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Farmacos esteroides y el GM-CSF modulan la actividad
de Egr-1 en células de glioma
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Resumen

Introduccién: la proteina Egr-1 es un factor transcripcional de
respuesta temprana a crecimiento. La regulacion transcripcional
de su promotor ha sido descrita como responsiva al estrés fisico,
a los cambios osmoticos, a la luz ultravioleta y a radiaciéon gamma.
Sin embargo, no existen reportes de los efectos de farmacos
sobre la regulacién del promotor y menos ain, en gliomas. Aqui se
describen los efectos de farmacos 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 Il; U373-GM Grado lIl; D54-GM
Grado IV) fueron infectados con un adenovirus recombinante
no replicativo AdEgr-1/Luc7 y expuestos a betametasona,
progesteronay 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: lineas celulares de glioma humano muestran un
patron diferencial, que correlaciona con el grado de malignidad.
La linea U373-GM que en presencia de GM-CSF, presenta una
activacion transcripcional del promotor Egr-1 mayor, incluso de
manera enddégena. En esta linea celular, se observa que farmacos
esteroides, tienen un efecto de regulacion positiva para la activacion
de Egr-1, en los tiempos estudiados. En las lineas CH235-GM y
D54-GM, farmacos esteroides como la progesterona, el 3-estradiol
y la betametasona, muestran un comportamiento pleiotrépico.
Conclusion: larespuesta de inhibicion o activacion del promotor Egr-
1, en lineas celulares de glioma, muestra nuevos escenarios para la
exploracién de mecanismos de accion de farmacos esteroides sobre
la regulacion genética y epigenética en procesos tumorales.

Palabras clave: adenovirus, farmacos esteroides, GM-CSF,
ensayo reportero, regulacién 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 Il, U373-GM
Grade lll, D54-GM Grade 1V) using a reporter system transduced
by a recombinant adenoviral vector AdEgr-1/luc?.

Methods: Human glioma cells shows with different malignity grade
(CH235-GM Grado Il; U373-GM Grado |ll; D54-GM Grado IV) were
transduced with no replicative adenoviral vector AdEgr-1/Luc? and
exposed to drugs as progesterone, B-estradiol and betametasone,
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
on the times analyzed. Steroid drugs as progesterone, 3-estradiol
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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Introduccion

Los gliomas son los tumores primarios mas agresivos del sis-
tema nervioso central y representan aproximadamente el 35%
de los tumores cerebrales en México.! Su rapido crecimiento,
la aparicion de resistencia clonal por la quimioterapia, y la
limitacion quirurgica por su situacion anatdomica, contribu-
yen a una reactivacion tumoral y a una sobrevida no mayor a
15 meses. El crecimiento celular esta asociado a la expresion
de genes, a la presencia de factores de crecimiento, y de los
segundos mensajeros que activan vias de sefalizacion mito-
génicas o la activacion transcripcional de genes de respuesta
primaria a estrés, como la proteina de respuesta temprana a
crecimiento tipo 1 (también conocida como Egr-1, Krox-24,
TIS8, NFG1A, Zif/268, ZNF225, y G0S30).>*
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La proteina Egr-1 tiene un peso molecular de
57.5 Kilo Daltones (KD) y estd constituida por 543 ami-
noacidos (aa). El gene codificante para Egr-1, se localiza
en el cromosoma 5q31.1 con 3,824 pares de base (bp). Por
su estructura quimica, pertenece a una familia de proteinas
caracterizadas por sus motivos en dedos de Zinc*’ que reco-
nocen secuencias consenso en el promotor de varios cientos
de genes (CCGG/TGGGCCQG), que le confieren un meca-
nismo de autorregulacion sobre su propio promotor a través
de un sitio de unidn de la proteina Egr-1 y Egr-2 (EBS). Las
funciones de Egr-1 son diversas dependiendo de la estirpe
celular; sin embargo, todas estdn asociadas al crecimiento,
diferenciacion y proliferacion en linfocitos, fibroblastos y
neuroglia.’ Egr-1 también regula la expresion de citocinas y
receptores de superficie a crecimiento, la sintesis de facto-
res de crecimiento, sintesis y remodelacion de proteinas de
matriz extracelular y proteasas en procesos de cicatrizacion,
asi como en arresto celular y apoptosis como respuesta a
estrés.

Recientemente, se le ha asociado como un factor antia-
poptotico en algunos modelos hematoldgicos, por su inte-
raccion represora con la proteina RB como un mecanismo
en la supresion de tumores.®’ En el sistema nervioso central,
la presencia de Egr-1 esta involucrada en la regulacion y
el control de la plasticidad neuronal,*’ y su sobreexpresion
esta relacionada con mutaciones de p53 en células tumora-
les de glioma y cancer de préstata, en donde los niveles de
RNAm y la proteina Egrl estdn suprimidas en glioblasto-
mas y en células de cultivos primarios.

