de oncogenes (Sarkar y Yong 2009; Sharif 1999; Tomiyama et al., 2009).

La activacion de PKCa confiere a las células resistencia a la apoptosis en
diversos modelos y bajo diferentes estimulos, en especial la apoptosis inducida por
radiacion; la sobreexpresion de PKCa confiere a la célula resistencia a apoptosis
radio-inducida (Nakajima et al., 2008). Se ha comprobado in vitro que PKCa activa
la via de ERK y NFkB, induciendo la activacién de metaloproteasas que aumentan

la migracién e invasién de este tipo de tumores (Lin et al., 2010).

De manera similar, se ha observado que PKC® participa en la activacion de
mataloproteasas inducida por tenacina, una proteina de la matriz extracelular
(Sarkar y Yong, 2010). Por otro lado, PKC® se ha asociado a la induccién de
apoptosis por radiacion, mediante la activacion de la proteina Atm (ataxia
telangiectasia mutated) cinasa que participa en la reparaciéon del dafio en el ADN
en el ciclo celular. (Nakajima et al., 2008). Este tipo de interacciones con diferentes
vias de senalizacion, se ha reportado en otros tipos de tumores, por ejemplo, en
cancer de préstata se ha observado que PKC® activa las cascadas de p38, c-jun,
JNK, ERK, NFkB y otras, regulando la apoptosis y sobrevivencia de este tipo de
tumores (Chen et al., 2012).

Se ha reportado que PKCe tiene un papel tanto de inductor de la proliferacion

como de muerte celular, siendo estos efectos tejido-especificos (Okhrimenko et al.,
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2005). PKCe esta sobreexpresada y constitutivamente activada en gliomas. En este
tipo de tumores se ha reportado que PKCe induce la proliferacion y la evasion de la
apoptosis (Okhrimenko et al., 2005), ademas se ha asociado a la invasion por

activacién del factor de transcripcién STAT3 (Aziz et al., 2010).

En células U373 se han detectado las isoformas o, & y ¢ de las PKC
(Gonzalez-Arenas et al., 2006). La participacion de esta familia de enzimas en la
fosforilacién, activacién y posterior degradaciéon del RP no ha sido estudiada. A
través de un analisis in silico utilizando el programa KinasePhos (Huang et al.,
2005), se identific6 que PKC puede fosforilar al RP en dos posibles residuos,
Ser400 y Thr430.

En experimentos previamente realizados en el laboratorio se demostré que en
células U373, al activar PKCs con TPA, aumenta la fosforilacion en el residuo
Ser400 del RP. Este aumento es significativo a los 5 minutos de tratamiento con
TPA.

4. Justificacion

Se sabe que las PKCs tienen un papel en el desarrollo de gliomas y que son
capaces de fosforilar al RP en el residuo Ser400 modificando asi su actividad
transcripcional, sin embargo se desconoce qué isoformas de PKC participan en
esta fosforilacion, y si existe una asociacién de estas cinasas con las isoformas del
RP.

5. Hipotesis

Si las isoformas de PKC q, d y € participan en la fosforilacién de las isoformas
del RP en el residuo Ser400, entonces al inhibirlas se observara un decremento en
la fosforilacion en este residuo y en la asociacién de estas cinasas con las

isoformas del RP en la linea celular U373.
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6. Objetivos

6.1 Objetivo general

-Estudiar el papel de las PKCs a, & y € en la fosforilacion de las isoformas del
RP en el residuo Ser400 y la asociacion de estas cinasas con el RP, en la linea

celular U373 derivada de un astrocitoma humano grado |ll.

6.2 Objetivos particulares

-Determinar las isoformas de PKC que participan en la fosforilacion del RP en
la Ser400.

-Determinar la asociacion de las PKCs que participan en esta fosforilacion con

las isoformas del RP.

- Determinar la asociacion de las PKCs que participan en esta fosforilacién

con las isoformas del RP fosforilado en la Ser400.

-Determinar la localizacion intracelular del RP con las PKCs que se asocian

con el RP.
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7. Materiales y métodos

7.1 Reactivos

Medio Eagle Modificado Dulbecco (DMEM, In Vitro S. A.) con rojo fenol
complementado con suero fetal bovino 10% (PAA), piruvato 1 mM (Gibco) y

aminoacidos no esenciales 0.1 mM (Gibco)

Medio Eagle Modificado Dulbecco (DMEM, In Vitro S. A.) sin rojo fenol
complementado con suero fetal bovino sin hormonas 10% (PAA), piruvato 1 mM

(Gibco) y aminoacidos no esenciales 0.1 mM (Gibco)

DMSO (Dimetilsulfoxido) 10%

TPA:79346, 12 -O- Tetradecanoilforbol -13- acetato, Sigma Aldrich, 1 yM en DMSO
10%.

FUGENE HD Transfection Reagent (Roche)

Proteina A-agarosa (Protein A/G PLUS-Agarose Immunoprecipitation Reagent: sc-
2003)

Buffer RIPA(Tris- HCI 50 mM (Baker), NaCl 150 mM (Baker), SDS 0.1 %
(dodecilsulfato de sodio, BioRad) triton x-100 1 %, (Sigma) con inhibidores:
aprotinina 22 ug/ml (Sigma), PMSF 1 mM (fluoruro de fenilmetil sulfonilo, Sigma),

EDTA 1mM (acido etilendiaminotetraacético, Sigma) y ortovanadato 1 mM (Sigma)

Tris (TBS): Tris base 0.05M, NaCl 0.15 M.

