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Resumen

Introducción: la proteína Egr-1 es un factor transcripcional de 
respuesta temprana a crecimiento. La regulación transcripcional 
de su promotor ha sido descrita como responsiva al estrés físico, 
a los cambios osmóticos, a la luz ultravioleta y a radiación gamma. 
Sin embargo, no existen reportes de los efectos de fármacos 
sobre la regulación del promotor y menos aún, en gliomas. Aquí se 
describen los efectos de fármacos esteroides y el GM-CSF sobre 
la actividad transcripcional del promotor Egr-1 con un adenovirus 
no replicativo en células de gliomas humanos.
Material y métodos: células de glioma humano de diferente grado 
de malignidad (CH235-GM Grado II; U373-GM Grado III; D54-GM 
Grado IV) fueron infectados con un adenovirus recombinante 
no replicativo AdEgr-1/Luc7 y expuestos a betametasona, 
progesterona y b- estradiol y GM-CSF. La actividad transcripcional 
del promotor fue monitorizada por el gen reportero de la luciferasa, 
clonado corriente abajo del promotor. La actividad de luciferasa 
fue cuantificada mediante ensayo de luminometria.
Resultados: líneas celulares de glioma humano muestran un 
patrón diferencial, que correlaciona con el grado de malignidad. 
La línea U373-GM que en presencia de GM-CSF, presenta una 
activación transcripcional del promotor Egr-1 mayor, incluso de 
manera endógena. En esta línea celular, se observa que fármacos 
esteroides, tienen un efecto de regulación positiva para la activación 
de Egr-1, en los tiempos estudiados. En las líneas CH235-GM y 

y la betametasona, muestran un comportamiento pleiotrópico.
Conclusión: la respuesta de inhibición o activación del promotor Egr-
1, en líneas celulares de glioma, muestra nuevos escenarios para la 
exploración de mecanismos de acción de fármacos esteroides sobre 
la regulación genética y epigenética en procesos tumorales.

Palabras clave: adenovirus, fármacos esteroides, GM-CSF, 
ensayo reportero, regulación transcripcional, gliomas.

Abstract

Introduction: The Egr-1 protein is a transcriptional factor 
responsive to early growth. Transcriptional regulation of the 
promoter has been described like responsive to physical stress, 
osmotic changes, and cellular growth marker. However, there is 
no report about the pharmacological effect on the transcriptional 
regulation in gliomas. Hereby we report the modulation of the Egr-
1 promoter transcriptional activity induced by the Granulocytes 
Macrophages Colony Stimulating Factor (GM-CSF) and steroid 
drugs in human glioma cells (CH235-GM Grade II, U373-GM 
Grade III, D54-GM Grade IV) using a reporter system transduced 
by a recombinant adenoviral vector AdEgr-1/luc7.
Methods: Human glioma cells shows with different malignity grade 
(CH235-GM Grado II; U373-GM Grado III; D54-GM Grado IV) were 
transduced with no replicative adenoviral vector AdEgr-1/Luc7 and 
exposed to 
and GM-CSF. Transcriptional activity of the egr-1 promoter was 
quantified by Luciferase reporter gene, cloned downstream to the 
tata box. Luciferase activity was quantified from whole cell proteins 
using luminometry assays.
Results: U373-GM cell line with GM-CSF, shows an increment 
on transcriptional activity of Egr-1 promoter, also in endogen way. 
U373-GM showed a positive regulation of Egr-1, with steroid drugs 

and betametasone, shows a pleiotropic behavior on CH235-GM 
and D54-GM, glioma cell lines.
Conclusions: Inhibition or activation response of Egr-1 promoter 
shows new framework to explore a mechanism of action of steroid 
drugs on genetic and epigenetic regulation on tumoral process.

Key words: Adenoviral vector, steroid-drugs, GM-CSF, reporter 
assay, transcriptional regulation, glioma.
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Introducción

Los gliomas son los tumores primarios más agresivos del sis-
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terapia antineoplásica mediante la modulación de la activi-

Materiales y métodos

Diseño experimental
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gen Egr-1 al sitio de inicio de la trascripción del gen de la 
Renila luciferasa -
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Diseño y construcción de los plásmidos adenovirales  
no replicativos 

AdEgr-1/
Luc7

sistema AdEasy
bacterias 

-
motor Egr-1 pShutle 
( -
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-

ción resultante pShutle-Egr1/Luc 
Pme 1 

para recombinación homóloga en bacterias  con el 
AdEasy 1) usando la 

20 -
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Figura 1A. Construcción y diseño del plásmido AdEgr-1/Luc7. Estructura del casete subclonado en pShuttle en los sitio Kpn1/Hind III, el 
plásmido contiene un gen de resistencia a kanamicina, el cual es transferido durante la recombinación homóloga al plásmido adenoviral 
resultando en el plásmido pAdEgr-1/Luc7. Figura 1B. Diagrama que ilustra el modelo experimental para determinar el efecto de fármacos 
sobre la actividad transcripcional de Egr-1 en células de glioma.
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Cultivo de células HEK-293 
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Generación a gran escala del inóculo inicial del adenovirus 
recombinante AdEgr-1/Luc7

pAdEgr-1/Luc7 
Pme 1

-

-

de viriones recombinantes no replicativos de AdEgr-1/Luc7 
et al.22

Producción a gran escala del adenovirus recombinante 
AdEgr-1/Luc7
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Cultivo de células de glioma
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Determinación del múltiplo de infección (MOI) óptimo en 
células de glioma infectado con el adenovirus AdCMV-GFP
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Ensayo reportero de luciferasa inducido por esteroides
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AdEgr-1/Luc7 -

-
terminar la actividad del promotor basado en la actividad de 

Ensayo reportero de luciferasa inducido por GM-CSF

proteínas totales.

