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Resumen

Introduccion: La proteina de respuesta temprana a crecimiento 1 (EGR-1) es un factor de transcripcion involucrado en la
diferenciacion y la proliferacion celulares, cuya expresion es regulada por su promotor en respuesta a diversos factores fisicos
y quimicos, y a farmacos. Aqui se describen algunos de los principales efectos de los farmacos esteroides y del factor de
crecimiento epitelial 1 (EGF-1) sobre la actividad del promotor, mediante un sistema reportero transducido por el adenovirus
AdAegr-1-Luc? en fibroblastos primarios humanos. Método: Los fibroblastos primarios humanos fueron cultivados en pase 5,
fransducidos con AdAegr-1-Luc7 y expuestos a betametasona, hidrocortisona, dexametasona, testosterona, beta-estradiol y
EGF-1 durante 1, 3 y 6 horas. La actividad de reportero fue cuantificada por luminometria y ajustada a la concentracion de
proteinas totales. Resultados: La actividad del promotor en presencia de betametasona, hidrocortisona, dexametasona, tes-
tosterona y beta-estradiol fue similar a la actividad basal del promotor a las 1, 3 y 6 horas. El control positivo mostré una
actividad 17.8 veces mayor a las 6 horas (p < 0.05). De manera similar, las células expuestas a EGF-1 mostraron una acti-
vidad 22.07 veces mayor que las células sin farmaco. Conclusion: La actividad del promotor Egr-1 en fibroblastos humanos
es regulada negativamente por los farmacos esteroides y positivamente por el EGF-1.

PALABRAS CLAVE: Promotor Egr-1. Esteroides. Adenovirus. Fibroblastos humanos. EGF-1. Terapia génica.
Abstract

Introduction: The early growth response protein (EGR-1) is a transcription factor involved in cell differentiation and prolifera-
tion, whose expression is regulated by its promoter in response to various physical, chemical and drug factors. Hereby, we
describe some of the main effects of steroid drugs and EGF-1 on promoter activity, through a reporter system transduced by
AdAegr-1-Luc7 in human primary fibroblasts (HPF). Methods: Human primary fibroblasts transduced with AdAegr-1-Luc7 were
exposed to betamethasone, hydrocortisone, dexamethasone, testosterone, beta-estradiol, and EGF-1 during 1, 3 and 6 h.
Reporter assay was quantified by luminometry. Results: The activity of the promoter in presence of betamethasone, hydro-
cortisone, dexamethasone, testosterone and beta-estradiol were similar to the basal activity of the promoter at 1, 3 and 6 h.
The positive control showed an activity 17.8 folds higher (p < 0.05) at 6 h. EGF-1 showed activity of 22.07 folds greater than
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cells without drug. Conclusion: The activity of the EGR-1 promoter in human fibroblasts is negatively regulated by steroid

drugs and positively by the EGF-1.

KEY WORDS: EGR-1 promoter. Steroids. Adenovirus. Human fibroblasts. EGF-1. Gene therapy.

|ntroducci6n

La proteina de respuesta temprana a crecimiento
(EGR-1) es un factor de transcripcion involucrado en
la activacion de vias mitogénicas y en la diferencia-
cion celular en tejidos embrionarios, pulmdn, tejido
articular, fibroblastos de la piel y células tumorales de
gliomas y leucemias™. La expresiéon de EGR-1 es
regulada esencialmente por la regién promotora del
gen a diferentes inductores, entre los cuales se en-
cuentran factores como la temperatura, los cambios
osmaticos y osmolares, la presion, la hipoxia, la luz
ultravioleta (UV), la radiacién gamma, y la estimula-
cién de la actividad transcripcional del factor de cre-
cimiento tumoral beta y de proteinas involucradas en
la via de la sintesis de colagena®.

El mecanismo especifico para la regulacion de la
actividad transcripcional del promotor se realiza me-
diante secuencias de unién responsivas al AMP cicli-
co (CRE), elementos de respuesta al suero o a través
de los sitios de union de la proteina EGR-1 (EBS)
como un mecanismo de autorregulacion negativa y
que se encuentran en los primeros 600 pares de base
corriente arriba del sitio de inicio de la transcripcién
(caja TATA)"-5,

El efecto mitogénico de la proteina EGR-1 es me-
diado por su plegamiento en dedos de zinc que reco-
nocen secuencias consenso (CCGG/TGGGCCQG) en
el promotor de varios genes y que, ademas, le con-
fiere un mecanismo de autorregulacion a través del
sitio de unién sobre su propio promotor (EBS)6".

