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1. RESUMEN.

Introduccion/Objetivo: Los canales de potasio éter a-go-go-1 (Eagl) estan sobre-
expresados en la mayoria de los tumores solidos primarios en humanos. La baja
concentracion de nutrientes, factores de crecimiento y de oxigeno juega un papel critico en
la tumorigénesis. En este trabajo se investigo si la condicion de cultivo sin suero bovino
fetal (SFB), y el Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) regulan la expresion de Eagl en
celulas de cancer de pulmdn. Material y Métodos: La linea celular de cancer de pulmon
A549 se obtuvo de la ATCC y se cultivo siguiendo las recomendaciones del proveedor. La
expresion del gen y de la proteina Eagl se estudido por PCR en Tiempo Real y por
inmunocitoquimica, respectivamente. La proliferacion celular se estudié por medio del
ensayo MTT vy la fosforilacion de ERK1/2 se investigd por medio de Western Blot.
Resultados: Las condiciones de privacion de suero incrementaron la expresion del RNAm
y de la proteina Eagl. Esta sobreexpresion del Eagl fue prevenida por el estimulo con el
EGF y por el inhibidor de ERK1/2, U0126, pero no por el Factor de Crecimiento Endotelial
Vascular. Conclusiones: Estos resultados in vitro sugieren que Eagl podria actuar como un
factor mitogénico y de sobrevivencia en condiciones de bajo suero, y podria ser un blanco
clinico en etapas tempranas del desarrollo del tumor.



2. ABSTRACT.

Background/Aim: Oncogenic ether a-go-go-1 (Eagl) potassium channels are
overexpressed in most primary human solid tumors. Low oxygen, nutrient and growth
factor concentrations play critical roles in tumorigenesis. Here, we investigated if fetal
bovine serum (FBS) deprived culture condition and the epidermal growth factor (EGF)
regulates Eagl expression in lung cancer cells. Materials and Methods: The lung cancer
cell line A549 was obtained from the ATCC and cultured following the manufacturer’s
recommendations of supplier. Eagl gene and protein expression were studied by real time-
PCR and immunocytochemistry, respectively. Cell proliferation was studied with the MTT
assay and ERK1/2 phosphorylation was investigated by western blot. Results: Serum-
deprived conditions increased Eagl mRNA and protein expression. This Eagl up-
regulation was prevented by EGF and the ERK1/2 inhibitor UO126 but not by the vascular
endothelial growth factor. Conclusion: These in vitro results suggest that Eagl might act as
a survival and mitogenic factor under low serum conditions, and might be a clinical target

at early stages of tumor development.



3. INTRODUCCION.

3.1 CANCER.

El cancer es una proliferacion acelerada y descontrolada de un grupo de células anormales

de un tejido del organismo (Siegel et al., 2015; Instituto Nacional del Cancer).

Las células normales crecen y se multiplican para mantener la homeostasis y mueren
cuando se dafian, cuando han envejecido o bien, cuando el cuerpo ya no las necesita,
garantizando de esta manera el funcionamiento adecuado del organismo. Sin embargo, las
células cancerigenas ignoran las sefiales que le indican cuando dividirse, cuando dejar de
hacerlo, o incluso, cuando sufrir el proceso de apoptosis, como se esquematiza en la figura
1, lo que da como resultado el crecimiento y la proliferacion descontrolada, generando asi
masas llamadas tumores, las cuales acaban invadiendo y desplazando a otros tejidos sanos
del cuerpo, llegando a causar la muerte del organismo si no se erradica. Cuando los tumores
cancerosos crecen, algunas de sus células pueden llegar a desprenderse de él y moverse a
lugares distantes del cuerpo por medio del sistema circulatorio o del sistema linfatico, y de
esta manera llegan a formar nuevos tumores lejos del tumor original (metastasis) (Cooper
GM, 2000; Siegel et al., 2015; Instituto Nacional del Cancer).
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Figura 1. Division de las celulas normales y de las células cancerosas. Las células
cancerosas crecen y proliferan de manera descontrolada generando asi masas tumorales.
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3.1.1 CAUSAS DE CANCER.

El cancer es una enfermedad genética, es decir, es causado principalmente por cambios en
los genes que controlan el crecimiento y la division celular. El cancer tiene una
combinacion unica de cambios genéticos en cada persona. Dichos cambios pueden ser
heredados, pueden surgir como resultado de los errores durante la division celular, o bien,
como resultado del dafio en el ADN, el cual puede ser causado por algunos factores de
riesgo para desarrollar cancer, tales como los rayos ultravioleta, las radiaciones ionizantes,
algunos virus, toxinas ambientales, la obesidad, algunos traumas, el consumo de alcohol, el

benceno y otras sustancias quimicas (Siegel et al., 2015; Instituto Nacional del Cancer).

Los cambios genéticos que contribuyen al cancer tienden a afectar a tres tipos principales
de genes: los proto-oncogenes, los genes supresores de tumores y los genes reparadores del
ADN. Los proto-oncogenes favorecen el crecimiento y la division celular normal. Sin
embargo, cuando estos genes sufren algiin cambio 0 son mas activos de lo normal, pueden
convertirse en genes causantes de cancer (oncogenes) al permitir el crecimiento y
sobrevivencia de las células cuando no debe ser asi. Los genes supresores de tumores
controlan el crecimiento y la division celular. En las células normales, las proteinas
codificadas por estos genes detienen la progresion del ciclo celular en respuesta a un dafio
en el ADN o a sefiales de supresion del crecimiento provenientes del medio extracelular.
Las células con alteraciones (mutaciones o deleciones) en dichos genes pueden dividirse de
una manera descontrolada, aumentando asi la probabilidad de que se produzca un tumor.
De esa manera, un gen supresor de tumores alterado es similar a un oncogén. Los genes
reparadores del ADN tienen como funcion la reparacion del ADN dafiado y la correccion
de los errores que se producen espontaneamente en el ADN durante la divisién celular. Las
células con mutaciones en estos genes tienden a favorecer la generacion de mutaciones
adicionales en otros genes. Juntas, estas mutaciones pueden causar que las células se

vuelvan cancerosas (Weinberg, 1996; Siegel et al., 2015; Instituto Nacional del Cancer).

Hay méas de 100 tipos diferentes de cancer. Estos pueden aparecer en casi cualquier rgano

0 tejido, tales como el pulmon, el coldn, las mamas, la piel, los huesos o el tejido nervioso.
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En general el tipo de cancer recibe el nombre del 6rgano o tejido de donde se origina
(Siegel et al., 2015; Instituto Nacional del Cancer). Conforme los cientificos han aprendido
mas acerca de los cambios moleculares que resultan en el cancer, se ha encontrado que
ciertas mutaciones se repiten en muchos tipos de cancer. A causa de esto, alguna veces los
canceres se caracterizan segun los tipos de alteraciones genéticas que se cree son causantes,
y no solo por el sitio del cuerpo en donde se originan, o bien, por el estudio histopatoldgico
(Siegel et al., 2015; Instituto Nacional del Céancer).

Los canceres también pueden describirse segun el tipo de célula que los forma, como célula
epitelial o célula escamosa: Los carcinomas, son los tipos méas comunes de cancer en los
humanos, representando aproximadamente el 90% de éstos. Se forman en las células
epiteliales (células que cubren las superficies internas y externas del cuerpo). Los sarcomas,
son los canceres del tejido conectivo, se pueden formar en el hueso, el musculo, los tejidos
blandos, el tejido adiposo (graso), en los vasos sanguineos, en los vasos linfaticos, y en el
tejido fibroso (como los tendones y los ligamentos). Los canceres que comienzan en la
médula dsea, en los tejidos que forman la sangre se Ilaman leucemias. Estos canceres no
forman tumores solidos. Los tumores del cerebro y de la médula espinal se llaman segun el
tipo de célula en donde se formaron y en donde se origind por primera vez el tumor. Por
ejemplo, un tumor astrocitico empieza en los astrocitos. Finalmente, los tumores de las
células germinales son un tipo de tumores que comienzan en las células que forman los
espermatozoides o los 6vulos. (Cooper GM, 2000; Siegel et al., 2015; Instituto Nacional del

Cancer).

Desde el 2008, el cancer es la principal causa de muerte en el mundo. Tan sé6lo en los
Estados Unidos méas de un millon de casos de cancer se diagnostican anualmente en los
Estados Unidos, y mas de 500,000 americanos mueren por cancer cada afio. En Mexico el
cancer es la tercera causa de muerte y segun estimaciones de la Unién Internacional contra
el Cancer, cada afio se suman mas de 128,000 casos nuevos. La tasa de mortalidad por
cancer en México es de 65 por cada 100,000 habitantes segun las cifras mas recientes del
Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI). Los tumores sélidos tales como el

cancer de mam4, de prostata, de colon/recto y el cancer de pulmon son los cuatro canceres
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mas comunes, representando méas de la mitad de todos los canceres. De esos tumores el
cancer de pulmén es el méas letal, siendo responsable del 30% de todas las muertes por
cancer (Cooper GM, 2000).

3.1.2 TUMORES SOLIDOS.

Muchos tumores solidos exhiben vasos sanguineos mal desarrollados durante su progresion
a etapa avanzada, esto genera una deficiencia en el suplemento sanguineo, en consecuencia
hipoxia, acumulacion de productos metabdlicos y deficiencia en factores de crecimiento
presentes en el suero (Symonds et al., 1994; Harrington et al., 1994; Dang y Semenza, 1999). A
pesar de que esas condiciones podrian inducir apoptosis, también disparan respuestas
adaptativas promoviendo la sobrevivencia, la progresion neoplésica y la malignidad
(Towle, 1995; Graeber et al., 1996; Semenza et al., 1994; Hockel et al., 1996; Bae et al.,
1998). Las células tumorales no solo pueden sobrevivir en condiciones de baja
concentracion de suero, sino que también son capaces de formar una masa tumoral en esas
condiciones (Boix et al., 1998). Sin embargo, se conoce poco acerca de como las células

tumorales pueden sobrevivir y proliferar en ausencia de factores de crecimiento.

Muchas células tumorales de higado expresan altos niveles de ligandos para el Receptor al
Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR) en comparacidén con los hepatocitos adultos
normales (Caja et al., 2007). Esas células muestran resistencia a la apoptosis en ausencia de
suero, y bajo esas condiciones, son capaces de proliferar a través de un mecanismo
autocrino. Sancho y Fabregat en el 2010 mostraron que Nox 1 NADPH oxidasa controla el
crecimiento autécrino de las células tumorales de higado a través de la sobre-regulacion de
la via de EGFR.

