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Resumen:

Introduccién: La proteina de respuesta temprana a crecimiento
Egr-1, es un factor de transcripcién involucrado en la diferenciacion
y la proliferacién celular, cuya expresion es regulada por su promotor
en respuesta a factores externos y farmacos. Los procesos de
cicatrizacién en pacientes quemados son dirigidos por fibroblastos
que promueven la cicatrizacion y la diferenciacion celular. Objetivo:
Se presenta el efecto inhibitorio del ciprofloxacino sobre la proliferacion
celular y de EGF-1 sobre la actividad del promotor usando un sistema
reportero transducido por el adenovirus AdAEgr-1-Luc?7 en fibroblastos
primarios humanos. Materiales y Métodos: ~ Se realizaron curvas de
proliferacién en presencia de ciprofloxacino para determinar la dosis
de inhibicién de la proliferacién celular. Los ensayos reporteros se
realizaron con fibroblastos transducidos con AdAEgr-1-Luc7, los cuales
fueron expuestos a diferentes concentraciones de ciprofloxacino y
EGF-1, cuantificando la actividad del reportero mediante luminometria.
Resultados: El ciprofloxacino inhibié la proliferacion celular a dosis
mayores de 50 pg/ml al dia 4. Las dosis de 10 y 20 ug/ml tuvieron
una curva de crecimiento similar al control. Cuando las células fueron
expuestas a EGF-1, la inhibicion de la actividad transcripcional de Egr-
1 se revirtié y fue mayor a las 3 h post-exposicién. Conclusién: La
actividad del promotor Egr-1 en fibroblastos humanos es regulada
negativamente por ciprofloxacino y positivamente por EGF-1.
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Abstract:

Introduction: The early growth response protein Egr-1 is a
transcription factor involved in cell differentiation and proliferation,
whose expression is regulated by its promoter in response to external
factors and drugs. The healing processes in burn patients are directed
mainly by fibroblasts, which promote healing and cell differentiation.
Objetive: The effect of ciprofloxacin on cell proliferation and EGF1 on
promoter activity is presented using a reporter system transduced by
the adenovirus AdEgr-1-Luc? in fibroblasts. Materials and Methods:
Proliferation curves were performed in the presence of ciprofloxacin to
determine the inhibition dose of cell proliferation. Reporter assays were
performed with fibroblasts AdEgr-1-Luc7 + and exposed to ciprofloxacin
and EGF-1, quantifying reporter activity. Results: Ciprofloxacin
inhibited cell proliferation at doses greater than 50 was greater pg/ml
on day 4. Dose of 10 and 20 pg/ml shows a curve similar to the control.
When the cells were exposed to EGF-1, the inhibition of transcriptional
activity of Egr-1, was reversed after 3 hours post-exposure was greater.
Conclusion: The activity of the Egr-1 promoter in human fibroblasts is
negatively regulated by ciprofloxacin and positively by EGF-1.
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Introduccion

La proteina de respuesta temprana a crecimiento
Egr-1, también Illamada ZNF268, NGFI-A;
KROX-24, GNZIF, TIS8 y ZENK) es un factor de
transcripcién involucrado en la diferenciacién
celular en diferentes tejidos embrionarios. En la
vida postnatal regula la proliferacion celular del
tejido nervioso, pulmonar y articular. También se
ha descrito su expresion en células tumorales
de gliomas y leucemias, principalmente como
supresor de tumores; sin embargo, su expresion
se incrementa en procesos inflamatorios,
angiogénesis y apoptosis. (1234 Recientemente,
su expresion ha sido descrita en los fibroblastos
de la piel. ®