Los glucocorticoides naturales y sintéticos son mo-
léculas con actividad pleiotropica, cuyo mecanismo de
accion es mediado por receptores citoplasmaticos que
translocan al nucleo y activan secuencias responsivas
a glucocorticoides'®. Una vez en el nucleo, el complejo
droga-receptor se une a secuencias (5’AGAACAN-
NNTGTTCT-3’) de promotores que regulan la actividad
de las proteinas cinasas o de las proteinas involucra-
das en las vias de sefializacion mitogénicas (Fos, Jun
y Egr-1), asi como de las cinasas activadoras de mi-
tégenos (MAP-cinasas, ERK y ELK)"®%,

Los farmacos esteroides representan uno de los
elementos terapéuticos esenciales para regular los
procesos inflamatorios sistémicos y locales; sin

embargo, no se conocen totalmente sus efectos sobre
la actividad de los promotores, como en el caso de la
EGR-1 en los fibroblastos de la piel?'23,

Aqui se reportan los efectos de farmacos derivados
esteroideos (dexametasona, hidrocortisona, betame-
tasona), hormonas esteroides como el beta-estradiol
y la testosterona, y del factor de crecimiento epitelial
1 (EGF-1), con el objetivo de identificar reguladores
farmacoldgicos (negativos o positivos) sobre el pro-
motor de la proteina EGR-1.

Método

Obtencion de fibroblastos primarios
humanos

Los ensayos experimentales descritos en este articu-
lo se derivan del protocolo de investigacion con numero
de registro INR-CII-14B-2011, autorizado por el Comité
Interno de Investigacion del Instituto Nacional de Reha-
bilitacion Luis Guillermo Ibarra Ibarra. Los fibroblastos
primarios humanos (FPH) fueron obtenidos del Banco
de Piel y Tejidos del mismo Instituto, de acuerdo con el
protocolo estandarizado (PR-DQ17- 1SO-9001- 2008).
Brevemente, los FPH fueron aislados a partir de aloin-
jertos de dermis de grosor medio obtenidos de donan-
tes multiorganicos y sometidos a disgregacion enzima-
tica con colagenasa al 1% en solucion amortiguadora
de fosfatos modificada de Dulbecco (D-PBS) durante 1
hora. Inmediatamente se centrifugaron a 1000 G duran-
te 10 minutos a 4 °C y se lavaron con medio esencial
minimo modificado de Dulbecco (D-MEM) suplementa-
do con antibiéticos y suero fetal bovino inactivado por
calor (SFB) (Gibco-Invitrogen Corp.). Posteriormente,
las células obtenidas fueron sembradas en cajas de
10 cm de didmetro en presencia de medio D-MEM su-
plementado con un 10% de SFB y antibiético antimico-
tico a concentraciones estandarizadas (penicilina G,
estreptomicina y anfotericina B).

Cultivo de fibroblastos primarios humanos

Las células de FPH se cultivaron en medio D-MEM
con un 10% de SFB y 5 mM de acido ascdrbico en
un ambiente con el 5% de CO,, el 20% de O, y
el 100% de humedad a 37 °C, hasta alcanzar una
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Figura 1. Estructura del adenovirus recombinante no replicativo Ad-Egr-1-Luc7. Diagrama que ilustra la incorporacion del casete reportero en
el vector adenoviral no replicativo. Los 600 pb del promotor EGR-1 fueron clonados corriente arriba de la secuencia del gen de la luciferasa

como reporteros.

confluencia del 80% en cajas de cultivo T-75 cubiertas
con colagena (GrainerBioOne, Corp., Alemania). Las
células se disgregaron y fueron resembradas hasta el
pase 5. Posteriormente fueron criopreservadas en
nitrégeno liquido hasta la realizacién de los ensayos
de induccion con farmacos.