Buffer de Laemmli: Tris base (Baker) 0.5 M pH 6.8, SDS 10%, Azul de bromofenol
(Sigma), Glicerol (Sigma) 10%, 2-mercaptoetanol (BioRad) 5% Amortiguador Tris
(TBS): Tris base 0.05M, NaCl 0.15 M.
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Buffer PBS-EDTA: NaCl (Baker) 136.98 mM, KCI (Baker) 2.68 mM, KHyPO,
(Baker)1.76 mM, NapHPO4 (Baker) 1.44 mM, EDTA (Biorad) 1.27 mM.

Hoescht (Pierce* Hoechst 3342 Fluorescent Stain, Thermo Scientific)

Antifade (Fluoro Care Anti-Fade Mountant, Biocare Medical)

siRNAs
siRNA control : Control siRNA-I: sc-44237, Santa Cruz Biotechnology.
siRNA contra PKCa: PKC a siRNA (h): sc-36243, Santa Cruz Biotechnology.
siRNA contra PKC&: PKC & siRNA (h): sc-36253, Santa Cruz Biotechnology.

siRNA contra PKCe: PKC ¢ siRNA (r): sc-270096, Santa Cruz Biotechnology.

Anticuerpos primarios

Para Western blot:
Anti-PKCa: PKC a (H-7): sc-8393, Santa Cruz Biotechnology; levantado en raton.
Anti-PKC®: PKC 6 (C-17): sc-213, Santa Cruz Biotechnology; levantado en conejo.
Anti-PKCe: PKC ¢ (17): sc-56944, Santa Cruz Biotechnology; levantado en ratén.

Anti- a-tubulina: a Tubulin (B-7): sc-5286, Santa Cruz Biotechnology; levantado en

raton.

Anti-RP: Anti-Progesterone Receptor antibody [N559] (ab58565), Abcam; levantado

en raton.
Para Western blot y citometria de flujo:

Anti p-S400 RP: Anti-Progesterone Receptor (phospho S400) antibody

(ab60954), Abcam; levantado en conejo.
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Para inmunofluorescencias:

Anti-RP: PR (C-20): sc-539, Santa Cruz Biotechnology; levantado en conejo.

Anticuerpos secundarios

Para Western blot:

Anti-ratén acoplado a peroxidasa: goat anti-mouse IgG-HRP: sc-2005, Santa Cruz

Biotechnology.

Anti-conejo acoplado a peroxidasa: mouse anti-rabbit IgG-HRP: sc-2357, Santa

Cruz Biotechnology.
Para inmunofluorescencias:

Anti-conejo acoplado a Alexa 594: Alexa Fluor® 594 Goat Anti-Rabbit IgG (H+L),

Invitrogen.

Anti-ratén acoplado a FITC: goat anti-mouse IgG1-FITC: sc-2078, Santa Cruz
Biotechnology.

Para citometria de flujo:

Anti-conejo acoplado a FITC: goat anti-rabbit IgG-FITC: sc-2012, Santa Cruz
Biotechnology.

7.2 Cultivo Celular

La linea celular U373, derivada de astrocitomas humanos grado lll, se
cultivo en Medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM) con rojo fenol,
suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%, en cajas Petri de 10 cm para
los experimentos de coinmunoprecipitacion, cajas de 6 pozos para los
experimentos de transfeccidbn o cajas de 4 pozos para los experimentos de
inmunofluorescencia hasta obtener una confluencia del 60% para los experimentos

de transfeccion y de inmunofluorescencia o del 80% para los experimentos de
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coinmunoprecipitacion. Se incubaron a 37°C y CO; al 5%. Una vez obtenida dicha
confluencia, el medio de cultivo se reemplazé por medio DMEM sin rojo fenol y

suero fetal bovino al 10% libre de hormonas 24 horas antes de cada tratamiento.

7.3 Silenciamiento de PKCa, PKCo y PKCe

Se cultivaron las células U373 en cajas de 6 pozos como se menciono en el

apartado “7.2 Cultivo celular” hasta una confluencia del 60%.

Se preparé a una temperatura de 4°C una mezcla de 200 pL de medio de
transfeccion (DMEM sin rojo fenol, con antibiético y libre de suero), 3 L del
reactivo FUGENE HD Transfection Reagent para cada pozo; y para todos los pozos
menos el Mock, que es el reactivo de transfeccion (FUGENE), se agregaron 0.5 ng
de RNA de interferencia pequefo(siRNA) especifico para silenciar PKCa, PKCS 6
PKCe. Se utilizd un siRNA control, el cual es una secuencia aleatoria que no
conlleva a la degradacion especifica de ningun mRNA conocido. La mezcla se dej6
reposando durante 15 minutos a 4°C y posteriormente se vacido en los pozos

dejando incubar durante 72 horas a 37°C.

Para medir la eficacia del silenciamiento se llevé a cabo un Western blot
(como se indica en el apartado “7.5 Western blot”) con las proteinas obtenidas de la
lisis de las células transfectadas después de 72 horas, utilizando anticuerpos para

detectar a las isoformas de PKC.