El EGFR esté sobre-expresado en una variedad de tumores solidos incluyendo el de mama,
el de prostata, el carcinoma de pulmon de células no pequefias (NSCLC), y los tumores de
cabeza y cuello. En algunos tumores, la expresiéon del EGFR se ha asociado con la etapa
avanzada del tumor, con un pobre prondstico y/o con la resistencia a la terapia (Burgess et
al., 2003; Citri y Yarden, 2006; Sartor, 2000; Brabender et al., 2001).
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Al igual que el EGFR, la via MAPK (Proteina Cinasa Activada por Mitégeno) juega un
papel critico en la patogénesis de varios tipos de cancer (Platanias, 2003; Mansouri et al.,
2003; Fang y Richardson, 2005; Kraunz et al., 2005; Sasaki et al., 2011; Shimo et al.,
2007).

La via de MAPK, también conocida como ERK 1/2 (Cinasa Regulada por sefial
Extracelular 1y 2), es una de la tres principales vias activada por el EGFR, ya que juega un
papel esencial en la proliferacion. En contraste, la sefializacion de EGFR inhibe la
activacion de otras dos MAPKSs, Ilamadas p38 MAPK y JNK. Estas vias de transduccion
son estimuladas por el estrés, las citosinas y por factores de crecimiento (Roberts and Der,
2007).

3.1.3 FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO (EGF) Y EL RECEPTOR
PARA EL EGF (EGFR).

Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) estimula la proliferacion y la diferenciacion de
las células epiteliales a través de la union a su receptor. El receptor pertenece a la familia de
receptores con actividad de cinasa de tirosina (TK). La union del EGF al receptor EGFR
activa cascadas de sefializacion rio abajo, tales como la via RAS/ERK (Extracellular signal-
regulated kinase), la via PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase), y la via JAK/STAT (Janus
kinase/signal transducer and activator of transcription) (Figura 2). Esas vias actlan en una
manera coordinada para regular la expresién de genes implicados en el crecimiento, la
proliferacion, la motilidad y la sobrevivencia celular (Henson y Gibson, 2006; Ciardiello y
Tortora, 2001).
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Figura 2. Vias de sobrevivencia y de crecimiento celular activadas por el EGF. La
activacion del receptor para EGF resulta en la autofosforilacion de residuos tirosina claves.
Esos sitios fosforilados en tirosina permiten la unién de proteinas a través de su dominio
SH2 (Src homology 2), dando como resultado la activacion de cascadas de sefializacion rio
abajo, incluyendo la via ERK (cinasa regulada por sefial extracelular), la via PI3K
(fosfatidilinositol 3-cinasa) y la via JAK/STAT (cinasa Janus/Transductor de sefial y
activador de la transcripcion. (Tomado de Rossella Galati, 2012).

3.1.4 VIA ERK.

La unién del EGF al receptor EGFR induce la actividad de la TK del dominio
citoplasmatico del receptor. El receptor EGFR sufre una auto-fosforilacion en sus residuos
de tirosina, lo cual resulta en el reclutamiento de proteinas con dominio SH2 y PTB, tales
como Grb2 y Shc (proteinas adaptadoras). Estas proteinas a través de sus dominios SH3 se
une a SOS (Factor intercambiador de nucleétidos guanina “GEF”), resultando en la
activacion de este. SOS a su vez activa a Ras al promover el intercambio de GDP por GTP.
Ras GTP activa a la cinasa Raf-1. Esta Gltima fosforila y activaa MEK (MEK1 y MEK 2),
y a su vez, MEK fosforila y activa a MAPK (ERK 1y ERK 2) (Figura 3). Esta via resulta
en la transcripcion de genes que favorecen la proliferacion celular, y en la transcripcion de

miembros de la familia Bcl2 e inhibidores de proteinas inductoras de apoptosis (IAPSs), que
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promueven la sobrevivencia celular (Henson y Gibson, 2006; Schulze et al., 2005; Zarich et
al., 2006; Avruch et al., 2001; Kolch W, 2000).

—

Membrana celular
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Figura 3. Componentes clave de la via de sefializacion de ERK/MAPK. Al unirse el EGF a su

receptor (EGFR) en la membrana celular, comienza una cascada de sefializacion que termina en la
fosforilacion y activacion de MAPK (también conocida como ERK) y en la entrada de la sefial al
nucleo en donde se lleva a cabo la transcripcion del ADN vy la sintesis de proteinas. (Adoptado de
Kolch W, 2000; Henson y Gibson, 2006).
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3.2 CANALES IONICOS.

La membrana celular es una barrera que separa y regula dos medios acuosos de distinta
composicion, el extracelular y el intracelular. Los iones son particulas hidrofilicas
inmiscibles en los lipidos de la membrana celular, por lo que para atravesarla requieren de
mecanismos especificos de transporte. En algunos casos, los iones pasan a través de poros
hidrofilicos denominados canales i6nicos (Tamargo Menéndez, 2004).

Los canales ionicos constituyen un numeroso, abundante y bien caracterizado grupo de
proteinas transmembranales (Figura 4) con poros acuosos selectivos que permiten el flujo
masivo de iones a través de ellos (Pardo, 2004; Kunzelmann, 2005). El flujo de iones a
través del canal abierto se lleva a cabo a través de un mecanismo pasivo en favor de su
gradiente electroquimico, es decir, no necesita consumo energético por parte de la célula,
ya que las dos grandes fuerzas que impulsan el movimiento de los iones son la diferencia en
la concentracion y en el gradiente eléctrico (a ambas se les llama fuerza electromotriz). La
entrada o salida de estos iones en la célula se lleva a cabo a una velocidad de 10° y 108
iones por segundo creando una corriente eléctrica en el orden de 102 a 10°*° amperes por
canal. Estas corrientes son lo suficientemente rapidas para producir cambios en el potencial
de membrana (Cooper and Yeh, 1999; Martinez, 2004). Estos cambios de potencial generan
sefiales que permiten llevar a cabo una gran variedad de funciones fisioldgicas, incluyendo
la sefializacion eléctrica, el control de la contraccion muscular, la secrecion de hormonas y
de neurotransmisores, la transduccién sensorial, la memoria y el aprendizaje, el control del
equilibrio hidrico y electrolitico, la regulacion de la presion sanguinea, la fertilizacion, la
excitabilidad neural, el metabolismo, la proliferacion y la muerte celular, entre otros
(Ashcroft, 2006, Cooper and Yeh, 1999; Martinez, 2004 ). Los pardmetros homeostaticos,
tales como la concentracion intracelular de iones, el pH citosolico y el volumen celular,

también son regulados por la actividad de los canales ionicos (Kunzelmann, 2005).
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Figura 4. Estructura de un canal iénico. La figura muestra como la proteina o canal en su
estado activo forma un poro en la membrana celular a través del cual pueden pasar los
iones. (Tomado de Nature Education, 2010).

La apertura o cierre de los canales es controlada por un sensor que puede ser mecanico,
quimico o eléctrico, lo que determina su clasificaciébn en tres grupos: canales
mecanosensibles, canales activados por ligando y canales activados por voltaje. Los canales
mecanosensibles se abren por el estirameinto que sufre la membrana celular ante la
aplicacion de presion y/o tension. En la actualidad el mecanismo sensor en esta clase de
canales no es del todo claro. Se ha propuesto que los &cidos grasos de la membrana actdan
como los agentes sensores mediante la activacion de las fosfolipasas unidas a la membrana
0 bien a través del citoesqueleto. En los canales activados por ligando, el sensor es una
region del canal que se encuentra expuesta en el exterior o interior de la membrana, en la
cual se une una molécula especifica con gran afinidad, dando como resultado la apertura o
cierre del canal. Por ultimo, los canales activados por voltaje, el sensor incluye varios
aminoacidos cargados que se mueven en el campo eléctrico de la membrana durante la

apertura o cierre del canal (Martinez, 2004).

3.2.1 CANALES DE POTASIO.

Los canales de potasio (K*) representan el grupo mas numeroso, heterogéneo y ubicuo de
proteinas estructurales de la membrana (Coetzee et al., 1999; Shieh et al., 2000; Wickenden
2002; Jan and Jan, 1997; Tamargo et al., 2004). En las células excitables, la apertura de los

canales de K™ facilita la salida de este cation a favor de su gradiente electroquimico. Estas
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proteinas juegan un papel importante en la liberacion de neurotransmisores y hormonas, en
el transporte de electrolitos en células epiteliales, en la contraccion del musculo liso, en el
control del ritmo cardiaco, en la regulacion del volumen celular, en la secrecion y
transporte de insulina, en el mantenimiento del potencial de la membrana en reposo, en la
excitabilidad celular, en la duracion de los potenciales de accion y en la proliferacion
celular. Los canales de K* constituyen dianas terapéuticas para una serie de farmacos
utilizados para mitigar los efectos de estas enfermedades.

Los canales de K* se dividen en diferentes subfamilias: canales de K* activados por Ca®*,
canales de K™ activados por voltaje (Kv) tipo Shaker, canales de K* activados por voltaje de
la familia éter a go-go (EAG), y canales de K* con dominio 2P. Dichas subfamilias han
sido identificadas en diferentes tejidos cancerosos y estan implicadas en el desarrollo de
cancer de prostata, de colon, de pulmoén y de mama. (Kunzelmann, 2005; Ousingsawat et
al., 2007). De estos canales de K*, los que se han encontrado sobre-expresados e implicados
en la proliferacion de tumores son los canales Kv 1.3, K2P9.1, Kv10.1 (Eagl) y Kv 11.1

(Herg). Los dos ultimos canales pertenecen a la familia EAG (Pardo et al., 2005).

3.2.2 CANALES DE K* ACTIVADOS POR VOLTAJE DE LA FAMILIA EAG.

La familia de canales de K™ activados por voltaje EAG consta de 8 miembros agrupados en
tres subfamilias diferentes: Eag (gen éter a go gd), gen relacionado a Eag (erg) y canales de
K* parecidos a Eag (elk). Para el caso de Eag, los miembros son Eagl y Eag2. La familia
EAG esta relacionada estructuralmente a los canales de K* activados por voltaje y los

canales catidnicos activados por nucledtidos ciclicos (Bauer y Schwarz, 2001).

