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1. Abreviaturas

ABP
ADF
Arp2/3
CDK4
DRSP
EGF
EGFR
ECM
ERP
F-actina
FAK
G-actina
GEFs
GFAP
IGF1
INK4
LIMK
MMP
MPA
NES

P4

p53
PI3K
P145K
PIPs
PKC

RB

RP

Proteinas de unidn a actina

Factor despolimerizante de actina

Proteinas relacionadas con actina

Cinasa 4 dependiente de ciclina

Drospiredona

Factor del crecimiento epidérmico

Receptor del factor de crecimiento epidérmico
Matriz extracelular

Elemento de respuesta a progesterona

Actina filamentosa

Cinasas de adhesion focal

Actina globular monomérica

Factores de intercambio de nucledtidos de guanina
Proteina fibrilar acidica glial

Factor de crecimiento insulinico

Inhibidor de la cinasa 4 dependiente de ciclina
Cinasa con dominios LIM

Metaloproteinasas de matriz extracelular
Acetato de medroxiprogesterona

Nestorona

Progesterona

Proteina tumoral p53

Fosfatidilinositol 3 cinasa

Fosfatidilinositol 4,5 cinasa

Fosfoinositidos

Proteina cinasa C

Gen del retinoblastoma

Receptor a progesterona



RU486
SNC
TESK
VEGF
WASP

Mifepristona, antagonista del receptor a progesterona
Sistema Nervioso Central

Cinasa especifica de testiculo

Factor de crecimiento endotelial vascular

Proteina del sindrome de Wiscott-Aldrich



2. Resumen

Los astrocitomas son tumores cerebrales derivados de astrocitos o de células troncales cancerosas
gue constituyen las neoplasias cerebrales primarias mds comunes y agresivas en el ser humano y
representan el 45% de todos los tumores del sistema nervioso central. La capacidad invasiva de estos
tumores en parte ha sido atribuida a procesos de desregulacion de la motilidad celular dependientes
de la dinamica del citoesqueleto que involucra a proteinas de unién a actina (ABP) como cofilina, la
cual se encuentra sobre-expresada en los astrocitomas. La progesterona (P;) es un regulador de la
morfologia celular y organizacidén tisular y se ha observado que induce la migracién e invasion de
lineas celulares derivadas de cancer de mama y de células endoteliales en modelos in vitro. Ademas
existe evidencia de que estos procesos se llevan a cabo mediante la regulacion del citoesqueleto de
actina. Sin embargo, el efecto de la P4 en la migracion, invasion y remodelacion del citoesqueleto para
la formaciéon de estructuras de movimiento como los filopodia y lamelipodia de astrocitomas no se
conoce. Por lo anterior, en este proyecto se evaludé en células D54, derivadas de un astrocitoma
humano del mayor grado de malignidad, el efecto de la P4 en la migracién mediante el ensayo de
“Scratch-wound”, la invasion con la técnica de “Transwell” asi como el contenido y fosforilacion de
cofilina mediante “western blot”. Nuestros resultados mostraron que la P4 (10 nM) aumentd
significativamente el nimero de células que migran desde las 3 hasta las 48 horas. El RU486,
antagonista del receptor a progesterona (RP), bloqued significativamente los efectos de la P4 en todos
los tiempos de estudio. Adicionalmente se observé que a las 3 horas el tratamiento con RU486
disminuy6 significativamente el nimero de células que migran en comparacion con el tratamiento
con vehiculo. Con el ensayo de Transwell se encontré que la P; a las 24 horas aumento
significativamente el nimero de células invasivas (células capaces de atravesar una mezcla de
proteinas semejantes a las que componen la matriz extracelular) en comparaciéon con los demas
tratamientos. Similar a lo que se observé en el ensayo de migracion, el RU486 bloqued el efecto
invasivo producido por la P4. Finalmente, mediante Western Blot se observd que a los 15 minutos la
P, aumento tanto el contenido como la fosforilacion de cofilina. La forma desfosforilada de cofilina
aumentoé a los 30 minutos y disminuyé a los 60 minutos con los tratamientos de P4, RU486 y P4 +
RU486. Este resultado nos sugiere que tanto la P4, como el RU486 son capaces de modificar la
actividad de cofilina y que el efecto podria ser independiente del RP. Todos estos datos apuntan a que

la P4, a través de su receptor intracelular aumenta la migracién e invasion de células derivadas de un
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astrocitoma humano de grado IV y que la activaciéon de cofilina, una proteina asociada a actina
involucrada en la dinamica de polimerizacion de los filamentos de actina puede ser regulada por la P4

independientemente de la interaccidn con su receptor.



3. Introduccion

El cancer es un conjunto de enfermedades resultado de un proceso descontrolado en la division
celular y del cese de los mecanismos de muerte celular. A nivel mundial, este padecimiento es el
responsable de un nimero importante de muertes. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) senald
qgue en el 2012 se reportaron 14 millones de nuevos casos y 8.2 millones de muertes relacionadas con
el cancer, y que se prevé que el nUmero de nuevos casos aumente aproximadamente un 70% en los
proximos 20 afios (OMS, 2015). En México, segun la Unidn Internacional Contra el Cancer (UICC), el
cancer es la tercera causa de muerte y estima que cada ano se detectan 128 mil casos nuevos (SSA,

2013).

Los astrocitomas son los tumores cerebrales mas invasivos que se conocen. Su crecimiento agresivo e
infiltrante hacia el tejido cerebral sano adyacente, conduce a una tasa de recurrencia muy alta en un
corto periodo de tiempo, incluso después de la reseccién quirurgica radical. El tiempo medio de
supervivencia después del diagndstico inicial de un paciente con astrocitoma grado IV es de alrededor

de 12 a 18 meses (Louis et al., 2007).

La migracidn e invasion celulares requieren de la formacion de estructuras tales como los filopodia y
lamelipodia, los cuales a su vez se forman por el ensamblaje de los mondmeros de actina, el cual esta
regulado por los factores de nucleacion. Existe una gran variedad de nucleadores de actina en las
células humanas, tales como las proteinas Arp2/3 y las forminas. Ademas de proteinas de unién a
actina como la cofilina, que interactia activamente con los filamentos de actina induciendo la
formacion de extremos (+) para iniciar la polimerizacion (DesMarais et al., 2005). Se ha observado que
los procesos de migracion e invasion de las células cancerosas estan relacionados tanto con los
factores de nucleaciéon, como con la dindmica de proteinas de unién a actina (Yahara et al., 1996;
Tsukita et al., 1997; van Rheenen et al., 2009; Nirnberg et al., 2011; Hua et al., 2012), asi como con la
activacion de proteasas, las cuales se encargan de la degradacion de los elementos de la matriz

extracelular (ECM) (Mentlein et al., 2012).

Hasta el momento, se ha encontrado que la progesterona (P4) es un regulador de la morfologia celular

y de la organizacién de los tejidos tanto en el desarrollo como en el adulto y por lo tanto, que es capaz
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de inducir la migracion e invasién en diversas lineas celulares de cancer mama y de células
endoteliales (Fu et al., 2008b; Fu et al., 2010; Zheng et al., 2012). También existe evidencia que indica
gue estos procesos se llevan a cabo a través de la regulacién del citoesqueleto de actina. Sin embargo,

se desconoce el efecto de la P4 en la migracién e invasion de células de astrocitomas.

Una mejor comprension del papel de la P4 en los mecanismos de la motilidad celular y en la regulacion

del citoesqueleto puede permitir el diseno de nuevas estrategias terapéuticas que reduzcan la

infiltracion de células tumorales y aumenten la supervivencia del paciente.

4. Antecedentes

4.1. Tumores cerebrales

Aunque en México no se tienen datos estadisticos al respecto, se sabe que la incidencia anual de
tumores cerebrales primarios a nivel mundial es de aproximadamente siete por cada 100 mil
individuos (Furnari et al., 2007; Xie, 2009), de los cuales los gliomas representan el 70%
(Schwartzbaum et al., 2006). Los gliomas son tumores neuroectodérmicos que tienen caracteristicas
de células gliales. Existen diferentes teorias que buscan explicar el origen de estos tumores, una de
ellas plantea que existe una ventana de vulnerabilidad neoplasica en la cual ocurren los eventos
oncogénicos en las células fetales en proliferacion (Louis et al., 2007). En esta teoria, los tumores
gliales son mas comunes y surgen a una edad mas avanzada, debido a que la proliferacién glial ocurre
en un periodo mas largo durante la gestacién y la vida postnatal (Louis et al., 2007). Recientemente se
ha sugerido que los tumores gliales surgen de células troncales neuroectodérmicas. Estas células se
encuentran en el adulto y tienen una alta capacidad de proliferar, diferenciarse y migrar, por lo que
son candidatos potenciales a ser progenitores de tumores gliales (Alcantara Llaguno et al., 2009).
También se plantea que existen células gliales con alteraciones genéticas previas, provenientes de
distintas regiones del cerebro que poseen una mayor susceptibilidad a cambios genéticos que,
sumados con el microambiente vy las sefiales de células no neoplasicas, pueden favorecer el desarrollo
de gliomas (Chen y Gutmann, 2014). Finalmente, existen reportes de modelos de gliomagénesis que

sugieren que células troncales nerviosas, astrocitos o incluso neuronas pueden sufrir
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desdiferenciacion en respuesta a cambios genéticos inducidos con un sistema lentiviral mediante
shRNAs para los genes NF1 y p53 y que estos cambios son suficientes para iniciar la formaciéon de
estos tumores, lo cual explicaria la heterogeneidad caracteristica de los gliomas (Friedmann-Morvinski

et al., 2012).

4.1.1. Los Astrocitomas

Los gliomas son los tumores mas comunes en el Sistema Nervioso Central (SNC), y su tratamiento es
uno de los mayores retos oncoldgicos, ya que a pesar de los avances en la terapia, estos tumores
permanecen asociados con una elevada morbilidad y mortalidad (Burnet et al., 2005). Esto exige una
mejor comprensiéon de la patogenicidad y etiologia tanto a nivel celular como molecular para disenar

tratamientos terapéuticos novedosos vy eficaces.

Con base en sus caracteristicas histoldgicas y en la expresiéon de marcadores asociados al linaje
celular, los gliomas pueden clasificarse como astrocitomas, que representan el 60-70%,
oligodendrogliomas que se observan en un 10-30% o como ependimomas que son menos del 10% de
los gliomas (Giannini et al., 2001; Kros et al., 2007). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
clasifica a los astrocitomas en una escala del | al IV de acuerdo con su creciente grado de malignidad

(Louis et al., 2007).

Los astrocitomas de grado | o astrocitomas pilociticos comprenden 5-6% de todos los gliomas, son
mds comunes en ninos y adultos joévenes, en los que la mayoria se localizan en el cerebelo, el
hipotalamo, nervio y quiasma 0pticos, talamo, ganglios basales y tallo cerebral (Louis et al., 2007;
Murakami et al., 2008). Son tumores bien diferenciados y con bajo potencial proliferativo. En cuanto a
la histologia, se observa una variacion minima en la forma y tamafno de los nucleos y hay tiene un
buen pronéstico después de la reseccion quirurgica. En la mayoria de los casos donde el tumor ha sido

extraido total o parcialmente la sobrevida, del paciente es de 11 a 15 anos (Tihan y Bloomer, 2010).