Las secuencias genéticas en el promotor que regulan de
manera positiva la respuesta a factores exdgenos, son me-
diadas principalmente por 5 elementos de respuesta a sue-
ro (SRE), secuencias de union activadas por AMP ciclico
(CREB's) o a través de sitios de union de la proteina Egr-
1 (EBS) ademas de sitios de union del factor transcrip-
cional SP1.%1%! También se ha reportado que la actividad
transcripcional de Egr-1 puede ser inducida por la luz ul-
travioleta (UV) y radiacién gamma a través de secuencias
motivo conocidos como cajas CArG(CC(A+T ricas en
Timina)6GG).1#14

Por su parte, los esteroides son un grupo de farma-
cos derivados de un nucleo central de colesterol, que se
encuentran de manera endégena en el organismo (hor-
monas) o de origen sintético (farmacos esteroideos).
Los mecanismos de accion de las hormonas esteroideas,
son mediados por un receptor especifico, nuclear o cito-
plasmico, que permiten la translocaciéon nuclear y la
expresion o represién de genes blanco.”” En el caso de
los corticoesteroides (derivados del cortisol como glu-
cocorticoides y mineralocorticoides), el mecanismo de
accion se basa esencialmente en la unién de un receptor
citoplasmatico que trasloca al nucleo, y que es capaz de

unirse a secuencias genéticas de consenso denominadas
como elementos de respuestas a esteroides (GRE). Re-
cientemente estos receptores han sido descritos en célu-
las de glioma con efecto sobre el crecimiento celular.'>!
Estas secuencias también se encuentran en promotores
que regulan la actividad de proteina cinasas o vias de se-
nalizacion mitogénicas (Fos, Jun, Egr-1) o de las cinasas
activadoras de mitogenos (MAPkinasas), y que también
son activados por Egr-11 en neuronas.*!>"

Sakamoto et al., (1994) han caracterizado un fragmento
de -600 pb del sitio de inicio de la transcripcion del gen Egr-
1 (5), y suregulacion por el factor estimulador de granulo-
citos y macrofagos (GM-CSF) y de la interleucina 3 (IL-3)
en células hematologicas.'® Esta regulacion también ha sido
descrito en las células C6 de glioma murino por una via
no gendémica: Raf/MEK1/ErK/Elk1.4"1 Sin embargo, la
modulacién transcripcional inducida por farmacos y facto-
res de crecimiento, no estd descrita en gliomas humanos y
pocos estudios han explorado los efectos de los farmacos
esteroideos sobre la actividad y la regulacion transcripcio-
nal de Egr-1.

Debido a que el promotor o region reguladora de la ex-
presion de la proteina ha sido descrito como responsivo a
factores fisicos, quimicos, farmacoldgicos y otras proteinas
o factores de crecimiento (FGF-2 EGF-1, k-Ras) el objetivo
de este estudio es determinar el efecto de farmacos esteroi-
des y de GM-CSF sobre la regulacion del promotor Egr-1
en células de glioma humano (CH235-GM grado II; U373-
GM grado IIT; D54-GM grado 1V).

Se busca determinar el papel de los farmacos esteroi-
deos y del factor estimulador de granulocitos y macrofagos
(GM-CSF), asi como su empleo como coadyuvantes de la
terapia antineoplasica mediante la modulacidén de la activi-
dad transcripcional del promotor Egr-1 en células de glioma
humano, los cuales representan uno de los tipos de cancer
con mas alto indice de proliferacion y crecimiento.

Materiales y métodos

Disefio experimental

Para llevar a cabo los ensayos de respuesta a farmacos en
células de glioma, se empled un sistema reportero por tec-
nologia del ADN recombinante construyendo un casete que
contiene la secuencia de -600 pb de la regién promotora de
gen Egr-1 al sitio de inicio de la trascripcion del gen de la
Renila luciferasa, seguida de una secuencia de poliadenila-
cion (Figura 1 A). Este casete se incorporo a una plataforma
adenoviral, para transferir el casete a las células tumorales
por exposicion o infeccion al adenovirus no replicativo. Las
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células infectadas fueron expuestas a farmacos y en dife-
rentes tiempos, se obtuvieron proteinas totales para realizar
ensayos de actividad de luciferasa. Debido a que las células
humanas no expresan de manera constitutiva la luciferasa,
los extractos totales que son capaces de hidrolizar la lucife-
rina en presencia de ATP son directamente proporcionales
al efecto regulador positivo o negativo del farmaco, en com-
paracion de los niveles basales sin farmacos. La evaluacion
cuantitativa del efecto del fArmaco sobre el promotor, se
realiz6 con un luminometro expresado en cuentas luminicas
por segundo (CL/segundo) (Figura 1B).

La transferencia de genes mediada por adenovirus son
altamente eficiente, y reproducibles al confierir una expre-
sion del transgen mayor al 90% de las células infectadas, lo
cual depende de la cantidad de particulas infectantes y del
tropismo del virus.