En la edad adulta, la expresion del gen es baja
y ubicuota en todos los tejidos; sin embargo,
el incremento de su expresion es regulado
esencialmente por los elementos responsivos
de su promotor a diferentes inductores externos,
entre los cuales se encuentran factores fisico-
quimicos como temperatura, cambios osméticos
y osmolares, presion, hipoxia, luz ultravioleta (UV),
la expresion de TGF-B y también por farmacos
como los derivados esteroideos, hormonas y el
factor estimulador de granulocitos y macréfagos
(GM-CSF).@49 El promotor tiene una longitud de
700 pb, pero los mecanismos de autorregulacion
se encuentra en los primeros 600 pares de bases
rio arriba del sitio de inicio de la caja TATA. El
mecanismo especifico para la regulacién de la
actividad transcripcional del promotor se realiza
mediante secuencias de unién activadas por
AMP ciclico (CRE); elementos de respuesta a
suero (SRE) o a través de sitios de unién de la
proteina Egr-1 (EBS) como un mecanismo de
autorregulacién negativa.®” El efecto mitogénico
de la proteina Egr-1 es mediada por sus motivos
en dedos de zinc que reconoce secuencias
consenso en el promotor de varios genes
(CCGG/TGGGCCG) y que ademas, le confiere un
mecanismo de autorregulacion a través de un
sitio de unién sobre su propio promotor EBS.®

Las fluoroquinolonas son antibidticos sintéticos
de amplio espectro, derivados del acido nalidixico
e introducidos en la practica clinica desde 1962.
O El ciprofloxacino es el farmaco prototipo, cuyo

mecanismo de accion es compartido con los
miembros de la familia mediante la inhibicion
de la topoisomerasa IV y la DNA girasa, las
cuales son indispensables para la sintesis del
ADN bacteriano.®'® En la actualidad, estos
antibiéticos son usados en todos los esquemas
antimicrobianos para el tratamiento de
infecciones del tracto respiratorio, genitourinario
y las infecciones de tejidos blandos, incluyendo
a los pacientes grandes quemados con procesos
sépticos.(

Se han reportado efectos adversos por el
uso crénico de las fluoroquinolonas, entre los
que destacan la ruptura de tendones, ruptura
de aneurismas, ademas de la inhibicién del
crecimiento en las células del tejido conectivo
como fibroblastos o células tendinosas(>' En
este articulo se reporta la inhibicién inducida por
ciprofloxacino sobre la capacidad proliferativa de
los fibroblastos primarios humanos derivados de
la piel (FPH), asi como la inhibicién de la actividad
transcripcional del promotor del Egr-1 inducida
por ciprofloxacino y la reversion de este efecto
en presencia del factor de crecimiento epitelial 1
(EGF-1), usando un modelo reportero transducido
por el adenovirus recombinante no replicativo Ad-
Egr-1/Luc de localizacién episomal y de expresion
transitoria.("¥

ll. Materiales y métodos

LA Cultivo de fibroblastos primarios
humanos. Los FPH fueron obtenidos del
Banco de Tejidos del Instituto Nacional de
Rehabilitacién LGII, de acuerdo con el protocolo
estandarizado (PR-DQ17-1S0-9001-2008). Los
FPH fueron aislados a partir de aloinjertos de
dermis obtenidos de donantes multiorganicos
y sometidos a disgregacion enzimatica. Las
células obtenidas se cultivaron en medio D-MEM
con 10 % suero fetal bovino, y 5 mM de &cido
ascorbico en un ambiente de 5% de C0O2, 20% de
02 y 100% de humedad a 37°C, hasta alcanzar
una confluencia del 80% en cajas de cultivo
cubiertas con colagena T-75 (GrainerBioOne, Corp;
Alemania). Después del primer pase, las células
se disgregaron y fueron cultivadas hasta el pase
5; al termino se criopreservaron en nitrégeno
liquido hasta la realizacion de los ensayos
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de induccién con farmacos, de acuerdo a los
protoclos estandarizados en nuestro laboratorio
en cultivo de tejidos primeraios.