Los astrocitomas de grado Il o astrocitomas difusos representan el 10-15% de todos los tumores
astrociticos, tienen un pico de incidencia en adultos de entre 30 y 40 afos, muestran un predominio

en varones. Se presentan comunmente en la corteza, seguidos por el tallo cerebral y la médula
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espinal. Son generalmente infiltrantes, por lo que es imposible que sean operados, presentan células
multinucleadas con actividad proliferativa baja y los bordes son poco definidos. La sobrevida de los
pacientes es de 5 a 10 afos y estos tumores tienden a avanzar a grados mas altos de malignidad (Arko
et al., 2010). Los astrocitomas de grados | y Il se denominan de bajo grado aunque algunos muestran
una rapida evolucidn clinica. Los astrocitomas de alto grado incluyen a los grados Il y IV, son los mas
comunmente diagnosticados, son mas agresivos y la metastasis fuera del SNC es extremadamente

rara (Louis et al., 2007).

Los astrocitomas de grado Ill o astrocitomas anapldsicos conforman el 25-30% de los astrocitomas,
estan localizados preferencialmente en los hemisferios cerebrales y usualmente afectan a adultos de
entre 40 y 60 afios de edad. Los astrocitomas anaplasicos pueden surgir a partir de un astrocitoma
difuso o manifestarse de novo sin la presencia de un tumor precursor. Estos astrocitomas tienden a
progresar a glioblastoma. Se caracterizan por presentar atipia nuclear, alta actividad mitdtica y
lesiones difusamente infiltrantes. La sobrevida es de 2 a 3 afios y generalmente esta determinada por
el tiempo requerido para la progresion a un tumor de grado IV. Las terapias tanto para los
astrocitomas de grado Il como para los de grado Il son la quimio y/o la radioterapia (Arko et al., 2010;

Tihan y Bloomer, 2010).

Los astrocitomas de grado IV o glioblastomas representan el 60-75% de los tumores astrociticos,
afectan predominantemente a adultos con una incidencia maxima entre los 45 y 75 afios de edad y se
producen con mayor frecuencia en la sustancia blanca subcortical de los hemisferios cerebrales,
ganglios basales y el tdlamo (Louis et al., 2007; Scheithauer et al., 2008). Se pueden generar a partir
de un astrocitoma difuso o anaplasico, sin embargo, lo mas frecuente es que aparezcan de novo.
Presentan caracteristicas mas avanzadas de cancer, incluyendo la proliferacién celular descontrolada,
mayor infiltracion hacia otras areas del cerebro, propensién a la necrosis, angiogénesis, resistencia a
la apoptosis e inestabilidad gendmica. Estos tumores pueden estar compuestos de células de diversa
morfologia. Algunos de estos tipos celulares se observan con morfologia de tipo estrellado, mientras
gue otras tienen morfologia de células menos diferenciadas, es decir, pequefias y redondeadas
(Hadjipanayis y Van Meir, 2009). Son tumores mas resistentes a la quimio y/o radio terapia y son
letales en un lapso de 12 meses, por lo que constituyen el tipo de glioma mas agresivo (Brandes et al.,

2008).



El tratamiento dado a los pacientes que presentan astrocitomas depende del grado de evolucion del
tumor, de su tamafio, localizacion, tasa de crecimiento y sintomas. Las terapias para tratar este tipo
de tumores incluyen como, ya se habia mencionado anteriormente, desde su extirpacién por cirugia,
hasta la radiacién y la quimioterapia. A pesar de los avances en estas terapias, no siempre se aumenta
la tasa de sobrevida de los pacientes y ademds se comprometen muchas funciones cerebrales
(Camacho-Arroyo, 2003; De la Fuente et al., 2007), por lo que los astrocitomas siguen siendo de los

tumores mas letales.

En los astrocitomas humanos se han descrito una variedad de mutaciones que afectan normalmente a
aquellos genes que participan en la regulacion del ciclo celular y de |la apoptosis, como el gen de la
cinasa 4 dependiente de ciclina (CDK4) y el inhibidor de la cinasa dependiente de ciclina (INK4A), asi
como el gen del retinoblastoma (RB) y de |a proteina tumoral 53 (p53). También se encuentra alterada
la expresion de genes como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) que favorece la
angiogénesis y el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), que promueve la divisidon
celular (Ichimura et al., 2004; Hernandez-Hernandez et al., 2012). En la mayoria de los astrocitomas
de grado IV se han identificado anomalias cromosdmicas como son la presencia de una o mas copias
del cromosoma 7, pérdida del cromosoma 10, asi como deleciones y translocaciones del cromosoma
9. También se han detectado en menor grado pérdidas del cromosoma 22 y deleciones en los

cromosomas 1y 7 (Bigner et al., 1990).

Su frecuente recurrencia se debe principalmente a la resistencia que presentan ante las diferentes
terapias. Para explicar su reincidencia se han planteado dos hipdtesis: a) evolucion clonal (Nowell,
1976) y la b) células troncales cancerosas (Dick, 2008). La primera sugiere que debido a la
inestabilidad de los tumores, surgen subpoblaciones de células con diferentes mutaciones que son
seleccionadas por el microambiente generado por el propio tumor durante la progresién del cancer
y/o por los tratamientos. La segunda hipdtesis, la de las células troncales cancerosas, propone que en
los tumores hay células troncales capaces de propagarse, de sostener el crecimiento prolongado del
tumor o de iniciar la formacién de uno nuevo. Estas células tienen una mayor resistencia al dafio al
DNA y son muy eficientes exportando moléculas daninas como las drogas, por lo que son dificiles de

eliminar con terapias convencionales que atacan células altamente proliferativas. La hipotesis de las
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células troncales cancerosas ha llamado la atencién dado que puede llevar a buscar nuevas
estrategias terapéuticas (Dietrich et al., 2008; Xie, 2009), para ello se requiere del estudio de los
mecanismos moleculares y celulares que subyacen a la formacion de dichos tumores. Una terapia
alternativa podria ser aquella basada en antagonistas de receptores a hormonas esteroides, como la
progesterona (P4), por lo que es indispensable conocer sus mecanismos de accion (Cabrera-Munoz et

al., 2009; Hansberg-Pastor et al., 2013).

A pesar de los avances en el diagndstico y tratamiento de los gliomas de alta malignidad la media de
supervivencia no supera los 15 meses. Se ha observado que después de la reseccidn quirdrgica los
tumores reaparecen predominantemente en un radio cercano a 1 centimetro dentro de la cavidad de
reseccion. Esto se debe principalmente al hecho de que en el momento de la cirugia las células de la
masa tumoral ya han invadido el tejido cerebral sano (Demuth y Berens, 2004). Matsukado en un
trabajo demostré que mas del 50% de los tumores cerebrales no tratados alcanzaron el hemisferio
contralateral (Matsukado et al., 1961). Los gliomas infiltrantes siguen siendo un problema
particularmente dificil en cuanto al manejo clinico. En los ultimos 20 afios no se ha logrado algun
aumento significativo en la supervivencia de estos pacientes. Incluso los farmacos que inhiben
metaloproteinasas de matriz extracelular (MMP) u otros objetivos relacionados con la angiogénesis
no solo no aumentan la supervivencia, sino que aumentan la invasividad (Lamszus et al., 2003; Tonn y
Goldbrunner, 2003), por lo que resulta fundamental ahondar en los mecanismos involucrados durante

la migracion e invasidon de los gliomas.

Para que una célula tumoral pueda invadir, se requiere que desarrolle un borde frontal de avance. La
actina es necesaria para el desarrollo de estructuras de protrusién conocidas como lamelipodia,
filopodia e invadopodia. La migracion de células tumorales es el resultado directo de un complejo
equilibrio entre las sefales extracelulares e intracelulares que conducen a la regulacién dindamica del

citoesqueleto de actina y adhesiones asociadas (Nagai et al., 2011).

4.2. Migracion e invasion celulares

La invasion de las células tumorales al tejido normal es un proceso multi-factorial que consiste en la

interaccion de las células con la ECM, de los contactos entre las células adyacentes, asi como de los
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procesos bioquimicos que se desencadenan en las células en movimiento. Es bien sabido que la
motilidad celular no es una caracteristica de novo exclusiva de los procesos de carcinogénesis.
Diferentes tipos celulares exhiben movimiento activo durante varias etapas del desarrollo
embrionario, la cicatrizacién, y en el curso de las respuestas inmunes. Los procesos involucrados en la
movilidad celular se controlan de una manera muy rigurosa, lo que sugiere la reaparicion de un
fenotipo mévil en las células cancerosas como resultado de la pérdida o el cese de los mecanismos de

control (Graham et al., 1994).

Para migrar, las células necesitan modificar su forma y rigidez para interactuar con las estructuras
circundantes. La ECM proporciona el sustrato, asi como una barrera para la célula en movimiento. La
migracion e invasion celulares resultan de un ciclo continuo de etapas interdependientes
(Abercrombie et al., 1977; Lauffenburger y Horwitz, 1996; Friedl y Brocker, 2000). Se considera que

para que esto ocurra se necesita de cinco eventos (Figura 1).

1. La protrusion del citoplasma en el borde frontal de avance. La polimerizacion de actina
controla la protrusion de la célula en el paradigma actual de la motilidad celular (Pollard y
Borisy, 2003). La actina se polimeriza mediante el acoplamiento al complejo de nucleacién
Arp2/3 que se une a la proteina del sindrome de Wiscott-Aldrich (WASP), una proteina
adaptadora multifuncional. El complejo Arp2/3-WASP se une a la membrana plasmatica a
través de fosfoinositidos (PIPs) (Rohatgi et al., 1999). Arp2/3 interactua con los filamentos de
actina e induce su ramificaciéon (Blanchoin et al., 2000). Los PIPs también se unen y activan
factores de intercambio de nucledtidos de guanina (GEFs) que regulan la actividad de las
pequefias GTPasas RAC, Cdc42 y Rho, asi como RAS (Kaibuchi et al., 1999). Quimiocinas vy
receptores a factores de crecimiento activan a la fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K) y a la
fosfatidilinositol 4,5-cinasa (PI45K), que son las principales enzimas que generan los PIPs y
posteriormente activan (Ren et al., 1996; Leopoldt et al., 1998; Kaibuchi, 1999; Tsutsumi et al.,
2002).