Disefio y construccion de los plasmidos adenovirales
no replicativos

El adenovirus recombinante no replicativo (A3) AdEgr-1/
Luc?, fue disefiado por ingenieria genética a partir del

A
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sistema AdEasy, mediante recombinacion homologa en
bacterias DH5a (Rec A+). Un fragmento de -600 pb del
extremo 5 del sitio de inicio de la transcripcidn del pro-
motor Egr-1 humano fue subclonado en el vector pShutle
(Figura 1). El vector resultante fue replicado en bacte-
rias DH10B (Invitrogen, Corp) y usado para subclonar el
gen de la Renila luciferasa, seguido de un fragmento de
poliadenilacién de 350 pb (SMV40-polyA). La construc-
cioén resultante pShutle-Egrl/Luc fue linearizado con la
enzima Pme 1 (New England Biolabs, USA) y purificado
para recombinacién homologa en bacterias DH5a con el
genoma del adenovirus tipo 5-A3 (AdEasy 1) usando la
técnica de recombinacion homdloga en bacterias descrita
por He et al.?® Las clonas resultantes seleccionadas, fue-
ron crecidas en medio LB con kanamicina (50 pg/ml) y
los plasmidos fueron aislados en preparaciones mini para
analisis por mapas de restriccion. Una clona seleccionada
y nombrada pAdEgr-1/Luc?, fue secuenciada para verifi-
car la orientacion del casete subclonado y posteriormente
purificado a gran escala, con resinas de intercambio i6ni-
co y libre de endotoxinas (Endofree Giga Kit DNA, Qia-
gen, Alemania) para empaquetamiento viral en células
HEK-293.
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Figura 1A. Construccion y disefio del plasmido AdEgr-1/Luc?. Estructura del casete subclonado en pShuttle en los sitio Kpn1/Hind IlI, el
plasmido contiene un gen de resistencia a kanamicina, el cual es transferido durante la recombinacion homéloga al plasmido adenoviral
resultando en el plasmido pAdEgr-1/Luc?. Figura 1B. Diagrama que ilustra el modelo experimental para determinar el efecto de farmacos

sobre la actividad transcripcional de Egr-1 en células de glioma.
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Cultivo de células HEK-293

Las células HEK-293 fueron crecidas en medio HyQS-
FM4HEK-293 (Hyclone Corp, USA) suplementado con
10% de suero fetal bovino inactivado por calor (FBS-
Hyclone Corp, USA), antibiético/antimicotico (Penicili-
na G 10 mil U/ml, 100 pg de estreptomicina/ml, y 25 pg
de anfotericina B/ml) e incubadas de acuerdo con las ins-
trucciones de la ATCC (American Type Culture Collection,
USA) y estandarizadas en el laboratorio.?

Generacién a gran escala del indculo inicial del adenovirus
recombinante AdEgr-1/Luc7

Se usaron 10 pg del plasmido pAdEgr-1/Luc? linearizado
con la enzima Pme 1y libre de endotoxinas, para transfectar
5 x 107 células HEK-293, empleando el método de encapsu-
lamiento por liposomas (Transfectene Qiagen, Alemania).
Las células transfectadas se mantuvieron en cultivo hasta la
aparicion de placas liticas en la monocapa (dia 7). Al térmi-
no del dia 10, se colectaron y lisaron para ser empleados en
infecciones subsecuentes hasta la produccion a gran escala
de viriones recombinantes no replicativos de AdEgr-1/Luc7
de acuerdo a Martinez Flores et al.?

Produccidn a gran escala del adenovirus recombinante
AdEgr-1/Luc?

La produccion de vectores adenovirales, se baso en el proto-
colo de purificacion de adenovirus recombinante para apli-
caciones in vivo. Para ello, se sembraron 250 x 10° de célu-
las HEK-293 en las condiciones antes descritas. Cuando las
células alcanzaron una confluencia del 90%, se infectaron
durante 2 horas con un MOI de 10 en medio reducido de
suero fetal bovino. Las células infectadas se monitorizaron
por microscopia Optica, hasta la aparicion de efecto citopa-
tico en mas del 80% a las 48 horas. Después de este tiempo,
las células fueron colectadas, concentradas y lisadas por
3 ciclos de choque térmico con bafio de nitrégeno liquido,
en campana de flujo laminar Herasafe clase II-AB (Ken-
dro-Heraus, Alemania). Los lisados totales (~ 10ml) fueron
mantenidos en hielo y purificados por ultracentrifugacion
con el método de gradientes de cloruro de cesio (1.3 G/ml
y 1.5 G/ml) a 28 mil G, a 4°C y durante 12 horas (WX-
100 Thermo Corp, USA), con el objeto de separar los vi-
riones maduros de los inmaduros y los detritus celulares.
Los viriones se aislaron por puncién estéril y se dializaron
(en presencia de magnesio y 5 mM de HEPES a 4°C) por
12 horas, usando una membrana de 10,000 MWCO (Pierce
bioscience, USA). Los viriones recombinantes purificados
fueron almacenados en solucion de preservacion viral (1%

de albumina y 5 mM de HEPES) a -70°C. La eficiencia de
la infectividad y la titulacion de las particulas virales infec-
tantes, se determind por ensayo de placa en monocapas de
células HEK-293 a diluciones seriadas (10, 107, 108, 10,
10, 101%) y por la lectura de la densidad optica del diali-
zado a 260 nm, de acuerdo a las condiciones estandarizadas
de rutina en el laboratorio.”