Modelo experimental para la induccion
con farmacos

El sistema de evaluacion y andlisis del efecto de
induccion farmacoldgica sobre el promotor esta basa-
do en un sistema reportero, transducido por un ade-
novirus no replicativo de tercera generacion (AdA3).
Las células fueron cultivadas e infectadas con un ade-
novirus recombinante no replicativo que transduce el
casete del promotor Egr-1, para dirigir la expresion del
gen de la luciferasa clonado en el Ad-egr-1-Luc7
(Fig. 1). La luciferasa es una enzima expresada en
lampiridos (insecta-coledptera) que hidroliza la lucife-
rina en presencia de ATP y cuya emisién de luz puede
ser cuantificada en un detector luminico. Las cuentas
luminicas son dependientes de la concentracion de la
proteina en un extracto celular total de las células ex-
puestas. A su vez, el incremento o la disminucién de
la concentracion de la luciferasa es resultante de la
regulacién negativa o positiva del promotor en presen-
cia de los diferentes farmacos (Fig. 1).

Produccion a gran escala del adenovirus
recombinante Ad-Egr1/Luc7 y
AdCMV-hGFP

Los in6culos de cada virus fueron empaquetados
en células HEK-293 (Invitrogen Corporation-AATC,
EE.UU.) y purificados a gran escala para aplicaciones

in vivo a partir de 250 millones de células HEK-293,
en medio D-MEM/F12 (50:50) con 5 mM de L-gluta-
mina y un 10% de SFB inactivado por calor y esteri-
lizado por filtracion (Thermo-Hyclone Corp., EE.UU.).
Al término del tiempo de infeccion, las células empa-
quetadoras se mantuvieron en condiciones de cultivo
habitual para la maduracion de los viriones y se mo-
nitorizaron por microscopia Optica hasta la aparicion
de efecto citopatico del 90%, que ocurrié a las 48
horas tras la infeccion (Fig. 2).

Posteriormente las células fueron colectadas, con-
centradas y lisadas por tres ciclos de choque térmico
en nitrdgeno liquido alternado a temperatura de 37 °C
durante 3 minutos, respectivamente, en campana de
flujo laminar de clase 1I-AB, para la purificacion de los
viriones recombinantes.

Purificacion de los vectores adenovirales
no replicativos

Con objeto de separar los viriones maduros de los
inmaduros, asi como los restos celulares, los lisados
totales fueron mantenidos en frio y purificados por
ultracentrifugacion en gradientes de cloruro de cesio
a 28,000 G, a 4 °C durante 12 horas (WX-100 Thermo
Corp., EE.UU.). Posteriormente, los viriones se aisla-
ron por puncion estéril y se dializaron (en presencia
de magnesio y de 5 mM de HEPES a 4 °C durante
12 h) en un casete con membrana de 10,000 MWCO
(Pierce Bioscience, EE.UU.). Los viriones recombi-
nantes purificados se diluyeron en solucién de pre-
servacion viral (1% de albumina y 5 mM de HEPES y
Mg*) y fueron almacenados a -70 °C. La eficiencia
de la infectividad y la titulacion de las particulas vira-
les infectantes se determind por ensayo de placa en
monocapas de células HEK-293 a diluciones seriadas
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Figura 2. Maduracion de viriones Ad CMV-hGFP. La células HEK-293 fueron transfectadas y posteriormente infectadas para produccion a
gran escala con objeto de determinar el proceso de maduracion de los diferentes viriones generados a las 48 horas y documentados mediante

microscopia confocal ldser a 488 nm.

(106,107, 10-%,10-°, 10-"°, 10-""), asi como por lectura
de la densidad dptica del dializado a 260 nm.

