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Estudio de larelacion entre la deteccion del receptor a progesteronay de la
proteina cinasa C alfa con el grado de malignidad de astrocitomas humanos.

1. Introduccioén

Los astrocitomas son los tumores cerebrales primarios mas comunes, representan
el 76% de todos los gliomas [1]. Pueden desarrollarse en cualquier parte del encéfalo, sin
embargo, se encuentran con mayor frecuencia en la corteza cerebral [2]. La Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) clasifica a estos tumores en cuatro grupos con base al grado de
malignidad, siendo el Grado | el menos agresivo y el Grado IV o glioblastoma el de mayor
agresividad [3].

El glioblastoma o “Glioblastoma Multiforme” (GBM), es el tumor cerebral maligno
primario méas frecuente, representa el 70-75% de los tumores astrociticos con una
incidencia de 4.37 casos nuevos por cada 100 mil personas al afio [1][4]. El Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN) reporta que en México, el 9% de todos los

tumores cerebrales tratados son de tipo GBM [5], [6].

El receptor a progesterona (RP) es un factor de transcripcion que puede ser activado
por ligando o por modificaciones post-traduccionales como la fosforilacion [8], [9].
Anteriormente, nuestro grupo de trabajo demostré que la activacion de la proteina cinasa C
alfa (PKCa) induce la fosforilacion del RP en el sitio Ser400 y ésta modificacion del receptor
aumenta su actividad transcripcional lo que genera un incremento en la proliferacién,
migracion e invasividad de células derivadas de glioblastomas humanos [7], [10], también
se evaluo la activacion del RP por unién con su ligando, lo que conllevé al crecimiento e
infiltracién de astrocitomas grado lll, pardmetros que disminuyeron después del tratamiento

con un antagonista de este receptor [7].

En el presente trabajo, se analizaron 46 biopsias provenientes de pacientes con
diagndstico de astrocitomas (9 de grado | y I, 12 de grado Il y 25 grado IV); estas biopsias,
presentaron una correlacion positiva entre el grado de malignidad y la deteccion del RP total
y fosforilado, de PKCa, asi como de la colocalizaciéon. Se realizé también, un analisis in
silico en la plataforma Xenabrowser utilizando las bases de datos TCGA y GTEX se
encontrg, interesantemente, que la cantidad de mRNA del RP y PKCa es inversamente

proporcional al grado tumoral, resultado contrario a lo observado a nivel de la proteina.



2. Antecedentes
2.1 Tumores Cerebrales

Los tumores cerebrales son patologias generadas a partir de alteraciones
moleculares en los procesos de proliferacion, diferenciacion y muerte celular [11].
Presentan un indice de mortalidad y una tasa de recurrencia muy altos aun después del
tratamiento. Se denominan tumores cerebrales primarios aquellos que tienen como origen
el Sistema Nervioso Central (SNC) y tumores secundarios aquellos que se originan fuera 'y
llegan a este gracias al proceso de migracion [11]. La incidencia anual-global de los tumores
cerebrales primarios es de aproximadamente 3.7 por cada 100 mil hombres, mientras que

en el caso de las mujeres, se estima alrededor de 2.6 por cada 100 mil [12].

Los gliomas son neoplasias de tipo primario, se desarrollan en el cerebro o en la
médula espinal a partir de células troncales o células gliales. Estos representan alrededor
del 26% de todos los tumores cerebrales y el 81% de los malignos [13]. Con base en sus
caracteristicas histol6gicas y moleculares, los gliomas pueden clasificarse en: astrocitomas,

oligodendrogliomas y ependimomas [14].
2.1.1 Astrocitomas

Los astrocitomas son los tumores cerebrales malignos primarios mas comunes,
representan el 76% de todos los gliomas [13] y se localizan en cualquier parte del encéfalo,
especialmente en la corteza cerebral, presentandose con mayor frecuencia en adultos entre
los 40 y 60 afios de edad, siendo mas comunes en hombres que en mujeres (3:2) [2]. La
OMS (Organizacién Mundial de la Salud) propuso una escala de clasificacion con base al
grado de malignidad, siendo el Grado | el menos agresivo y el Grado IV o Glioblastoma el

de mayor agresividad [3].

a. Astrocitoma Pilocitico (Grado 1)

Los astrocitomas pilociticos representan aproximadamente del 5-6% de todos los
gliomas, con una incidencia anual de 0.37 casos por cada 100 mil personas [15]. Se
desarrolla principalmente en adultos jovenes y nifios. Este tipo de astrocitoma se presenta
con bordes bien definidos, es de crecimiento lento y no infiltrante. Histopatolégicamente se
puede identificar mediante la tincion de hematoxilina-eosina ya que se presentan asociados
a fibras de Rosenthal (haces eosinofilicos gruesos y alargados en forma de espiral) como

consecuencia de la gliosis de larga evolucién, se caracterizan por tener un patrén de tejido



bifasico (agregados de astrocitos bipolares alargados) y laxo (astrocitos multipolares
redondos en asociacion con microquistes y granulos eosinofilicos) [3].

b. Astrocitoma Subependimario de Células Gigantes (Grado |)

Este tipo de tumor es benigno y de crecimiento lento que por lo general surge en la
pared de los ventriculos laterales, se compone por grandes astrocitos ganglioides [3].
Ocurre en aproximadamente 1 de cada 5 mil — 10 mil nacimientos y su aparicion es tipica
en la primera o segunda década de la vida [16]. Es la neoplasia del SNC mas frecuente en
enfermos con esclerosis tuberosa (enfermedad de Bourneville). El patron caracteristico va
desde células poligonales con citoplasma abundante y esmerilado, hasta células mas
pequefas, elongadas con el seno de una matriz fibrilar variable. Hay considerable

pleomorfismo nuclear y son frecuentes las células multinucleadas [17].

c. Xantoastrocitoma Pleomérfico (Grado II)

Representa menos del 1% de todas las neoplasias astrociticas. Este tipo de
astrocitoma es de favorable prognosis, se encuentra tipicamente en nifilos y adultos
jovenes, son localizados en las meninges. Las caracteristicas histologicas incluyen; células
pleomorficas y lipidizadas, expresion de proteina fibrilar acidica de la glia (GFAP: Glial
Fibrillary Acidic Protein) y en ocasiones rodeada de una red de reticulina, asi como de

cuerpos eosindfilos granulares [3].

d. Astrocitoma Difuso (Grado Il)

Comprende del 10% al 15% de todos los tumores cerebrales astrociticos con una
incidencia aproximada de 1.4 casos por cada millon de personas al afio. Regularmente
afecta a los adultos jovenes entre 30 y 40 afios, presentando afeccién predominante en
hombres. Esta caracterizado por tener un alto grado de diferenciacion celular y por ser de
crecimiento lento. Tiene tendencia intrinseca a progresar a astrocitoma anaplasico e incluso

llegar a glioblastoma [3].

e. Astrocitoma Anaplasico (Grado lll)

Constituyen el 4% de todos los tumores malignos de SNC y el 10% de todos los
gliomas [18]. También es denominado como “Astrocitoma maligno” o “Astrocitoma de alto
grado”, presenta una incidencia anual de 0.5 a 0.7 por cada 100 mil personas [19]. Afecta

principalmente a adultos entre los 45-69 afios y se localiza en los hemisferios cerebrales



pero tiende a infiltrarse en los alrededores sin la destruccién completa del tejido cerebral, lo
gue conduce a una ampliacién de las estructuras invadidas. En este tipo de tumor, son poco
comunes los quistes macroscopicos pero con frecuencia se presentan areas de

granularidad, opacidad y consistencia suave [3].

f. Glioblastoma (Grado IV)

El glioblastoma o también denominado “Glioblastoma Multiforme” (GBM), es el
tumor cerebral primario mas frecuente, representa del 60-75% de los tumores astrociticos
con una incidencia de 3-4 casos nuevos por cada 100 mil personas al afio [15]. El Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN) reporta que en México, el 9% de todos los
tumores cerebrales son de tipo GBM, estos representan cerca del 45.7% de todos los
gliomas [5] y presentan una incidencia de 3.5 por cada 100 mil habitantes [6]. Afecta
principalmente a adultos y es localizado en los hemisferios cerebrales [3]. Es el tipo de
tumor de mayor malignidad, se puede manifestar a cualquier edad, sin embargo, se observa
un pico de incidencia entre los 45 y 75 afios [2]. En particular, la poblacion mexicana
presenta una media de diagndstico de 49 afios [6], se observa una media de sobrevida que
va de los 14-17 meses después del diagnostico [4][12][20]. Se encuentra con mayor
frecuencia en hombres que en mujeres, con una prevalencia de 1.6 hombres por cada mujer
[3] y es mas comun en caucdsicos que en afro-americanos. Aproximadamente el 5% de los
pacientes con gliomas malignos poseen una historia familiar con este padecimiento,
algunos de estos, asociados con sindromes genéticos [21]. La mayoria de los pacientes

con glioblastoma presentan recurrencia o recaida [20].