Cultivo de células de glioma

Las lineas celulares de glioma humano con diferente grado
de malignidad: CH235-MG Grado II, U373-MG Grado III
y D54-MG Grado 1V, fueron crecidas en medio de cultivo
D-MEM alta glucosa, suplementado con 10% de suero fetal
bovino inactivado por calor y concentraciones estindares
de antibiotico-antimicatico. Los cultivos se mantuvieron a
una confluencia menor al 70%, en un ambiente con 5% de
CO,, 100% de humedad y 37°C.

Determinacién del multiplo de infeccion (MOI) 6ptimo en
células de glioma infectado con el adenovirus AACMV-GFP

Para determinar la cantidad 6ptima de adenovirus recombi-
nante con transduccion eficiente en las células de glioma,
se sembraron 3 x 10° células en cajas de 6 pozos (Costar,
Madison USA) hasta alcanzar una confluencia del 90%. Al
inicio del ensayo, las células fueron lavadas en solucidon
amortiguadora de fosfatos (con Ca™" y Mg"", pH 7.4) y se
infectaron con 25, 50, 75, 100 y 200 MOI’s con el adenovi-
rus reportero AACMV-GFP en medio reducido en suero. Al
término de dos horas de exposicion, el medio infectante fue
remplazado por medio fresco y se mantuvieron en condi-
ciones estandares de cultivo por 24 horas. Para documentar
la eficiencia de la infeccidn, se buscoé la seial de la protei-
na verde fluorescente (GFP) usando un equipo Axioplan 2
(Carl Zeiss, Alemania). La proteina verde fluorescente emi-
te una sefial luminosa excitable a 488 nm en las cé¢lulas in-
fectadas por el adenovirus AACMV-GFP (Figura 2).

Ensayo reportero de luciferasa inducido por esteroides

Las células de glioma se sembraron en cajas de 12 pozos
(1 x 10° células/pozo) y mantuvieron en condiciones nor-
males de cultivo. Después de 12 horas, el medio de cultivo
fue remplazado por medio D-MEM con 1% de suero fetal
bovino tratado con carbon activado y se mantuvieron en es-
tas condiciones por 24 horas. Al término de este tiempo, las
células se infectaron con AdEgr-1/Luc7, usando un MOI de
50 (PV/célula) en medio HyQCDM4Retino bajo en suero
(Hyclone, Corp) con 2% de suero fetal bovino para evitar la
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inactivacion de los viriones. Posteriormente, las células se
lavaron y mantuvieron en medio D-MEM (Gibco-Invitro-
gen, USA) con 1% de suero fetal bovino tratado con carbon
activado durante 24 horas posteriores a la infeccidon, para
eliminar la presencia de hormonas esteroides. Los ensayos
de induccidn se realizaron por triplicado a las 24 horas post-
infeccion con el ADEgr-1/Luc? y se expusieron a betameta-
sona (100 ng/ml); B-estradiol (100 ng/ml) y progesterona
(50 ng/ml) en medio D-MEM con 1% de suero fetal bovino
tratado con carbon activado. Las proteinas totales fueron
extraidas a diferentes tiempos (1, 2, 6 y 12 horas) para de-
terminar la actividad del promotor basado en la actividad de
la luciferasa como proteina reportero.

Ensayo reportero de luciferasa inducido por GM-CSF

Los ensayos de induccion por GM-CSF, se realizaron con
la misma preparacion celular y se expusieron en medio D-
MEM a diferentes concentraciones de GM-CSF (1, 5, 10,
y 20 ng/ml). Al término de los tiempos de exposicion (1,
3, 6 y 12 horas) las células se lavaron con D-PBS, pH 7.4
(Gibco-Invitrogen, USA) y se lisaron para la extraccion de
proteinas totales.

Extraccion de proteinas totales

La extraccion de proteinas totales de las células expuestas
a farmacos se realizo de la siguiente manera: previo lavado
con PBS a 37°C (Invitrogen Corp.), las células se lisaron
con 300 pl de solucion de lisis (Glo-Cell lisis Buffer, Pro-
mega Corp) a temperatura ambiente durante 5 minutos. El

Figura 2. Células D54-GM, grado IV transducidas con ADCMV-GFP.
Imagen de fluorescencia de las células D54-GM infectadas con el
AdCMV-GFP que expresan GFP a las 24 horas post-infeccién con
un multiplo de infeccién de 50 (MOI) (Microscopia de fluorescencia
488 nm).

lisado fue colectado en un microtubo estéril, agitado por
I minuto e inmediatamente se centrifugd a 5 mil G a 4°C.
El sobrenadante fue decantado y almacenado a - 20° C hasta
su uso en los ensayos de luminometria.