2. Interaccion con la ECM y formacion de contactos focales. Las integrinas entran en contacto con
ligandos de la ECM (Miyamoto et al., 1995; Zamir y Geiger, 2001). Grupos de integrinas

reclutan proteinas adaptadoras y de sefializacién a través de sus dominios intracelulares,
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induciendo sefales de fosforilacion y desfosforilacion (Miyamoto et al., 1995; Hynes, 2002). El
dominio citoplasmico de las integrinas interactua con talina, cinasa de adhesion focal (FAK) y
otras proteinas como tensina (Miyamoto et al., 1995; Calderwood et al., 2000; Zamir y Geiger,
2001; Degani et al., 2002). Todas ellas pueden unirse a proteinas adaptadoras a través de sus
dominios SH2 o SH3 o dominios ricos en prolina y reclutar proteinas de union a actina
(vinculina, paxilina, moesina y a-actinina), asi como moléculas reguladoras (PI3K y la familia
Rho GTPasas) a los contactos focales (Miyamoto et al., 1995; Zamir y Geiger, 2001; Degani et
al., 2002). La formacién de contactos focales esta inducida por diversas vias de sefializacion,
tales como PI3K, la proteina cinasa C (PKC) y Rho GTPasas (llic et al., 1995; Schwartz y Shattil,
2000; Degani et al., 2002; Hynes, 2002).

Reclutamiento de proteasas y protedlisis focalizada de los contactos con la ECM. Las proteasas
escinden componentes de ECM, tales como colagena, fibronectina, laminina, pro-
metaloproteinasas de matriz extracelular (MMP), y asi producen MMP solubles activas, tales
como MMP2 (Ohuchi et al., 1997; Sameni et al., 2001; Friedl y Wolf, 2003a). La MMP1 y otras
colagenasas degradan coldgena, junto con otras macromoléculas de ECM, en fragmentos mas
pequefios, los cuales, a su vez, se vuelven accesibles para subsecuente degradacion por
metaloproteinasas (MMP2 y MMP9) o proteasas de serina (Ohuchi et al., 1997; Deryugina et
al., 1998; Tam et al., 2002).

Contraccion celular por actomiosina. La miosina Il se une a los filamentos de actina (complejo
gue se denomina actomiosina) y genera la contraccion celular (Verkhovsky et al., 1995;
Cramer, 1999; Katoh et al., 2001). El complejo Ca®" calmodulina (CaM) activa a la cinasa de
cadena ligera de la miosina (MLCK), fosforila la cadena ligera de la miosina (MLC) y asi activa a
la miosina. Esto es contrarrestado por desfosforilaciéon mediante la fosfatasa MLC (MLCPtasa)
(Kamm vy Stull, 2001). RHO regula la contraccion de actomiosina predominantemente a través
de su efector, ROCK, que fosforila e inhibe a la MLCPtasa (Fukata et al., 2001; Katoh et al.,
2001).

Separacion de la parte posterior de la célula. La disociacion de los contactos focales en la parte

posterior de la célula se produce a través de varios mecanismos. Proteinas de unidn a actina
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como gelsolina y cofilina inducen la ruptura del filamento (Wear et al.,, 2000). Proteasas
citoplasmaticas como calpaina escinden los componentes de los contactos focales (talina y la
porcion citoplasmatica de las integrinas) (Potter et al., 1998; Pfaff et al., 1999). También la
cinasa de adhesion focal (FAK) produce la disociaciéon de los contactos focales aunque los
mecanismos aun no se conocen (llic et al., 1995; Zeng et al., 2003). Los contactos focales se
debilitan aun mas mediante escision proteolitica de los receptores de adhesién y con la
acumulacién de fragmentos de colagena que se generan mientras la célula se mueve hacia
adelante (Carragher et al., 1999). Después del contacto focal, las integrinas se desprenden de
la ECM vy se internalizan a través de vesiculas endociticas y se reciclan en el borde frontal de
avance de la célula o se depositan sobre la ECM (Regen y Horwitz, 1992; Bretscher, 1996;

Friedl et al., 1997).

En este proceso de 5 etapas participan mds de 125 proteinas y entre ellas estan componentes del

citoesqueleto (Deakin y Turner, 2008).

Multiples factores medioambientales pueden promover, dirigir y regular la motilidad de las células
tumorales y contribuir a la invasidn. Quimiocinas y factores de crecimiento inducen y mantienen la
motilidad a través de sefiales pro-migratorias que activan vias de transduccién de sefiales en las que
participan PI3K, RAC y Rho. Las proteasas de ECM generan fragmentos quimiotacticos asi como
péptidos pro-migratorios (Giannelli et al., 1997; Seftor et al., 2001). Muchos de estos factores
promotores de la migracion tales como el EGF también promueven otras funciones como la
proliferacion celular y la supervivencia. Otros como el factor de crecimiento insulinico 1 (IGF1)

alternativamente parecen activar preferentemente la migracién celular (Brooks et al., 1997).

Observaciones realizadas en modelos in vitro o in vivo han mostrado que las células tumorales
infiltran el tejido adyacente con diversos patrones. Las células pueden diseminarse individualmente
en lo que se conoce como “migracién individual” o expandirse como hebras sélidas de células, en
estructuras laminares o en agrupaciones a lo que se denomina “migracién colectiva” (Friedl y Wolf,
2003b). En muchos tumores ocurren ambos tipos de migracidén simultaneamente. Se cree que entre
mas desdiferenciadas se encuentren las células tumorales, es mas probable que el tumor se disperse

a través de células individuales (Thiery, 2002).
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Figura 1. Modelo de cinco etapas de migracion-invasion celular. (1) La protrusion del citoplasma en el borde
frontal de avance, (2) Interaccion con la ECM y formacion de contactos focales, (3) Reclutamiento de
proteasas y protedlisis focalizada de los contactos con la ECM, (4) Contraccion celular por actomiosina y (5)
Separacion de la parte posterior de la célula. Referirse al texto para la explicacion de cada uno de los pasos.
Esquema tomado y modificado de (Friedl y Wolf, 2003b).

La capacidad de las células de adoptar una gran variedad de formas y de llevar a cabo movimientos
direccionados y coordinados depende del citoesqueleto, que es una estructura dindmica que se

reorganiza continuamente mientras la célula cambia de forma, se mueve, se divide, etc., en respuesta
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Las diversas funciones del citoesqueleto dependen de tres tipos de filamentos proteicos, los
microtubulos, los filamentos intermedios y los filamentos de actina. Cada tipo de filamento esta
formado por una proteina distinta, tubulina para los microtubulos. En el caso de los filamentos
intermedios la proteina depende del tejido celular del que se trate, por ejemplo, proteina fibrilar
acidica glial (GFAP) en las células gliales o desmina en las células musculares, y la actina que compone

a los microfilamentos (Alberts et al., 2008) (Figura 2).

FILAMENTOS DE ACTINA FILAMENTOS INTERMEDIOS MICROTUBULOS

Figura 2. Componentes del citoesqueleto. Esquema tomado y modificado de (Alberts et al., 2008).

4.3.1. Los Filamentos de Actina

La actina es una proteina altamente conservada y es la mas abundante en la célula, constituye
aproximadamente el 5% de la proteina celular total. Cada molécula de actina es un polipéptido de 373
aminodacidos de longitud y con un peso de 42 kDa. La actina participa en muchos procesos celulares
importantes, incluyendo la contraccion muscular, la divisidén y la citocinesis, el transporte de vesiculas
y organelos, procesos de sefializacién celular, el establecimiento y mantenimiento de las uniones
celulares y de la forma de la célula, asi como en el movimiento (Alberts et al., 2008; Doherty y

McMahon, 2008) (Figura 3).

Existen tres isoformas de actina que se clasifican dependiendo de su punto isoeléctrico, la a-actina
gue se encuentra en diversos tipos de musculo y es el mayor constituyente del aparato contractil de
la célula, mientras que las B-actina y y-actina coexisten en muchos tipos de células no musculares y

son los mediadores de la motilidad celular (Alberts et al., 2008).
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Figura 3. Estructura de la actina. (A) Microfotografia de filamentos de actina. (B) Disposicion helicoidal de las
moléculas de actina en un filamento. (C) Estructura tridimensional de actina donde se observa que una
molécula de ATP se encuentra estrechamente asociada en una fisura entre los dos dominios de la proteina.
Esquema tomado y modificado de (Alberts et al., 2008).

4.4. El Citoesqueleto en los procesos de migracidn e invasion

Como se menciond anteriormente, los lamelipodia y filopodia se componen de filamentos de actina.
Estas estructuras se forman a partir de la polimerizacion de actina globular monomérica (G-actina) en
dobles filamentos helicoidales. La actina filamentosa (F-actina) esta estructural y cinéticamente
polarizada, presentando un extremo de crecimiento mas répido, el extremo (+) y uno de crecimiento
mas lento, el extremo (-). Una vez que un mondmero de G-actina es incorporado en el extremo (+), el
ATP del mondmero se hidroliza. Después de la hidrdlisis del fosfato inorganico, la molécula de actina-
ADP forma parte del filamento, finalmente, en el extremo (-) se disocia otra molécula de actina-ADP.
Los mondmeros de actina-ADP disociados posteriormente se vuelven a cargar con ATP y se
transportan hacia el extremo (+) para que continle el proceso de polimerizacion. La adicién de G-
actina se produce preferentemente en el extremo (+) y la disociacion de moléculas que contienen
ADP en el extremo (-). Bajo condiciones de estado estacionario, cuando la concentracion de
monomero se encuentra entre las concentraciones criticas de los dos extremos, el nUmero de
moléculas de actina anadidas en los extremos de crecimiento rapido equilibra el nimero de moléculas
gue se disocian de los extremos (-), lo que resulta en un equilibrio dindmico llamado “treadmilling” o

intercambio rotatorio (Wegner, 1976) (Figura 4).

16



‘, Nucleo actina - ATP

N " &
+ @ - =
@‘//
2
o
® Recambio de nucleétidos Profilina
2 I .

actina - ADP

= \
Gelsolina @ ADF/cofilina

Figura 4. Dindmica de la polimerizacion de los filamentos de actina. Una vez que el nicleo de actina se ha
formado, la asociacion de monémeros procede rdapidamente, con un extremo, designado como el extremo
(+), el cual crece mucho mads rdpido que el otro, el extremo (-). La hidrdlisis de ATP y la disociacion de fosfato
desestabiliza el filamento haciéndolo mds susceptible a la accién de proteinas tales como ADF/cofilina. La
ADP-actina se somete a intercambio de nucledtidos, que estad facilitado por la profilina. La profilina une
actina monomeérica y controla la polimerizacion mediante la interaccion con forminas. Proteinas de
recubrimiento, tales como la gelsolina, pueden asociarse con el extremo (+) creciente e inhibir el
alargamiento del filamento. Esquema tomado y modificado de (Niirnberg et al., 2011).