Infeccion y determinacion del muiltiplo de
infeccion optimo en fibroblastos primarios
humanos con el adenovirus Ad-CMV-hGFP

Para determinar la cantidad 6ptima de adenovirus
recombinante necesaria para la transduccion eficiente
de los FPH se us6 un adenovirus AACMV-hGFP que
expresa la proteina verde fluorescente humanizada.
Para ello, se sembraron 3x10°células en cajas de seis
pozos (Costar, Madison, EE.UU.). Pasadas 24 horas,
las células fueron infectadas con 25, 50, 75, 100 y
200 multiplos de infeccién éptimos (MOI) con el ade-
novirus reportero Ad-CMV-hGFP en medio reducido
en suero. Al término de 2 horas de exposicién, el
medio infectante fue reemplazado por medio fresco y
las células transducidas se mantuvieron en cultivo por
24 horas. Para documentar la eficiencia de la infec-
cion, se busco la sefial de la GFP usando un equipo
Axioplan 2 (Carl Zeiss, Alemania). La GFP emitié una
sefal luminosa excitable a 488 nm en las células in-
fectadas por el adenovirus Ad-CMV-hGFP.

Identificacion de la proteina EGR-1 en
fibroblastos humanos

La colocalizacion de la proteina EGR-1 se realizé por
inmunofluorescencia y fue documentada por microsco-
pia confocal laser. Para este ensayo se sembraron 1
x 107 FPH en una camara de cultivo con fines de mi-
croscopia (Slide-chamber Nunc Corp., EE.UU.) en me-
dio D-MEM con un 2% de SFB. Las células fueron
expuestas a luz UV durante 30 segundos, fijadas en
PBS y un 1% de glutaraldehido durante 10 minutos a
4°C. Las laminillas se permeabilizaron con solucién
amortiguadora salina de fosfatos con un 1% de Tween
20 (TBS) durante 15 minutos, seguido de 4 horas de
bloqueo a 4 °C con 100 mM de glicina en TBS. La
incubacidn con el anticuerpo primario se realizéd en
TBS al 0.5% y un 1% de albimina con una dilucién de
1:100 del anticuerpo 1gG anti-EGR-1 humano desarro-
llado en conejo (Santacruz, Biotech). Un anticuerpo
secundario anticonejo desarrollado en raton y acopla-
do a PE-Cy7 fue usado a la dilucién recomendada por
el fabricante e incubado por 2 horas a 4 °C. Las lami-
nillas fueron lavadas y cubiertas con medio de montaje
Vecta Shield (Santacruz, Biotech) para su andlisis a

231



232

Cirugia y Cirujanos. 2018;86

630 nm por microscopia confocal laser en un equipo
LSM-100 Meta (Carl Zeiss, Alemania).

Ensayo reportero de luciferasa inducido
por farmacos

Se sembraron 3 x 10°FPH en una caja de seis po-
zos en condiciones de cultivo estandar hasta su ad-
herencia. Transcurridas 12 horas, el medio fue reem-
plazado con un 1% de SFB para reducir la actividad
del promotor EGR-1 enddgeno a valores basales
durante las siguientes 24 horas. Al término de este
tiempo, el medio fue reemplazado por medio D-MEM
(Gibco-Invitrogen Corp., EE.UU.) con farmacos a las
siguientes concentraciones: testosterona 25 ng/ml,
beta-estradiol 50 ng/ml, hidrocortisona 50 ng/ml, be-
tametasona 50 ng/ml; y por EGF-l a una concentracion
de 50 ng/ml, todos durante 1, 3y 6 horas. Al término
de cada tiempo, las células fueron lisadas para la ex-
traccion de proteinas y andlisis de luminometria.

Extraccion de proteinas totales

La extraccion de proteinas totales de las células
expuestas a diferentes farmacos se realizé de la si-
guiente manera: al término del tiempo de exposicién
(1, 3y 6 h) las células se lavaron con PBS (con Ca**
y Mg*) (Invitrogen Corp.) a 37 °C y se lisaron con
300 pl de solucion de lisis (Glo-Cell lisis Buffer, Pro-
mega Corp., EE.UU.) a temperatura ambiente por
5 minutos. El lisado fue colectado en un microtubo
estéril, agitado por 1 minuto e inmediatamente centri-
fugado a 5000 G a 4 °C. El sobrenadante fue recu-
perado y almacenado a -20 °C hasta su lectura en
un cuantificador de luminometria.