Ensayos de luminometria

Los ensayos de luminometria se realizaron por triplicado
con 50 pl del lisado celular con una relacion de 1:1 volume-
nes de sustrato Glo-Luciferase, de acuerdo a las instruccio-
nes del fabricante (Glo-Luciferase system, Promega, USA).
La mezcla se incubd durante 10 minutos a 23°C en placas
de 96 pozos para luminometria. (Costar ware, USA.). Inme-
diatamente, la reaccion fue cuantificada en un lumindémetro
(DTX-800 Beckman Coulter). La luciferasa presente en el
extracto proteico, hidroliza la luciferina en presencia de
ATP y genera una sefial luminosa identificada por el sensor
del multidetector y se expresa en cuentas luminicas/segun-
do (CL/s). Las cuentas luminicas por segundo fueron ajus-
tadas a la concentracién de proteinas para obtener los datos
reales de actividad de luciferasa expresada por el promotor
Egr-1 de las células infectadas con AdEgr-1/Luc?. El anéli-
sis de datos se realizo con el programa Multimode Analisys
Software (Beckman Coulter, USA).

Resultados

La introduccion de elementos genéticos a las células cla-
sicamente se ha realizado por métodos quimicos.?? Sin em-
bargo, la transferencia de genes mediada por adenovirus
no replicativo (NRAd) muestra una mayor eficiencia, con
una expresion temporal en modelos tanto in vitro como
in vivo. Los estudios de la regulacion funcional de los
promotores, se realizan con la transferencia de un siste-
ma reportero que permite evaluar la activacion/represion
transcripcional (swich on/swich off) de un promotor. En el
caso de la construccidn del adenovirus AdEgr-1/Luc?, el
casete transducido por el adenovirus no replicativo es de
localizacion nuclear y episomal. Adicionalmente, su sitio
dentro del genoma adenoviral le permite ser responsivo
a las sefales y factores que activan de manera endogena
al promotor y traduce su respuesta en la expresion de la
luciferasa.

El plasmido recombinante pAdEgr-1/Luc? fue empaquetado
de manera eficiente en las células HEK-293

La construccién del casete reportero se realizd por la téc-
nica de reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR), usando
oligonucleotidos cebadores con secuencias sintéticas pa-
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lindrémicas de Hind I11'y Kpn 1 (Figura 1). El adenovirus
construido e ilustrado en el diagrama de la figura 1A, mues-
tra la orientacion del casete reportero con el promotor de
Egr-1, dentro de la construccion final después de la recom-
binacion homoéloga. El empaquetamiento de los viriones,
fue corroborado por microscopia electronica de transmision
de las células humanas derivadas del mesonefros embriona-
rio (HEK-293), las cuales expresan de manera constitutiva
la subunidad transcripcional El, lo que demuestra que el
genoma del AdEgr-1/Luc7, es responsivo para iniciar la se-
fial del empaquetamiento adenoviral. De la misma manera
los viriones obtenidos también mostraron capacidad infec-
tiva, documentada por la generacion de zonas liticas en los
ensayos de placa en monocapa de células HEK-293. Los vi-
riones de AACMV-GFP generados y purificados por el mis-
mo método, también mostraron eficiencia en la infeccion de
las células de glioma. El stock viral de AdEgr-1/Luc? fue
obtenido de manera paralela y reproducible de acuerdo a lo
reportado por He et al.?°

El adenovirus recombinante AACMV-GFP fue capaz de
infectar eficientemente las células de glioma

Debido a que la adsorcion del adenovirus requiere de un
mecanismo de internalizacion mediado principalmente
por el receptor CAR (Coxsackie-Adenovirus Receptor),
la infeccion es dependiente de la presencia y numero de
receptores en la superficie de cada estirpe celular.?? Para
determinar la eficiencia de la transferencia del sistema re-
portero por el adenovirus, se realizaron ensayos de infecti-
vidad con el adenovirus reportero (AdCMV-GFP) basado
en el mismo sistema. Como primer paso, fue fundamental
determinar la dosis 6ptima de las lineas celulares CH235-
GM Grado 11, U373-GM Grado Il y D54-GM Grado 1V,
con el objeto de evitar el efecto citotoxico. Las células in-
fectadas con el AACMV-GFP (MOI 25, 50, 75, 100 y 200)
mostraron una expresion eficiente de la GFP a las 24 ho-
ras. Sin embargo, el efecto toxico del virus fue directa-
mente proporcional al incremento del nimero de viriones
(datos no mostrados). El analisis por microscopia de fluo-
rescencia determino que el MOI o6ptimo, fue de 50 parti-
culas virales por célula en las tres lineas celulares (Figura
2). Basados en este dato, todos los ensayos se realizaron
con un MOI de 50.