Al igual que otros canales de K*, los canales Eagl son tetrameros formados por el ensamble
de cuatro subunidades alfa, cada una consiste de seis segmentos transmembranales con el
segmento cuatro funcionando como sensor de voltaje y con la region del poro localizada
entre el segmento cinco y seis, la cual es altamente selectiva a K* (Bauer y Schwarz, 2001).
Tienen un amino y carboxilo terminal localizado en el lado citoplasmatico; en el amino

terminal se encuentra una estructura similar al dominio “Per-Arnt-Sim” (PAS), usualmente
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implicado en la deteccion de reacciones redox y en el carboxilo terminal se localizan un
dominio de unién a nucleétidos ciclicos (cNBD), una secuencia de localizacion nuclear
(NLS), un dominio de unién a calcio-calmodulina (Ca-CAM; que tiene un efecto
inhibitorio sobre el canal), y una secuencia de tetramerizacion (TCC) (Figura 5), la cual
tiene el peculiar atributo de determinar la especificidad de la interaccion de las
subunidades, siendo capaz de formar tetrdmeros muy estables (Bauer y Schwarz, 2001;
Pardo et al., 1999).

Una de las caracteristicas electrofisiologicas importantes de los canales de potasio Eagl es
que tienen una corriente de activacion lenta, la cual frente a una despolarizacion sostenida
no se inactiva. Ademas, a prepulsos méas negativos, el canal presenta una corriente de
activacion mas lenta, fendmeno conocido como “Cole-More”, el cual se enlentece ain mas

con las concentraciones crecientes de magnesio (Bauer y Schwartz, 2001).

extracellular

intracellular

f/
)

Figura 5. Estructura de una subunidad a de los canales de K" Eagl. S1-S6 representan cada
uno de los segmentos transmembranales, y en color se muestran cada uno de los dominios
localizados en el N-terminal y C-terminal (Napp, 2003).
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3.3 EL CANAL EAG1 Y EL CANCER.

El Eagl de humano (hEagl, Kv10.1 en la nomenclatura de la Union Internacional de
Farmacologia-lUPHAR) es un canal de K" activado por voltaje modulado a través del ciclo
celular. La activacién de este canal induce la hiperpolarizacion de la membrana plasmatica,
lo cual puede ser esencial para la proliferacion celular. La hiperpolarizacion de la
membrana facilita la sefializacion de calcio (Ca?*) y es necesaria para la regulacion del pH
intracelular y del volumen celular. Todas esas variables (Ca?*, pH, y volumen) claramente

afectan la proliferacion (Ousingsawat et al., 2007).

La expresion del RNAm de Eagl en el tejido normal esta restringida a unos pocos tipos de
tejidos (Figura 6), expresandose principalmente en el cerebro, ligeramente en la placenta,
los testiculos, la glandula adrenal, en ciertas células adenohipofisiarias y de manera
pasajera en los mioblastos (Pardo et al., 1999; Hemmerlein et al., 2006). Interesantemente,
Eagl est4 sobre expresado en varias lineas celulares derivadas de tumores humanos, tales
como SHSY-5Y (linea celular de neuroblastoma), MCF-7 (linea celular de cancer de
mama), IGRI (linea celular de melanoma) y HeLa (linea celular de cancer de cérvix), asi
como en mas del 75% de los tumores sélidos primarios, incluyendo el cervical, el de mama,
el de colon, el de prostata, de la tiroides, el cancer de endometrio, el cancer de higado, y por

ultimo, en el cancer de pulmén. (Farias et al., 2004; Hemmerlein et al., 2006).

La expresion del Eagl incrementa la proliferacion celular, participa en la adquisicion de un
fenotipo maligno y ha sido implicado en la progresion tumoral y en la metéstasis (Pardo et
al., 1999; Ouadid-Ahidouch et al., 2001; Restrepo-Angulo et al., 2011; Mello de Quiroz et
al., 2006; Hemmerlein et al., 2006; Pardo et al., 2005; Ousingsawat et al., 2007; Weber et
al., 2006; Gavrilova-Ruch et al., 2002; Garcia-Ferreiro et al., 2004). En el 2008 Downie et
al., mostraron que el Eagl también participa en la angiogénesis tumoral a través de la
induccidn funcional del Factor Inducible de Hipoxia 1 (HIF-1) y de la secrecién del Factor
de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF) en condiciones de hipoxia (Downie et al.,

2008). Finalmente, de manera importante, la expresion aberrante de Eagl en los tumores se
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ha asociado con un prondstico pobre en pacientes con cancer de colon (Ousingsawat et al.,

2007) o con leucemia mieloide (Agarwal et al., 2010).
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Figura 6. Expresion de Eagl en tejido sano. En el eje de las abscisas se muestra el
namero de ciclos a los que aparece Eagl en los diferentes tejidos, determinados por PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa) en tiempo real (Hemmerlein et al., 2006).

Con la inhibicion de la expresion del gen del Eagl con nucleétidos antisentido o ARNi en
las lineas de células tumorales se observa una reduccién de la sintesis de ADN y por lo
tanto de la proliferacion celular (Pardo et al., 1999; Mello de Quiroz et al., 2006; Weber et
al., 2006). De manera semejante, la inhibicion de la corriente de hEagl mediada por
bloqueadores no selectivos del canal, tales como la imipramina (un antidepresivo triciclico)
y el astemizol (un antihistaminico), los cuales tienen una alta afinidad por el canal Eagl,
inducen una inhibicion de la proliferacion de células tumorales (Garcia- Ferreiro et al.,
2004). Interesantemente, el bloqueo especifico de Eagl con un anticuerpo monoclonal

inhibe el crecimiento de las células del tumor in vitro e in vivo (Gémez et al., 2007).

Algunos factores asociados con cierto tipo de cancer, tales como algunos carcin6genos

quimicos, los oncogenes del virus del papiloma humano y algunas hormonas regulan la
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expresion del canal Eagl (Ousingsawat et al., 2007; Rodriguez-Rasgado et al., 2012; Diaz
et al., 2009; Ortiz et al., 2011).

Pardo et al. (1999) mostraron que la transfeccion del canal Eagl en células de mamifero
les confiere la habilidad para crecer en condiciones sin de suero. Sin embargo, a pesar de
que se ha mostrado que Eagl se encuentra sobreexpresado en mas del 75% de los tumores
solidos (Hemmerlein et al., 2006), poco se sabe de la expresion del canal Eagl en
condiciones de cultivo con bajas o nulas concentraciones de suero, caracteristica comun de

la mayoria de los tumores solidos.

En el presente trabajo se investigd el efecto de la privacion de suero, de los factores de
crecimiento epidérmico y endotelial vascular (EGF y VEGF, respectivamente), asi como el
papel de la via ERK1/2, sobre la expresion de Eagl en células de cancer de pulmon.
Nuestros resultados in vitro sugieren que la expresion de Eagl podria actuar como factor
mitogénico y de sobrevivencia en condiciones de privacion de suero, probablemente
favoreciendo, de esta manera, la proliferacién de los tumores solidos. Asi, inhibiendo la
expresion de Eagl en etapas tempranas del desarrollo tumoral se podrian tener beneficios

terapéuticos.
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4. JUSTIFICACION.

Eagl es un canal con propiedades oncogénicas que ha sido propuesto como un blanco
terapéutico para diferentes tipos de cancer, por lo que es de suma importancia conocer las
vias de sefializacion que regulan su expresion. De ahi la importancia de conocer si las

condiciones de estrés por la privacién de suero inducen la expresién del canal.

5. HIPOTESIS.

El estrés por la privacion de suero induce la expresion del canal Eagl, y dicho efecto esta
mediado a través de la modulacion de la via de ERK1/2.

6. OBJETIVOS.

6.1 OBJETIVO GENERAL.

Estudiar si el suero y la via de sefializacion de ERK1/2 regulan la expresién del canal Eagl

en la linea celular de cancer de pulmén A549.

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

Estudiar la expresion del RNAm y la proteina de Eagl en presencia de 10% de SFB y en
condiciones de privacion de suero, en la linea celular A549.

Determinar el efecto de los factores de crecimiento EGF y VEGF sobre la regulacion del
RNAmM de Eagl, y sobre la activacion de la via de ERK 1/2, en las células A549.

Evaluar el efecto del inhibidor U0126 sobre la regulacion de la expresion de Eagl, para
determinar el papel de la via de ERK1/2 en dicha regulacion.

Determinar la tasa de proliferacion celular en las mismas condiciones en las que se evalle

la regulacion de la expresion de Eagl.
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7. MATERIAL Y METODOS.

7.1 CULTIVO CELULARY TRATAMIENTOS.

El inhibidor de MEK, U0126 y VEGF fueron obtenidos de Sigma-Aldrich, USA; EGF fue
obtenido de Roche Diagnostic GmbH (Mannheim, Germany.), y la linea celular A549
(adenocarcinoma alveolar) se obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC;
Manassas, VA, USA). Las células A549 se cultivaron en medio de cultivo DMEM-F12-K
(Invitrogen, Grand Island, NY, USA) suplementado con 10% de suero bovino fetal (SFB) y
con 1% de glutamina y 1% de penicilina-streptomicina 100X, todos obtenidos de Gibco,
Life Technologies (Grand Island, NY, USA) e incubadas a 37°C en una atmosfera
conteniendo 5% de CO2/95% de aire.

Para estudiar la regulacién de la expresion de Eagl, la activacion de ERK 1/2 y la
proliferacion celular, por el suero, el EGF, el VEGF, y el inhibidor de la via de ERK 1/2,
U0126, las células de cancer de pulmon A549 fueron sembradas por 24 hrs en el medio de
cultivo D-MEM-F12 suplementado con 10% de SFB, y mantenidas en una atmdsfera de
5% de CO2 y a 37°C. Posteriormente, el medio fue remplazado por un medio privado de
suero (medio + 0.5% de SFB). Una vez transcurridas 24 hrs bajo esta condicién, las células
fueron tratadas o no con 10 ng/ml del EGF, 10% de SFB, 5 ng/ml del VEGF, y 10 uM del
U0126 con o sin EGF o con 10% de SFB, por diferentes tiempos. Finalmente, se determind
la expresion del RNAm de Eagl, por medio de la PCR en Tiempo Real, la expresion de la
proteina Eagl se determind por medio de experimentos de inmunocitoquimica, la
activacion de ERK 1/2 se determind mediante la técnica de Western blot, y por ultimo, la
tasa de proliferacion celular fue determinada por medio del ensayo de proliferacion de
MTT.