Los sitios mas afectados son los I6bulos; temporal (31%), parietal (24%), frontal
(23%) y occipital (16%), mientras que el cerebelo y la medula espinal son sitios raros para
esta neoplasia [3]. En 2016, en México se reportd una prevalencia mayor en el I6bulo frontal
(34%), I6bulo temporal (24%), I6bulo parietal (21%), I6bulo occipital (4%) y otras areas como
el tAlamo y el cuerpo calloso (17%) [6]. La infiltracibn mas frecuente es hacia la corteza
adyacente y a través del cuerpo calloso dentro del hemisferio contralateral lo que conlleva

a una imagen bilateral o lesién simétrica (glioma mariposa) [3].
Histologia e inmunohistoquimica

En el caso del GBM los tumores son muy grandes al momento de su aparicion y
pueden ocupar gran parte del I6bulo. La lesion suele ser unilateral pero aquellos que se

presentan en tallo cerebral y cuerpo calloso pueden tener crecimiento simétrico bilateral.
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Macroscépicamente se observan poco delimitados, se producen masas tumorales de color
grisaceo en la periferia con el centro de color amarillento, haciendo notable la necrosis
debido a la ruptura de la mielina, esta necrosis central puede ocupar mas del 80% de la
masa total del tumor [3], ademas se han observado hemorragias intratumorales muy

frecuentes [22].

Histopatolégicamente los GBM pueden diferenciarse por la presencia de atipia
nuclear, pleomorfismo celular, alta actividad mitética, trombosis vascular, proliferaciéon
microvascular, necrosis [3] y la caracteristica formacién de pseudopalisadas; regiones
hipéxicas con centros necroticos e hipercelularidad en la periferia, observable con tincion

de hematoxilina-eosina [23].

Los marcadores inmunohistoquimicos son muy importantes para la clasificaciéon y el
diagndstico neuropatolégico de los gliomas. La herramienta mas utilizada en la clinica son
los marcadores para GFAP, la cual se encuentra aumentada en plasma, sin embargo, no
es un marcador confiable, ya que en algunos tumores la mayor poblacién de células se
encuentra desdiferenciada [24] y para OLIG2 (por sus siglas en inglés Oligodendrocyte
linage transcription factor 2) expresado de forma abundante en gliomas difusos y raramente
expresado en otras patologias del SNC [11]. Las biopsias de GBM resultan positivas para
las proteinas de tipo S100 [22], las cuales se encuentran involucradas en el control del ciclo

celular de células nerviosas, gliales y epiteliales [25].

Se ha reportado la existencia de tres variantes histologicas: gliosarcoma, GBM de
células gigantes y GBM de células pequefas, aunque la sobrevida de estas no varia con

respecto al GBM tipico [26].
Clasificacion molecular de los GBM

En la altima década, se ha estudiado la heterogeneidad genémica del GBM, Verhaak
y colaboradores, mediante el analisis del Cancer Genome Atlas, propusieron una
clasificacién molecular que consta de cuatro subtipos: clasico, mesenquimal, proneural y

neural [27], los cuales se resumen en la Figura 1:

e Clasico: Asociado a la amplificacién del cromosoma 7 y la pérdida del cromosoma
10, presenta amplificacion de EGFR, sobreexpresion y su variante |l (EGFRuvIII).
Ausencia de mutaciones en TP53 e IDH. Delecion del inhibidor de la cinasa

dependiente de ciclina 2A (CDKN2A) y sobreexpresion de marcadores de
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precursores neuronales y células troncales como son NES, NOTCH (JAG1y LFNG)
y vias de sefalizacion Sonic hedgehog (SMO, GAS1 y GLI2) [27].

Mesenquimal: Asociado a deleciones hemicigéticas en la region 17q11.2 que
contienen al gen NF1 (por sus siglas en inglés Neurofiboromin 1), que codifica para
la proteina neurofibrina la cual es conocida por actuar como supresora tumoral al
apagar a Ras, proteina que estimula el crecimiento y la division celular [28], sin
embargo, estos tumores presentan poca expresion de este gen. Se les asocia con
la expresion de marcadores mesenquinales como son; CHI3L1, MET, CD44 y
MERTK. Sobreexpresion de genes de la via de la superfamilia del factor de necrosis
tumoral y NF-kB como TRADD, RELB y TNFRSF1A [27].

Proneural: Asociado con sobreexpresion y aumento en el nUmero de copias de
PDGFRA y mutaciones puntuales del IDH1. También se encuentran mutaciones de
TP53 y pérdida de la heterocigocidad. La amplificacién del cromosoma 7 junto con
la pérdida del cromosoma 10 se encuentra en el 54% de los casos. Se ha
demostrado sobreexpresion de genes del desarrollo oligodendroglial como
PDGFRA, NKX2-2 y OLIG2. La sobreexpresién de OLIG2 disminuye al supresor
tumoral p21 (CDKNZ1A). Existen otros genes como SOX, DCX, DLL3, ASCL1y TCF4
gue se asocian a este subgrupo proneural [27].

Neural: Asociado con la expresion de marcadores neuronales como NEFL,
GABRAL, SYT1 y SLC12A5 y en algunos casos sobreexpresion de EGFR y

mutaciones en el gen. Es el subtipo mas parecido con el tejido cerebral normal [27].

|12
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Figura 1. Clasificacién molecular de los GBMs. Se muestra la clasificacion en cuatro subtipos
propuesta por Verhaak y colaboradores: clasico, mesenquimal, proneural y neural. EGFR: Receptor
del factor de crecimiento epidérmico, EGFRVIIIl: Receptor del factor de crecimiento epidérmico
variante Ill, TP53: Proteina tumoral 53, IDH: Isocitrato deshidrogenasa, WT: Wild type, CDKN2A:
Inhibidor 2A de cinasa dependiente de ciclina o p16, NES: Gen que codifica para nestina, JAGL:
Jagged (JAG) y participa en la via de sefializacion NOTCH, LFNG: O-fucosilpeptido-3-beta-N-
acetilglucosaminiltransferasa, NF1: Neurofibromatosis 1, CHI3L1: Proteina 1 similar a la quitinasa 2
o0 YKL-40, MET: Transicién epitelio-mesenquimal, CD44: Antigeno CD44, MERTK: Tirosina cinasa

proto-oncogen Mer, NF-kB: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células
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B activadas, TNF: Factor de necrosis tumoral, TRADD: Factor de necrosis tumoral tipo 1 asociado a
dominio de muerte, RELB: Factor de transcripcion RelB, TNFRSF1A: Receptor 1A miembro de la
super familia de TNF, PDGFRA: Factor de crecimiento derivado de plaquetas, NKX2-2: Homeobox
NKX2-2, OLIG2: Factor de transcripcion de oligodendrocitos 2, NEFL: Polipéptido ligero de
neurofilamento, GABRA1: Subunidad alfa 1 del receptor de acido gamma-aminobutirico tipo A,