[1.B Produccién a gran escala del adenovirus
recombinante Ad-Egr1/Luc y AdCMV-GFP.
Los virus Ad-Egr1/Luc y AdCMV-GFP fueron
disefiados y clonados en el sistema AdEassyT
donado por el Dr. Vogelstein de la Universidad
John Hopkins. ® El genoma recombinante fue
empaquetado en células HEK-293 (Invitrogen
Corporation-AATC; USA) y purificado a gran
escala para aplicaciones in vivo a partir de 250
millones de células HEK-293 de acuerdo con el
protocolo estandarizado en nuestro laboratorio.
Con el objeto de separar los viriones maduros
de los inmaduros, asi como de restos celulares,
los lisados totales fueron mantenidos en hielo
y purificados por ultra centrifugacién, con
gradientes de cloruro de cesio a 28 mil G, a 4°C
y durante 12 h (WX-100 Thermo Corp, USA).
Posteriormente, los viriones se aislaron por
puncion estéril y se dializaron (en presencia de
magnesio y 5 mM de HEPES a 4°C) por 12 h,
usando una membrana de 10,000 MWCO (Pierce
Bioscience, USA). Los viriones recombinantes
purificados se almacenaron en solucion de
preservacion viral a -70°C. La eficiencia de la
infectividad y la titulacion de las particulas virales
infectantes se determind por ensayo de placa
células HEK-293 a diluciones seriadas (196107, 10,
10-9.1010,1010 y por lectura de la densidad optica del
dializado a 260 nM.("®

[I.C Determinacién de las concentraciones
toxicas de ciprofloxacino.

Para determinar el rango de toxicidad se realizé
un ensayo de exposicion a ciprofloxacino a
concentraciones de 10, 20, 40, 80 y 200 pg/ml.
Para ello, se sembraron 5x103 células en una
caja de 12 pozos. Después de que las células
se adhirieran al fondo de la placa, el medio
completo se reemplazé con medio fresco y las
diferentes concentraciones de ciprofloxacino
se fijaron en metanol frio (4°C) al dia 1, 2, y 3.
Cuando el ensayo concluyo, las células fueron
teflidas con cristal violeta al 0.1% en PBS (pH
7.4) durante 10 min, y eluidas con acido acético
al 1%. Se cuantificaron 100 pl de cada eluido a
570 nm de absorbancia en un multilector DTX

800 de Beckman Coulter. Un segundo ensayo se
realiz6 para estudiar los efectos de dosis en 10,
20, 30, 40 y 50 pg/ml de ciprofloxacino sobre la
capacidad proliferativa de los FPH a 7 dias. El
tercer ensayo se realiz6 a dosis de 10 y 20 pg/
ml de ciprofloxacino durante 10 dias. Todos los
ensayos se realizaron por triplicado, las lecturas
obtenidas fueron promediadas y graficadas. En
el caso de los ensayos reportero con el Ad-Egr-1-
Luc y la cuantificacion de actividad de luciferasa,
solo se usaron 10 y 20 pug/ml de ciprofloxacino.

[1.D Infeccién y determinacion del multiplo
de infecciéon (MOI) 6ptimo en fibroblastos
humanos con el adenovirus Ad-CMV-GFP,

Para determinar la cantidad 6ptima de adenovirus
recombinante con transduccién eficiente en los
fibroblastos humanos, se usé un adenovirus
que expresa la proteina verde fluorescente
humanizada AdCMV-hGFP. Para ello, se
sembraron 3x105 células en cajas de 6 pozos
(Costar, Madison USA). 24 h después, las células
fueron infectadas con 25, 50, 75, 100 y 200 MOls
con el adenovirus en medio reducido en suero. Al
término de 2 h de exposicién, el medio infectante
fue reemplazado por medio fresco y las células
transducidas se mantuvieron en cultivo por 24 h.
Para documentar la eficiencia de la infeccion, se
buscé la sefial de la proteina verde fluorescente
(GFP) usando un equipo Axioplan 2 (Carl Zeiss,
Alemania). La GFP emitié una sefial luminosa
excitable a 488 nm, en las células infectadas por
el adenovirus Ad-CMV-GFP.(9

II.E Modelo experimental para la induccion
confarmacos. Elsistemadeevaluacionyandlisis
de efecto de induccion farmacolégica sobre el
promotor esta basado en un sistema reportero
que es responsivo a la expresion del gen de la
luciferasa, transducido por un adenovirus tipo 5
no replicativo de tercera generacién (Ad-Egr1/
luc). Este modelo reportero ha sido estudiado
y reportado previamente en células de glioma 'y
otros modelos celulares (7

Las células fueron sembradas e infectadas con el
adenovirus Ad-Egr-1/Luc7 que contiene el casette
del promotor de Egr-1, para dirigir la expresion de
la luciferasa.