7.2 ACTIVIDAD METABOLICA.

Células A549 se colocaron por triplicado en placas de 96 pozos, 3500 células/pozo (n=12)
en 100 pL de medio de cultivo DMEM-F12-K + 10% SFB, y se incubaron por 24 horas.
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Posteriormente las células se incubaron en condiciones de privacion de suero (0.5% SFB)
por 24 horas, seguidas por un periodo de incubacion en un medio que contenia 10% SFB o
0.5% SFB, en ausencia o presencia del EGF (10 ng/ml) y/o U0126 (10 uM) por un periodo
de 48 horas. Al finalizar el periodo del tratamiento, se midio la viabilidad celular mediante
el Kit de proliferacion celular por MTT, [Boehringer Mannheim GmbH]. El ensayo del
MTT permite determinar la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas; se basa en la
reduccion metabodlica de bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol — 2 -ilo) - 2,5 — difeniltetrazol
(MTT) llevada a cabo por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa,
convirtiéndose en un compuesto soluble de color purpura (formazan). La cantidad de

células vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido.

7.3 ANALISIS DE WESTERN BLOT.

Las membranas de PVDF para la transferencia de las proteinas fueron obtenidas de
Amersham Biosci, Uppsala, Sweden, el estdndar de peso molecular se obtuvo de
Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, los anticuerpos monoclonales primarios de
raton contra p-ERK1/2 (Thr202/Tyr204) (E-10) y ratén contra -actina fueron obtenidos de
Cell Signaling Technology, MA, USA). El anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa, cabra contra raton 1gG para p-ERK1/2 (Thr202/Tyr204) (E-10) y pB-actina
fueron obtenidos de Calbiochem (Merk Millipore, Darmstadt, Alemania), la substancia
qguimico-luminiscente  (enhanced chemiluminescence, ECL) por General Electric
Healthcare Biosciences, Pittsburgh, PA, USA), y las peliculas fotograficas por Hyperfilm,
Amersham, Pittsburgh, PA, USA.

Para determinar el papel de la via de ERK1/2 en la regulacion de Eagl por la privacion de
suero (DMEM-F12-K + 0.5 % SFB), las células A549 fueron cultivadas en medio de
cultivo DMEM-F12-K + 10% SFB y se dejaron crecer por 24 horas. Una vez que se
concluyd dicho tiempo, las células fueron incubadas 24 horas mas en condiciones de
privacion de suero seguido por un periodo de incubacion en ausencia o presencia de U0126
(10uM) y/o EGF (10 ng/ml) o0 10% FBS por 24 y 48 horas. Cuando las células fueron pre-
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tratadas con el inhibidor U0126, éste fue afiadido 2 horas antes de poner el EGF o el 10%
SFB.

7.3.1 EXTRACCION DE PROTEINAS.

Al terminar los tratamientos las cajas con células A549 fueron colocadas sobre hielo, y
enseguida se retird el medio y las células fueron lavadas una vez con PBS frio (4°C).
Posteriormente, para llevar a cabo el lisado celular, se adicionaron 250 pL de amortiguador

de lisis RIPA, pH 7.4, el cual fue preparado como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Compuestos usados para preparar el amortiguador de lisis RIPA.

Compuesto Volumen (en 1 mL)
NaCl 150 mM, 10% 100 pL
Tris 50 mM, 10% 100 pL
Tritén 10%, (ImL de Triton X-100 + 9 mL H20) 100 pL
Glicerol, 10% 100 pL
H.0 350 pL
NaF 20mM (0.20995g + 10 mL H0) 10 pL
Na3V04 2mM 10 pL
SDS 10% 10 pL
PMSF (Phenylmethanesulfonyl fluoride) 2 uL/mL 20 puL
Acido Deoxicolico 1% 0.01g
Complet (coctel inhibidor de proteasas 20 pL/mL) 200 pL

Las células se levantaron con la ayuda de un gendarme, y se pasaron a un tubo coénico
(eppendorf) de 1 ml. El contenido fue homogeneizado con una jeringa de insulina,
cuidando no hacer burbujas, ya que se pueden romper las proteinas. Los tubos mencionados
previamente se dejaron reposar en el hielo por aproximadamente 5 minutos para permitir
que se llevara a cabo la reaccion. En ese intervalo, se dieron aproximadamente 3
agitaciones en el “vOrtex”. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 12,000 rpm,

por 5 minutos a una temperatura de 4°C. Al finalizar la centrifugacion, los sobrenadantes se
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pasaron a otro tubo y el “pellet” que se formo se desechd. Finalmente se hicieron alicuotas

de 40 pL del sobrenadante y se almacenaron a -70°C.

7.3.2 CUANTIFICACION DE PROTEINAS.

La cuantificacion del total de proteinas de las muestras se llevé a cabo usando el Kit de
reactivos para ensayo de proteinas Micro BCA ™. EI procedimiento fue el siguiente: se
preparé 1 mg de albdmina (BSA)/ImL H,0. Con la albumina preparada se construyeron 2
curvas, la segunda a partir de la primera (Tabla 2). El volumen restante de la curva 1 se
desech6. A continuacion se prepararon las muestras problema, mezclando 10 pL de cada
una + 440 pL de H2O Milli-Q. Una vez que se tuvieron listas las muestras de la curva 2 y
las muestras problema, se procedid a depositar por duplicado 150 pL de cada una en la
placa de 96 pozos (Figura 7). Los dos primeros pozos sirvieron de blancos. A estos pozos
en lugar de muestra problema o muestras de la curva, se les depositdé 150 uL de H>O a cada
uno. A continuacion, se adicioné a cada uno de los pozos 150 pL de reactivo BCA (tabla
3).Una vez agregados los 150 pL de reactivo BCA, la placa se agitdé 30 segundos en el

lector de Elisa.

Tabla 2. Preparacion de las curvas para la cuantificacion de proteinas con el ensayo
de proteinas Micro BCA.

Curval Curvaz:
TUBO | UL BSA | pL H:0O TUBO | pLdelaCurval | pL H:0
1 6.25 493.75 1 45 405
2 12,5 487.5 2 45 405
3 25.0 475 3 45 405
4 50.0 450 4 45 405
5 100 400 5 45 405
6 200 300 6 45 405
7 400 100 7 45 405

Posteriormente, la placa se incubd a 37°C por 2 horas Transcurrido dicho tiempo se dejé
enfriar de 5-10 minutos y finalmente las muestras de la placa fueron leidas en un

espectrofotometro a 540 nm, con 30 segundos de agitacion previos, y seleccionando Bl
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para el blanco. Los datos obtenidos del espectrofotémetro se pasaron al programa

correspondiente para hacer el analisis y obtener las concentraciones correspondientes.

Blanco Curva Muestras problema

Figura 7. Inyeccion de las muestras en placas Elisa.

Tabla 3. Preparacion del reactivo BCA.

Reactivo A 3500 pL
Reactivo B 3360 pL
Reactivo C 140 pL

7.3.3 SEPARACION DE PROTEINAS.

La separaciéon de proteinas se llevd a cabo usando un gel de electroforesis SDS-poly-
acrilamida al 10%. Una vez que se determind la concentracion de las proteinas en las
muestras se llevo a cabo el siguiente procedimiento:
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7.3.3.1 PREPARACION DE REACTIVOS.

Buffer Separador 1.5 M, pH 8.8:

COMPUESTO PARA PREPARAR 100 mL
Trizma Base 18.165¢g
Trizma HCI 23.64 ¢

Se ajusto el pH a 8.8

Buffer Concentrador 1M, pH 6.8:

COMPUESTO PARA PREPARAR 100 mL
Trizma Base 12114 ¢
Trizma HCI 15.76 g

Se ajusté el pH a 6.8

El trizma base cambia su pH al adicionarle el trizma HCI.

Acrilamida:

COMPUESTO PARA PREPARAR 200 mL
Acrilamida 60g

Bis-Acrilamida 16¢g

Ambos compuestos se pasaron un vaso de precipitado y se adicion6 agua hasta 200 mL, y

posteriormente se puso en agitacion. Al disolverse completamente se filtro.

PMSF:
Se pesaron 0.348 g de fluoruro de fenilmetilsulfonilo, y se pasaron a un vaso de precipitado
con 10 mL de iso-propanol. Se puso en agitacion hasta que se disolvié totalmente y al final

se hicieron alicuotas de 200 pL.

Preparacién de Laemmli 5X:
Se pes6 2.5 g de glicerol y 0.5 g de SDS, y se llevd a 10 mL con amortiguador
concentrador.

Amortiguador de Corrida 5X:
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COMPUESTO PARA PREPARAR 1L
Tris Base 159

Glicina 72 ¢

SDS 509

Metanol 400 mL

* Para preparar el amortiguador de corrida 1X, que es como se usa, se midieron200 mL del
5Xy se llevo a 1000 mL con H,O destilada.

7.3.3.2 PREPARACION DEL GEL DE ELECTROFORESIS SDS-POLY-
ACRILAMIDA AL 10%.

La preparacion del Gel de Electroforesis se llevd a cabo como se describe en la tabla 4. El
gel separador se cargd en los moldes y una vez que gelificd se adiciond el gel concentrador
y enseguida se introdujeron los peines de 1.5 mm para formar los pozos donde se cargaron

las muestras. Se dejo gelificar por 2 horas.

Tabla 4. Preparacion del Gel de Electroforesis SDS-Poly-acrilamida al 10%.

Gel separador y Gel concentrador (Volumen para 2 geles).

COMPUESTO mL para preparar 20 mL mL para preparar 6mL

del del

GEL SEPARADOR GEL CONCENTRADOR

H.O 7.9 4.1
Acrilamida al 30% 6.7 1.0
Tris 1.5 M (pH 8.8) 5.0 Tris 1.0 M (pH 6.8)  0.75
SDS 10% 0.2 0.06
APS 10%*(Persulfato de

0.2 0.06
Amonio, 0.1 gr/ml H20 Milli-Q).
TEMED 0.008 0.006

7.3.3.3 PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA SER CARGADAS EN EL GEL
DE ELECTROFORESIS.

Se cargaron 40 pg de proteina de c/u de las muestras de interés. EI volumen conteniendo

dichos microgramos se determind con base a la concentracion de proteinas calculada para
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cada muestra. Cada volumen determinado para cada una de las muestras (UL p/40 pg de
proteina) se mezcld con:

e 1% de Pmercaptoetanol. Ejemplo, si 40 pg se encontraban en 43 pL, el 1%
corresponde a 0.43 pL de Bmercaptoetanol.

e 1.3 uL de Azul de bromo fenol.

e 1:5en Laemmli 5X.