Se cambio el medio de las células transfectadas por DMEM sin rojo fenol y
libre de suero 4 horas antes del experimento. Las células se trataron con TPA, el
activador de PKCs (1 pM en DMSO 10%) durante 5 min, a continuacion, se
colectaron con PBS-EDTA y se centrifugaron durante 4 min a 4,500 rpm a 4°C y se
realizé una tincion intracelular para detectar la fosforilacion en la Ser400 como se
indica en el apartado “7.6 Determinacion de las isoformas de PKC que participan

en la fosforilacion del RP en la Ser400 mediante citometria de flujo”
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7.4 Coinminuprecipitacion

Se cultivaron las células U373 en cajas Petri de 10 cm como se menciond en
el apartado “7.2 Cultivo Celular”. Las células se trataron con TPA (1 uM en DMSO
10%) durante 5, 10 y 60 min. En seguida, fueron recolectadas con PBS-EDTA y se
lisaron por sonicacién con buffer RIPA. Las muestras se centrifugaron a 14,000
rom a 4°C durante 15 min y se separd el sobrenadante. La concentracion de
proteina total se determind espectrofotométricamente a 280 nm con el

espectofotdmetro NanoDrop (Thermo Scientific).

Para inmunoprecipitar a PKCa y PKC®, a 1 mg de proteina total se le
afiadieron 50 pL de proteina A-agarosa y 2 ug de anticuerpo anti PKCa o anti
PKCd. La mezcla se incub6 durante toda la noche a 4°C. Se realizaron 2 lavados
del precipitado con buffer RIPA a 8000 rpm por 5 minutos cada uno a 4°C,

finalmente, se agregaron 30 uL de buffer de Laemmli.

Se realizé la técnica de Western blot, como se indica en el apartado “7.5
Western blot’con anticuerpos que reconocen especificamente al RP y al RP
fosforilado en la Ser400 y se utiliz6 PKCa o PKCd como control de carga segun el

caso para el analisis.

7.5 Western blot

Las células transfectadas fueron lisadas con buffer de Laemmli para realizar

la extraccion de proteinas.

Los lisados provenientes de la transfeccién o de la coinmunoprecipitacién, se
hirvieron durante 10 minutos y se centrifugaron por 15 minutos a 13,500 rpm a
temperatura ambiente, y se cargaron 30 pL del sobrenadante en geles de

poliacrilamida al 7.5%.

Las proteinas se separaron por medio de electroforesis a 80 V por 2.5 horas.
Se utilizaron Marcadores de peso molecular pretefiidos para determinar el tamafo

de las bandas.
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Los geles fueron transferidos a una membrana de nitrocelulosa a 35 mA
durante 7 horas para todas las proteinas (excepto tubulina) en una camara
semihumeda. Posteriormente, las membranas se bloquearon toda la noche a 4°C
con una solucion rica en proteinas al 5% y albumina al 3% en TBS-Tween 0.1%
(TBS pH=7.4 + Tween al 0.1%). Las membranas se incubaron por 48 horas a 4°C
con diferentes anticuerpos para detectar a las distintas proteinas: anticuerpo anti-
RP o anti-pS400-RP en una concentracion 4 ug/mL por 48 horas y anti-PKCa, anti-
PKC® o anti-PKCe en una concentraciéon 0.666 ug/mL durante toda la noche.
Después se lavaron con TBS-Tween 0.1% 3 veces durante 5 minutos, y se
incubaron con los anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa durante 1 hora
a temperatura ambiente, finalmente se realizaron nuevamente los lavados con
TBS-Tween 0.1%.

Para los experimentos de coinmunoprecipitacion se utilizd como control de

carga el contenido de PKCa o PKC& inmunoprecipitadas

Para los experimentos de silenciamiento,la transferencia se realizé a 35 mA
durante 2 horas y se utilizo a la proteina a-tubulina como control de carga, ya que

el contenido de ésta no se altera por los tratamientos.

Las membranas se trataron con glicina acida para remover los anticuerpos
anti-PKCa, anti-PKCd y anti-PKCe y posteriormente se lavaron con TBS durante 20
min antes de ser bloqueadas con leche descremada al 5% en TBS—Tween 0.1%
durante toda la noche. Posteriormente se incubaron con anticuerpo anti-tubulina
en una concentracion de 0.2 pg/ml durante toda la noche. Se realizaron 3 lavados
de 5 min con TBS-Tween 0.1% y se coloco el anticuerpo secundario contra ratén
conjugado con peroxidasa durante una hora. Posteriormente se realizaron los

lavados de la manera antes mencionada.

La identificacion de las proteinas se realizd por quimioluminscencia y se reveld

por autoradiografia.
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Cada placa se someti6 a un analisis densitométrico con el programa

Chemilmager para poder semicuantificar las bandas de las proteinas.

Los resultados se normalizaron con respecto a su control. PKCa, PKC, PKCe
Para las muestras provenientes de la coinmunoprecipitacion, se utilizaron PKCaq,
PKC®, PKCe segun correspondiera, y para las muestras provenientes de la

transfeccion se utilizé a-tubulina.

7.6 Determinacion de las isoformas de PKC que participan en la

fosforilacion del RP en la Ser400 mediante citometria de flujo.

Las células se trataron como se menciona en el apartado “7.3 Silenciamiento
de PKCa, PKCo y PKCc¢”.