Efecto de GM-CSF en células de glioma transducidos
con AdEgr-1/Luc7

GM-CSF induce actividad transpcripcional del promotor
Egr-1 solo en células U373-GM. La exposicion a GM-CSF
no tuvo efecto significativo sobre la linea CH235-GM gra-

do II, en la curva de tiempo comparado con la actividad
basal de las células de control (-GM-CSF). La actividad
de luciferasa en las células tratadas, se mantuvo entre 40 y
304 CL/segundos en las diferentes dosis de exposicion. La
actividad maés alta se encontré a las 12 horas post-exposi-
cion (Figura 3). En el caso de las células D54-GM grado 1V,
tampoco se encontré una actividad importante del promotor
en los tiempos analizados. Interesantemente, la linea U373-
GM grado III, mostré una actividad basal (-GM-CSF) ma-
yor que las lineas CH235-GM grado I1 y D54-GM grado IV
(Figura 3). La actividad de luciferasa de las células U373-
GM en presencia de GM-CSF, se encontr6 por arriba de la
actividad basal del promotor (células control sin faArmaco) a
las 3, 6 y 12 horas, con un pico maximo de expresion (hasta
15 veces) a las 6 horas (3,220 CL/segundos). Esto se tradu-
ce como un efecto de regulacion positiva sobre la actividad
transcripcional del promotor Egr-1 de 2.3 veces en relacion
a la actividad basal.

La expresion de luciferasa inducida por fArmacos esteroides
en las células de glioma transformados con AdEgr-1/Luc?

Para determinar el efecto de los farmacos esteroideos so-
bre la actividad transcripcional del promotor de Egr-1,
las células fueron previamente infectadas con el adenovi-
rus AdEgr-1/Luc7 y mantenidas en concentraciones bajas
de suero tratado con carbén activado con objeto de llevar la
actividad del promotor en un medio sin elementos de res-
puesta a suero u hormonas esteroideas. El dia del ensayo
de induccidn, las células se expusieron a medio fresco con
los diferentes farmacos a dosis conocidas y estandarizadas
(datos no mostrados). Los ensayos se detuvieron a diferen-
tes tiempos 1, 3, 6 y 12 horas. Inmediatamente las células
fueron lavadas rapidamente con PBS a 37°C y lisadas con
300 microlitros de cell Lysis Buffer para extraccion de las
proteinas totales. Las proteinas fueron almacenadas a -30°C
hasta la realizacion de los ensayos de actividad de lucifera-
sa y su cuantificacion por luminometria. Todos los ensayos
se realizaron por triplicado.

Efecto de farmacos esteroides en las células CH235-GM
grado Il

La actividad basal del promotor en las células CH235-GM
infectadas con AdEgr-1/Luc?7, fue de 346.49; 1,989.24;
3,220.84 y 4,156.68 CL/segundos a la 1, 3, 6 y 12 horas
respectivamente; la exposicion a betametasona mostré un
patrén inhibitorio con un pico maximo a las 6 horas (Beta-
metasona: 105.81; 707.85; 3,472.45; 283.78 CL/segundos,
alal, 3, 6 y 12 horas respectivamente). La exposicion a
B-estradiol, también muestra el mismo patroén inhibitorio
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Figura 3. Efecto de GM-CSF sobre el promotor de Egr-1 en células de glioma humano.
Las células de las lineas CH235-GM grado II, U373-GM grado Il y D54-GM 1V fueron expuestas a GM-CSF a concentraciones crecientes
de 1 ng, 3 ng, 5ng, 10 ng y 20 ng. La luminometria fue medida a los tiempos 1, 3, 6 y 12 horas, resalta la actividad endégena de las células

U373-GM mayor que la de las lineas CH235-GM y D54-GM.

en esta linea celular y se hace mas evidente a las 12 horas
(B-estradiol 1,330.03 CL/segundos) comparado con la acti-
vidad basal (de 4,156.68 CL/segundos). La progesterona, no
mostrd efectos significativos sobre la actividad del promo-
tor Egr-1 en los tiempos ensayados para las células CH235-
GM; (Progesterona: 115.16; 630.75; 3,546.99; 4,534.70 CL/
segundos a la 1, 3, 6 y 12 horas respectivamente), un efecto
inhibidor sobre la expresion Egr-1, se encontr6 a las 3 horas
comparado con las células de control; sin embargo la activi-
dad aumenta a las 6 y 12 horas. (Figura 4)

Efecto de células esteroides en células U373-GM
grado Il

La linea celular U373-GM mostré una actividad basal sin
farmacos de 137.50; 702.19; 1,750.01; 1,814.89 CL/se-
gundos a la 1, 3, 6 y 12 horas respectivamente. La expo-
sicién a betametasona mostré una actividad de luciferasa
(Betametasona: 157.63; 5,740.83; 2,923.92 y 1,247.87 CL/
segundos a las 1, 3, 6 y 12 horas); con un pico maximo a
las 6 horas por encima de la actividad basal (Figura 5). La

exposicion a B-estradiol mantuvo un patron por encima de
la actividad basal principalmente a las 6 horas (S-estradiol:
136.74; 1,227.40; 2,601.40 y 2,054.23 CL/segalal,3,6y
12 horas). El patrén de induccién por progesterona se ob-
servo a las 6 horas (Progesterona: 274.51; 733.20; 3,145.1
y 1,420.65 CL/segundos a la 1, 3, 6 y 12 horas respectiva-
mente).