Ejemplo, si se decidi6 llevar las muestras (muestra+laemmli) a un volumen final de 40 pL
(tabla 5), el volumen de Laemmli se determiné de la siguiente manera:

ClV1=C2Vv2

1X (40 pL)=5X V2

1X/5X (40 pL)= V2

V2= 8.0 pL de Buffer Laemmli 5X

Por lo tanto, 40 pL de volumen final - 8 pL laemmli= 32 pL muestra (tabla 5). Una vez
preparadas cada una de las muestras con el Laemmli, el mercaptoetanol, y el Azul de
bromo fenol, se homogenizé con ayuda del “vértex”, y se procedié a hervirlas por 8
minutos en un vaso de precipitado colocado sobre una parrilla. Transcurridos los 8 minutos,

las muestras se dejaron enfriar en el hielo.

Tabla 5. Preparacion de muestras para la separacién de las proteinas.

ML para llevar la pL de Volumen
pL para 40 pg :
MUESTRA ’ muestra a un Volumen Buffer Final
de proteina :
total de 32 pL. Laemmli (uL)
1 30.91 1.09 8 40
2 25.86 6.14 8 40

7.3.3.4 SEPARACION DE PROTEINAS EN EL GEL DE ELECTROFORESIS.

Para llevar a cabo la separacion de proteinas contenidas en cada muestra, se llevaron a cabo
los siguientes pasos: Se monto la camara de corrida con el Gel de Electroforesis preparado

previamente, y se cubrié con el “Amortiguador de corrida al 1X”. Posteriormente se
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procedio a cargar las muestras que fueron hervidas. Para una mejor corrida de las muestras
y separacion de las proteinas, se recomienda no cargar muestra en los pozos de los
extremos. Se cargd un estandar de Peso Molecular en uno de los pozos de los extremos,
para identificar las bandas de interés. Una vez cargadas todas las muestras y el marcador de
Peso Molecular, se programaron las condiciones de corrida en la fuente de poder a 85

voltios constante. EI tiempo promedio fue de 3 hrs.

7.3.4 TRANSFERENCIA DE PROTEINAS USANDO LA CAMARA DE
TRANSFERENCIA SEMI HUMEDA.

Al finalizar la corrida del gel, se desmonto la camara, se sacé el gel con mucho cuidado, se
le retiraron los vidrios, y se colocd en amortiguador de transferencia para estabilizarlo.
Dicho amortiguador fue preparado como se muestra en la tabla 6.

Las membranas de PDVF se introdujeron en MeOH, de 3-5 segundos para que fueran

activadas, y finalmente se pasaron al amortiguador de transferencia.

Tabla 6. Preparacion del amortiguador de transferencia.

COMPUESTO PARA PREPARAR 1L
Tris Base 582¢

Glicina 2.93

SDS 1.00 g

Metanol 200 mL

Se prepararon los filtros y las fibras (2 por cada gel), y al igual que el gel y la membrana de
PDVF, se sumergieron en amortiguador de transferencia y posteriormente se procedio a
montar todo en la cAmara de transferencia como se muestra en la figura 8, teniendo cuidado
para no formar burbujas. Las condiciones a las que se programo la camara de trasferencia
fueron las siguientes: 10 voltios, corriente constante, y un tiempo de 5 minutos, seguido por
20 voltios durante 51 minutos. Transcurrido el tiempo se desmonté todo, la membrana se

enjuagod 2 veces con H20 Milli-Q y posteriormente se eligio una de las dos opciones: Se
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puso a secar sobre papel filtro y posteriormente se guardo a 4°C en el mismo filtro ¢ se

blogqued con leche al 5%.

Filtro
—‘ Fibra
Gel |
Membrana )
Fibra
Filtro

Figura 8. Transferencia de proteinas. Acomodo de las fibras, el filtro, la membranay el gel.

735 BLOQUEO DE LA MEMBRANA E INCUBACION CON LOS
ANTICUERPOS.

Para llevar a cabo la deteccion especifica de las proteinas de interés, las membranas fueron
bloqueadas con leche al 5%, y posteriormente incubadas con los anticuerpos
correspondientes. Tanto para el bloqueo como para la dilucién de los anticuerpos, se uso

TBS, el cual fue preparado como se muestra en la tabla 7.

Tabla 7. Preparacion del TBS-S.

COMPUESTO PARA PREPARAR 1L
Tris Base 0.974¢g

Tris-HCI 6.61

NaCl 292 ¢

*Para preparar TBS Tween (TBS-T), solo se le agregd1 mL de Tween 20.

Cuando la membrana se almacen6 a 4°C, al momento de volver a usarla primero fue
activada con MeOH (5 seg-5min), y posteriormente fue bloqueada. El bloqueo de la
membrana se llevé a cabo sumergiéndola en leche al 5% en TBS-T por un periodo de 1h en
movimiento constante y a temperatura ambiente. La leche en TBS-T se agitd 28-30 min
para disolverla, y posteriormente se centrifugd a 3000 rpm por 10 min para que se
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precipitaran los grumos. Una vez transcurrido el tiempo de bloqueo, se retird la leche y la
membrana se lavo 3 veces con TBS-T, 10 min c/u. Los lavados se llevaron a cabo con
agitacion constante y a temperatura ambiente. A continuacion, la membrana fue incubada
con el anticuerpo primario toda la noche a 4°C. Los anticuerpos primarios monoclonales
usados fueron raton contra p-ERK1/2 (Thr202/Tyr204) (E-10) y raton contra S-actina
(control de carga), ambos usados 1:2000 (1 pL de anticuerpo primario en 2 ml de TBS-T).
Para el caso de la incubacion con el anticuerpo primario contra ERK1/2, también se usé
Suero Normal de Cabra (20 uL SNC/1pL de anticuerpo primario). Una vez que se retiro el
anticuerpo primario, la membrana fue lavada 3 veces con TBS-T, 10 min c/u. Todos los
lavados se llevaron a cabo con agitacion constante y a temperatura ambiente.
Posteriormente las membranas fueron incubadas por 1h con el anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa, cabra vs raton IgG, usado 1:17000 (1 pL de anticuerpo
secundario en 17 ml de TBS-T). Las membranas fueron lavadas con TBS-T nuevamente,
por 3 veces, 10 min cada uno en agitacion constante y a temperatura ambiente. Un cuarto

lavado se llevo a cabo con TBS-S, por 10 minutos.

7.3.6 VISUALIZACION DE LAS BANDAS.

Para llevar a cabo la visualizacién de las bandas correspondientes a las proteinas de interés,
se llevd a cabo lo siguiente: A las membranas se les escurrié el exceso de TBS y
posteriormente se colocaron en una caja Petri y se bafiaron con 1-2 ml de Luminate Forte
(enhanced chemiluminescence “ECL”), éste se dej6 por 5 minutos, bafiando
constantemente la membrana con la ayuda de una pipeta. El exceso de Luminate se eliminé
colocando las membranas sobre papel absorbente, y posteriormente se cubrié con plastico,
cuidando que no quedaran burbujas formadas. Finalmente las membranas cubiertas con
plastico se introdujeron en un “cassette” y fueron expuestas a una pelicula fotogréafica para
revelar la actividad de la peroxidasa. Transcurrido cierto tiempo (dependiendo de la
proteina de interés), la pelicula fotografica se retird de la membrana que se encontraba
dentro del “cassette” y enseguida se introdujo (de entrada por salida) en la solucién
reveladora, y con la ayuda de la luz roja se detecté el momento en el que comenzaron a

aparecer las bandas de las proteinas, y en ese momento la pelicula fotogréfica se enjuago en
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H20 de la llave, y posteriormente se introdujo en la solucidn fijadora. Se dejé ahi el tiempo
suficiente (entre méas tiempo mejor el revelado). Posteriormente, se repitio el procedimiento
para llevar a cabo el revelado, o bien, se llevo a cabo el bloqueo y la incubacién con otro

anticuerpo para llevar a cabo la deteccion de otras proteinas de interés.

7.3.7 CUANTIFICACION DE LOS “INMUNOBLOTS”.

La cuantificacion densitométrica de los “inmunoblots” se llevo a cabo usando el Software
de Imagen Molecular Kodak (Carestream Health Rochester, New York, USA.).

7.4 RT-PCR EN TIEMPO REAL.

El RNA total fue aislado con el reactivo Trizol. EI ADNc se obtuvo de 5 pg de RNA
previamente tratados con DNAasa |, y posteriormente, mediante la actividad de la enzima
transcriptasa reversa M-MuLV. Los reactivos mencionados previamente fueron obtenidos
de New England Biolabs, Ipswich, MA, USA. Le expresion de Eaglse estudio por RT-PCR
en Tiempo Real usando el sistema de deteccion TagMan™ de Applied Biosystem, Foster
City, CA, USA. El gen constitutivo Hipoxantina guanina fosforibosil transferasa (HPRT) se
usd como un estandar interno. Los datos fueron analizados por el método 224¢t, H,0 o
RNA aislado que no sufri6 transcripcion reversa fueron usados como control de

especificidad. A continuacién se describe cada uno de los pasos:

7.4.1 EXTRACCION DEL ARN.

La extraccion del ARN se baso en el método propuesto por Chomczynski y Sacchi (1987).

Al finalizar el tiempo de los diferentes tratamientos se retird el medio de cultivo y
enseguida se adiciond 1 mL de Trizol (reactivo que rompe las membranas y disuelve los
componentes celulares con excepcion del ARN), y se levantaron las células con la ayuda de
un gendarme. Posteriormente se usO una pipeta para pasar todo el contenido a un tubo
“eppendorf”. Estos Gltimos se colocaron sobre hielo mientras se tenian listas todas las

muestras.
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A continuacion se adicionaron 200 pL de cloroformo a cada uno de los tubos “eppendorf”,
se agitaron suavemente en el “vortex” y se centrifugaron a 12000 rpm por 20 minutos a 4°
C. Se tomaron de 400 a 500 uL de la fase acuosa y se pasaron a otro tubo “eppendorf”,
donde se adicionaron 500 puL de isopropanol para precipitar el ARN. Se agitd suavemente y
se guardd en el ultra-congelador por 24 horas. Al dia siguiente las muestras fueron
descongeladas y se centrifugaron a las condiciones antes mencionadas. Se deseché el
sobrenadante y a la pastilla formada se le adicioné 1mL de etanol al 75% para lavar el
ARN. Se centrifugd nuevamente. Al finalizar la centrifugacion se desechd el sobrenadante
y se seco el exceso. La pastilla de ARN se re-suspendié en H>O Milli-Q desionizada y
estéril. Se utilizaron de 50 a 100 pL de H20, dependiendo del tamafio de la pastilla
formada. El tubo “eppendorf” con la pastilla de ARN y el H2O se agité suavemente hasta
disolver por completo la pastilla, y posteriormente se guardd en el ultra-congelador hasta el

momento de su uso para evitar su degradacion.