Posteriormente, las células se resuspendieron en PBS con SFB al 4% (PSF).
Se anadié paraformaldehido al 2% para fijar las células y se incub6 por 10 minutos
a 37°C. Se anadi6é 1 mL de metanol frio y se incub6 durante 30 minutos a 4°C para
aumentar la permeabilidad de las células. Posteriormente, los tubos se
centrifugaron a 4500 rpm por 4 minutos, y se resuspendieron las células en PSF y
se realiz6 un lavado centrifugando a 4500 rpm por 4 minutos. Se resuspendieron

las células en 150 uL de PSF, y cada tubo se dividié en 3:

A-Células sin tedir, a las cuales no se les anadieron anticuerpos y fueron
guardadas directamente a -20°C. Las cuales fueron utiles para medir la

autofluorescencia de las células.

B- Células + Anticuerpo secundario. Las cuales fueron utiles para medir la

unién no especifica del anticuerpo secundario.

C- Células + Anticuerpo primario + Anticuerpo secundario. A partir de las

cuales se midié la unidn del anticuerpo primario a la proteina de interés.

Al grupo C, se le agregd el anticuerpo primario anti-pSer400-RP (detecta al

RP fosforilado en la Ser400) en una concentracién final de 5 pg/mL PSF y se
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incubo durante 20 minutos, se afadié 1 mL de PSF y se centrifugd a 1400 rpm por

4 minutos a 4°C. Las células se resuspendieron en 50 uL de PSF.

Al grupo B y C se les agrego el anticuerpo secundario acoplado a FITC en
una concentracion final de 2 pg/mL PSF, y se incub6é durante 20 minutos en
obscuridad, se realizé un lavado anadiendo 500 pyL de PSF y centrifugando a 1400

rpom por 4 minutos a 4°C. Las células se resuspendieron en 200 yL de PSF.

Se llevé a cabo la lectura de la fluorescencia de las células a través de un
citometro FACS Calibur (BD, Biosciences).

Los datos se analizaron utilizando el programa FlowJo v8.7

7.7 Localizacion de PKCa y RP

Las células U373 se cultivaron en cajas Petri de 10 cm como se menciond en
el apartado “7.2Cultivo Celular”. Las células se trataron con TPA (1 yM en DMSO
10%) durante 5, 10 y 60 min. En seguida, se lavaron con PBS, se fijaron con
paraformaldehido al 4% durante 20 minutos y se realizaron 3 lavados de 5 minutos
con PBS. Posteriormente se permeabiliz6 la membrana celular con metanol al
100% durante 6 minutos a —20°C y se realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS.
A continuacion se bloqued con albumina sérica bovina (BSA) al 1% en PBS durante
una hora a 37°C. Finalmente se agregd el anticuerpo primario: anti-RPy anti-PKCa.
en una concentracion de 8 mg/mL para el RP y 2mg/mL para PKCa, en PBS con
BSA al 0.5% y suero normal de cabra al 5% y se dejé incubando a 4°C durante

toda la noche y al finalizar se realizaron 3 lavados.
Los siguientes pasos se realizaron en condiciones de oscuridad:

Se agregé el anticuerpo secundario para el RP y para PKCaen una
concentracion de 2 mg/mL en PBS con BSA al 1% y se incubaron durante 40
minutos; al finalizar se realizaron 3 lavados. A continuacién, para tefiir los nucleos

se agrego Hoescht durante 7 minutos en una concentracion de 24.6 ug/mL y se
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realizaron 3 lavados con agua. Posteriormente la muestra se monté con antifade y

se observo con el microscopio de fluorescencia.

7.8 Analisis de resultados

Los resultados son expresados como media + E.S., la n de cada experimento

se indica en la figura correspondiente.

Finalmente se realizd el analisis estadistico utilizando una ANOVA seguida de
una prueba de Dunnet utilizando una p < 0.05 para considerar diferencias

significativas.

8. Resultados

8.1 Silenciamiento de PKCa, PKCd y PKCe

Se inhibiod la expresién de las isoformas a, d y € de las PKCs en células U373
mediante siRNAs. Como controles del procedimiento se tratdé a las células con un
siRNA que no tiene un ARNm blanco y con Mock que es el reactivo de

transfeccion, para verificar si éste podria estar afectando a las células.

A fin de probar que las 3 isoformas se hubieran silenciado en la misma
proporcion, se realizé un Western blot para medir la expresion de cada una de las
isoformas de PKC y se compard con las células tratadas con el siRNA control y

con el Mock.

La figura 8 muestra el analisis densitométrico obtenido a partir del Western
blot, donde se observa que entre el siRNA control y el Mock no existen cambios en
la expresion de las isoformas de PKC, es decir, ni los reactivos de la transfeccién ni
el proceso en si influyen en la expresién de las isoformas de PKC. Al silenciar las

isoformas de PKC, se observé una disminucion en la expresion del 76% para
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PKCa, 82% para PKCd y 78% para PKCe. Es decir, las 3 isoformas se silencian en
la misma proporcion, lo cual nos permitié asegurar que las diferencias obtenidas
por el silenciamiento de las PKCs no subestimarian ni sobrestimarian los datos

obtenidos al medir la fosforilacion del RP.

siRNA siRNA siRNA

M C PKCa

- 55kDa a-tubulina -] s s e B-55kDa

M C PKCa

PKCa-| w w w. |- 77KDa
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Figura 8. Silenciamiento de PKCa, PKCd y PKCe. Las células U373 se trataron con siRNA
control (secuencia aleatoria que no silencia ningin ARNm) Mock (reactivo de transfeccion), y siRNA
contra PKCa, PKCd y PKCe. En la parte superior, se muestran los Western blot representativos de 2
experimentos independientes y en la parte inferior las densitometrias correspondientes al promedio

de cada isoforma de PKC, a partir de 2 experimentos independientes.