SYT1: Sinaptogamina 1, SLC12A5: Elemento 5 transportador de cloruro de potasio.
Tratamiento

En México, la Guia Préactica de Tratamiento del Glioma Cerebral de Alto Grado
(Grado V) para adultos (GPC: IMSS-647-13) recomienda como tratamiento de primera
linea la reseccion quirargica del mayor volumen tumoral posible, sin embargo, es muy poco
probable la extraccion por completo debido a la naturaleza difusa de este tumor, por lo tanto,

se recomiendan los siguientes tratamientos como adyuvantes post-operatorios:

Tabla 1. Terapias adyuvantes utilizadas actualmente para el tratamiento de

glioblastoma.
Terapia adyuvante Recomendacion Mecanismo de accion Referencia
Radioterapia I
. P ., Dafio directo al DNA
fraccionada Progresion tumoral . [19]
conformacional 3D por radiacion ionizante
Temozolamida Post-operatoria Alquilacion del DNA [19]

Post-operatoria
Extirpacion total
No se realizé la Bloqueo de la via

Obleas de Carmustina Alqguilacién del DNA [29], [30]

Bevacizumab prueba para MGMT VEGF (301,
TTF (Tumor Treating Glioblastoma Desestabilizacion del
. . . [31], [32]
Fields) recurrente complejo de septinas

La seleccién y uso de las terapias adyuvantes es dependiente de las caracteristicas
del paciente (edad, indice de Karnofsky, carga tumoral post-quirdrgica), asi como de la

accesibilidad a ellas por parte de la institucion en donde son atendidos [19], [29], [31], [32].

Existen también, tratamientos adyuvantes en prueba, éstos son utilizados solos o

en combinacién, algunos de ellos se mencionan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Tratamientos en prueba.

Agente (s) Cediranib + Bevacizumab

. Enzastaurin . , Regorafenib
en estudio lomustina + lomustina
Blanco Inhibidor de Anti pan- Inhibidor de FGFR,
orandutieg | Serinaftreonina 8 gFR Anti VEGF-A  PDGFR-B, VEGFR,
P cinasas TIE-2, c-KIT y RET.
A
umento.en 6.6 meses 8 meses 9.1 meses 7.4 meses
la sobrevida

Modificado de [20].

Se ha propuesto a la dexametasona (DEX) como tratamiento adyuvante para el
edema peritumoral, durante el ensayo clinico, la hiperglicemia y los sintomas psiquiatricos
fueron los efectos adversos mas comunes. Se observo que la DEX generd una reduccion
en los linfocitos CD3 y de los granulocitos CD15 en el parénquima tumoral y disminuyé la
secrecion de MMP-2 y la invasividad por activacién de la via MKP-1 en células de glioma.
En ensayos celulares, DEX incrementa la adhesién celular y reorganiza la actina en fibras
de estrés resultando en una disminucién de la motilidad e invasién observado en
neuroesferas de GBM [33].

2.2 Receptores nucleares a progesterona

El receptor a progesterona (RP) es miembro de la familia de reguladores
transcripcionales nucleares activados por ligando [34], [35], esta compuesto por cinco
dominios (Fig. 2) que van de la A a la E; el dominio amino terminal (A/B), participa en la
regulacion de la transcripcion, es el dominio mas variable en longitud dependiendo de la
isoforma, esta regién contiene funciones de activacion (AF) que regulan la transcripcion de
genes blanco. El dominio C posee la regiébn mas conservada que participa en la union al
DNA (DBD: DNA-Bindig Domain), el DBD contiene dos dedos de zinc que participan en la
dimerizacion del receptor y en el reconocimiento del DNA. El dominio D o también
denominado bisagra, es una regién en forma de horquilla que contiene el péptido de
localizacién nuclear (NLS: Nuclear Localization Signal) y los sitios de unién a proteinas de
choque térmico (Hsp90), que mantienen al receptor en su estado inactivo. Por ultimo, el
domino E que contiene una funcion de activacién (AF-2) dependiente de ligando y varios

sitios de unién a chaperonas y a correguladores [36], [37].
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Figura 2. Receptor a progesterona (RP). Se muestra una representacion esquematica de las
isoformas Ay B del RP. El receptor consta de cinco dominios (de la A a la E), la longitud del dominio
A/B es dependiente de la isoforma, en este dominio se encuentra presente la funcién de inactivaciéon
(IF), en el caso de B, presenta dos funciones de activacion (AF-3 y AF-1) que participan en la
regulacion de la transcripcion y en la isoforma A se observa la AF-1 La region C esta conformada
por el dominio de unidon a DNA (DBD) y el dominio de dimerizacion. El dominio D contiene a las
secuencias de localizacion nuclear (NLS) en éste dominio se da la de unién a proteinas chaperonas
(proteinas de choque térmico como Hsp90). Por ultimo, el domino E que tiene la region de unién a
ligando (LBD), la region de unién a correguladores y una funciéon mas de activacion (AF-2). (Tomada
de [38]).

Isoformas del RP nuclear

En humanos, el RP se ha encontrado en dos isoformas, RP-A (94 KDa) y RP-B (116
KDa) [39]. El gen que codifica para el RP se denomina PGR, PR o0 NR3C3, éste contiene
dos promotores de los cuales diferentes mMRNAS son transcritos. RP-B difiere de RP-A en
164 aminoacidos presentes en el segmento amino terminal [40], ambas isoformas son
capaces de unirse a DNA y a progesterona [34], sin embargo, dependiendo de la isoforma,
el receptor puede funcionar como activador o represor transcripcional [41]—-[43]. El dominio
especifico de RP-B codifica una tercera funcion de transactivacién (AF-3) la cual es ausente
para RP-A [44]. Estudios sugieren que este dominio AF-3 contribuye a la actividad
transcripcional de RP-B suprimiendo la actividad del dominio con funcién de inactivacién
(IF) contenido en comun tanto en RP-A y RP-B, ambas isoformas son encontradas en el

cerebro y en la espina vertebral [36], [45].

La estructura de las isoformas del RP, la dimerizacién, las modificaciones
postraduccionales y el reclutamiento de distintos coactivadores confieren respuestas tejido

especificas y una regulacion diferencial de los genes blanco [40], [46], por ejemplo; la unién
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diferencial de SMRT (por sus siglas en inglés Silencing-Mediator for Retinoid/Thyroid
hormone receptors) que actlia como correpresor y SRC-1 (por sus siglas en inglés Steroid
Receptor Coactivator 1) un coactivador, con las dos isoformas del RP (A y B), han logrado
explicar las actividades transcripciones tan opuestas de estas isoformas [34]; RP-A posee
mayor afinidad por SMRT, mientras que RP-B es mas afin a SRC-1 [47].

Regulacién de la actividad del RP

El RP sufre diferentes modificaciones post-traduccionales, como son, fosforilacion,
sumoilacion, acetilacién y ubiquitinacion [48]. Su estado de fosforilacién influye en la
actividad transcripcional, la localizacion celular, la especificidad de genes blanco, la tasa de

recambio y la formacién de complejos [49].

El RP humano posee diversos sitios de fosforilacion (Fig. 3), existen cinasas
capaces de fosforilar al RP: la caseina cinasa 2 (CK2), la cinasa dependiente de ciclina
(CDK?2), las proteinas cinasas activadas por mitdgenos (MAPK-44 y MAPK-42) y la cinasa
de la glicogeno sintasa 33 (GSK-3pB) [50], [51], [52], [53], se sabe que la progesterona es
capaz de inducir la fosforilacion del RP en tres sitios: Serl02, Ser294 y Ser345 [50]. Estos
sitios, al ser fosforilados, dan lugar a diferentes respuestas, tal es el caso de la Ser294 que
al ser fosforilada por la MAPK, marca al RP para su degradacién por el proteosoma [34],
[54], En nuestro grupo de trabajo se identificé a la PKCa como la cinasa responsable de la

fosforilacion del RP en el sitio Ser400 en lineas celulares derivadas de glioblastoma [10].
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Figura 3. Sitios de fosforilacion del RP. Se muestran los dominios con funcién de transactivacion,
el dominio de union al DNA (DBD por sus siglas en inglés DNA Binding Domain), la region bisagra y
el sitio de union a ligando (LBD). Se sefialan los sitios de fosforilacion determinados in vivo e in vitro,
asi como las cinasas implicadas en la fosforilacion directa del RP. CDK2: Cinasa 2 Dependiente de
Ciclina, MAPK: Proteina Cinasa Activada por Mitdgenos, ck2: Casein Cinasa 2, PKCa: Proteina

Cinasa C alfa y GSK-3p: Cinasa de la Glucégeno Sintasa.