7.4.1.1 CUANTIFICACION DEL ARN.

Para determinar la concentracion del ARN, se hizo una dilucién 1:1000 de la muestra (1 pL
de la muestra de ARN resuspendido + 999 pL de H2O inyectable) por duplicado y se ley6
en el espectrofotometro. Como blanco se us6 H.O inyectable. Con la densidad Optica
obtenida a 260 nm se realizo el célculo para determinar la concentracion en pg de ARN por

uL, utilizando la siguiente ecuacion:

[ARN] = & A 260 (Factor de dilucion) (40)
1000

[ARN] = pug/uL de ARN.

& = Promedio de la lectura obtenida en una longitud de onda de 260 nm.
Factor de dilucion es = 1000.

40 = factor para ARN.

Por lo tanto:

[ARN] = & A 260 (40)
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Cuando se midi6 con un “nanodrop”, ya no fue necesario hacer dicho célculo, ya que daba

directamente la concentracion de ARN en g/ uL.

7.4.1.2 TRATAMIENTO CON ADNasa.

Este tratamiento se llevd a cabo para obtener un ADNCc sin contaminacion genémica.

El ARN se tratd con ADNasa (1u ADNasa/10 ug ARN).Se calcularon los uL. de la muestra
de ARN resuspendidos correspondientes a 5 ug de ARN, y posteriormente se les adiciono
0.5 uL de ADNasa. Todas las muestras por procesar se llevaron a un volumen similar de 10

pL, con el H2O usada para resuspender.

MUESTRA |CONCENTRACION|  pL/5 pg DNA asa H20 para un
[Hg/uL] 1.39 ug --1 pL volumen final de
5ug--? 10 uL
X 1.39 3.58 0.5puL 5.92uL

El tubo “eppendorf” conteniendo el ARN con la ADNasa y el HxO, se introdujo al

termociclador para llevar a cabo la reaccion. Las condiciones fueron las siguientes:

72°C
5 min.
37°C
4°C
60 min.

Una vez transcurrido el tiempo, las muestras se sacaron del termociclador y se continu6 con

la determinacion de la integridad del ARN.

7.4.1.3 INTEGRIDAD DEL ARN.

Varios factores como la manipulacién, temperatura, contaminantes, etc., pueden alterar la

integridad del ARN, por lo que antes de continuar con la transcripcion reversa, se evaluo si
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las muestras eran viables, mediante la electroforesis en gel de agarosa con bromuro de
etidio (Figura 9), sustancia que se intercala en el ARN al momento que éste se desplaza por
el gel, y emite fluorescencia cuando se le hace incidir luz ultravioleta (UV), permitiendo de
esta manera visualizar si las bandas del ARN estan integras. Se prepararon 30 mL de un gel
de agarosa al 1% en TBE (Tris-borato-EDTA [etilen-diamino tetraacético]) 0.5 X (ver tabla
8) y se le agregd 0.5 pL de bromuro de etidio. El gel se colocd en la cdmara de
electroforesis y se cubrié con TBE de la misma concentracion. Se tomaron 2 puL de la
muestra de ARN tratado con ADNasa y 1uL de buffer de carga, se mezclaron, y enseguida
se inyectaron en un pozo del gel. Se aplic6 una diferencia de potencial eléctrico a través de
los electrodos, por un periodo de 45 minutos para permitir el desplazamiento de las
moléculas de ARN del electrodo negativo hacia el positivo. Al culminar el tiempo, el gel se
saco de la camara de electroforesis y se expuso a la luz UV utilizando un transiluminador
de “Syngene Bioimaging” para visualizar las bandas del ARN. A las muestras de ARN

integras, se les realiz6 la transcripcion reversa.

Tabla 8. Preparacion del TBE.

TBE 5X
COMPUESTO PARA 1L
Tris base 549
Acido boérico 27.56
EDTA 20 mL

7.4.2 TRANSCRIPCION REVERSA (RT).

La transcripcion reversa es una reaccion catalizada por la enzima transcriptasa reversa
(ADN-polimerasa), que tiene como funcion sintetizar ADNc (ADN complementario) a
partir del ARN. Esta reaccion se llevé a cabo ya que el ADN es més estable que el ARN.

Para la RT se usaron 5 pg de ARN tratados previamente con ADNasa. El procedimiento
fue el siguiente: Se prepararon dos mezclas de reactivos, la cantidad empleada de cada uno
se describe en la Tabla 9. Para los casos en los que los pL de ARN tratados con ADNasa
fue diferente a 10 pL de volumen final, se hizo un ajuste en el volumen de H.O de la
mezcla 1, para mantener el valor del volumen final de 12 pL (muestra + reactivos). A la

mezcla 1 se le adicionaron los 10 pL de la muestra de ARN correspondiente a 5 ug, y
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posteriormente se coloc6 en el termociclador (Applied Biosystems, Modelo: 2720)

70°C
—65°C__ 15 min

5 min

37 °C
60 min
programado con las siguientes condiciones:

g 87\ N
7 |

o
” = » —
hioad ’
’ <
P 3
Inyeccion de la muestra. Aplicacién de un campo eléctrico

en la camara de electroforesis.

I, Gel L agarosa.

Bandas de RNAr. Transiluminador.

Colocaciondelgelenla
camara de electroforesis.

Preparacion del gel
de agarosa.

Figura 9. Pasos basicos para evaluar la integridad del ARN. Electroforesis en gel de agarosa
con bromuro de etidio. Tomado de la tesis “Expresién del ARNm del Canal de K* Eagl en
ratas con cirrosis y tratadas con estrdgenos como factores de riesgo de carcinoma
hepatocelular”. Acufia-Macias I.

Al transcurrir los 5 minutos a 65 °C, se abrié el termociclador, y a cada tubo “eppendorf”
(conteniendo la mezcla 1 + la muestra), se le adicion6 7.3 pL de la mezcla 2, y el
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termociclador se volvié a cerrar para que se completara la reaccion. El tiempo que se tomd
para adicionar la mezcla 2 no debia exceder los 5 minutos a 37°C, de ser asi, se pausaba el
termociclador hasta que se terminaba de adicionar dicha mezcla. Se prepard un blanco y un
blanco negativo, los cuales contenian los mismos reactivos, y fueron sometidos a las
mismas condiciones, con la excepcion de que el blanco no llevaba muestra, y el blanco
negativo no llevaba la transcriptasa reversa. El ADNc, producto de la transcripcion reversa
se almaceno en el congelador a -20°C hasta el momento de la PCR en Tiempo Real.

Tabla 9. Mezclas de reactivos empleados en la transcripcidn reversa.

Mezcla 1 n=1

Reactivos pL
H>O estéril y desionizada 0.5
Oligo dt 12-18 pb primer (0.5 pg/ul) 0.5
dNTP mix (10 mM) 1
Volumen final 2

Mezcla 2 n=

Reactivos pL
H>O estéril y desionizada 35
5X First Stand Buffer 2.5
RNA asa out 1
M-MuLV (Reverso transcriptasa) 0.3
Volumen final 7.3

7.4.3. PCR EN TIEMPO REAL EMPLEANDO SONDAS TAQMAN.

Para evaluar la expresion de Eagl, se llevé a cabo la PCR en Tiempo Real, método que
permite obtener un gran numero de copias a partir de un fragmento de ADN, en teoria
partiendo de una sola copia. Este representa al método mas confiable, sensible y especifico
para la cuantificacion de ADN/ARN. Es llamada PCR en Tiempo Real debido a que se
puede observar la amplificacién del amplicon (secuencia del ADN de interés) en el mismo

momento en que se genera.
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El uso de la sonda TagMan (Figura 10) ha hecho muy especifica la reaccion de
amplificacion, ya que esta sonda es un oligonucle6tido cuya secuencia es complementaria a
la region central del ADN que se desea amplificar. La sonda presenta en su extremo 5, una
marca fluorescente “reportero”, la cual actia como donador de fluorescencia, y en su
extremo 3cuenta con un “quencher” 0 apagador, el cual actia como aceptor de la
fluorescencia. Cuando el “reportero” y el “quencher” se unen, la fluorescencia del reportero
es absorbida por el “quencher” (fendbmeno FRET). Durante la etapa de alineamiento, la
primera en unirse a su secuencia complementaria es la sonda y posteriormente los
“primers” (secuencias cortas de acidos nucleicos que sirven como punto de partida para la
sintesis del ADN), de tal forma que cuando la Taq polimerasa (ADN polimerasa) se une al
extremo 3" del “primer” e inicia la elongacion, en su paso se encuentra con la sonda y la
degrada dada su actividad de exonucleasa 5°-3". Al ser degradada, libera al reportero del
“quencher” lo que suprime el fendmeno FRET vy la fluorescencia emitida por el reportero
puede ser determinada por el sistema de deteccion TagMan™ de Applied Biosystem. La
fluorescencia emitida es directamente proporcional al nimero de copias obtenidas en cada
ciclo de PCR.

Para llevar a cabo la PCR en Tiempo Real se prepar6 la mezcla de reactivos (Tabla 10), de
acuerdo al nimero de muestras. Cada muestra del gen problema (Eagl) con su respectivo
control enddgeno (HPRT), asi como los controles, se prepararon por duplicado. La “Master
Mix” usada para llevar a cabo la PCR en Tiempo Real (tabla 10), es una solucion lista para
usarse, la cual contiene a la “Taq polimerasa”, dNTPs (desoxirribonucleétidos trifosfato),
MgCl2 y amortiguador de reaccion, necesarios para llevar a cabo la amplificacion eficiente
del ADN de interés.

Una vez preparada la mezcla de reactivos para cada gen (Eagl y HPRT), se procedié a
depositar 10.5 pL de la mezcla de reactivos Eagl o de la mezcla de reactivos HPRT en
tubos “eppendorf’ previamente identificados con el tratamiento correspondiente.
Posteriormente, a cada tubo “eppendorf” con la mezcla de reactivos, se le adicion6 2 pL de

la muestra correspondiente. Ver Figura 11.
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TagMan® Probe Chemistry

w  “sonda”
s’

“Primer”

Fluorescencia

Alineamiento

. ° "DI\!A Polimerasa ”
‘\j /
.vvv.....‘..v_.,\\., v ‘ c--v--". ’ .
Numero de ciclos
Elongacion

Figura 10. Principio de la PCR en tiempo real empleando sondas TagMan. En una fase
de la curva, la fluorescencia emitida por el reportero de la sonda aumenta conforme al
numero de copias del gen de interés obtenidas en cada ciclo de PCR.