8.2 Determinacion de las isoformas de PKC que participan en la

fosforilacion del RP en la Ser400

En experimentos anteriores realizados en el laboratorio, se observé que al

activar PKCs con TPA, la fosforilacion en la Ser400 del RP incrementé a los 5

minutos.

El TPA interactua con el mismo sitio de unién que el DAG, por lo tanto, es un
activador de las PKCs clasicas y nuevas, esto impide identificar a las isoformas que

participan en la fosforilacion el RP.

Para determinar cuales isoformas de PKC participaban en la fosforilacion del
RP, las células transfectadas con siRNAs contra PKCa, PKC® 6 PKCe se trataron
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con TPA durante 5 minutos y se determiné el contenido del RP fosforilado en la

Ser400 mediante citometria de flujo.
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Figura 9. PKCa y PKCd participan en la fosforilacién del RP en la serina 400. Las células
U373 fueron transfectadas con ARNs de interferencia (siRNA) contra las isoformas de PKCaq, & vy €.
Las células transfectadas fueron tratadas con TPA 1 pM por 5 minutos y fueron recolectadas y
fijadas. Vehiculo (V): células sin transfectar tratadas con DMSO. Mock: células tratadas unicamente
con el reactivo de transfeccion sin siRNA, Control: células transfectadas con un siRNA aleatorio que
no silencia a ningin ARNm. Se muestra el andlisis estadistico para el contenido de RP fosforilado
en Ser400 (pS400-RP) determinado mediante citometria de flujo. Los resultados obtenidos para
pS400-RP fueron normalizados a 1 con respecto al vehiculo. Las barras representan la media + E.S.
n=3 *p<0.05 vs. Control, Mock y PKCe.

Como se muestra en la figura 9, después del tratamiento con TPA durante 5
minutos, se observa un aumento en el contenido del RP fosforilado en la Ser400 en
las células transfectadas con Mock y siRNA control, comparados con las células

tratadas con el vehiculo. Este aumento coincide con los experimentos previamente
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realizados en el laboratorio, donde después de 5 minutos de tratamiento con TPA,

aumenta la fosforilacion en la Ser400 del RP.

Al silenciar a las isoformas a y & de PKC, el incremento en la fosforilacion del
RP en la Ser400 inducido por TPA fue bloqueado, sin embargo el silenciamiento de

PKCe no tuvo efecto sobre la fosforilacién del RP inducida por TPA.

Los resultados anteriores demuestran que PKCa y PKCd participan en la
fosforilacién del RP en la Ser400 inducida por TPA.

8.3 Asociacion de PKCa y PKCd con las isoformas del RP

Ya que PKCa y PKC®d eran las isoformas que participaban en la fosforilacion
del receptor en la Ser400, entonces se buscé si habia asociacion de estas cinasas
con las isoformas del RP. Se trataron a las células U373 con TPA 1 yM durante 5,
10 6 60 minutos; se inmunoprecipitaron PKCa y PKCd y mediante la técnica de
Western Blot se buscd el contenido de las isoformas del RP total y de sus

isoformas fosforiladas en la Ser400.

En el panel A de la figura 10 se observa que existe una asociacién basal de
PKCa con RP-A y RP-B. La asociacion de RP-B con PKCa aumentdé a los 5
minutos del tratamiento con TPA, lo cual coincide con experimentos anteriores
realizados en el laboratorio donde la maxima fosforilacion del RP en la Ser400 por
PKC se observdo a los 5 minutos de tratamiento con TPA; sin embargo, la
asociacion de RP-A con PKCa increment6 desde los 5 minutos y se mantuvo hasta

los 60 minutos después del tratamiento con TPA.

En el panel B de la figura 10 se observa una asociacion basal de PKC& con
RP-B y un aumento gradual con respecto al tiempo de tratamiento con TPA, el cual
fue significativo hasta los 60 minutos; sin embargo, no se observé asociacién con
RP-A.
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Figura 10. Asociacion de PKCa y & con las isoformas del RP. Las células U373 fueron
tratadas con vehiculo (DMSO 10%) (V) y TPA por 5, 10 y 60 min. Las proteinas totales fueron
extraidas de los lisados celulares. PKCa y PKCd fueron inmunoprecipitadas con el anticuerpo
correspondiente. Los paneles superiores de A y B muestran un Western Blot representativo de 4
experimentos en donde se observan las isoformas del RP que coinmunoprecipitaron con PKCa y
PKC&3. Los paneles inferiores de Ay B muestran el andlisis estadistico para el contenido de RP-B y
RP-A relativo al contenido de PKCa o PKCd. Los resultados obtenidos para cada una de las
isoformas fueron normalizados a 1 con respecto al vehiculo. Las barras representan la media * E.S.

n=4 *p<0.05 vs. vehiculo.
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8.4 Asociacion de PKCa y PKCd con las isoformas del RP fosforiladas en
la Ser400

A fin de buscar si la asociacion observada entre las isoformas de PKC con las
isoformas de RP se debia a una asociacién con el residuo Ser400 de éste, se
realizd una coinmunoprecipitacion de PKCa y 6 y se buscé al RP fosforilado en la

Ser400 mediante la técnica de Western blot.