= |
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(Figura 1A) La luciferasa es una enzima que hidroliza la luciferina en presencia de ATP y la emision
de luz que puede ser cuantificada en un detector de cuentas luminicas/segundo (CL/S). Las CL/S son
dependientes de la concentracion de la proteina en un extracto celular total obtenido de las células
expuestas. A su vez, el incremento o disminucién de las CL/S es la resultante de la regulacion negativa
o positiva del promotor en presencia de los diferentes farmacos.

Egr-1 Luciferasa
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Figura 1A. Adenovirus AdEgr-1-Luc. A) El Diagrama representa los sitios de clonacién del casete
reportero EGR1-Luc en el Vector pShutle del sistema AdEasy para su recombinacion con el genoma
recombinante del Adenovirus tipo 5.

Figura 1B. Fotografia de fluorescencia de FPH infectados con MOI 50 de AACMV-GFP, para determinar
el MOI éptimo de los ensayos reporteros.

[1.D Ensayo reportero de luciferasa inducido

por farmacos. 3x105 FPH fueron sembrados
en una caja de 6 pozos en condiciones de cultivo
estandar hasta su adherencia, posteriormente
fueron infectados con Ad-Egr1/luc en medio
bajo en suero OptiMEM, (Gibco-invitrogen, Corp.
USA) durante 1 h. Inmediatamente, se lavaron
en D-PBS y se mantuvieron en recuperacion a
12 h con medio completo. 24 h antes de los
ensayos de induccion, el medio fue reemplazado
con medio fresco con 1% de SFB, para llevar la
actividad del promotor Egr-1 enddgeno a niveles
basales durante 24 h. Al término de este tiempo,
el medio fue reemplazado por medio D-MEM
(Gibco-invitrogen, Corp. USA) con las diferentes
concentraciones de ciprofloxacino y EGF-1.
Las células fueron expuestas a ciprofloxacino
y al Factor de crecimiento epitelial (EGF-l) a

las siguientes concentraciones: 10 y 20 pg/ml
de ciprofloxacino; 10 y 20 ng de EGF-1; y para
los ensayos de competencia 10 y 20 pg/ml de
ciprofloxacino con 10 ng/mlde EGF-1y 10y 20 pg/
ml de ciprofloxacino con 20 ng de EGF-1 durante
1y 3 h. Al término de cada tiempo, las células
fueron lisadas para la extraccién de proteinas
totales y sometidas a luminometria, para medir la
actividad de la luciferasa.

Il.LE Extraccion de proteinas totales. La
extraccion de proteinas totales de las células
expuestas a diferentes farmacos se realizé de
la siguiente manera: al término del tiempo de
exposicion, (1, 3y 6 h) las células se lavaron con
PBS a 37°C (Invitrogen Corp.) y se lisaron con
300 pl de solucion de lisis (Glo-Cell lysis Buffer,
Promega Corp, USA) a temperatura ambiente por

| |
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5 minutos. El lisado fue colectado en un microtubo estéril, se agité por 1 minuto e inmediatamente se
centrifugd a 5 mil G a 4°C. El sobrenadante fue recuperado y almacenado a -20°C hasta su lectura en un
cuantificador de luminometria.

II.F Cuantificacion de actividad de luciferasa.