Otro caso es el residuo Ser400 que es fosforilado basalmente y en respuesta a
mitdgenos y esta fosforilacion es requerida para la regulacién de la actividad independiente
de ligando [55]. En nuestro grupo de trabajo se identifico que las proteinas cinasas C son
capaces de fosforilar al RP, esto evaluado en dos lineas celulares derivadas de

glioblastoma [10].
2.3 Proteina Cinasa C

Las proteinas cinasas C (PKC) (Fig. 4) son una familia de isoenzimas que poseen
actividad de Ser/Thr cinasas, forman parte de diversas cascadas de sefializacion y estan
implicadas en una amplia gama de respuestas celulares [56]. Fueron las primeras enzimas
identificadas como receptoras del diacilglicerol, un lipido generado como producto de la
activacion de la fosfolipasa C gamma (PLCy), que es conocida por ser un transductor de

sefial corriente abajo de diversos receptores [57].

Esta familia consiste en al menos 11 isotipos con diferencias estructurales, en la

distribucion celular y en sus funciones bioldgicas [58]. Todos los miembros de esta familia
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comparten la misma arquitectura: un dominio catalitico en el extremo carboxilo terminal
unido mediante un dominio bisagra a la region amino terminal, que contiene los sitios

regulatorios [59].

Las PKCs pueden ser clasificadas en 3 grupos de acuerdo con su estructura y su

funcién:

1. PKCs clasicas (cPKCs): PKCa, PKCRBI, PKCBIl y PKCy, que requieren Ca?"y
fosfolipidos cargados negativamente, como el diacilglicerol (DAG) y la fosfadifil
serina.

2. Las PKCs nuevas (nPKCs): PKC(, PKC, PKCg, PKCn y PKCB, este grupo es
regulado por DAG, sin embargo, no requieren Ca?* para ser activadas.

3. Las PKCs atipicas (aPKCs): PKC¢ y PKCA son independientes de DAG y de
Ca?*, son activadas por interacciones proteina-proteina como Par6 (por sus
siglas en inglés Partitioning-defective protein 6) [60] y por ceramidas [56], [57].

La mayoria de estos isotipos son expresados de manera ubicua y sélo algunos de
ellos estan restringidos a ciertos 6rganos o tipos celulares, por ejemplo, PKCy se expresa
unicamente en tejido neuronal y PKCB la podemos encontrar en islotes pancreaticos,

monocitos y cerebro [57].

Bisagra

Dominio regulatorio Dominio cinasa

Clasicas: a, Bl BllL,y PS | ClA | Cc1B | C2 | c3 | c4
Nuevas: §,6,g,n c2ike | PS I C1A | C1B | c3 | c4
Atipicas: T, VA PB1 I PS | c1 | c3 | c4
Pseudo- T ATP T
sustrato nign Catalitico
Proteinas de a DAG
andamiaje

. Dominio de unién a Ca™

Figura 4. Estructura e isotipos de PKC. Se muestra la familia de PKCs y los grupos que la
conforman. Todos lo isotipos contienen un dominio regulatorio y un dominio cinasa. El dominio

regulatorio consiste en 3 regiones: C1 (rosa) responsable de la union a diacilglicerol (DAG), C2

|10



(amarillo) que contiene el dominio de unién a Ca?* y una region de unién a pseudosustrato (verde).
En el caso del grupo de PKC atipicas, no contienen a la region C2 y poseen una region PB1 (morado)
responsable de la unién con proteinas de andamiaje. El dominio cinasa esta conformado por una
region C3 y C4 (azul), C3 contiene al dominio de unién a ATP y C4 el dominio catalitico, estas

regiones contienen sitios de fosforilacion que son clave para la maduracion y activacion de las PKCs.
Las PKCs clasicas estan conformadas por 4 dominios que van desde C1 a C4:

- C1: Contiene al dominio de unién al diacilglicerol, es rico en cisteina, en este dominio
se encuentra la region de pseudo-sustrato, dominio crucial para la activacion de la
enzima.

- C2: Dominio de unién Ca?*.

- C3: Es el dominio responsable de la unién a ATP.

- C4: Contiene al dominio catalitico.

Las PKCs clasicas son expresadas como proteinas citosélicas las cuales son
reclutadas hacia la membrana plasmatica después de su activacién, mediante la interaccion
del dominio C1 y C2 [57]. El tratamiento de las células a tiempos cortos con un éster de
forbol como el TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate), provoca la activacién de PKC
clasicas, sin embargo, una exposicion prolongada de las células con TPA incrementa su

degradacién y regula su expresion a la baja [57].
PKCa

Este isotipo es expresado de manera ubicua en diversos tejidos y tiene un papel
importante en el control de funciones celulares como: proliferacion celular, apoptosis,
migraciéon y diferenciacion celular [61]. Su forma inactiva se da a través del dominio de
pseudosustrato en donde interactlian el dominio C1 con el dominio C4 previniendo la union

de su sustrato natural [57].

Como se mencioné anteriormente, PKCa ademas de ser activada por calcio y
diacilglicerol, puede ser activada por fosforilacion, principalmente en 3 residuos
conservados: Thr497, Thr638 y Ser657, este Ultimo, utilizado como marcador de la
activacion [61]. La activacion resulta en un aumento en la migracién que es asociada con
un incremento en la capacidad invasiva, esto observado en modelos de cancer tanto in vitro

como in vivo, efecto que ha sido revertido al inhibir PKCa [57]. Mediante
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inmunohistoquimica se ha detectado que PKCa se encuentra sobre expresada en tejidos

cancerosos de préstata, endometrio y de vejiga [57].

Actualmente se sabe que el efecto proliferativo y anti-apoptético de PKCa parece
estar mediado por la activacion de la cascada Raf-1/ERK/MAPK [62], su efecto anti-
apoptético se da mediante la fosforilacion de la proteina anti-apoptotica Bcl2 [63] y/o
mediante el bloqueo de P53 conocida por ser una proteina inductora de sefiales apoptéticas
como son Bax, Apaf-1, caspasas e IGFBP-3 [61].

2.4 RP y tumores astrociticos

Khalid y colaboradores [64], al analizar 86 biopsias de pacientes por medio de la
deteccion inmunohistoquimica del RP, encontraron que su expresion en tumores
astrociticos aumenta con respecto al grado histoldgico, los tumores de menor grado (1 y Il)
presentaron una menor expresion de RP con respecto a los de alto grado (lll y 1IV). De la
misma forma, un afio después Assimakopoulou [65] determind la expresion de RP en
biopsias de pacientes y observé que el porcentaje de inmunoreactividad del RP es
proporcional al grado del tumor, teniendo 59% de células positivas para glioblastoma, 45%

para tumores anaplasicos y el 24% en los tumores de bajo grado.

Se sabe que la activacién del RP, ya sea por medio de su ligando o por una via
alternativa como PKC, induce la proliferacion celular en astrocitomas [66], ya que los
receptores a progesterona actlan como factores de transcripcion sobre genes que
contienen promotores con elementos de respuesta a progesterona (PREs: Progesterone
Response Elements). Hernandez-Hernandez y colaboradores [67] determinaron que el RP
en lineas celulares de astrocitomas (U373 y D54) regulaba a la alta la expresion de VEGF
y EGFR después de 12h de su activacion con progesterona y este efecto fue bloqueado por
el antagonista del RP (RU486).