En el panel A de la figura 11 se presenta la asociacion de PKCa con las
isoformas Ay B del RP fosforiladas en la Ser400, se observé una asociacion basal,
la cual para RP-B aumenté a los 5 minutos de tratamiento con TPA, y

posteriormente regresé a su estado basal.

Para RP-A se observa también una asociacion basal, sin embargo ésta no

aumento con el tratamiento con TPA.

En el panel B de la figura 11 se presenta la asociacién de PKC® con el RP-B
fosforilado en la Ser400. Se observa una asociacién basal, la cual aumenta hasta
los 60 minutos de tratamiento con TPA. Sin embargo, no se observé asocacion con
RP-A fosforilada en la Ser400.

8.5 Localizacion de PKCa y RP

Ya que PKCa fue la isoforma que se asocié con el RP-B en la Ser400 a los 5
minutos, entonces se determind la localizacion de ambas proteinas en la células

células U373 después del tratamiento con TPA.

En el panel A de la figura 12 se muestra la localizacion de PKCa y el RP después del
tratamiento con el vehiculo. Se puede observar que el RP (rojo) y PKCa (verde)
tienen una localizacion tanto citoplasmatica como nuclear. Al realizar el empalme
(turquesa) de la imagen de PKCa (verde) con la imagen de los nucleos celulares
(azul), se puede observar que PKCa se encuentra tanto en citoplasma como en

nucleo.
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Figura 11. Asociacion de PKCa y 6 con las isoformas del RP en la Ser400. Las células U373
fueron tratadas con vehiculo (DMSO 10%) (V) y TPA por 5, 10 y 60 min. Las proteinas totales fueron
extraidas de los lisados celulares. PKCa y & fueron inmunoprecipitadas con el anticuerpo
correspondiente. Los paneles superiores de A y B muestran un Western blot representativo de las
isoformas del RP fosforiladas en la Ser400 (p-S400 RP) que coinmunoprecipitaron con PKCa y .
Los paneles inferiores de A y B muestran el analisis estadistico para el contenido de las isoformas
p-S400 RP-B y p-S400 RP-A relativo al contenido de PKCa o PKC®. Los resultados obtenidos para
cada una de las isoformas fueron normalizados a 1 con respecto al vehiculo. Las barras

representan la media £ E.S. n=4 *p<0.05 vs.vehiculo.
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Al observar el empalme (naranja) de la imagen de PKCa (verde) con la imagen
del RP (rojo), podemos observar que colocalizan tanto en el citoplasma como en el

nucleo.

En el panel B de la figura 12 se muestra la localizacion de PKCa (verde) y el
RP (rojo) tras el tratamiento con TPA durante 5 minutos. En esta imagen podemos
observar un aumento en la localizacion nuclear de PKCa. Se puede observar que al
realizar el empalme (turquesa) de la imagen de PKCa (verde) con la imagen de los

nucleos celulares (azul), existe colocalizacién en el nucleo.

Al observar el empalme (naranja) de la imagen de PKCa (verde) con la imagen
del RP (rojo), podemos observar que colocalizan principalmente en el espacio

perinuclear y en algunas zonas en el nucleo.

Figura 12. Localizacién intracelular de RP y PKCa. Panel A: Células U373 tratadas con
vehiculo (DMSO 10%). Panel B: Células U373 tratadas con TPA por 5 min. Después de los
tratamientos con el vehiculo o con TPA, las células U373 fueron tefiidas para inmunofluorescencia.
Las células fueron incubadas con anticuerpos anti-RP y anti-PKCa, seguidos de anticuerpos
secundarios acoplados a FITC(se detecta en color verde) y a ALEXA 594 (se detecta en color rojo)
respectivamente. PKCa se muestra en verde y el RP en rojo. Hoescht fue usado para la tincién
nuclear (se detecta en color azul). En los paneles inferiores de A y B se muestra el empalme de la
imagen de PKCa con la imagen de los nucleos, donde las areas de colocalizaciéon se muestran en
turquesa. Para el empalme de la imagen de PKCa y la imagen del RP, las areas de colocalizacion se

muestran en naranja.
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Figura 12. Ver pie de figura en pagina 42
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9. Discusion

En el presente trabajo se estudio el papel de PKC a y & en la fosforilacién de
las isoformas del RP en el residuo Serd00 en células U373 derivadas de un

astrocitoma humano grado lIl.

La fosforilacion del RP regula su localizacion intracelular, la formacion de
complejos proteicos y su actividad transcripcional ademas de marcarlo para su

degradacion por la via del proteosoma 26S.

Hasta el momento, se ha encontrado que el RP puede ser fosforilado en 15
sitios por la CK2, la CDK-2 y por las MAPK-44 y MAPK-42. Recientemente, el
grupo de Wang identificé la fosforilacion del RP-A en la Ser394 por la GSK-3[3.

La fosforilacion de algunos de estos sitios y sus efectos ya ha sido bien
estudiados. La fosforilacion de la Ser294 por MAPK conlleva a la translocacion
nuclear, eleva su actividad transcripcional, y aumenta su degradaciéon. La
fosforilacion del residuo Ser345 aumenta su actividad transcripcional y facilita la

unién del RP a sitios SP1 de los genes p21 y EGFR.