Tabla 10. Reactivos para la amplificacion de una muestra de Eagl y HPRT.
Los reactivos para determinar la expresion de Eagl son los mismos que para HPRT (gen
constitutivo con un papel central en la generacion de nucleétidos purina) sélo que la sonda
es especifica para cada gen.

Mezcla de reactivos para la amplificacion de Eagl

Reactivos n=1
Master Mix 6.25 uL
Sonda TagMan 60 X p/Eagl 0.208 uL
H>0 desionizada en sistema milli-Q y estéril 4.042 uL
Total 10.5 uL

Mezcla de reactivos para la amplificacion de HPRT

Reactivos n=1
Master Mix (Taqg Polimerasa) 6.25 uL
Sonda TagMan 20 X p/HPRT 0.625 uL
H20 desionizada en sistema milli-Q y estéril 3.625 uL
Total 10.5 uL
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Mezcla de Mezcla de
reactivos para la reactivos para la

[ | | .‘I
amplificacion de ' = —i— amplificacion de

Eppendorf previamente identificados con el gen y el tratamiento correspondiente.

Figura 11. Esquema de preparacion de las muestras para llevar a cabo la
amplificacién de los genes de interés.

Una vez que los tubos “eppendorf” contenian la mezcla de reactivos y la muestra
correspondiente, éstos se agitaron en el “vértex” durante 30 s, y finalmente se depositaron
12 uL en cada pozo de la placa para PCR, de acuerdo al disefio previamente establecido. En
una misma placa de PCR se corrieron las muestras correspondientes a los diferentes

tratamientos y a los controles.

Una vez que todas las muestras fueron depositadas en la placa para PCR, se colocé el
adhesivo para cubrir perfectamente la superficie de los pozos, y finalmente, la placa se
trasladé al termociclador Step One de Applied Biosystems, donde se sometieron las

muestras a las siguientes condiciones:

_ 95 °C 95 °C .
10 min. 15 s 60 °C
1 min.
| |
| |
40 ciclos
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7.4.4 ANALISIS DE LOS DATOS DE LA PCR.

El andlisis de los datos de la PCR se llevé a cabo por medio de cuantificacion relativa
usando el método 244+, de la formula:

244C = ACt muestra de interés - ACr calibrador

Ct = numero de ciclos de la PCR en el cual cada muestra consigue llegar al umbral de
deteccion.

ACt de la muestra de interés = Cr gen de interés — Ct gen endogeno

Cr gen de interés= Ct de Eagl de las muestras con los diferentes tratamientos.

Ct gen endogeno= Ct gen de expresion constitutiva (HPRT), de las muestras con los
diferentes tratamientos.

ACr del calibrador = Ct calibrador — Ct gen enddgeno.

Cr calibrador= Ct de Eagl de las muestras sin tratamiento contra las cuales deseamos
comparar.

Cr gen endogeno= Ct de HPRT de las muestras sin tratamiento contra las cuales deseamos
comparar.

244C1 = Expresion del gen de interés.

El valor de Ct es directamente proporcional a la cantidad inicial de templado. Mientras
mayor cantidad de ADN se encuentre en una muestra, menor nimero de ciclos requerira
para alcanzar el umbral de deteccion. El umbral de deteccion es el punto de intensidad de
fluorescencia en el cual todas las muestras pueden ser comparadas entre si. Se establece
basandose en la fluorescencia de fondo, y se define dentro de la fase geométrica, en la cual
todos los reactivos de la reaccion se encuentran en abundancia, la eficiencia de
amplificacion es muy cercana al 100%, y la cinética de amplificacion tiene un
comportamiento 2" en donde a partir de una molécula de ADN se generan dos. Diferencia

en un Cr indica el doble o la mitad de cantidad de templado inicial.
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7.5 INMUNOCITOQUIMICA.

El bloqueador de proteinas (ImmunoDetector Protein blocker/Antibody Diluent) y el
sistema de deteccion “Mouse/Rabbit ImmunoDetector HRP/DAB Detection System”, el
cual estd constituido por una solucion bloqueadora de la peroxidasa, por un anticuerpo
secundario biotinilado anti ratén y anti conejo, por una solucién de peroxidasa de rabano
“HRP” acoplada a estreptavidina, por amortiguador y cromoégeno de 3,3 -diaminobenzidina
“DAB” fueron obtenidos de Bio SB, Inc., Santa Barbara, CA, USA, la hematoxilina fue
obtenida de Dako Co, Carpinteria, CA, USA, y la resina Entellan, de Merck, Darmstadt,

Alemania.

Para determinar la regulacion de la proteina Eagl por la privacion de suero, células A549
fueron cultivadas sobre porta-objetos con 5 mL de medio de cultivo DMEM-F12-K + 10%
SFB y se dejaron crecer por 24 horas. Posteriormente las células se incubaron en
condiciones de privacién de suero (DMEM-F12-K + 0.5 % SFB) por 24 hrs, seguido por la
incubacion en DMEM-F12-K con 10% o 0.5% de SFB 48 horas. Una vez finalizado el
tratamiento, se retird el medio y las células se lavaron con PBS frio. Posteriormente al
retirar el PBS, las laminillas fueron bafiadas por 5 segundos con 500 pL de etanol a 4°C,
para fijar y permeabilizar las células. El etanol se elimind enseguida, las laminillas se
pusieron a secar, y posteriormente se almacenaron en refrigeracion (4-8°C) hasta el
momento de su uso.

Las laminillas almacenadas en refrigeracion se sacaron y se introdujeron en un recipiente
conteniendo amortiguador de citrato 1X, este recipiente posteriormente se introdujo en una
olla exprés con H20 hasta el nivel 5, y programada a presion alta por 15 minutos. Una vez
transcurrido el tiempo, se esper6 de 15-20 minutos para dejar enfriar la olla, y
posteriormente se sacaron las laminillas y se lavaron con PBS Tween. La actividad
enddgena de la peroxidasa fue bloqueada con la solucion bloqueadora de peroxidasa. Se
usaron 2 gotas para cada laminilla y el tiempo de exposicion fue de 5 minutos. Transcurrido
el tiempo, se usé TBS Tween para lavar las laminillas, y enseguida cada una de ellas se
incubd con 2 gotas de bloqueador de proteinas (Protein block/antibody) por 15 minutos, y

posteriormente se lavaron con TBS Tween. Las laminillas se incubaron con el anticuerpo
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primario anti Eagl (conejo policlonal, 1:600 en Protein block/antibody), por 1 hora a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, las laminillas fueron lavadas con TBS
Tween y posteriormente incubadas por 10 minutos con 100 pL del Anticuerpo secundario
biotinilado anti ratdén y anti conejo. Al finalizar el tiempo, el anticuerpo se lavd y las
laminillas fueron incubadas por 10 minutos con la enzima “HRP” acoplada a
estreptavidina, y nuevamente se lavaron con TBS Tween. La tincion especifica de la
reaccion se llevo a cabo con la incubacién por 5 minutos, de las laminillas en presencia de
DAB diluido en amortiguador de reaccion (1 gota de DAB en 1 mL del amortuguador). Se
usaron aproximadamente 100 pL de la solucion para llevar a cabo la tincion (el DAB es
sensible a la luz, por lo que una vez preparado, debe cubrirse con papel aluminio). Una vez
que aparecio la sefial visible de color café, las laminillas se enjuagaron sumergiéndolas en
H>O destilada y posteriormente se observaron al microscopio. La tincion café indico la
expresion de Eagl. Una vez que las laminillas fueron visualizadas se dejaron en H20, y
finalmente se contra-tifieron con hematoxilina por aproximadamente 30 segundos, y
enseguida se lavaron con H2O. Las laminillas se sumergieron en carbonato de litio o
hidroxido de amonio 0.05% para virar al azul, y posteriormente se enjuagé con HO. Las
laminillas fueron deshidratadas sumergiéndolas 2 a 3 veces en etanol (50, 70 y 90%
etanol/H20), etanol absoluto, xileno/etanol absoluto, y xileno. Posteriormente fueron
montadas con resina Entellan. La tincién de las células indicando la expresion de Eagl se
observo con el microscopio Nikon Eclipse E50i, y las imégenes correspondientes se
obtuvieron con la camara digital Nikon COOLPIX P5100. Los controles negativos se

obtuvieron al incubar en ausencia del anticuerpo primario.
7.6 ANALISIS ESTADISTICO.
Todos los parametros fueron analizados con una ANOVA de una via, usando una prueba de

comparacion de Tukey o Prueba-T Student. Usando el Software GraphPad Prisma version

5.0. Se considerd una diferencia significativa cuando p < 0.05.
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8. RESULTADOS.

8.1 LA PRIVACION DE SUERO INDUCE LA SOBREEXPRESION DE EAGLI.

Las células A549 fueron cultivadas en 10% SFB por 24 hrs; posteriormente se incubaron
por 24 hrs en condiciones de privacion de suero (0.5% SFB), seguido por la incubacion en
diferentes concentraciones de SFB por 48 hrs. Las figuras 12A y 12B muestran que la
disminucion de suero induce el incremento en los niveles del RNAm vy la proteina de Eagl,
respectivamente. Mientras que la expresion de la proteina Eagl (tincion café) en
condiciones de 10% SFB se detectd exclusivamente en el nlcleo celular, en condiciones de

privacion de suero se observo claramente en el citoplasma.

8.2 EL EGF PERO NO EL VEGF, PREVIENEN EL INCREMENTO EN LA
EXPRESION DE EAG1 INDUCIDO POR LA PRIVACION DE SUERO.

El EGF y el VEGF son dos factores de crecimiento presentes en el suero y con un papel
relevante en el cancer. Estos factores son suplementados a las células en cultivo cuando el
medio se enriquece con sueros de origen animal, por lo que nuestra hip6tesis fue que el
EGF y el VEGF podrian regular la expresion de Eagl. Nuestros resultados mostraron que
efectivamente el EGF, pero no el VEGF, regula la expresion de Eagl. Este inhibi6 la

expresion del RNAm de Eagl inducida por la privacion del suero (Figura 13).
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café, Figura B) de Eagl, determinada por PCR en Tiempo Real y experimentos de
Inmunocitogquimica, respectivamente. n=3. Amplificacion 400X.
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Figura 13. El EGF previene la sobreexpresion del RNAmM de Eagl inducida por la
privacion de suero. Las condiciones de estrés inducidas por la privacién de suero (0.5%
SFB) incrementan la expresion del RNAm de Eagl, y este efecto es prevenido cuando las
células son tratadas con el EGF (10 ng/mL), pero no por el VEGF (5 ng/mL). n= 3. * =
p<0.05 con respecto al 10% SFB, ** =p<0.05 con respecto al 0.5% SFB.