El PIBF (por sus siglas en inglés, Progesterone Induced Blocking Factor) esta
involucrado en la proliferacién celular en astrocitomas y se ha observado que la
progesterona induce la expresion de este factor a través de la activacion del RP en una
linea celular derivada de glioblastoma [68]. En un estudio reciente se observa que la
activacion de PKCa en la linea celular U251 derivada de un glioblastoma humano,

incrementa la actividad transcripcional del RP lo que correlaciona con el incremento en la
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expresion del PIBF, sugiriendo que la via PKC/RP puede inducir la expresion de genes
involucrados en la proliferacion celular [10], [68].

2.5 PKCy gliomas

La sobre-expresion o hiper-activacién de PKC es una caracteristica distinguible de
los glioblastomas [69]. Diversos ensayos demuestran que la actividad de PKC se ve
incrementada en lineas celulares derivadas de gliomas comparadas con astrocitos y que

los inhibidores de PKC reducen su proliferacion significativamente[58].

Actualmente se sabe que los isotipos de PKC poseen diferentes efectos sobre el

desarrollo tumoral de los astrocitomas, en la Tabla 3 se muestran algunos ejemplos:

Tabla 3. Efecto de los isotipos de PKC sobre células derivadas de tumores astrociticos.

Isotipo Efecto

PKCa Proliferacion, sobrevida, invgsic’)n, migracion, anti-

apoptosis.

PKCe Sobrevida, invasion, migracion, anti-apoptosis.
PKC Proliferacion, sobrevida, invasion y migracion.
PKCi Proliferacion, sobrevida e invasion.

PKCn Proliferaciéon celular y anti-apoptosis.
PKCd Proliferacion, invasion y pro/anti-apoptosis.

[Modificado de 67].

Mandil y colaboradores [58] analizaron el patrén de expresion de los diferentes
isotipos de PKC en la linea celular U87, la cual expresa PKCa, PKCd y PKCe, [69] y en
biopsias de pacientes, en donde encontraron que ambas presentan un patrén de expresion
similar. También realizaron la modificacion de la linea celular U87 para sobre-expresar
PKCa lo que generdé un aumento en la capacidad proliferativa. El inhibidor competitivo de
PKCa, G66983 disminuye sustancialmente la proliferacién de las lineas celulares U87 y
U251 derivadas de glioblastomas humanos [69], y cuando se depleta PKCa, se observa

una reduccién de células en fase S [69].

El mecanismo mediante el cual PKCa ejerce su efecto, ha sido atribuido a la sobre-
regulacion de la via de sefializacién ERK, la inhibicién de la cinasa CDC2 y la induccién de
p21/walf [69].
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Anteriormente, en nuestro grupo de trabajo se encontré que en la linea celular
U373, derivada de un astrocitoma humano de alto grado, estan presentes los isotipos
PKCa, PKC8 y PKCe. Los isotipos PKCa y PKCd aumentaron la fosforilacion del RP y ésta
fosforilacion indujo la actividad transcripcional del receptor lo que correlacioné con un
aumento en la proliferacion, migracion e invasividad de las células de astrocitomas de
grado lll y IV [10]. Posteriormente, se reportd que existe una interaccion entre PKCa vy el

RP, misma que no se presentd con & [71].

En la clinica, se han probado inhibidores especificos de PKCa como tratamiento
para gliomas, tal es el caso del aprinocarsen, un oligo antisense que al ser probado en la
linea celular A172 derivada de un glioblastoma provocé un aumento en los niveles de P53
y un aumento en el arresto del ciclo celular, en cuanto a pruebas en humanos alcanzé la
fase Il [57], sin embargo, estos protocolos no han progresado debido a que no se observo

un efecto benéfico en los pacientes tratados [72].
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3. Justificacion

Se ha observado, en modelos in vitro e in vivo, que el RP y la PKCa juegan un papel
importante en la proliferacion, migracion e invasividad de células tumorales astrociticas, sin
embargo, no se ha estudiado la relacion entre su deteccién, colocalizacion y fosforilacion
del receptor con respecto al grado de malignidad en muestras de pacientes con diagnéstico
de astrocitomas grados I, II, Il y IV.

4. Hipotesis

La deteccién y colocalizacion del RP y de la PKCa correlacionaran positivamente

con el grado de malignidad de los astrocitomas.

La fosforilacion del RP en el sitio Ser400 del RP aumentara con respecto al grado

de malignidad de los astrocitomas.

5. Objetivo General:

Detectar y localizar al RP total y fosforilado, asi como a la PKCa en muestras

provenientes de pacientes con diagndstico de astrocitomas grados I-Il, Il y IV.

6. Objetivos especificos:

1) Detectar la presencia y la colocalizacion del RP total y fosforilado asi
como de PKCa en muestras de pacientes con astrocitomas grados |, I,
My Iv.

2) Evaluar la relacion entre la deteccion del RP total y fosforilado asi como

de PKCa con el grado de malignidad de los astrocitomas.

3) Determinar si la deteccion y la colocalizacion del RP y de la PKCa en
pacientes con astrocitomas grados |, II, lll y IV sera distinta entre hombres
y mujeres.

4) Evaluar la correlacion entre el contenido del RP, de la PKCa y la

colocalizacién de estos con respecto a la edad y el grado histoldgico del
tumor.
5) Mediante el uso de bases de datos (TCGA y GTEX) evaluar la expresion

a nivel de mRNA, para el RP y PKCa en muestras de pacientes.
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7. Metodologia

Evaluacion del contenido del RP, RP pSerd400 y de la PKCa en muestras de astrocitomas

mediante inmunofluorescencia

Tumores provenientes de 46 pacientes (Tabla 4) fueron colectados durante el
procedimiento quirdrgico en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel
Velasco Suarez” (INNN) de acuerdo con lo establecido en el protocolo N° 67/12 aprobado
por el Comité de Bioética del INNN titulado “Identificacién de biomarcadores pronésticos
clinicos y moleculares en pacientes con astrocitoma. Mediante analisis histopatolégico
fueron clasificados en astrocitomas de bajo grado (Grado | y II: 9 casos), de Grado IlI: 12
casos y en glioblastomas o grado 1V: 25 casos. Para este estudio se obtuvieron 6 muestras
provenientes de mujeres con epilepsia, las cuales fueron utilizadas como controles. Una
vez removidos los tumores, los tejidos fueron embebidos en parafina para su posterior corte
y montaje en portaobjetos. Las laminillas obtenidas fueron donadas por la Dra. Sonia Mejia

Pérez y la Dra. Talia Wegman Ostrosky.

A los cortes obtenidos se les eliminé la parafina en bafio seco a 60°C durante 50
minutos, los portaobjetos fueron pasados por los siguientes gradientes; Xilol, Xilol:Etanol
(1:1), Etanol (100%), EtOH (96%) y EtOH (90%), incubando durante 5 minutos cada uno.
Para la identificacion de los antigenos, se expusieron los epitopes con una solucion de
citrato de sodio (10 mM, pH 6.0) a ebullicion durante 1 hora, posteriormente se bloquearon
los antigenos inespecificos con albumina al 5% en solucién TBS-Tween 0.1% durante toda
la noche a 4°C y en cdmara hiumeda. Se adicionaron los anticuerpos primarios: rabbit anti-
RP (sc-7208, Santa Cruz Biotechnology, lote: A1711) y mouse anti-PKCa (sc-8393, Santa
Cruz Biotechnology, lote: 2902) a una concentracion de 2 pug/mL y anti rabbit-phospho
S400RP 2ug/mL (ab60954, abcam, lote: GR85615-2), se incubaron una noche en
refrigeracion y camara himeda. Posteriormente, se removieron los anticuerpos con 3
lavados con TBS-Tween 0.1% durante 5 minutos en agitacion. Se afladieron los anticuerpos
secundarios: Alexa Fluor 488 anti-rabbit 2 pg/mL y Alexa Fluor 594 anti-mouse 2 ug/mL, se
incubaron durante 1 h a temperatura ambiente y en oscuridad. Se realizaron 3 lavados con
TBS-Tween 0.1% e inmediatamente se afiadi6 Hoechst 33342 (H3569, Thermo Fisher
Scientific) 0.1 ug/mL como marcador de nlcleos, se incub6 durante 7 min y se les hizo un
ligero lavado con TBS-Tween 0.1%. Finalmente las laminillas se fijaron en un medio de
montaje no fluorescente (Antifade Mounting Medium H-1000, VECTASHIELD®, Ilote:
ZEO625A).
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Los cortes histologicos previamente tefiidos fueron observados y fotografiados con
el microscopio de fluorescencia (Olympus Bx43). Se tomaron 25 campos para cada
muestra. Se cuantifico el % de células positivas mediante el programa Image-Pro Plus 7.0
(MediaCybernetics), posteriormente se promediaron los valores para tener un valor Gnico
por cada paciente. Posteriormente, se evalud la intensidad de fluorescencia para cada
campo, considerada como una medida proporcional de la densidad de células positivas.
Los resultados obtenidos fueron divididos de acuerdo con el sexo del paciente (M:
masculino y F: femenino) para analizar la relacion entre el sexo, la detecciéon y la
colocalizacion del RP y la PKCa mediante el programa Image-Pro Plus 7.0
(MediaCybernetics).