Extracción de proteínas totales

-

Ensayos de luminometría

-
nes de sustrato -
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tadas a la concentración de proteínas para obtener los datos 

AdEgr-1/Luc7. El análi-

Resultados

-
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una expresión temporal en modelos tanto in vitro como 
in vivo. 
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caso de la construcción del adenovirus AdEgr-1/Luc7
casete transducido por el adenovirus no replicativo es de 

dentro del genoma adenoviral le permite ser responsivo 

El plásmido recombinante pAdEgr-1/Luc7 fue empaquetado 

-

-

Figura 2. Células D54-GM, grado IV transducidas con AdCMV-GFP. 

AdCMV-GFP que expresan GFP a las 24 horas post-infección con 

488 nm).
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lindrómicas de Hind III y Kpn 1
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tra la orientación del casete reportero con el promotor de 
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El adenovirus recombinante AdCMV-GFP fue capaz de 
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Efecto de GM-CSF en células de glioma transducidos  
con AdEgr-1/Luc7
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actividad más alta se encontró a las 12 horas post-exposi-

tampoco se encontró una actividad importante del promotor 

-
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a la actividad basal.

La expresión de luciferasa inducida por fármacos esteroides 
en las células de glioma transformados con AdEgr-1/Luc7

-
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de suero tratado con carbón activado con objeto de llevar la 
actividad del promotor en un medio sin elementos de res-
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Efecto de fármacos esteroides en las células CH235-GM 
grado II

AdEgr-1/Luc7,

respectivamente; la exposición a betametasona mostró un 
Beta-

metasona: , 
. La exposición a 
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-
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Progesterona

-
 

Efecto de células esteroides en células U373-GM  
grado III

-
-

(Betametasona: 

 

12 horas). El patrón de inducción por progesterona se ob-
Progesterona

-
mente).

Efecto de fármacos esteroides en células D54-GM grado IV

-

respectivamente. La betametasona (Betametasona: 

la progesterona rogesterona:
-

Figura 3. Efecto de GM-CSF sobre el promotor de Egr-1 en células de glioma humano. 
Las células de las líneas CH235-GM grado II, U373-GM grado III y D54-GM IV fueron expuestas a GM-CSF a concentraciones crecientes 
de 1 ng, 3 ng, 5 ng, 10 ng y 20 ng. La luminometría fue medida a los tiempos 1, 3, 6 y 12 horas, resalta la actividad endógena de las células 
U373-GM mayor que la de las líneas CH235-GM y D54-GM.
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Figura 4. Efecto de diferentes fármacos esteroides sobre el promotor de Egr-1 en la línea celular CH235-GM, grado II. 
La presencia de betametasona muestra una actividad por debajo de la basal, excepto a las 6 horas, (3,472.45 y 2,083.48 CL/Seg a la 1, 3, 6 
y 12 horas respectivamente)
un patrón ligeramente progresivo después de las 6 horas. 

Figura 5. Efecto de los fármacos esteroides sobre el promotor de Egr-1 en la línea celular U373-GM, grado III. 
La actividad transcripcional del promotor Egr-1 en las células U373-GM expuestas a betametasona, mostraron un pico máximo de 2,923.92 

-
rona, también alcanzan este efecto a las 6 horas.
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Discusión

-
logía celular; que se vuelve más complejo en la biología de 

-

-
tores de genes de respuesta celular temprana que activan 

respuesta se presenta en condiciones neoplásicas que pu-
-

glioma.

24

AdEgr-1/Luc7,

Figura 6. Efecto de fármacos esteroides sobre el promotor de Egr-1 en la línea celular D54-GM, grado IV. 

control.

-

-

de los elementos de respuesta a Egr-1 sobre su propio pro-

se puede interpretar como la participación del promotor de 
-

te con los datos reportados por Mueller et al., quienes han 

correlaciona con el grado de malignidad del tumor. Consi-
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presentes en este tipo de astrocitoma (astrocitoma anaplási-
co) tal como ha sido descrito en cáncer de próstata.

-
cripcional de Egr-1 como elemento responsivo a hormonas 

-
-

cuáles sean los mecanismos que participen en ellos. Adi-

-
 la presencia 

2 Este 
es uno de los primeros reportes que describen una asocia-

-
nal de respuesta temprana a crecimiento como Egr-1.

La respuesta de inhibición o activación transcripcional del 

-

los paradigmas tradicionales de mecanismos de acción de 

-

-

o muerte celular.
para determinar la inhibición o activación transcripcio-

de la actividad del promotor endógeno tumoral como 

-

tumorales.
El sistema reportero transducido mediante un vector ade-

traspolado a otros modelos para estudiar la regulación trans-
cripcional de genes relacionados con el crecimiento tumoral 

-

interacciones o respuestas celulares en presencia de un in-

-
mite el conocimiento de reguladores positivos para conducir 

terapia con genes. Los reportes previos en el uso del promo-

-
-

-
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