Cuantificacion de la actividad luciferasa

Los ensayos de luminometria se realizaron con
50 pl del lisado celular, con una relacién de 1:1 volu-
menes de sustrato Glo-Luciferase (Promega, EE.UU.).
La mezcla se incubd durante 10 minutos a 23°C e
inmediatamente la reaccion fue cuantificada en un
luminémetro (DTX-800 Beckman Coulter). La lucifera-
sa presente en el extracto proteico hidroliza a la luci-
ferina en presencia de ATP, generando una sefial
luminosa identificada por el lector y expresada en
cuentas luminicas por segundo (CL/s). Las CL/s se
ajustaron a la concentracién de proteinas para obte-
ner los datos reales de actividad de luciferasa

controlada por el promotor Egr-1. El analisis de las
CL/s se realizd con el programa Multimode Analysis
Software (Beckman Coulter, EE.UU.).

Resultados

La determinacién del MOI para transducir de mane-
ra eficiente a los FPH fue determinada con el adeno-
virus reportero Ad-CMV-hGFP. Los datos obtenidos
indicaron que el uso de un MOI de 75 es suficiente
para transducir de manera episomal el casete de in-
terés a los FPH de manera eficiente, sin producir
efecto citopatico (datos no mostrados).

Previamente se realizé la tipificacion de las células
obtenidas y cultivadas in vitro con la inmunolocaliza-
cién de proteinas marcadoras como actina 1 vy
colagena | como marcadores de superficie (datos no
mostrados). Este proceso se realiza de manera siste-
matica para caracterizar las células obtenidas de do-
nantes de aloinjertos de piel.

Para determinar la expresion enddégena de la pro-
teina EGR-1 se realizaron ensayos de induccién para
sobreexpresar la proteina. Estos ensayos se realiza-
ron con la exposicién de las células FPH a luz UV
durante 30 segundos y procesada para para la inmu-
nolocalizacién, mostrando una localizacion citoplas-
matica y nuclear de la proteina EGR-1 (Fig. 3).

Efecto de los farmacos esteroides sobre el
promotor Egr-1 en fibroblastos primarios
humanos

Los FPH transducidos con Ad-Egr-1Luc7+ mostra-
ron una actividad basal de luciferasa con 1,478.33,
1340.66 y 1333.36 CL/s a las 1, 3 y 6 horas, respec-
tivamente. Tal como se esperaba, no se encontrd
actividad luminica en las células no transducidas,
debido a que la luciferasa no se expresa en células
humanas (Fig. 4).

Los efectos de la betametasona, la hidrocortisona,
la testosterona y el beta-estradiol fueron bajos en
comparacion con las células control (FPH con 2% de
SFB), que mostraron una actividad de 175 CL/s por
microgramo de proteinas totales.

La hidrocortisona tuvo un efecto negativo sobre la
actividad del promotor. Las cuentas luminicas obteni-
das fueron de 781.66, 1433.66 y 1782.66 CL/s a las 1,
3y 6 horas, respectivamente. La betametasona mos-
tr6 una actividad de 1254.33, 1572 y 4419.33 CL/s a
las 1, 3y 6 horas, respectivamente; y el beta-estradiol
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Figura 3. Colocalizacion de la proteina EGR-1. La rodamina acoplada al anticuerpo anti-EGR-1 humano mostrd una ubicacion citoplasmatica y

nuclear de fibroblastos expuestos a luz ultravioleta.
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Figura 4. Actividad basal del promotor enddgeno en fibroblastos primarios humanos (FPH). Para determinar el efecto de los inductores sobre la
expresion de la proteina se documento la presencia de la proteina EGR-1 en los FPH, y determinar su expresion como plataforma de la accion

del sistema reportero. SFB: suero fetal bovino.

de 2189.66, 2434.66 y 3925.33 CL/s a los mismos
tiempos.

Efecto de las hormonas esteroides sobre
el promotor en fibroblastos primarios
humanos

Las FPH fueron expuestas a testosterona y beta-es-
tradiol para explorar el efecto de las hormonas este-
roides sobre el promotor de EGR-1 en los fibroblastos
transducidos. La testosterona mostré valores de 1353,
2720.66-2070.33 CL/s a las 1, 3 y 6 horas, respecti-
vamente. El beta-estradiol mostré valores de 2189.662,

1152.666667

o o
) 4 ) 4

3h 6h
1340.66668 1337.333333
2894.33333 23915.33333
9 7

1434.66 y 3925.33 CL/s a las 1, 3 y 6 horas,
respectivamente.