Efecto de farmacos esteroides en células D54-GM grado IV

La actividad basal de las células sin exposicion a farma-
cos mostrd un incremento progresivo de 124.55; 2,051.97,
3,118.53; 4,297.70 CL/segundos a la 1, 3, 6, y 12 horas
respectivamente. La betametasona (Betametasona: 157.63;
574.83; 2,923.92 y 1,247.87 CL/segundos a la 1, 3, 6, y
12 horas); el B-estradiol (B-estradiol: 136.274; 1,227.40;
2,601.40; 2,054.23 CL/segundos ala 1, 3, 6, y 12 horas) y
la progesterona (Progesterona: 274.51; 733.20; 3,145.14;
1,520.65 CL/segundos a la 1, 3, 6 y 12 horas) no mostra-
ron cambios significativos en relacion a la actividad basal
(Figura 6).
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Figura 4. Efecto de diferentes farmacos esteroides sobre el promotor de Egr-1 en la linea celular CH235-GM, grado II.

La presencia de betametasona muestra una actividad por debajo de la basal, excepto a las 6 horas, (3,472.45y 2,083.48 CL/Segalal, 3,6
y 12 horas respectivamente). Se observa una disminucién de la actividad del promotor en presencia de 3-estradiol. La progesterona muestra

un patron ligeramente progresivo después de las 6 horas.
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Figura 5. Efecto de los farmacos esteroides sobre el promotor de Egr-1 en la linea celular U373-GM, grado Il

La actividad transcripcional del promotor Egr-1 en las células U373-GM expuestas a betametasona, mostraron un pico maximo de 2,923.92
CL/Seg. El B-estradiol muestra una regulacion positiva desde las 3 horas y un pico maximo a las 6 horas. Las células expuestas a progeste-
rona, también alcanzan este efecto a las 6 horas.
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Figura 6. Efecto de farmacos esteroides sobre el promotor de Egr-1 en la linea celular D54-GM, grado IV.
Las células D54-GM, expuestas a betametasona, B-estradiol y progesterona no mostraron actividad significativa diferente con respecto al

control.
Discusion

El crecimiento celular, es un fenémeno complejo en la bio-
logia celular; que se vuelve mas complejo en la biologia de
las células neoplasicas. Se ha reportado que la resistencia
de las células neoplasicas es el resultado de una seleccion
clonal, inducida en parte como respuesta a la citodefensa
a los agentes quimioterapéuticos, antineoplasicos, radiote-
rapia e incluso a factores paracrinos y autocrinos.'® Si bien
el estrés fisico, como la radiacion, la luz ultravioleta, la
temperatura y fendmenos osmoticos descritos como induc-
tores de genes de respuesta celular temprana que activan
vias mitogénicas (MAPKinasas) o antiapoptoticas mediante
el bloqueo directo de p53;7° es factible suponer que esta
respuesta se presenta en condiciones neoplasicas que pu-
dieran repercutir en la seleccion clonal y por lo tanto, al cre-
cimiento tumoral. La coactivacion de vias de sefializacion
y la transcripcion de genes relacionadas con el crecimiento
por la via no genética esta descrita en células tumorales de
glioma.'>!¢ La busqueda de factores de transcripcién como
respuesta a estos eventos, ha sido descrita para otros genes,

incluyendo la del factor transcripcional Egr-1.24
En nuestro modelo, los extractos proteicos de células
infectadas con AdEQr-1/Luc?, expuestos a diferentes dosis

de GM-CSF, no mostraron una actividad significativa en
las células CH235-GM grado 11 y D54-GM grado IV. Sin
embargo, las células U373-GM grado III, expuestas a GM-
CSF, mostraron incremento de la actividad transcripcional
del promotor Egr-1, con incremento de la actividad de luci-
ferasa (Figura 4).