PKC es una proteina relacionada con procesos de malignidad y se sabe que
en modelos de gliomas se han asociado a procesos invasivos y apoptoéticos asi

como al aumento en la expresion de oncogenes.

En experimentos previamente realizados en el laboratorio, a través del
programa KinasePhos, se identificé que PKC puede fosforilar al RP en dos posibles
residuos, Ser400 y Thr430. Lo anterior se demostré en células U373, al observar
que al activar PKCs con TPA, aumenta la fosforilacion en el residuo Ser400 del RP.
Este aumento es significativo a los 5 minutos de tratamiento con TPA; sin embargo
se desconocia que isoformas de PKC estarian implicadas en el proceso de

fosforilacion del RP.
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Al silenciar a las isoformas a, & y € de PKC, las cuales habian sido detectadas
previamente en la linea celular U373, se identific6 que PKCa y PKCd participan en

la fosforilacion del RP en la Ser400.

Sin embargo, no se sabia si estas cinasas podian asociarse con las isoformas
del RP.

Se observo que existe una asociaciéon basal de PKCa con RP-Ay RP-B. La
asociacion de RP-B con PKCa aumento a los 5 minutos del tratamiento con TPA'y
la asociacion de RP-A con PKCa se observo desde los 5 hasta los 60 minutos
después del tratamiento con TPA, lo cual nos sugiere una cinética de asociacion

diferente para cada isoforma de RP con PKCa.

Para la asociacion del RP-B fosforilado en la Ser400 con PKCa, se observo la
misma dinamica de asociacion que con el RP total. Lo anterior comprueba que la

asociacion de PKCa con el RP-B resulta en la fosforilacion de la Ser400.

Para el RP-A fosforilado en la Ser400 se observa una asociacion basal con
PKCa, sin embargo ésta no aumento con el tratamiento con TPA, lo cual coincidia
con los resultados obtenidos para la asociacion de PKCa con el RP-A total, la cual
aumentd después del tratamiento con TPA. Estos resultados sugieren que PKCa
podria estar fosforilando al RP-A en un residuo diferente a la Ser400,

probablemente en Thr430, como se analizé in silico con el programa KinasePhos.

En experimentos anteriores realizados por Clemm et al., se determiné que las
isoformas del RP tienen diferentes patrones de fosforilacién, como en células T47D
donde el RP-A es un sustrato pobre para la fosforilacion en el residuo Ser294
cuando se compara con RP-B. Un efecto similar podria estar sucediendo en el

caso de la Ser400 y nuestra linea celular U373.

El anticuerpo utilizado para identificar al RP mediante citometria de flujo no es
capaz de discernir entre RP-A 'y RP-B, ya que la Ser400 es un residuo comun para
ambas isoformas. Sin embargo, después de realizar los experimentos de

coinmunoprecipitacion es claro que la asociacion que incrementa después del
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tratamiento con TPA es la que ocurre entre el RP-B fosforilado y PKCa. Lo cual nos
indica que el aumento en la fosforilacién del RP en la Ser400 a los 5 minutos de
tratamiento con TPA, se debe a la fosforilacion en el RP-B y que este efecto
depende de PKCa.

El modelo de asociacion propuesto para PKCa con las isoformas del RP se

presenta en la figura 13.
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Figura 13. Asociacion de PKCa con las isoformas del RP. Panel A: PKCa tiene una

asociacion basal con el RP-B fosforilado en el residuo Ser400, la cual aumenta a los 5 min de
activacion de la activacion de PKCa por el tratamiento con TPA; esta asociacion regresa a su estado
basal a los 10 min. Panel B: PKCa tiene una asociacion basal con el RP-A, la cual aumenta desde
los 5 minutos después de la activacién de PKCa con TPA. Panel B: PKCa se asocia con el RP-A en
un residuo diferente a la Ser400. PKC: proteina cinasa C, RP: receptor a progesterona, S-400:
residuo serina 400 del RP, TPA:12 -O- Tetradecanoilforbol -13- acetato, activador de PKC.
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PKC® tuvo wuna asociacion basal con el RP-B, la cual aumento
significativamente hasta los 60 minutos de tratamiento con TPA. Esta dinamica de

asociacion coincide con el RP-B fosforilado en la Ser400.

Como se observo en la figura 9, PKC9 esta involucrada en la fosforilacién del
RP, teniendo un efecto a los 5 minutos de tratamiento con TPA, sin embargo este
tiempo no coincide con el observado en la asociacion de PKCd con RP-B y RP-B
fosforilado en la Ser400, lo cual nos puede sugerir que otra via de sefalizacion

esta involucrada en la fosforilacion de este residuo.

Se sabe que PKCb es capaz de activar otras vias de sefalizacion como la de
MAPK, lo cual induce la proliferacion del factor de crecimiento fibroblastico basico
en células de musculo liso (Rorowski et al., 2005). A través del programa
KinasePhos, también se determiné que MAPK podria fosforilar al RP en la Ser400,
lo anterior sugiere que PKC® podria activar a MAPK vy ésta fosforilar al RP en la
Ser400.