Categorizacion de Resultados

Para establecer categorias de acuerdo con el nivel de expresion de las proteinas
evaluadas (bajo, medio o alto), se aplico la formula descrita por Villegas-Pineda y

colaboradores [73]:

Valor de intensidad mayor — Valor de intensidad del control

3 = Contenido

Analisis Estadistico

Los resultados obtenidos fueron colectados y expresados como la media + la DE del
% de células positivas y la intensidad de fluorescencia para cada proteina, asi como la
colocalizacién de ambas. Para calcular si existe significancia estadistica los resultados
fueron analizados mediante una ANOVA de una via seguida de una prueba de Dunett. El
analisis fue realizado en GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). Valores
de p menor o igual a 0.05 fueron considerados significativos. Para el analisis de la relacién
entre las caracteristicas clinicas y patolégicas del paciente con la edad y el % de positividad
del RP, PKCa vy la colocalizacion de ambas proteinas, se evaluara mediante un andlisis de

correlacion de Spearman, en el programa GraphPad Prism 5.0.
Evaluacién de los genes PGR y PRKCA

Para la determinacion de mRNA de PGR y PRKCA fue utilizada la plataforma de la
Universidad de California, Santa Cruz: UCSC Xena (XenaBrowser.net) y las bases de datos
TCGA y GTEX para tejido tumoral y no tumoral, respectivamente. Las muestras utilizadas

se resumen en la Tabla 2.
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Tabla 4. Caracteristicas clinico-patologicas de las muestras obtenidas en las
bases de datos TCGA y GTEX.

Caracteristicas clinico-patologicas tunl:lgral G2 G3 G4
n 283 258 271 166

Edad promedio - 39.9 455 594

Tiempo de sobrevida - 37.6 283 142

G2: grado I, G3: grado Il y G4: grado 1V o glioblastoma.

Para el tejido no tumoral, fue utilizada la base de datos de GTEX. Aplicando los
filtros necesarios, fueron seleccionadas las muestras provenientes de las areas mas
comunes en donde se presentan los astrocitomas, para fines de este andlisis se incluyeron:
corteza frontal (BA9), corteza del cingulo anterior (BA24) y corteza, con esto, se obtuvo una
N de 283 muestras después de eliminar datos repetidos. En el caso de las muestras
tumorales, fue utilizada la base de datos TCGA y después de aplicar los filtros
correspondientes, se obtuvieron datos para astrocitomas de grado Il (G2), grado Il (G3) y
grado IV (G4), posterior al eliminar muestras replicadas obtuvimos G2: 258, G3: 271y G4:
166. Los datos de expresion a nivel de mRNA para PGR y PRKCA fueron extraidos y

posteriormente graficados en GraphPad Prism 5.0. Se utiliz6 como control positivo al EGFR.
8. Resultados

Se utilizaron muestras provenientes de pacientes tratados del Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia, con diagndstico de astrocitoma de grado I-11, [l y IV. En la Tabla

5 se muestran los datos clinicos y patoldgicos de los pacientes.

Tabla 5. Caracteristicas clinicas y patoldgicas de los pacientes con astrocitomas.

Total de B08-802 66 3 M

NRM ED GH muestras Sexo B13-216 48 3 E
IC12-3208 17 1-2 M B13-276 55 3 Grado Il M
IC13-6917 18 1-2 = B13-422 38 3 12 F
IC13-133861 26 1-2 = B13-766 65 3 E
B13-573 22 1 F B14-81 48 3 =
B13-929 40 1 F B14-225 66 3 M
B13-644 25 2 Bajo M IC12-668 27 3 E
B13-660 34 2 Grado = 1C14-5806 32 3 E
B13-662 56 2 9 M B05-225 16 4 E
B13-789 35 2 M B06-04 23 4 M
B07-348 30 3 M B06-641 50 4 M
B07-555 73 3 M B06-97 55 4 F
B07-726 68 3 M B07-245 27 4 M
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B07-608 48 4 M B13-737 46 4 F
B07-870 43 4 F B14-03 79 4 M
B08-313 74 4 F B14-05 56 4 M
B08-731 27 4 M IC13-1993 21 4 F
B08-923 39 4 M IC14-5561 49 4 F
B09-226 66 4 M No Tumoral

B09-496 4 Grado IV M B14-444 - - F
B09-539 41 4 25 M B14-495 - - No F
B12-01 52 4 F B14-518 - - F
B13-581 29 4 M B14-605 - - T”ngora' F
B13-617 44 4 M B14-696 - - F
B13-665 70 4 F B14-791 - - F
B13-678 48 4 F NRM: NUmero de referencia médica, ED: Edad,
B13-680 56 4 M GH: Grado histolégico

B13-686 61 4 F

Para el analisis de las muestras, se realizaron ensayos de inmunofluorescencia para
las proteinas RP, PKCa y pSer4d00 del RP. En la Figura 5 se observan campos
representativos de cada grado de astrocitoma (I-1V) y del control. En el panel se observan
los nacleos en azul tefiidos con Hoechst, en verde la PKCa, en rojo el RP y en la linea

inferior se presenta el sobrelape correspondiente a todos los canales.
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Figura 5. La presencia del RP y de PKCa aumenta con respecto al grado tumoral en muestras
de astrocitomas humanos. Imagenes representativas de los grupos analizados; NT: No tumoral,
Grado I y I, Grado lll y Grado IV, en azul se muestran los nlcleos marcados con Hoechst, en verde
la marca para PKCa, en rojo la sefial generada por el RP y por Ultimo se muestra el merge

(sobrelape).
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Posteriormente se realizd el andlisis cuantitativo de la sefial obtenida para cada

proteina, reportado como % de células positivas para RP (Fig. 6A) o PKCa (Fig. 6B) y el %

de células en las que colocalizan (Fig. 6C) ambas proteinas. Se observa que existe una

tendencia de aumento en el % de células positivas para ambas proteinas con respecto a

los grados lll 'y IV que es significativa con respecto al control.
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Figura 6. El % de células positivas para RP, PKCa y la colocalizacion de ambas aumenta con
respecto al grado tumoral en muestras de astrocitomas humanos. % de células positivas para
A. PR, B. PKCa y C. colocalizacion de ambas proteinas. NT: No tumoral, GI, GII: Grado 1y 2, Gl
Grado 3 y GIV: Grado V o Glioblastoma. Para cada muestra se tomaron 25 campos al azar, las

barras representan la media £ DE (* p <0.05 vs NT, & p < 0.05 vs todos los grupos).