Es interesante que la falta de respuesta de GM-CSF en las
células de menor grado de malignidad, (CH235-GM Gra-
do II) puede explicarse por la no intervencion del GM-CSF,
en las vias de activacion mitogénicas o a bloqueo autocrino
de los elementos de respuesta a Egr-1 sobre su propio pro-
motor. La activacion del promotor en las células U373-GM,
se puede interpretar como la participacion del promotor de
Egr-1, de manera autorregulada; Este hallazgo es congruen-
te con los datos reportados por Mueller et al.,> quienes han
descrito una regulacidon autocrina positiva de GM-CSF y su
receptor en diferentes muestras de gliomas humanos, lo que
correlaciona con el grado de malignidad del tumor. Consi-
derando que U373-GM grado III, es un tumor de alto grado
de malignidad, nuestros datos sugieren un mecanismo in-
trinseco parecido. Por otra parte, la expresion constante del
promotor Egr-1 también puede deberse a que la cascada de
transduccion de seiales, que activan al promotor de manera
basal en esta linea, permite una expresion incrementada de
la luciferasa inducida por una via no genética, como es la
via de Raf/MEK1/ErK/EIk1.>!* La activacion del promo-
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tor Egr-1 estudiado en este reporte, aporta elementos que
sugieren esta hipodtesis. Adicionalmente, la interaccion de
Egr-1 con otras proteinas como p53, también podrian estar
asociada al fendémeno observado en las células U373-GM.
Es posible que las mutaciones asociadas a p53 y descritas
en esta linea celular no permitan la interaccién con Egr-1,
para regular la actividad de ambos, y que pudieran estar
presentes en este tipo de astrocitoma (astrocitoma anaplasi-
co) tal como ha sido descrito en cancer de préstata.?®-

Por otro lado, no se ha involucrado la activacion trans-
cripcional de Egr-1 como elemento responsivo a hormonas
esteroides. Se sabe que algunas lineas celulares son respon-
sivas en mayor o menor grado por la presencia de los recep-
tores a estrdgenos o progesterona; sin embargo, no se sabe
cuales sean los mecanismos que participen en ellos.'>!° Adi-
cionalmente, los reportes recientes muestran un panorama
de respuesta hormonal de diferentes lineas celulares depen-
diente del contexto fisioldgico o patologico,'** la presencia
y nimero de receptores a progesterona y/o estrogenos.? Este
es uno de los primeros reportes que describen una asocia-
cion de farmacos esteroides y GM-CSF con la activacion
transcripcional sobre el promotor de un factor transcripcio-
nal de respuesta temprana a crecimiento como Egr-1.

Conclusiones y perspectivas

La respuesta de inhibicion o activacion transcripcional del
promotor Egr-1 en respuesta de los farmacos estudiados en
este trabajo, muestra nuevos escenarios para la exploracion
de los efectos epigenéticos de los farmacos esteroides so-
bre la regulacion genética y en neoplasias cerebrales. La
farmacogendmica muestra aspectos que pueden romper con
los paradigmas tradicionales de mecanismos de accién de
hormona y farmacos

Este reporte también permite una perspectiva para el
analisis de la transduccién de sefiales (receptores, segun-
dos mensajeros y activadores) en el desarrollo tumoral
de gliomas primarios y determinar la participacion de
los esteroides y derivados, asi como su interaccion de
otras vias de sefalizacion celular’®’! en un contexto fi-
siopatologico agudo o de regulacion de la proliferacion
0 muerte celular.?** Se requieren estudios posteriores
para determinar la inhibicién o activacion transcripcio-
nal del promotor Egr-1, que se traduzca a una respuesta
sobre la velocidad de la proliferacion y diferenciacion
celular, asi como para determinar la posible evaluacion
de la actividad del promotor endégeno tumoral como
marcador de crecimiento, proliferacion y progresion de
la enfermedad. Adicionalmente su asociacion con otras
proteinas como p53, k-ras, VGF1 o bcl-2, permitiran la
asociacion de mutaciones o vias de sefializacion altera-

das que confluyen en la actividad del promotor en células
tumorales.**

El sistema reportero transducido mediante un vector ade-
noviral no replicativo empleado en este reporte, puede ser
traspolado a otros modelos para estudiar la regulacion trans-
cripcional de genes relacionados con el crecimiento tumoral
y la respuesta a agentes fisicos tales como la radiacién gam-
ma o la luz ultravioleta, con el objeto de estudiar las posibles
interacciones o respuestas celulares en presencia de un in-
ductor de estrés celular; mas aun la posibilidad de identificar
mecanismos de regulacidn transcripcional del promotor, per-
mite el conocimiento de reguladores positivos para conducir
la expresion de diversos genes de interés en estrategias de
terapia con genes. Los reportes previos en el uso del promo-
tor como regulador potencial para la expresion de proteinas,
incluye desde las pro-apoptdticas (p53, Bax 1) o la expresion
de genes suicidas (timidina cinasas, HSV-TK, desaminasa
de citosina), o factores que modulan la diferenciacion celu-
lar, ofrece un escenario prometedor de aplicaciones biotera-
péutica con regulacion fina y precisa de la expresion génica
empleando farmacos conocidos en la practica clinica y la
posibilidad de explorar otras aplicaciones como la diferen-
ciacidn, cicatrizacion y la regeneracion de tejidos. Un suefio
mucho tiempo acariciado por la terapia génica.
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