El aumento en la asociacién de PKC®d con el RP-B y el RP-B fosforilado en la
Ser400, a los 60 minutos de tratamiento con TPA, podria explicarse por la
interaccion del RP con la tirosina cinasa, c-Src. Se ha reportado que el RP, a través
de su dominio rico en prolina puede unirse al dominio SH3 de c-Src. Como
consecuencia de esta union, el RP activa a c-Src, resultando en el reclutamiento y
activacion de proteinas de la via de MAPK. (Boonyaratanakornkit et al., 2001,
Miagliaccio et al., 1998) Ademas, se sabe que c-Src es también capaz de activar a
PKCd (Rybin et al., 2007). Esto fue confirmado por Kajimoto y colaboradores
quienes reportaron que PKC® puede ser activada por un mecanismo dependiente
de c-Src en el nucleo. Por lo tanto se sugiere que la asociacién de PKC con el RP,

se debe a una asociacion del RP con c-Src y de ésta con PKCSd.

El modelo de asociacién sugerido para PKC& con el RP-B se presenta en la
figura 14.
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Figura 14. Asociacion de PKCd con RP-B. Alos 5 min de tratamiento con TPA, PKC? activa a
MAPK, y ésta fosforila al RP en Ser400. A los 60 min de tratamiento con TPA, RP-B se asocia con

c-Src, la cual activa a PKC0d. MAPK: proteina cinasa activada por mitégenos, PxxP: dominio rico en
prolina, PKC: proteina cinasa C, RP: receptor a progesterona, S-400: residuo serina 400 del RP,
TPA:12 -O- Tetradecanoilforbol -13- acetato, activador de PKC.

A fin de determinar la localizacién intracelular de PKCa y del RP, se realizé una

inmunofluorescencia para identificar a ambas proteinas.

Se puede observar que en el tratamiento con el vehiculo, PKCa tiene una
localizacion citoplasmatica y el RP tiene una localizacion tanto citoplasmatica como
nuclear. En la literatura se ha reportado que RP-B esta distribuido en el citoplasma y
el nucleo, mientras que RP-A es predominantemente nuclear (Boonyaratanakornkit et
al., 2007 y Lim et al., 1999). El anticuerpo utilizado en este estudio reconoce al RP
total (no distingue isoformas) por lo que detecta a las poblaciones del RP tanto en

citoplasma como en nucleo.

PKCa y RP colocalizan tanto en citoplasma como en nucleo, lo cual coincide
con los experimentos de coinmunoprecitaciébn, se puede observar que ambas

isoformas del RP tienen una asociacion basal con PKCa.

Al activar PKCa con TPA durante 5 minutos, podemos observar un notable
aumento en la localizacién nuclear de PKCa. Lo anterior sugiere que PKCa migra al
nucleo tras la activacion con TPA. La localizacién del RP se mantiene en nucleo y

citoplasma.
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PKCa y el RP colocalizan en algunas zonas del nucleo y principalmente, en el
espacio perinucelar, lo cual sugiere que el evento de fosforilacion del RP por PKCa

podria ocurrir en el espacio perinuclear.

Otro aspecto importante que se observa en todos los resultados, es que el RP
es fosforilado aun en ausencia de ligando, lo que aumenta su importancia como
factor de transcripcion en condiciones fisiolégicas y patolégicas, ya que podria ser

activado por una gran variedad de vias de sefalizacion.

Aunque tipicamente las PKCs clasicas y nuevas se activan por los productos
de la fosfolipasa C (PLC) (el DAG e inositol trifosfato (IP3), que aumenta el Ca*
intracelular), las PKCs pueden activarse por otros mecanismos como la
fosforilacion y participar en una gran diversidad de vias de sefalizacién. Con los
resultados obtenidos en este trabajo, se demuestra una relacién entre la actividad
de PKC y el RP, por lo que este receptor podria activarse por mecanismos no

contemplados en sus vias de activacion candnica.

El papel de la fosforilacion del RP por PKC contribuye a entender los
mecanismos por los cuales se regula la activacion, degradacion y actividad
transcripcional del RP en estas células tumorales. Lo anterior resulta de gran
importancia para el estudio de nuevos blancos terapéuticos para este y otros tipos

de cancer donde el RP juegue un papel en la proliferacién del tumor.

10. Conclusiones

En células U373, las isoformas PKCa y & participan en la fosforilacion del RP

en el residuo Ser400.

PKCa tiene una asociacion basal con el RP-B y el RP-B fosforilado en la

Ser400, y ésta se incrementa a los 5 minutos de tratamiento con TPA.
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PKCa tiene una asociacion basal con el RP-A total y se incrementa desde los
5 hasta los 60 minutos del tratamiento con TPA, no asi para el RP-A fosforilado en

el residuo Ser400.
PKCa colocaliza con el RP en citoplasma y en nucleo.
PKCa migra al nucelo al ser activada por TPA.

PKCd tiene una asociacion basal con el RP-B y RP-B fosforilado en la

Ser400, y ésta se incrementa a los 5 minutos de tratamiento con TPA.

PKCb no se asocia con el RP-A.

11. Perspectivas

-Determinar los efectos de la fosforilaciéon del RP por PKCa y PKCd en la

proliferacion celular, migracion, invasividad y apoptosis.
-Determinar los genes que se transcriben al fosforilar el RP por PKC.

-Determinar la participacion de la via de MAPK con PKC en la fosforilacion de

las isoformas del RP.
-Determinar el papel de PKC en la fosforilacion del RP en el residuo Thr430

-Determinar la interaccion de PKC® con proteinas como c-Src.
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