La incorporacién de nuevas subunidades de actina en el extremo (+) proporcionan la fuerza mecdnica
para la generacién del borde frontal de avance en las células que migran. Por lo tanto, la dindmica de
actina debe estar estrechamente controlada y regulada in vivo (Pollard y Cooper, 2009). Existen
proteinas que se pueden asociar con el extremo (+) como la gelsolina impidiendo asi la elongacion del
filamento, o con el extremo (-) como los miembros de la familia del factor despolimerizante de actina
y cofilina (ADF/cofilina) induciendo la despolimerizacién (Dos Remedios et al., 2003; Le Clainche y

Carlier, 2008).
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El inicio de la migracién celular requiere de la polimerizacidon de actina a partir de extremos (+). En
respuesta a la estimulacion por factores de crecimiento como el factor de crecimiento epidérmico
(EGF), la célula empieza a polimerizar filamentos de actina cerca de la membrana plasmatica
produciendo el borde frontal de avance (Mogilner y Oster 2003; DesMarais et al., 2005). Existen
multiples mecanismos a través de los cuales la célula inicia la polimerizacion de los filamentos de
actina, uno de ellos es a partir de filamentos pre-existentes como en el mecanismo de corte inducido
por la cofilina, el cual produce extremos (+) (DesMarais et al., 2005), otro es la nucleacién por el
complejo Arp2/3 (de las siglas en inglés de Actin-related proteins) y otro es por proteinas de la familia
de las forminas que inducen la nucleacién de novo (Higgs, 2005). Aumentar el nimero de extremos (+)
en una ubicacion especifica dentro de una célula sirve no solo para iniciar la formacién de estructuras

de protrusion, sino también para definir la ubicacion del borde frontal de avance (Ghosh et al., 2004).

La cofilina es una proteina de 166 aminoacidos y con un peso de 19 kDa que pertenece a la familia
ADF/cofilina. La cofilina participa en la dinamica de los filamentos de actina principalmente por union
a F-actina y corte del filamento, lo que produce un incremento en el nimero de extremos (+) que
promueve la polimerizacion o despolimerizacion dependiendo de la concentracién local de G-actina y

de otras proteinas asociadas a actina (ABP) como el complejo Arp2/3 (Ichetovkin et al., 2002).

Muchos estudios han demostrado tanto in vivo como in vitro que la cofilina puede ser regulada por
varios mecanismos (Arber et al., 1998; van Rheenen et al.,, 2009), uno de ellos es a través de
modificaciones post-traduccionales como la fosforilacion que modula su capacidad para interactuar
tanto con G-actina, como con F-actina (Oser y Condeelis, 2009; van Rheenen et al., 2009). Las Rho
GTPasas regulan positivamente a LIM cinasas (LIMK) y a TES cinasas (TESK1 y TESK2) que fosforilan a
la cofilina en el residuo de Ser-3 (p-cofilina) lo que impide que se una a la actina, es decir, la inactivan
impidiendo la formacion de extremos (+) y por lo tanto la polimerizacién de los filamentos de actina y
asi también de estructuras de movimiento (Moriyama et al., 1996; Arber et al., 1998). Las fosfatasas
como Slingshot (SSH) vy cronofina activan a la cofilina a través de su desfosforilacion permitiéndole
interactuar con los filamentos de actina e induciendo la formacidon de extremos (+) necesarios para la
formacion del borde frontal de avance de la célula en movimiento (Nagata-Ohashi et al., 2004; Gohla

et al., 2005). Asi, la cofilina esta regulada dindmicamente por ciclos de fosforilacién, de tal manera
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que las concentraciones locales de cinasas y fosfatasas determinan el balance general de su actividad

(Figura 5).
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Figura 5. Esquema de la funcion de la cofilina en la célula. (A) El incremento localizado de la actividad de
cofilina incrementa el corte de F-actina y despolimerizacion, que se traduce en un aumento de G-actina,
mayor dindmica de los filamentos y por lo tanto mayor movilidad celular. (B) Modelo de regulacion de
activacion de cofilina mediante ciclos de fosforilacién-desfosforilacién. Figura tomada y modificada de
(Nagai et al., 2011).

Adicionalmente, la cofilina ha sido implicada en la invasién tumoral y la metdstasis de diferentes tipos
de tumores (Martoglio et al., 2000; Unwin et al., 2003; Turhani et al., 2006). Yap y colaboradores
estudiaron el papel de la cofilina en la motilidad de astrocitomas. En su estudio, ellos sobre-

expresaron la cofilina en la linea celular U373, y encontraron que esta sobre-expresién aumenta la
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motilidad celular (Yap et al., 2005). Nagai y colaboradores analizando microarreglos de tejido de
astrocitomas encontraron que el aumento en la expresién de la cofilina correlaciona de manera

positiva con el grado de malignidad en lineas celulares derivadas de astrocitomas (Nagai et al., 2011).

4.5. El papel de las hormonas sexuales en la movilidad celular

El movimiento celular es un proceso molecular altamente integrado que desempefia un papel central
en una amplia variedad de fendmenos bioldgicos, lo que representa un aspecto clave de muchos
procesos fisioldgicos y patoldgicos (Lauffenburger y Horwitz, 1996). En la embriogénesis, la migracion
celular es un fendmeno recurrente en los eventos morfogénicos importantes en el desarrollo del SNC
(Hua y Smith, 2004). La motilidad celular también es importante en el organismo adulto, tanto en
condiciones fisioldgicas como en patolégicas. Por ejemplo, en el movimiento celular que se requiere
en los procesos inflamatorios, donde los leucocitos o linfocitos migran hacia los tejidos (Egger et al.,
1994). También en la cicatrizacién de heridas se necesita el movimiento de los fibroblastos y de
células endoteliales vasculares para lograr la reparacion de tejidos. La angiogénesis requiere también
del movimiento de las células vasculares. Asimismo, se ha observado que el movimiento celular es la
base para la invasién local del cancer y la metdastasis a distancia, que representan la principal razén de

la morbilidad y la mortalidad por tumores malignos (Kedrin et al., 2007).

Se ha informado que los esteroides sexuales naturales como la P4 y el estradiol (E,) o sintéticos como
el acetato de medroxiprogesterona (MPA), la drospiredona (DRSP) o la nestorona (NES), son
reguladores fundamentales de la morfologia y motilidad en diversos tipos celulares, incluyendo
células de cancer de mama, células endoteliales y neuronas (Simoncini et al., 2006; Fu et al., 2008b;
Fu et al.,, 2008c; Flamini et al., 2009; Sanchez et al., 2009; Sanchez et al., 2010). Aunque no se
conocen por completo los mecanismos por los cuales estas hormonas regulan estos procesos, se ha
observado que se activan proteinas involucradas en la remodelacion del citoesqueleto de actina como
la ezrina, moesina o el complejo Arp2/3 (Fu et al., 2008b; Fu et al., 2008c; Sanchez et al., 2009; Zheng
et al., 2011). Ademas de la remodelacion del citoesqueleto, también se ha observado la participacidon
de la P4 vy el E; en la formacion de complejos focales de adhesion, los cuales también son
fundamentales en el proceso de movilidad celular (Fu et al., 2008b; Sanchez et al., 2010). Se ha

sugerido que las hormonas sexuales participan en estos procesos a través del mecanismo de accion
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no gendmico debido a la activacion de cinasas como c-Src (Gentilini et al., 2007; Fu et al., 2008b; Fu et

al., 2008c; Fu et al., 2010; Li et al., 2010; Sanchez et al., 2010; Zheng et al., 2011).

4.6. La Progesterona

La progesterona (P4) es una hormona esteroide de 21 atomos de carbono derivada del colesterol
(Figura 6). Se sintetiza en los ovarios (cuerpo luteo y foliculos), la corteza adrenal, la placenta y en
neuronas y células gliales del SNC (Graham y Clarke 1997; Schumacher et al., 2012). La P4 tiene una
vida media de 36.5 horas (Miller et al., 1999) y en el higado se convierte a pregnandiol, el cual permite
la conjugacion para formar glucurénidos, que al ser de caracter hidrofilico facilitan su excrecion por la

orina (Barrett et al., 2010).
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Figura 6. Biosintesis de la progesterona y sus metabolitos. La P, es sintetizada a partir del colesterol, un paso
limitante para su sintesis es la entrada del colesterol a la mitocondria por la proteina StAR. Una vez dentro,
el colesterol es oxidado por el citocromo P450scc para la conversion de pregnenolona, ésta puede tomar dos
rutas: la conversion en P, por la enzima 36-hidroxiesteroide deshidrogenasa (36-HSD-1I) o en 17a-
hidroxipregnenolona por la enzima 17a-hidroxilasa (P450c17). Las concentraciones biolégicamente activas
de P, se encuentran en el orden de nanomolar (nmol/L) mientras que las de estradiol en el orden de

picomolar (pmol/L). Figura tomada y modificada de (Bulun et al., 2005).
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Esta hormona participa en la regulacion de la ovulacion, la implantaciéon del évulo fecundado, la
diferenciacién, la conducta sexual, el embarazo, la proteccidon al dafio neuronal y el crecimiento
tumoral, entre otras funciones. La P4 actia en diferentes tejidos como son el cerebro, el Utero, el
pancreas, el pulmon, el ovario, la glandula mamaria, el hueso, etc, y muchos de los efectos que tiene
estan regulados por su receptor intracelular, el receptor a progesterona (RP) (Graham y Clarke, 1997;

Camacho-Arroyo y Rodriguez-Dorantes, 2006; Scarpin et al., 2009).

En los varones, la concentracién plasmatica de P, es menor a 4.45 nM. En las mujeres, la
concentracion de P4, cambia a lo largo del ciclo menstrual, en el embarazo y en la menopausia (Barrett

et al., 2010); Tabla 1).

Etapa |Progesterona (nM)

Hombres <4.45

Mujeres (ciclo menstrual)

Menstruacion 03-1.6
Folicular 0.3-3.2
Ovulatoria 3.2-64
Ldtea 12.8-48.0
Postmenopausia <2.2

Mujeres (embarazo)

Primer trimestre 32.4-139.9

Segundo trimestre] 76.5-271.2

Tercer trimestre 206.7 —922.2

Tabla 1. Concentracion plasmdtica de P, (Barrett et al., 2010)

Se ha observado que los metabolitos de la P; como la alopregnanolona, conocidos como
neuroesteroides, participan en la regulacion del estrés, neuroproteccion, memoria y depresion
(Mellon y Griffin, 2002). Estos se sintetizan por células gliales y neuronas en la corteza, hipocampo y
amigdala (Baulieu y Robel, 1990) y ejercen sus funciones principalmente a través del mecanismo de

accioén no clasico (Reddy, 2010).
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4.6.1. Mecanismos de accion de la Py

Los efectos de la P4 se pueden clasificar como clasicos y no clasicos. El primer mecanismo comprende
generalmente, todos los efectos a largo plazo, los cuales estan modulados por el receptor a P4 (RP)
gue regula la expresidén de genes blanco (Conneely et al., 2003). En cambio, el segundo mecanismo
ocurre principalmente en la membrana y en el citoplasma, induciendo los efectos a corto plazo
(Gellersen et al., 2009). No obstante, existe la posibilidad de que ambos mecanismos se enlacen,

permitiendo a la hormona tener una regulacion mucho mas fina sobre varias funciones celulares

(Figura 7). Revisdo por (Camacho-Arroyo y Rodriguez-Dorantes, 2006).