Para estas muestras, se realiz6 también la cuantificacion de la intensidad de
fluorescencia, una aproximacién a la media de fluorescencia de células positivas para cada
proteina, para esto se aplicé la formula descrita anteriormente. Con lo anterior se obtuvieron
3 intervalos de intensidad para cada proteina (bajo, medio y alto), posteriormente se
clasificaron las muestras de acuerdo con la intensidad que presentaron (Tabla 6). Se
observé que para ambas proteinas, el mayor porcentaje de muestras se encuentra en el
grupo gque correlaciona con el grado histol6gico; para astrocitomas de bajo grado, el 66.6%
de las muestras presentan un contenido bajo de células positivas para RP y 70% PKCa,
para astrocitomas grado lll, el 66.66% de las células fueron positivas para RP y el 61.54%
para PKCa y encuentran en el grupo de intensidad media y para astrocitomas grado 1V el
72% de las células fueron positivas para RP y el 64% para PKCa y encuentran en el grupo

de intensidad alta.
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Tabla 6. Contenido de RP y PKCa analizado mediante intensidad de fluorescencia.

Marcador . Grafiq % de muestras Contenido
Histoldgico

66.66 Bajo
1-2 22.22 Medio

11.11 Alto

25 Bajo
RP 3 66.66 Medio
8.33 Alto

8.0 Bajo
4 20.0 Medio

72.0 Alto

70.0 Bajo
1-2 20.0 Medio

10.0 Alto

7.69 Bajo
PKCa 3 61.54 Medio
30.77 Alto

8.0 Bajo
4 28.0 Medio

64.0 Alto



Para conocer si existe una diferencia en el contenido de las proteinas con respecto
al sexo, a partir de los resultados obtenidos en la Fig. 6, cada grado histologico fue
clasificado y analizado en dos grupos (F: femenino y M: masculino). Como se observa en
la Fig. 7 no existe diferencia significativa en el % de células positivas para ambas proteinas

ni para su colocalizacion entre sexos.
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Figura 7. El % de células positivas para RP, PKCa y su colocalizacion, no presenta diferencia
significativa entre sexos. Porcentaje de células positivas para el PR y el PKCa con respecto al
sexo. A. PR, B. PKCa y C. colocalizacion. Se clasificaron los resultados de acuerdo con el sexo del

paciente. . Para cada muestra se tomaron 25 campos al azar, las barras representan la media + DE.

Mediante una correlacion de Spearman, se analizé la relacion entre el % de
positividad para los marcadores analizados (RP, PKCa y colocalizacién) contra el grado del
astrocitoma (Fig. 8A, B y C) o la edad de diagndstico (Fig. 9A, B y C), mostrando una
correlacion positiva entre el grado del tumor con respecto al % de células positivas y para

la colocalizacién. Mientras que para la edad de diagnéstico, no se encontré correlacion.
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Figura 8. Existe correlacién positiva entre el % de células positivas para RP y su
colocalizacion con PKCa con respecto al grado tumoral en muestras de astocitomas
humanos. Graficos de correlacion entre el grado de evolucién de los astrocitomas contra el
porcentaje de células positivas para los distintos marcadores A. RP, B. PKCa y C. el porcentaje de
células en las que colocaliza la marca del RP/PKCa. En el caso A y C, se observa una correlacion

positiva y para B, no existe correlacion.
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Figura 9. No existe correlacion entre el % de células positivas para RP, PKCa y su
colocalizacién con respecto a la edad del paciente. Gréficos de correlacion entre la edad de
diagndstico de los pacientes contra el porcentaje de células positivas para distintos marcadores. A.

RP, B. PKCa y C. el porcentaje de células en las que colocaliza la marca del RP/PKCa.

De acuerdo con lo mencionado anteriormente, la fosforilacion del RP es crucial para
la activacion de distintas cascadas de sefializacion, el residuo Ser400 puede ser fosforilado
por la PKCa y asi aumentar la capacidad de proliferacion e invasién de lineas celulares
provenientes de glioblastomas. Dado lo anterior, se analizé el % de células positivas para
el RP y su colocalizacion con la PKCa. En la Fig. 10 se muestran campos representativos
para cada grado de astrocitomas, con marcaje que corresponde a la tincién de nlcleos con
Hoechst, la fosforilacion del residuo Ser400 del RP, la PKCa y el sobrelape de los canales.
Posteriormente, se realiz6 la cuantificacion del % de células positivas para pSer400 (Fig.

11A) y para la colocalizacién de las dos sefiales pSer400-PKCa (Fig. 11B).

Gl,Gll Glll GVI

RP pSer400

Figura 10. La presencia de la fosforilacion en la Ser400 del RP, PKCa y su colocalizacion

aumenta con respecto al grado tumoral en muestras de astrocitomas humanos. Imégenes
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representativas de los grupos analizados; NT: No tumoral, Grado | y II, Grado Il y Grado 1V, en azul
se muestran los nicleos marcados con Hoechst, en verde la marca para PKCa, en rojo la sefial dada

por el pSer400 del RP y por dltimo se muestra el merge.
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Figura 11. El % de células positivas para el RP pSer400 es mayor en astrocitomas de grado IV
con respecto a tejido no tumoral. Porcentaje de células positivas para la A. pSer400 del RP, B.
Merge pSer400/PKCa. Para cada muestra se tomaron 25 campos al azar, las barras representan la

media = DE & p < 0.05 vs todos los grupos).

Derivado del analisis in silico, interesantemente, observamos en la Fig. 12, que la
cantidad de mRNA para PGR (A) y PRKCA (B) es significativamente menor que el tejido no
tumoral y es inversamente proporcional al aumento en el grado tumoral, es decir, a mayor

grado tumoral, menor cantidad de mRNA para RP y PKCa. Para éste andlisis fue utilizado
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el gen EGFR como control, ya que es bien sabido, que éste gen presenta un aumento a
nivel de mRNA que correlaciona con el grado tumoral [74] (Fig. 12C).
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Figura 12. La cantidad de mRNA para PGR y PRKCA es menor en astrocitomas de grado |-V
con respecto a tejido no tumoral. Analisis in silico a nivel de mRNA para los genes A. PGR, B.
PRKCA y como control positivo se utilizd a C. EGFR. NT: Tejido no tumoral (datos provenientes de
GTEX), GlI: Astrocitoma grado 2, GllI: Astrocitoma grado 3, GIV: Glioblastoma (datos tomados de
TCGA), las barras representan la media + DE (* p < 0.005 NT).

Posteriormente, dentro del andlisis in silico, se realizé la separacion de datos de
acuerdo con el sexo del paciente, para comprobar si estas diferencias en el mMRNA son
diferentes entre sexos, interesantemente, observamos en la Fig. 13, que la cantidad de
MRNA para PGR (A) y PRKCA (B) no presenta diferencias entre sexos comparandolo con

el mismo grado.
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Figura 13. No existen diferencias a nivel de mRNA para los genes PGR y PRKCA entre sexos
en astrocitomas de grados I-IV. Andlisis in silico a nivel de mRNA para los genes A. PGR, B.
PRKCA. NT: Tejido no tumoral (datos provenientes de GTEX), Gll: Astrocitoma grado 2, GlIl:
Astrocitoma grado 3, GIV: Glioblastoma (datos tomados de TCGA).