Efecto del EGF-1 sobre el promotor en
fibroblastos primarios humanos

Se observé un efecto regulador positivo en las cé-
lulas expuestas a EGF-1. Los extractos celulares
mostraron un promedio de 29,511.33 CL/s a las 6
horas, con valores similares al control positivo (los
FPH transducidas Ad-Egr-1/Luc7+ y expuestas a un
10% de SFB mostraron una lectura de 23,915.33
CL/s).
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Figura 5. Efecto comparativo de farmacos esteroides sobre el promotor EGR-1 en fibroblastos humanos. El andlisis cuantitativo de los extractos
proteicos de las células transducidas y expuestas a los diferentes farmacos se resume en esta gréfica. La presencia de suero fetal bovino (SFB;
10%) como activador de EGR-1 se usé como control positivo de induccion del promotor. La grdfica muestra el patron de estimulacion del factor
de crecimiento epitelial 1 superior a la del SFB. Los otros farmacos esteroides probados mostraron una actividad menor o parecida a la actividad
basal de la expresion en las células sometidas a deplecion de SFB (2%).

Discusion y conclusiones

La replicacion celular es un elemento indispensable
y esencial en los procesos de reparacion tisular. En el
caso de los pacientes con grandes pérdidas de tejido,
tales como los grandes quemados, la proliferacién
celular es esencial para la granulacién y la cicatriza-
cion de los tejidos lesionados. La proteina EGR-1 es
esencial para inducir la expresion de los factores de
crecimiento y de diferenciacion, asi como la activacion
de vias mitogénicas que promueven el reclutamiento,
la diferenciacion y la reparacion tisular. Sin embargo,
el disparo inicial de este mecanismo de expresion esta
abolido en las vias regulatorias autocrinas y paracri-
nas entre los queratinocitos, los fibroblastos y las cé-
lulas del foliculo piloso ausentes en el paciente gran
quemado. El uso de farmacos que permitan mantener
estimulado este mecanismo, o la identificacion de
efectos regulatorios negativos, son esenciales para
determinar la terapéutica farmacoldgica méas eficiente
para el paciente en estado agudo.

Los resultados obtenidos sugieren que el uso de
esteroides como la betametasona y la hidrocortisona
tiene efecto inhibitorio en la regulacion génica a tra-
vés del promotor de EGR-1, indicando que la
hidrocortisona tiene el efecto inhibitorio mas potente
de todos los farmacos probados. Estos efectos no

pueden concluirse como directos, pero permiten de-
terminar el efecto bioldgico del promotor. También la
testosterona y el beta-estradiol mostraron un patrén
de crecimiento inhibitorio, con valores similares a los
de las células en condiciones basales (FPH en Ade-
gr-1+ con un 2% de SFB) (Fig. 5).

El EGF-1 regula positivamente al promotor
de EGR-1

De manera interesante, el EGF-1 regula positiva-
mente la actividad del promotor. El incremento en la
actividad de la luciferasa muestra un patrén similar
en relacion con el control positivo de células cultiva-
das en condiciones normales (Fig. 5). Este hallazgo
permite continuar con estudios posteriores para usar
el EGF-1 recombinante de manera local en pacientes
grandes quemados y acelerar el proceso de recupe-
racion clinica, controlado a su vez por los reguladores
negativos que detengan este efecto después de con-
cluir el proceso de reparacion tisular (Fig. 6).

Aun cuando estos farmacos tienen la ventaja de
estar aprobados para uso clinico, se requieren estu-
dios mayores para explorar su efecto sobre la prolife-
racion celular, asi como un estudio de las vias mito-
génicas involucradas, con objeto de explorar su
interaccion y utilidad clinica.
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Figura 6. Modelo de regulacion farmacoldgica del promotor EGR-1. Las células infectadas con el adenovirus Ad-Egr-1 Luc se exponen a luz
ultravioleta y posteriormente se someten a un medio con 50 ng de betametasona. Las células son lisadas para determinar la activacion del gen

reportero por cuantificacion de la actividad luminica.
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