Py (":.3:' -

Pa Py Ps
| |
AMF N

: sl
Bl

Figura 7. Esquema de los mecanismos de accion de la P, Los efectos de la P, ocurren por dos diferentes
mecanismos celulares: 1. Genomico, en el que el complejo hormona-receptor (P,-RP) se une con elementos de
respuesta a P, (ERP) ubicados en las regiones reguladoras de los genes blanco en el DNA, y asi se modula
directamente la expresion génica. 2. No gendomico, que incluye receptores membranales y canales idnicos,
cuya activacion inicia cascadas de sefializacion mediante la intervencion de mensajeros intracelulares. mRP
(o mPR); Receptor membranal a P, G: Proteina G, aBy: Subunidades de la proteina G; cAMP: Adenosin
monofosfato ciclico; PKA: Proteina Cinasa A; GABAAR: Receptor a GABA tipo A; ca**: Calcio; CI': Cloro; K':
Potasio; PTK: Proteina Tirosina Cinasa; MAPK: Proteina Cinasa Activada por Mitdogenos; MEK: Cinasa de
MAPK; PI3-K: Cinasa de Inositol Trifosfato; PLC: Fosfolipasa C; DAG: Diacil glicerol; PKC: Proteina Cinasa C;
IP3: Inositol Trifosfato. Basado en (Camacho-Arroyo y Rodriguez-Dorantes, 2006).
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El mecanismo clasico implica la regulacion de la transcripcion de los genes blanco mediada por el RP.
Este ocurre en varios pasos donde primero la P4 entra por difusiéon simple a la célula e interactua con
su receptor. El receptor en ausencia de ligando se mantiene inactivo gracias a que se encuentra unido
a un complejo proteinico conformado por las proteinas de choque térmico Hsp70/Hsp40, la proteina
p23, co-chaperonas como las proteinas FKBP 51 y 52. La asociacién con chaperonas le confiere una
conformacion determinada que le permite unir a la hormona con gran afinidad (Schulke et al., 2010).
Una vez unido a su ligando, el receptor se disocia de dichas proteinas, se dimeriza con otra molécula
de RP y es fosforilado por MAPK en varios residuos como Ser294 y Ser345 (Conneely et al., 2003;
Daniel et al., 2009; Ward y Weigel, 2009). El complejo RP:RP interactia con los elementos de
respuesta a P4 (ERP) localizados en los promotores de los genes blanco de P4. Al mismo tiempo se
reclutan varios correguladores como los de la familia p160 como el coactivador SRC-1 y otros factores
generales de la transcripcién para formar un complejo de iniciacion e inducir la expresion de los genes
blanco. El RP también puede activar la transcripcion de manera indirecta al unirse a otros factores de
transcripciéon como las proteinas Spl, AP-1 y STATs (Camacho-Arroyo, 2003; Conneely et al., 2003;
Camacho-Arroyo y Rodriguez-Dorantes, 2006; Hagan et al., 2009). Tras la transcripcion, el RP y los
coreguladores se degradan de manera dependiente de ligando a través de la via ubiquitina-

proteosoma (Lange et al., 2000; Villamar-Cruz et al., 2006) (Figura 8).

En el mecanismo no clasico, la P4 o sus metabolitos pueden activar diversas cascadas de senalizacion.
Por ejemplo, la P4 puede interactuar con el RP citosdlico para activar cinasas con dominios SH3 como
la cinasa Src (Boonyaratanakornkit et al., 2001). También se ha observado que la hormona interactua
con receptores localizados en la membrana plasmatica (mRP), los cuales tienen una estructura y un
perfil farmacolégico diferente al RP. Todavia se desconocen muchos aspectos de los mRPs aunque se
ha observado que actuan acoplados a proteinas G (Singh et al., 2013). La P4 es capaz de activar
canales de Ca®**, puede interactuar con sitios alostéricos localizados en los receptores a
neurotransmisores tales como GABA (Henderson, 2007; Lishko et al., 2011). Estas interacciones
producen cambios en la conductancia idnica, la activaciéon de cascadas de segundos mensajeros, la
produccién de AMP ciclico y la activacion de cinasas como la proteina cinasa C (PKC) y las cinasas

activadas por mitégenos (MAPK) (Boonyaratanakornkit et al., 2007; Gellersen et al., 2009).
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TATA

Figura 8. Mecanismo de accion cldsico de la P,. En estado basal, el RP estd asociado con proteinas
chaperonas como las de choque térmico HSP90 y HSP70. Después de la union de la P, el RP se disocia de las
proteinas chaperonas y se dimeriza con otra molécula de RP. El receptor es fosforilado y forma complejos con
correguladores como el coactivador SRC-1 y el correpresor SMRT. El RP interactua con el ERP en la region
promotora de los genes blanco de la P,, lo cual también induce fosforilacion del RP y la maquinaria de
transcripcion basal es reclutada. A/B, C, D y E son dominios del RP. Figura tomada de (Camacho-Arroyo y
Rodriguez-Dorantes, 2006).

4.7. Estructura y funcidn del receptor a progesterona

El RP es una proteina clasificada dentro de la superfamilia de receptores nucleares que se catalogan
en tres diferentes clases. La primera incluye los 10 receptores a hormonas esteroides, entre los que se
encuentran los receptores a estrégenos a y B (REa/B), el RP-A y RP-B, el receptor a glucocorticoides
(RG), el receptor a mineralocorticoides (RM) y el receptor a androgenos (RA). La segunda clase esta
representada por los receptores X de retinoides (RXRa/B/y), el receptor a la vitamina D (RVD), el
receptor de activacion de la proliferacion de peroxisomas (RAPPa/B/y) y el receptor a hormonas
tiroideas (RTa/B). La tercera clase comprende a todos los receptores huérfanos, de los cuales se
desconoce su ligando enddgeno. Todos ellos son factores de transcripcion que se activan al unirse a

su ligando y se cree que surgieron de un ancestro comun (Edwards, 2000; Ellmann et al., 2009).
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La cadena polipeptidica de los receptores a hormonas esteroides estd dividida estructural vy
funcionalmente en varios dominios. El dominio A/B del extremo amino terminal es el mas variable en
su secuencia y en su longitud. Este dominio tiene funciones de activacion (AF) que regulan la
transcripcién de genes blanco (Nussey y Whitehead, 2001; Ellmann et al., 2009). El dominio C posee la
region mas conservada que es el dominio de unién al DNA (DBD). El DBD contiene dos dedos de zinc,
cada uno con cuatro residuos de cisteina conservados, que participan en la dimerizacién del receptor
y en el reconocimiento del DNA (Edwards, 2000; Nussey y Whitehead, 2001; Ellmann et al., 2009).

Por otro lado, el dominio D es una region en forma de horquilla que contiene la secuencia de
localizacidon nuclear y los sitios de unidn para las proteinas chaperonas que mantienen los receptores
en un estado inactivo. El dominio E es multifuncional pues contiene el sitio de unién al ligando, una
funcion de activacidon (AF-2) dependiente de ligando, una segunda secuencia de localizacion nuclear y
varios sitios de union a chaperonas y correguladores (Edwards, 2000; Nussey y Whitehead, 2001;

Camacho-Arroyo y Rodriguez-Dorantes, 2006; Ellmann et al., 2009) (Figura 9).

1 165 567 633 680 933
PR-B PR-A

A/B C D E

AF-3 AF-1 NLS LBD
DBD Hsp9o AF-2
Transactivacion Dimerizacién Coreguladores

Figura 9. Representacion esquemdtica de los dominios del RP. El receptor consta de cinco dominios
denominados de la A a la E. El dominio A/B se encuentra en el extremo amino y tiene dos funciones de
activacion (AF-3 y AF-1) que participan en la regulacion de la transcripcion de los genes blanco. El dominio C
contiene el dominio de dimerizacion y el dominio de union al DNA (DBD) que se caracteriza por tener dos
dedos de zinc. El dominio D tiene las secuencias de localizacion nuclear (NLS) y la de union a chaperonas
(Hsp90). El dominio E tiene la region de unién al ligando (LBD), la de union a correguladores y hacia el
extremo carboxilo tiene una funcién de activacion (AF- 2). En el esquema también se muestra el numero de
aminodcidos que tiene cada dominio y las isoformas RP-A y RP-B (Tomada y modificada de(Cabrera-Mufioz
etal., 2011).
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Uno de los factores criticos involucrados en las respuestas bioldgicas a la P4 es la presencia de dos
isoformas del receptor. Estas dos especies moleculares regulan la expresion de diferentes genes y por
tanto también distintas funciones dentro de la célula. Existen dos principales isoformas, RP-A y RP-B,
las cuales han sido descritas en aves, reptiles y mamiferos, incluido el ser humano (Gonzalez-Agliero
et al.,, 2001; Camacho-Arroyo et al., 2003; Guerra-Araiza et al.,, 2009; O'Connell et al., 2011). En el
humano, la isoforma RP-A pesa 94 kDa y RP-B 116 kDa.

La estructura diferencial de las isoformas del RP, la dimerizacidn, las modificaciones postraduccionales
y el reclutamiento de distintos coactivadores confiere respuestas tejido especificas y una regulacion
diferencial de los genes blanco (Mani, 2008). Las respuestas a la P4 varian de un tejido a otro y
dependen en gran medida de la relacién RP-A:RP-B. Los cambios en la proporcién de las isoformas del
RP se han relacionado con procesos fisiolégicos como el ciclo menstrual, el embarazo y post-parto
(Mote et al., 1999; Taylor et al., 2009; Tan et al., 2012) y con enfermedades como el cancer (Grahamy

Clarke, 2002).

Trabajos realizados en nuestro laboratorio han demostrado que el RP se expresa de manera
diferencial en los astrocitomas dependiendo del grado de evolucion del tumor. Se encontrd en
astrocitomas de grado Ill y IV obtenidos a partir de biopsias que, aunque la mayoria expresan ambas
isoformas del RP, la predominante es RP-B (Gonzalez-Agliero et al., 2001). También se ha observado
en estudios realizados en lineas celulares de grado Ill (U373) que se expresa principalmente la
isoforma RP-B en una proporcion RP-B/RP-A de 3:1, mientras que RP-A se expresa mayoritariamente

en las de grado IV (D54) en una relacién RP-B/RP-A de 0.66:1 (Cabrera-Mufioz et al., 2009).

4.8. Antagonistas de la P4

Se han desarrollado diversos ligandos sintéticos que pueden competir con la P4 en su union con el RP,
y de esta manera son capaces de inhibir la actividad del receptor. El primero que se desarrollé fue la
mifepristona (RU486), que es un antagonista de progestinas y glucocorticoides. A partir de ésta,
numerosos ligandos relacionados han sido sintetizados, los cuales exhiben un amplio espectro en su
rango de actividad, que va desde antagonistas del RP puros, hasta ligandos con actividad agonista-

antagonista (Spitz, 2003). Debido a este rango de actividad, los antagonistas del RP se han clasificado
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como moduladores del receptor a P, (PRMs), moduladores selectivos del receptor a P4 (SPRMs),

mesoprogestinas o agonistas-antagonistas parciales (Chwalisz et al., 2000; Spitz, 2003).