9. Discusion

La regulacién de las proteinas mediante modificaciones post-traduccionales es un
mecanismo fundamental para la activacion o inactivacion de las mismas, tal es el caso del
receptor a progesterona (RP), un factor de transcripcion que puede activarse al ser
fosforilado por la PKCa en el sitio Ser400, en células provenientes de glioblastomas
humanos [71]. En este trabajo pudimos detectar la presencia del RP, de la PKCa asi como
el sobrelape de ambas proteinas en 46 biopsias de pacientes con astrocitomas grado I-IV,
interesantemente, observamos que el porcentaje de células positivas para el RP total y
fosforilado en Ser400, la PKCa y su colocalizacién correlaciona positivamente con el grado
tumoral. Estos datos sugieren que tanto el RP ya sea en su forma total o fosforilada en el
sitio Ser400 y la PKCa, podrian ser consideradas como posibles biomarcadores de

malignidad o de progresion para astrocitomas grados I-IV. El analisis de la presencia de
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estas proteinas es importante debido a que forman parte de cascadas de sefializacion que
impactan en el nimero de células, tal es el caso de la PKCa que puede ser activada por
LPA: (el receptor del fosfolipido de membrana LPA) que se encuentra acoplado a proteinas
de tipo Gaq, que son capaces de activar a PKCa; se ha observado que tanto el acido
lisofosfatidico (LPA) como el receptor 1 se encuentran sobreexpresados en lineas celulares
de glioblastoma [75], lo que podria sugerir un amento en la activacion de PKCa. La
activacion de esta enzima conlleva a un aumento en la actividad transcripcional del RP [10]
gue regula genes involucrados en la proliferacion, migracion e invasion [68], [76]. En este
trabajo, se analiz6 también la presencia de la fosforilacién en el sito de la Ser400 del RP
para evaluar su activacion por PKCa [71]; en este caso, encontramos que tanto la
fosforilacion como el sobrelape de la marca para pSer400 y de la PKCa aumentan con
respecto al grado tumoral, lo que nos sugiere que la PKCa, al encontrarse en el mismo
compartimento celular que el RP, puede ser la responsable del aumento en la fosforilacion
del sitio Ser400 del receptor generando un aumento en su actividad transcripcional [10],
[67], [71]. Por otro lado, analizamos la influencia del sexo sobre la presencia del RP, de la
PKCa asi como el sobrelape y observamos que las diferencias no son dependientes del

sexo del paciente.

Actualmente se han propuesto sitios de fosforilacibn como biomarcadores
tumorales, un ejemplo de esto es la fosforilacién en el sitio Ser294 del RP que se ha
propuesto como factor prondstico en cancer de mama ya que se asocio a un mal prondstico
debido a que mantiene el fenotipo de células madre y coopera con vias de sefializacion
activadas por factores de crecimiento, con base en ello se sugiere el uso de terapias con
antiestrégenos para evitar recurrencia en pacientes que presenten un alto contenido de RP
pSer294 [77].

De manera interesante, pudimos observar que a nivel de mRNA la expresiéon del
PGR y de PRKCA disminuye a medida que incrementa el grado de malignidad de los
astrocitomas; lo anterior puede deberse a alteraciones a nivel de la traduccién del mMRNA
[78]. Las diferencias entre la abundancia de mRNA y los niveles de proteina no tienen
concordancia en la mayoria de los casos [79], en adenocarcinoma de pulmén se encontré,
gue incluso las diferentes isoformas de una proteina, presentan diferente coeficiente de
correlacion mRNA/proteina [80]. En pacientes con adenocarcinoma de pulmén, se han
sugerido varios mecanismos que pueden modificar la transcripcion a nivel de mRNA, tales

son: la alteracién de las secuencias de Kozak, la polarizacion de los codones, la iniciacion
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en un codon diferente a AUG, lecturas sin sentido, o incluso estas variaciones podrian ser
atribuidas a los métodos de cuantificacion como son: el tiempo de vida media del RNA, la
temperatura [78].

En el caso del glioblastoma, anteriormente, se han descrito irregularidades entre el
transcriptoma y el proteoma de muestras provenientes del mismo paciente, tal es el caso
de la sinapsina 1 (SYN1), relacionada con comunicacion celular, se encontré que a nivel de
MRNA se encuentra subexpresada, mientras que a nivel de proteina resulté sobre-
expresada [78]. En otro estudio se realiz6 el perfil de proteinas para ocho pacientes con
glioblastoma comparado con sus respectivos tejidos no tumorales, posteriormente
evaluaron la relacion con su mRNA y observaron que Unicamente el 2% de las proteinas
correlacionan con su respectivo mRNA [81], sin embargo, hasta el momento no existian
datos para PGR ni para PRKCA.

Otra modificacion post-traduccional importante es la ubiquitinacion, sefial que marca
a la proteina para la degradacion por proteosoma [82]. El sistema ubiquitina proteosoma
(UPS: Ubiquitin Proteosome System) esta compuesto por tres enzimas principales, E1
(enzima activadora de ubiquitina), E2 (enzimas conjugadas de ubiquitina) y E3 (ubiquitina
ligasas) que unen la proteina ubiquitina en residuos de lisina del sustrato que sera
reconocido y degradado por el proteosoma [83]. El RP se somete a degradacién por
proteosoma a través de la via ubiquitina-proteosoma, esto mediante la fosforilacion del sitio
Ser294 que sefiala al RP para ubiquitinacion y su posterior degradacion por la subunidad
26S del proteosoma [53]. Se ha observado que la ubiquitina ligasa E3 (UBE3C) se
encuentra sobre expresada en tejidos de glioma en comparacion con los tejidos no
tumorales adyacentes, interesantemente, ésta ubiquitina es capaz de interactuar
fisicamente con el gen supresor de tumores anexina 7 (ANXA7) lo que conlleva a su
degradacién y por lo tanto una reduccién en la expresién de la proteina ANXA7 en tejidos

de glioma, impactando en un aumento en la proliferacién de células tumorales [82].

La poliubiquitinacion del RP lo marca para degradacién, sin embargo,
paradéjicamente, la regulacion negativa de los receptores es una sefal para acelerar el
ciclo de activacion y desactivacion de los receptores de los complejos de pre-iniciacion para
la transcripcion activa, incluso, se ha observado que la inhibicion de la actividad del
proteosoma previene la degradacién del RP y suprime la transcripcion dependiente del
receptor [84]. Al igual que otros factores de transcripcion, la degradacién del RP esta

estrechamente relacionada con una alta actividad, ademas de influir en otros factores
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criticos para la actividad transcripcional, incluyendo el reclutamiento de la RNA polimerasa
Il hacia los promotores [85].

A diferencia de la ubiquitinacion, la SUMOilacion desempefia funciones en la
estabilizacion de proteinas, localizacion subcelular, translocacion nuclear y modulacion de
la actividad transcripcional (generalmente inhibicién) [77], en tumores astrociticos se
identific6 un aumento en las proteinas SUMO-1 y SUMO-2/3 hasta de 30 veces mas en
muestras de pacientes con GBM [86], interesantemente, los niveles de estas proteinas
correlacionaron con el grado de malignidad de los astrocitomas, siendo menor para grado
Il'y grado lll [87], con esto, se puede sugerir que las proteinas responsables de la
SUMOilacion podrian estar estabilizando al RP y de esta forma evitar su degradacion por
proteosoma, generando una diferencia considerable entre la cantidad de mMRNA PGR y de

protel’na presente en muestras de pacientes con astrocitomas.

Lo descrito en este estudio resulta de gran importancia debido a que se puede
proponer diversas funciones para las proteinas RP y PKCa pudiendo ser utilizadas como:
biomarcadores de malignidad o bien, continuar con los estudios para poder ser sugeridos
como blancos terapéuticos ya que ambas proteinas juegan un papel muy importante en la

proliferacién de células de glioblastoma.

10. Conclusiones

v'El contenido de RP total y fosforilado en el residuo S400, asi como de PKCa y la

colocalizacién de ambos aumenta con respecto al grado de malignidad del tumor.

v' El contenido de RP total y fosforilado en el residuo S400, asi como de PKCa y la

colocalizacién de ambos PKCa no es diferente entre hombres y mujeres.

v/ Existe una correlacion positiva entre el grado de malignidad de los astrocitomas y
el contenido del RP total y fosforilado en el residuo S400, asi como de PKCa vy la

colocalizacion de ambos.

v" No existe correlacion entre el contenido de RP total y fosforilado en el residuo S400,

asi como de PKCa y la colocalizacién de ambos con la edad del paciente.

v' Para PGR y PRKCA se observa una disminucién a nivel de mRNA en pacientes con

astrocitomas con respecto al tejido no tumoral.
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v Existe una correlacion inversa entre el nivel de mRNA para PGR y PRKCA con

respecto al grado de malignidad del astrocitoma.
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