8.3 EL ESTRES POR LA PRIVACION DE SUERO REGULAN LA EXPRESION
DE EAG1 A TRAVES DE LA VIA ERK 1/2.

Nosotros investigamos si la via de sefializacién candnica del receptor EGF estaba implicada
en la regulacion de Eagl. Para ello, las células A549 fueron sembradas por 24 hrs en el
medio de cultivo D-MEM-F12 suplementado con 10% de SFB. Posteriormente las células
fueron crecidas en un medio de bajo suero (0.5% de SFB). Una vez transcurridas 24 hrs
bajo esa condicion, las células fueron tratadas o no con 10% de SFB, 10 ng/mL del EGF, y
10uM del U0126 con o sin EGF o 10% de SFB por 24. Finalmente, se determiné la
activacion de ERK 1/2 mediante la técnica de “Western blot” (Figura 14 A) y la expresion
del RNAmM de Eagl por PCR en Tiempo Real (Figura 14B). Como se esperaba, los
experimentos de “Western Blot” mostraron que la fosforilacion de ERK 1/2 fue mayor en
las células cultivadas con 10% SFB comparada con la observada en las condiciones de muy
baja concentracion de suero [0.5% SFB] (Figura 14A). Al comparar la fosforilacion de
ERK 1/2 con la expresion del RNAm de Eagl (Figura 14B) observada en las células

cultivadas bajo las mismas condiciones, se sugirié que la fosforilacion de ERK 1/2 estaba
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inversamente implicada en la sobreexpresion de Eagl por la privacion de suero. En
concordancia, el EGF increment6 la fosforilacion de ERK 1/2 e inhibi6 la sobreexpresion
de Eagl en condiciones de privacion de suero. Sin embargo, cuando las células fueron
cultivadas bajo condiciones de privacion de suero y en presencia de U0126, inhibidor de la
via de ERK 1/2, éste disminuy0 la fosforilacion basal de ERK 1/2 (Figura 14A) y previno
por completo el incremento en la expresion del RNAm de Eagl inducido en condiciones de
privacion de suero (Figura 14B), demostrando que la fosforilacion de ERK 1/2 estd

implicada en la sobreexpresion de Eagl por la privacion de suero.

Como se esperaba, el inhibidor U0126 disminuyé la fosforilacion de ERK 1/2 en todas las
condiciones (Figura 14A), sin embargo, no afectd la expresion de Eagl en las células
cultivadas en presencia de 10% SFB o del EGF (Figura 14B).

8.4 LA PROLIFERACION CELULAR EN CONDICIONES DE PRIVACION DE
SUERO ES INHIBIDA POR EL U0126.

Dado que el canal Eagl estd asociado con la proliferacion celular, nosotros decidimos
evaluarla en las mismas condiciones en las que se evalu6 la expresion de Eagl. Nuestros
resultados mostraron que acorde con la sobre-expresién de Eagl en condiciones de
privacion de suero, las células A549 no s6lo sobrevivieron bajo esas condiciones, sino que
también proliferaron (Figura 15), sugiriendo que el incremento en la expresion de Eagl
inducida por la privacién de suero, podria estar contribuyendo para mantener esa tasa de
proliferacion celular y evitar que las células entren en apoptosis. EI EGF fue incapaz de
incrementar dicha proliferacion, probablemente debido a su efecto inhibitorio sobre la
expresion del Eagl o porque en esas células no induce proliferacion. Como se esperaba, el
inhibidor de ERK 1/2, U0126, el cual inhibié la sobreexpresion del RNAm de Eagl en
condiciones de privacion de suero, disminuyé la proliferacion celular en las mismas

condiciones.
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Figura 14. La privacion de suero y el EGF regulan la expresion de Eagl a través de la
via ERK 1/2. Western Blot representativo muestra que la fosforilaciéon de ERK1/2 fue
incrementada por el EGF, pero este incremento fue prevenido por U0126 (A). Como se
esperaba, la fosforilacion de ERK1/2 fue mayor en las células cultivadas en 10% de suero
fetal bovino (SFB) que en las células cultivadas en condiciones de privacion de suero (0.5%
SFB, A). U0126, ademas de inhibir a la via de ERK 1/2, previno el incremento de la
expresion del RNAm de Eagl inducido por la privacion de suero, (B). En B, (n=3), * P<
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Figura 15. Proliferacion de la linea celular A549 en presencia de diferentes
condiciones. Las células son capaces de proliferan en condiciones de privacién de suero
(0.5% SFB). El inhibidor de ERK 1/2, U0126 (10 uM), previno dicha proliferacion. Sin
embargo, ésta no fue afectada por el EGF (10 ng/ml). n=3, *P <0.05 con respecto al
control, ** P <0.05 con respecto a 0.5% FBS, vehiculo, EGF y 10% FBS, *** P < (.05 con
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9. DISCUSION.

La hipoxia y la privacion de nutrientes son caracteristicas de la mayoria de los tumores
solidos, especialmente en etapa temprana (Symonds et al., 1994). El canal de potasio Eagl
exhibe propiedades oncogénicas, confiere a las células la habilidad para crecer en
condiciones de privacion de suero y favorece la progresion celular (Pardo et al., 1999). En
este trabajo mostramos que las condiciones de privacion de suero inducen un incremento
significativo en la expresion del RNAm y la proteina de Eaglen las células de cancer de
pulmon A549, y de manera muy interesante, pudimos observar que bajo esas condiciones

las células continuaron proliferando.

Por otro lado, observamos que en la linea celular A549, el EGF (Factor de Crecimiento
Epidérmico) previno la sobre-expresion del RNAm de Eagl inducida por la privacion de
suero. Este efecto podria deberse en parte a que en presencia de esos factores de
crecimiento las células ya no se encuentran en condiciones de estrés y cuentan con la

activacion de las vias de sefializacién que les permiten continuar proliferando.

Al evaluar el efecto del inhibidor U0126 sobre la expresion del RNAm de Eagl en la linea
celular A549, observamos que la inhibicion de la via de ERK 1/2 previno la sobre-
expresion del RNAm de Eagl inducida por la privacion de suero, demostrando asi, que el
incremento en la expresion del RNAm de Eagl en condiciones de privacion de suero es
mediado por la via de ERK 1/2 activada en una manera diferente que por la activacion del
EGFR. Por otro lado, U0126 no produjo cambios en la expresion del RNAm de Eagl en las
células cultivadas en presencia del EGF o de 10% SFB, sugiriendo que en esas condiciones
otras vias de sefializacion diferentes a ERK1/2, asociadas con sobrevivencia y proliferacion
estan activadas y evitan que las células entren en condiciones de estrés, lo que explica la
menor expresion de Eagl en presencia del U0126 con el EGF o con el 10% de SFB, en
comparacion con la expresion en condiciones de privacion de suero. EI U0126 ademas de
prevenir la expresion del RNAm de Eagl en condiciones de privacion de suero, inhibid la

proliferacion celular.
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Basados en nuestros resultados y en lo reportado por pardo et al. (1999) nosotros sugerimos
que en las condiciones de estrés inducidas por la privacion de suero, en donde es evidente
la ausencia de factores de crecimiento y de vias de sefializacion que favorezcan la
proliferacion, las celulas responden sobre-expresando el Eagl como una respuesta
adaptativa para sobrevivir y continuar proliferando, por lo que al menos en parte, la
proliferacion celular en condiciones de privacion de suero podria estar siendo mediada por

el incremento en la expresion de Eaglbajo esas condiciones.

Nuestros resultados sugieren que Eagl también podria ser regulado por otras vias asociadas
al estrés. Por ejemplo, la via ROS dependiente de NOX1 ha sido implicada en la progresion
del ciclo celular bajo condiciones de cultivo en ausencia de suero, en células epiteliales de
pulmon via fosforilacion de ERK1/2 y expresion de ciclina D1 (Ranjan et al., 2006). Por
otro lado, lineas celulares Fao de hepatoma de rata y de carcinoma hepatocelular proliferan
en ausencia de suero, en contraste con hepatocitos no tumorales (Hisaka et al., 1999; Ortiz
et al., 2008; Sancho y Fabregat, 2010). En ausencia de suero, la produccion temprana de
ROS por NOX1 activa a la via Src/ERK 1/2 promoviendo una retroalimentacion positiva en
la sobre-regulacion de NOX1. En paralelo, ROS producida por NOX1 estimula la
activacion de p38 y Akt, lo cual a su vez induce la expresion de TGF-a y EGFR, y
consecuentemente la activacion de la via EGFR para inducir el crecimiento celular (Sancho
y Fabregat, 2010). Wu et al mostraron que alta expresion de Eagl es regulada por la p38
MAPK en células de osteosarcoma (Wu et al., 2013). Asi, la sobre-expresion de Eagl
inducida por las condiciones de privacién de suero también podria ser mediada por la
activacion de p38, ROS y NOX1.

Se sabe que la expresion del RNAm y de la proteina de Eagl también estd incrementada
por la privacion de suero en células de cancer de mama. Esos resultados sugieren que la
sobre-expresion de este canal podria ser una respuesta general para diferentes tipos de

células de cancer.
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10. CONCLUSIONES.

Nuestros resultados in vitro sugieren que la expresion de Eagl podria actuar como un factor
mitogénico y de sobrevivencia bajo condiciones de privacion de suero, participando en el
proceso de proliferacion celular autonomo de los factores de crecimiento, en los tumores
solidos. Esos resultados proveen una fuerte razon para blanquear la expresion de Eagl en

etapa temprana del desarrollo tumoral.

11. PERSPECTIVAS.

Determinar el efecto del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) y del inhibidor U0126,

sobre la regulacion de la proteina Eagl, en las células A549.

Determinar el papel de Eagl en la proliferacion celular bajo condiciones de privacion de
suero, a traves de la inhibicion de la expresion de Eagl con anticuerpos monoclonales o con
RNAI.

Estudiar las vias activadas en condiciones de estrés, tales como JNK y P38 MAPK, asi
como la via Src/Erk 1/2 activada por NOX1/ROS, sobre la regulacién de la expresion de
Eagl en células de cancer de pulmon, a través del uso de inhibidores especificos para estas

vias.
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