Las antiprogestinas se clasifican en dos grupos basandose en sus efectos sobre la funcidn del RP in
vitro. Los compuestos de tipo |, que incluyen la onapristona (ZK98299), previenen la asociacién del RP
con los ERP y actian como antagonistas puros, mientras que los compuestos de tipo Il cuyo ejemplo
principal es el RU486, que pueden promover la disociacion entre el RP y las proteinas de choque
térmico, la dimerizacidon del RP y la unién al ERP, por lo cual se ha propuesto que el mecanismo
antagonista de dichos compuestos implica un cambio conformacional en la estructura del RP, el cual
impedira la unién de la P4 a su receptor y la consecuente activacion de la transcripcion (Edwards et al.,
1995). Se dice que éstos son antagonistas impuros o agonistas-antagonistas parciales, ya que también
pueden activar al receptor. Se ha observado que en presencia de AMPc, el RU486 tiene actividad de

agonista (Chwalisz et al., 2000).

Asimismo se sabe que las antiprogestinas bloquean la interaccion de los receptores con coactivadores
y permiten el reclutamiento de correpresores. Se ha sugerido que la relacion entre el reclutamiento
de coactivadores y correpresores por cada antiprogestina en cada tipo celular determina si un
compuesto es agonista, antagonista o un agonista-antagonista (Liu y Ogle, 2002), de la misma forma,
también es posible que las antiprogestinas actuen via heterodimerizacion y competencia por la union

a ERP (Spitz, 2003).

4.8.1. Caracteristicas del RU486

La principal caracteristica estructural del RU486 es el grupo femil-aminodimetil en la posicion 11B del
esqueleto esteroide, el cual permite mayor interaccién con una region especifica del sitio de union al
receptor (Cadepond et al., 1997). El RU486 es un antagonista de la P4, que compite por el sitio de
union al RP, al que se une con una constante de afinidad media de 1.4 nM, mientras que la constante
de unidén de la P4 por el RP-A y RP-B es de 1.2 nM y 0.9 nM, respectivamente (Raaijmakers et al.,
2009). Aunque la activacion del RP no se ve afectada al unirse el RU486, estudios con coactivadores
de la familia p160 y de la estructura del sitio de unidn al ligando, han demostrado que el RU486 no se

une a las mismas regiones que un agonista y que induce una conformacién diferente de su extremo
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carboxilo terminal (Leonhardt y Edwards, 2002). Esta conformacion alterna no permite la interaccién

con coactivadores y promueve el reclutamiento de correpresores (Figura 10).

Los antagonistas del RP tienen diversos efectos sobre el sistema reproductivo. Ademas pueden ser
utilizados en el tratamiento de algunos tipos de cancer, por ejemplo, estudios recientes demuestran
qgue el RU486 puede prevenir la tumorigénesis mamaria en ratones deficientes de Brcal/p53 por lo
gue podria ser utilizado como terapia alternativa contra el cancer de mama (Pooley et al., 2006).
Asimismo, investigaciones realizadas en nuestro laboratorio revelan que el RU486 disminuye la
proliferacién celular inducida por P4 en las lineas celulares U373 y D54 derivadas de astrocitomas

humanos de grados lll y IV respectivamente (Cabrera-Mufioz et al., 2009).

Figura 10. Mecanismo de accion del RU486. En ausencia de ligando el RP se encuentra unido a proteinas
chaperonas, las cuales cubren el dominio de union al DNA. El RU486 presenta mayor afinidad por el RP que la
P, por lo cual se une preferentemente al receptor. Una vez que el RU486 se ha unido al RP, la interaccion del
receptor con la proteina de choque térmico 90 y p59 se hace mds fuerte y a partir de ahi puede ocurrir que las
proteinas chaperonas no permitan que el RP se una al ERP o que el RP si se una al ERP pero que sufra un
cambio conformacional que no permita reclutar a la maquinaria transcripcional. La conformacion adquirida
al unirse el antagonista no permite la interaccion con coactivadores y promueve el reclutamiento de
correpresores. Chaperonas: proteinas de choque térmico (hsp), p59, complejo hsp-inmunofilina (HBI). ERP:
elemento de respuesta a P, Tomado y modificado de (Mahajan y London, 1997).
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4.9. Efectos de la P, en lineas celulares de astrocitomas.

Se ha observado que la P4 (10 nM) induce la proliferacion de las células U373 y D54 y el tratamiento
con el antagonista del RP (RU486, 10 uM) bloquea el efecto de la hormona, lo que sugiere que el
efecto de la P4 es a través de sus receptores intracelulares (Gonzalez-Agliero et al., 2007). Ademas, la
sobre-expresion de la isoforma RP-A en la linea U373 disminuye el aumento en el numero de células
inducido por P4, lo que sugiere que el RP-A tiene un efecto inhibidor sobre el crecimiento celular,
cuando es activado por su ligando (Cabrera-Mufioz et al., 2009). Aunado a esto, hemos reportado que
en la linea celular D54, la P4 (10 nM) induce la expresion de genes que participan en la regulacion del
ciclo celular, la proliferacion y la angiogénesis como ciclina D1, EGFR y VEGF (Hernandez-Hernandez et

al.,, 2012).

5. Planteamiento del problema

Los astrocitomas constituyen las neoplasias cerebrales mas frecuentes y agresivas en el ser humano.
Sin embargo, hasta el momento no se cuenta con alguna estrategia terapéutica que disminuya de
manera efectiva el crecimiento de estos tumores y mejore la calidad de vida de los pacientes que los

presentan.

Se sabe que la P4 a través del RP incrementa el niumero de células en lineas derivadas de astrocitomas
humanos de los maximos grados de evolucién (Il y V), a través de un incremento en la proliferacion
celular y en la expresion de genes involucrados en la progresion del ciclo celular y la angiogénesis
como ciclina D1, el receptor al factor de crecimiento epidérmico (EFGR) y el factor de crecimiento

endotelial vascular (VEGF).

Sin embargo, se desconoce la participacion de la P4 y del RP en la infiltracion de los astrocitomas
humanos, que es una de las causas mas comunes en el fracaso del tratamiento y la alta mortalidad
producida por estos tumores. La infiltracidn involucra procesos de migracién e invasion que dependen
de la remodelacién del citoesqueleto de actina. Por lo anterior, en este trabajo estudiamos los efectos

de la P4 sobre la migracion e invasion celulares y la activacion de cofilina.

30



6. Hipotesis

Ya que los procesos de migracion e invasion en células tumorales dependen en gran medida de la
remodelacién del citoesqueleto de actina y que ésta puede ser regulada por P4, se espera que esta
hormona promueva la migracion e invasion de células derivadas de astrocitomas humanos mediante
rearreglos del citoesqueleto de actina en el que participaran proteinas de unidon a ésta como la

cofilina, que sera activada por Ps.

Si los efectos de la P4 en las modificaciones del citoesqueleto de actina y la migracién e invasion de

células derivadas de astrocitomas humanos estan mediados por el receptor intracelular a

progesterona (RP), entonces la administracion del RU486, antagonista del RP, bloqueara los efectos

de la hormona.

7. Objetivos

7.1. Objetivo general

[J Conocer los efectos de la P4 en los procesos de migracion e invasion de células derivadas de un
astrocitoma humano grado IV y su efecto en la activacion de cofilina, una proteina asociada a

actina.

7.1 Objetivos particulares

[0 Evaluar la participacion de la P4 y del RU486 en la regulacidon de la migracion e invasion de

células D54 derivadas de un astrocitoma humano grado IV en un sistema “in vitro”.

[0 Analizar el papel de la P4y el RU486 en contenido y fosforilacion de la cofilina en células D54.
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8. Metodologia

8.1. Cultivo celular

Para el procedimiento experimental se utilizé la linea celular D54, derivada de astrocitoma de grado
IV proveniente de una biopsia de un hombre de 53 afios generosamente donada por el Dr. Andrés
Gutiérrez (INR, México) del laboratorio del Dr. Sontheimer (Birmingham, Alabama). La linea D54 o
D54-MG es una sub-linea de la A-172 mantenida por la Universidad de Duke y que tiene la misma
distribucién cromosdmica, es decir, tiene un nimero cromosémico de 77 y un fenotipo mixto en el
cual dos células no son exactamente iguales. No tiene copias normales de los cromosomas 1, 6, 9 y
14. La D54 tiene ademas otros cinco marcadores caracterizados que son translocacion del cromosoma
1al 18, del 17 al 23 y del 1 al 19, delecion del cromosoma 7 y del brazo largo del cromosoma 33y la
presencia de un isocromosoma (Bigner et al., 1983). Ademads, basandonos en que la linea D54 es
derivada de un glioblastoma, se sugiere que podria tener los marcadores generalmente identificados
en este tipo de tumores que son: mutaciones de la isocitrato deshidrogenasa 1 (IDH1), de la proteina
p53 y del receptor al factor de crecimiento A derivado de plaguetas (PDGFRA), amplificacion del EGFR

y delecidn o mutacion del gen de neurofibromina (NF1) (Le Mercier et al., 2012).

La linea celular se cultivo en cajas de Petri con medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM) alto en
glucosa con rojo fenol suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%, piruvato de sodio 1 mM,
antibidticos 1 mM (Biowest, Francia), aminoacidos no-esenciales 0.1 mM (In Vitro, México D.F.) y

Bicarbonato de Sodio en una atmodsfera de aire al 95 % y CO2 al 5% a 37 °C.

8.2. Tratamientos hormonales

Para estudiar el efecto de la P4 en la migracién e invasidon y en la activacion de cofilina en células D54,
se utilizaron los siguientes tratamientos: vehiculo (ciclodextrina CDX, 0.02%); P4 (10 nM); RU486 (10
UM); vy el tratamiento conjunto de P4 + RU486. La CDX, P4 y el RU486 se adquirieron de Sigma Aldrich
(St. Louis, MQ). Se ha observado que esta concentracién de P, modifica la disposiciéon de los
filamentos de actina en células derivadas de cancer de mama (Fu et al., 2010). Ademas, también se ha

reportado que el RU486 en una concentracion de 10 uM tiene efectos en la proliferacién en células
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D54 y U373 derivadas de astrocitomas de grados Il y IV respectivamente (Gonzalez-Agiiero et al.,

2007)

8.3. Ensayo de migracion

Para determinar el efecto de la P4 sobre la migracion de las células D54 se utilizdo el ensayo de
“Scratch” destinado al estudio del movimiento colectivo y direccional de poblaciones celulares
(Etienne-Manneville y Hall, 2001; Magdalena et al., 2003). En cajas de 6 pozos se sembraron 200,000
células por pozo en medio DMEM completo (descrito en la seccion b de metodologia) y se dejaron
crecer hasta alcanzar una confluencia del 60-70%, posteriormente se realizé el cambio de medio por
DMEM sin rojo fenol (Invitro, México, D.F.) suplementado con SFB sin hormonas al 10% (HyClone,
Logan, Utah). Transcurridas 24 horas (confluencia del 80-90%), las células se lavaron con PBS, se
agregd 500 pl de PBS-EDTA (1 mM) a cada pozo e inmediatamente, con una punta de pipeta
desechable de 200 pl, se retird una estria la monocapa de células. Posteriormente, se realizé 1 lavado
con PBS para eliminar a las células desprendidas. A continuacién se colocaron 2 ml de medio DMEM
sin rojo fenol y SFB sin hormonas y se agregd clorhidrato de citosina B-D-arabinofurandsido (Ara-C,
inhibidor de la sintesis de DNA) a una concentracion final de 10 uM para descartar que los cambios
observados en el numero de células que migran se debieran a un aumento en la proliferacién, y se
incubaron durante 1 hora a 37°C. Sin retirar el medio, se adicionaron los tratamientos hormonales
mencionados en la seccion b) y se tomaron fotografias con una camara Infinityl-2C acoplada a un
microscopio invertido Olympus CKX41 a un aumento de 10X de la zona de “Scratch” a las 0, 3, 6, 12,
24 y 48 horas. A las 24 horas el medio y los tratamientos fueron reemplazados por medio y

tratamientos frescos.

Se cuantificé con el software Image) el nimero de células migratorias y se analizaron mediante

ANOVA y posteriormente una prueba de t-student con el programa GraphPad Prism 5 (GraphPad

Software, Inc., USA) para calcular los valores de probabilidad.

33



8.4. Ensayo de invasion

Para evaluar el efecto de la P4 en la invasidon de las células D54 se realizo el ensayo de invasidon en
Transwell, que se realiza en camaras de Boyden (Boyden, 1962; Grem et al., 1995). En este ensayo hay
un camara de cultivo adicional llamada inserto, el cual contiene una membrana de policarbonato en la
parte inferior con un tamafio de poro definido, dicho inserto es colocado dentro de un pozo de una
caja de cultivo. Las células se siembran en el inserto con medio libre de suero, mientras que en el

pozo se coloca medio con suero o algun otro quimioatrayente (Chen, 2005).

Las células se cultivaron en las condiciones antes mencionadas y 24 horas antes de los tratamientos,
se realizd el cambio de medio a las células por medio DMEM sin rojo fenol y suero sin hormonas.
Simultaneamente se descongelo el gel de ECM (Sigma-Aldrich, USA) durante toda a noche a 4°C, una
vez descongelado se realizé una dilucion con medio DMEM sin rojo fenol y sin SFB a una
concentracion final de 2 mg/ml. El gel de ECM es una mezcla de proteinas gelatinosas secretadas por
las células de sarcoma de ratén Engelbreth-Holm-Swarm (EHS), esta mezcla asemeja el medio
ambiente extracelular complejo que se encuentra en muchos tejidos (Kleinman y Martin, 2005). Se
colocaron los insertos (Corning, USA) en cajas de cultivo de 6 pozos. Posteriormente se colocé 1 ml de
ECM en cada inserto. Se incubaron los pozos (con el inserto) a 37°C y 5% CO2 2 horas para permitir la
gelificacion. Se lavaron las células con 3 ml de PBS y posteriormente se despegaron con 1 ml de PBS-
EDTA, las células se resuspendieron en medio DMEM sin rojo fenol y sin SFB y se sembraron 300,000
células por inserto en 1.5 ml del mismo medio y se colocaron los tratamientos antes mencionados. Se
colocaron 2 ml de medio DMEM sin rojo fenol suplementado con SFB al 10% libre de hormonas en los
pozos. La placa se incubd durante 24 horas a 37 °C. Transcurrido el tiempo se elimind el medio y el gel
de ECM del inserto y se realizd un lavado con PBS. Se fijaron las células con paraformaldehido (PFA,
4%) por 20 minutos, para quitar el excedente de PFA se realizdé un lavado con PBS por 5 minutos. Las
células se tifieron con cristal violeta al 1% durante 20 minutos y después se realizaron tres lavados con
PBS por 10 minutos. Finalmente se dejo secar y el inserto se observd al microscopio y se tomaron las
fotografias correspondientes con una camara Infinityl-2C acoplada a un microscopio invertido

Olympus CKX41 a un aumento de 10X.
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Se cuantificé el nUmero de células invasoras, las que atravesaron el Matrigel, en 5 campos tomados al
azar y se analizaron mediante ANOVA vy posteriormente una prueba de t-student, se utilizd el

programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA) para calcular los valores de probabilidad.

8.5. Western Blot

Para evaluar el efecto de la P4 sobre el contenido y la fosforilacion de cofilina en las células D54 se
realizdé la técnica de Western Blot. Se sembraron 200,000 células en cajas de 6 pozos en las
condiciones antes mencionadas y al alcanzar una confluencia del 80% se realizé un cambio de medio
por DMEM sin rojo fenol y suplementado con SFB al 10% libre de hormonas. Tras 24 horas se
administraron los tratamientos mencionados en la seccién b) durante 15, 30 y 60 minutos. Las células
se lisaron con buffer RIPA (Tris HCI 50 mM, NaCl 150 mM, Triton 1% y SDS 0.1%) que contiene una
mezcla de inhibidores de proteasas (AEBSF, aprotinina, clorhidrato de bestatina, E-64 y leupeptina;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y EDTA (1 mM). Las muestras fueron centrifugadas a 14,000 rpm a 4°C
durante 15 minutos, se recuperd el sobrenadante y se cuantificd la absorbancia a 280 nm en un
NanoDrop (Thermo Scientific, USA). Las muestras se hirvieron durante diez minutos y se tomaron 70
pg de proteinas totales en buffer de carga para separarlas por electroforesis en un gel SDS-
desnaturalizante a 80 V. Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa en una
camara semihumeda durante durante 1 hora a 40 mA. Posteriormente, la membrana se incubd con
una solucion de leche libre de grasa al 3% y BSA al 2% en TBS-Tween (0.05%) 2 horas a 37°C. A
continuacién se incubd con un anticuerpo policlonal de conejo anti-p-cofilina (Ser-3) (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., USA) en una concentracién de 0.2 pug/ml durante 24 h a 4°C. La membrana se lavo
con TBS-Tween (0.1%) durante 7 minutos para luego incubarla durante 45 minutos a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado con peroxidasa en una dilucién de
1:7500. Se realizaron nuevamente tres lavados de 10 minutos con TBS-Tween y después se
detectaron las proteinas mediante quimioluminiscencia (Millipore, USA) y se revelaron en placas
sensibles a quimioluminiscencia (BioMax Light Film, Kodak). Posteriormente la membrana se lavd con
amortiguador de glicina (0.1 M, pH 2.5) 1 hora a temperatura ambiente y se bloqued nuevamente en
las condiciones antes mencionadas para después incubarla con un anticuerpo policlonal de conejo
anti-cofilina (FL-166) (Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA) en una concentracion de 0.2 ug/ml durante

24 horas a 4°C. Transcurrido ese tiempo se continud el protocolo antes mencionado para p-cofilina.
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Finalmente se realizo la deteccidn de a-tubulina como control de carga, para esto se lavd nuevamente
la membrana con buffer de glicina y se blogueé en las condiciones antes mencionadas,
posteriormente se incubd la membrana con un anticuerpo monoclonal de ratén anti-a-tubulina (B-7)
(Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA) en una concentracion de 0.2 ug/ml durante 24 horas a 4°C y se

continud con el protocolo antes mencionado.

La densidad de las bandas se cuantific6 mediante un analisis densitométrico utilizando el programa
Imagel. Los datos obtenidos se analizaron mediante ANOVA y posteriormente una prueba de t-
student, se utilizd el programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., USA) para calcular los

valores de probabilidad.

9. Resultados

Inicialmente se decidio evaluar el efecto de la P4 sobre la migracion de células derivadas de un
astrocitoma humano de grado IV por medio del ensayo de “Scratch”. En éste se observd que la Py
aumento significativamente el nimero de células que migran desde las 3 hasta las 48 horas con
respecto a los demads tratamientos. El RU486, antagonista del RP, bloqued significativamente los
efectos de la hormona en todos los tiempos de estudio. Adicionalmente se observd que a las 3 horas
el tratamiento sdlo con el antagonista disminuy6 significativamente el nimero de células que migran

en comparacién con los tratamientos con P4, P44+#RU486 e incluso con el de vehiculo (Figuras 11y 12).
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Figura 11. Efecto de la P, en la migracion de células D54. Fotogradfias representativas del ensayo de Scratch
tomadas a las 0, 3, 6, 12, 24 y 48 horas con tratamiento con Vehiculo (ciclodextrina, CDX 0.02%), P, 10 nM, el
tratamiento conjunto (P, 10 nM y RU486 10 uM) y RU486 10 uM.
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Figura 12. Efecto de la P, en la migracion de células D54. Grdfica representativa del ensayo de “Scratch” del
numero de células que migran a las 0, 3, 6, 12, 24 y 48 horas con tratamiento con Vehiculo (ciclodextrina,
CDX 0.02%), P, 10 nM, el tratamiento conjunto (P, 10 nM y RU486 10 uM) y RU486 10 uM. (*) P<0.05 vs los
otros grupos. Media * EEM, n=5.
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A continuacion se evalud el efecto de la P4 en la invasion celular mediante el ensayo en “Transwell” y
se encontro que la P4 aumento significativamente el nimero de células invasivas en comparacién con
los demas tratamientos a las 24 horas. Similar a lo que se observd en el ensayo de migracion, el
RU486 bloqued el efecto invasivo producido por la P4 en las células. De manera interesante se
observé que el tratamiento sélo con el antagonista RU486 en una concentracion de 10 uM aumento
significativamente el niUmero de células que invaden en comparacion con el tratamiento con vehiculo,
aungue este aumento fue 51% menor en comparacién al producido con el tratamiento con la P4
(Figuras 13 y 14).
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Figura 13. Efecto de la P, en la invasion de células D54. Fotografias representativas del ensayo de Transwell
tomadas a las 24 horas con tratamiento con Vehiculo (ciclodextrina, CDX 0.02%), P, 10 nM, el tratamiento
conjunto (P, 10 nM y RU486 10 uM) y RU486 10 uM.
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Figura 14. Efecto de la P, en la invasion de células D54. Grdfica representativa del ensayo de “Transwell” del
numero de células que invaden a las 24 horas con tratamiento con tratamiento con Vehiculo (CDX 0.02%), P,
10 nM, el tratamiento conjunto (P, 10 nM y RU486 10 uM) y RU486 10 uM. (*) P<0.05 vs los otros grupos.
(**) P<0.05 vs Vehiculo. Media + EEM, n=3.

Finalmente, para determinar el efecto de la P4 sobre la el contenido y fosforilacion de una proteina
involucrada en la remodelacién de los filamentos de actina durante los procesos de migracion e
invasion celular se realizd la técnica de Western Blot. Tanto la forma no fosforilada como la
fosforilada de cofilina fueron detectadas por esta técnica. Es importante recordar que la cofilina, se
encuentra activa al desfosforilarse, por lo que tomando esto en consideracion se realizé la relacién
cofilina/p-cofilina para determinar indirectamente mediante el estado de fosforilacion, la actividad de

esta proteina.

La tasa cofilina/p-cofilina a los 15 minutos se observd sin cambios aunque el tratamiento con P4
aumentoé tanto el contenido como la fosforilacién de cofilina (Figura 15a). A los 30 minutos la
actividad de cofilina aumento significativamente con todos los tratamientos (P4, RU486 y P4+RU486)
respecto al vehiculo, para los tres casos este aumento se debid a la disminucidn en la fosforilacion de
cofilina (Figura 15b). Por el contrario a los 60 minutos la actividad de cofilina disminuyd
significativamente con todos los tratamientos con respecto al vehiculo a consecuencia del aumento

en la fosforilaciéon (Figura 15c).
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Figura 15. Efectos de la P, sobre el contenido y fosforilacion de cofilina en células D54. Western Blots y
grdficas representativas del andlisis densitométrico de cofilina y p-cofilina con tratamiento con vehiculo (CDX
0.02%), P, 10 nM, el tratamiento conjunto (P, 10 nM y RU486 10 uM) y RU486 10 uM a los 15, 30 y 60
minutos en células D54. Tanto cofilina como p-cofilina se normalizaron con a-tubulina antes de calcular el
cociente de actividad. (#) P<0.05 vs Vehiculo. (**) P<0.05 vs Vehiculo y P,. Los resultados estdn
representados como la media + EEM, n=4.

10. Discusion

La migracién celular es un término amplio que se utiliza para referirse a aquellos procesos que
implican el traslado de las células de un lugar a otro. Las células migran en respuesta a multiples
estimulos a los que se encuentran sometidas. Algunos ejemplos de estos estimulos incluyen la
busqueda de nutrientes, eventos morfogénicos que requieren la movilizacién a distancia de células
precursoras para generar nuevas estructuras, capas embrionarias u organos durante la
embriogénesis, organogénesis y regeneracion, o la presencia de sefales medioambientales que
informan a las células la necesidad de su movimiento para la curacién de heridas o la respuesta
inmune (Horwitz y Webb, 2003; Janetopoulos y Firtel, 2008; Petrie et al., 2009). En patologia, la
producciéon anormal de sefiales migratorias puede inducir el movimiento del tipo de célula equivocada
en el lugar equivocado que puede tener efectos perjudiciales en la homeostasis de los tejidos o de la
salud del individuo en general. Algunos ejemplos incluyen sindromes autoinmunes como en la artritis

reumatoide o la esclerosis multiple (Luster et al., 2005; Mackay, 2008).
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La invasion celular involucra la penetracién a través de los las barreras de los tejidos como la
membrana basal o del estroma intersticial. La invasidon requiere adhesién, protedlisis de los
componentes de la ECM y migraciéon (Friedl y Wolf, 2003b). La migracion e invasion celulares estan
estrechamente relacionadas por lo que no es posible invadir sin migrar, aunque la migracion sin

invasion si es posible.

En la mayoria de los diferentes tipos de cancer, incluyendo los gliomas el principal obstaculo para la
cura es la infiltracion, proceso en el que se involucran tanto la migracion como la invasion, lo cual
permite a los tumores prevalecer a pesar de la reseccidén quirdrgica completa y la quimioterapia y la
radiacion. Es por eso que en este trabajo se estudio el efecto de la P4 en la migracion e invasion en

células D54 derivadas de un astrocitoma humano del mayor grado de malignidad.

Observamos que la P4 induce la migracion y que este fendmeno ocurre a través del RP, debido a que
el tratamiento conjunto de P4+RU486 bloquea el efecto de la hormona reduciendo el nimero de
células que migraron. Es importante mencionar que el aumento en el nimero de células que migraron
con el tratamiento con P4, se debidé solo a una mayor motilidad y no al aumento de la proliferacién
celular, ya que para este ensayo se utilizdo Ara-C que es un inhibidor de la sintesis de DNA. El Ara-C
entra a las células a través de un mecanismo transportador de nucledsidos, en el citoplasma el primer
paso es la conversion a Ara-CMP mediante la enzima desoxicitidina cinasa, posteriormente es
fosforilado a Ara-CTP, quien compite con el dCTP en la incorporacion al DNA. La incorporacién de
AraC funciona como un potente inhibidor las DNA polimerasas o, B y §, lo que interfiere con la
elongacion, tanto durante la replicacién como con la reparacion de las cadenas. Aunque la vida media
de Ara-C es de menos de 1 hora en la mayoria de las lineas celulares, mas del 80% de Ara-C se

mantiene en el DNA hasta 24 horas (Grem et al., 1995; Grant, 1998).

Como se ha mencionado, debido a que para la infiltracion de células de los glioblastomas a zonas del
tejido cerebral sano involucra no sélo la motilidad de las células, sino que es un proceso mas complejo
en el que también se ha visto involucrada la accién de proteinas como las MMP, se decidié evaluar el
efecto de la hormona también en un modelo in vitro de invasion celular, en el que indirectamente se
observa la accion de estas proteinas. Cdmo se describid en los resultados, la P4 aumento el nimero de

células invasora y similar a lo que se observd en la migracion, el efecto invasivo producido por la
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hormona fue bloqueado por el RU486, lo que indica que también en la invasién participa el RP. En
datos preliminares, hemos observado que tratamientos con P4 y RU486 no modifican el contenido de
la MMP-9, por lo que posiblemente esta proteina no participe en el efecto de invasién que

observamos.

Efectos similares se han observado en células endoteliales y células de cancer de mama, en los que
tanto la P4 como progestinas sintéticas como el acetato de medroxiprogesterona (MPA), drospirenona
y nestorona promueven la migracién e invasién (Fu et al., 2008a; Fu et al., 2008c). Adicionalmente,
trabajos recientes realizados en nuestro laboratorio han encontrado que la P4 induce la proliferacion y
la infiltracién de un tumor inducido mediante la implantacién de células derivadas de un astrocitoma
humano de grado lll en la corteza motora de la rata a través de la interaccion con el RP (German-
Castelan et al., 2014). Este efecto puede ocurrir a través de diversos mecanismos, incluyendo la sobre-
expresion de proteinas tales como la superoxido dismutasa, el factor tisular y los receptores activados
por proteasas (Kato et al., 2005; Holley et al., 2009; Diaz et al., 2012), el aumento de la actividad de
MMPs y del activador del factor de plasmindgeno tipo urocinasa (Carnevale et al., 2007), la activacion
de cinasas de adhesion focal (Fu et al., 2010; Zheng et al., 2012), y la activacion de cascadas de
sefalizacion que conducen a rapidos cambios en el citoesqueleto de actina y la membrana celular que

se requieren para el movimiento celular (Fu et al., 2008b).

Con respecto a estos dos ultimos eventos se ha demostrado que la P4 promueve el movimiento
celular facilitando la formacién de complejos focales de adhesién mediante la fosforilacidon de cinasas
de adhesion focal, asi como la activacion de ABP como moesina mediante una cascada de sefializacion
gue involucra la interaccion del RP con la tirosina cinasa c-Src que activa a la via fosfatitilinositol-3
cinasa/Akt y al complejo de pequefias GTPasas asociado a RhoA/Rho cinasas (Fu et al., 2008b; Fu et

al., 2010; Zheng et al., 2012).

De manera muy interesante se encontrd que el tratamiento con RU486 aumenté significativamente el
numero de células invasoras, aunque este aumento no es de una magnitud comparable como el que
se observo con el tratamiento con P, es importante considerarlo. Existen dos tipos de motilidad de
células individuales, el mesenquimal y el ameboide, en el mesenquimal se sigue el modelo de los

cinco pasos de motilidad celular, en el tipo ameboide las células presentan menos adhesion por lo que
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el movimiento depende en su mayor parte de re-arreglos del citoesqueleto. Las células cancerosas
pueden modificar sus mecanismos de migracidén en respuesta a diferentes condiciones (Friedl y Wolf,
2003b). Estudios recientes han demostrado que el tratamiento con RU486 en células derivadas de
tumores de cancer de ovario, mama, prostata, y gliales aumenta la formacién de ruffles de actina
(protrusiones de actina de baja adhesiéon) y disminuye la capacidad de adhesion a diversos
componentes de la ECM (Brandhagen et al.,, 2013). Tomando esto en consideracién nuestros
resultados podrian indicar que, la P4 promueve una mayor invasion mediante el mecanismo

mesenquimal, sin embargo, el RU486 en menor medida induce invasion por un mecanismo ameboide.

Para conocer los efectos de la P; sobre la organizacion del citoesqueleto de actina en células
derivadas de astrocitoma humano de grado IV en los procesos de migracién e invasion de estas
células la estrategia utilizada fue mediante la deteccién por Western Blot de proteinas que participan
en la dindmica de polimerizaciéon de actina como la cofilina que induce la formacion de extremos (+)
en los filamentos de actina (Ichetovkin et al., 2002; Arpin et al., 2011). Cofilina se ha visto implicada
en procesos metastaticos en tumores como los de mama, ovario y pancreas, entre otros (Yahara et
al., 1996; Tsukita et al., 1997; Martoglio et al.,, 2000; Unwin et al., 2003; Turhani et al., 2006; van
Rheenen et al., 2009; Hua et al., 2012). Aunado a esto, hay evidencia de que la cofilina se expresa en
astrocitomas y que su expresion se correlaciona con el grado de evolucion tumoral (Nagai et al., 2011;

Wu et al., 2013).

La activacion de la via de cofilina juega un papel central en la regulacion de la polimerizacién de actina
y la formacién de estructuras en la membrana celular como los filopodia y lamelipodia, que son
esenciales para la migracion celular. La sobre-expresién de la cofilina se ha relacionado con la
agresividad en diferentes tipos de cdéncer. En lineas celulares derivadas de astrocitomas, la
fosforilacién de la cofilina en la Ser-3 es un modulador negativo clave en la funcidén de la proteina
(Nagai et al., 2011). Los resultados mostraron que la actividad de cofilina aumenté a los 30 minutos y
disminuyé a los 60 minutos con los tratamientos de P4, P4+RU486 y RU486. Esto nos sugiere que tanto
la P4, como el RU486 son capaces de modificar la actividad de cofilina y que en el caso de la P4 el

efecto podria ser independiente del RP.

43



Estudios realizados hasta el momento en células T47-D han demostrado, que en presencia de P4, el RP
interactua con la proteina Ga lo que activa a la cascada de RhoA/ROCK, esto resulta en la activacion
de ABP y en cambios morfoldgicos en las células los cuales se han relacionado con migracion e

invasion (Fu et al., 2008b).

Tomando esto en consideracidon y nuestros resultados se puede sugerir que tanto la P, como el
RU486, por distintos mecanismos, pueden inducir cambios en la morfologia celular, sin embargo,

otros componentes como los complejos de adhesion focal son determinantes para la motilidad.

El hecho de que el RU486 tenga efecto tanto en la invasiéon como en la activacién de cofilina lleva a la
necesidad plantear estrategias para definir mejor los efectos de la P4. Considerando que el RU486 es
un antagonista parcial del RP, ya que aunque con menor afinidad, también antagoniza los efectos del
receptor a glucocorticoides (Spitz 2003), se sugiere que podria utilizarse un antagonista puro de RP

como la onapristona (ZK98299) o bien realizar el silenciamiento del RP.

11. Conclusion

1) La P4 aumenta la migracién e invasion de células derivadas de un astrocitoma humano de

grado IV, a través de la interaccion con su receptor intracelular.
2) La activacion de cofilina, una proteina asociada a actina involucrada en la dinamica de

polimerizacién de los filamentos de actina puede ser modulada, tanto por la P4, como por el

antagonista RU486.
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