Los ensayos de luminometria se realizaron con 50 pl del lisado celular, con una relacién de volimenes
1:1 de sustrato Glo-Luciferase (Glo-Luciferase system, Promega, USA). La mezcla se incubd durante 10
minutos a 23°C. Inmediatamente, la reaccion fue cuantificada en un luminémetro (DTX-800 Beckman
Coulter). La luciferasa presente en el extracto proteico hidroliza a la luciferina en presencia de ATP y
genera una sefial luminosa identificada por el lector y expresada en CL/S. Las cuales se ajustaron a la
concentracién de proteinas, para obtener los datos reales de actividad de la luciferasa controlada por el
promotor Egr-1. El andlisis de datos se realizé con el programa Multimode Analysis Software (Beckman
Coulter, USA) y el andlisis estadistico se realizé con herramientas de analisis métricos y paramétricos.

[ll. Resultados.

lll.A. Los FPH son transducibles eficientemente con un MOI de 50.

Para determinar la eficiente transduccion del sistema reportero usando un adenovirus no replicativo
se sembraron 25,000 FPH, en condiciones estandarizadas de cultivo, hasta una confluencia del 100%.
Posteriormente, las células infectadas con 25, 50, 75y 100 MOIs de Ad-CMV-GFP, mostraron una eficiencia
de transduccion del 100% con MOIs mayores de 50. Una sefial de fluorescencia fue detectada en las
células con 25 MOQls, pero solo se infectaron el 75% de las células expuestas. El andlisis comparativo
determiné que los FPH fueron infectados en un 100% con un MOI de 50, sin la presencia de cambios
morfoldgicos o efecto citotdxico, inducido por el adenovirus recombinante no replicativo. La Figura 1B
muestra una fotografia de FPH transducidos con el Ad-CMV-GFP a las 72 h post infeccion con 50 MOls.

lll.B. La proliferacion de FPH, es inhibida por la concentracion creciente de ciprofloxacino.
Para determinar los efectos téxicos sobre la proliferacion celular, se realizé un ensayo de exposicién a
dosis crecientes de ciprofloxacino (10, 20, 40, 80 y 200 pg/ml) durante 3 dias. Las células fueron fijadas
en cada punto, y tefiidas con cristal violeta. Los resultados mostraron una inhibicién de la proliferacion
celular, dependiente de la dosis, con lo que se observd que las dosis de 80 y 200 pg/ml, inhibieron el
crecimiento celular desde el dia 1 (Figura 2).
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48 | 0.441 | 0.394 | 0.348 | 0.322 | 0.124 | 0.157
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Figura 2. Curva de toxicidad de ciprofloxacino sobre la proliferacién de fibroblastos primarios

humanos. Las concentraciones de 80y 200 ug/ml inhiben la proliferacién celular desde las 24

h. Las concentraciones de 10, 20 yg/ml no mostraron diferencia en relacion al grupo control sin
ciprofloxacino, pero 40 pg/ml retrasan la proliferacion celular.

En el segundo ensayo se determinaron los efectos a dosis menores a 50 pg/ml (10, 20, 30,40, y 50 ug/
ml de ciprofloxacino) durante 7 dias. Los resultados mostraron un patrén de inhibicién de proliferacion
celular para las dosis de 30, 40 y 50 ug/ml, las unidades de absorbancia fueron de (0.31;0.26 y 0.26 UA,
respectivamente) a partir del dia 4, que se mantuvo durante los dias 5, 6 y 7. (Figura 3).

En el tercer ensayo los FPH fueron expuestos a 10 y 20 pg/ml de ciprofloxacino durante 10 dias. Las
unidades de absorbancia fueron similares al grupo control sin ciprofloxacino hasta el dia 4 (0.56, 0.72,
0.68 UA respectivamente). Sin embargo, el crecimiento después del dia 6, 8 y 10 fue menor comparado
con las células control sin ciprofloxacino (Figura 4).
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6 0.408 | 0.353 | 0.329 | 0.239 | 0.191 | 0.191
7 0.476 | 0.490 | 0.421 | 0.318 | 0.269 | 0.261

Figura 3. Efecto de las Concentraciones 10, 20, 30, 40, 50 pg de ciprofloxacino sobre la proliferacion de
fibroblastos primarios humanos. Se sembraron 5x103 FPH y se expusieron a concentraciones de 10, 20,
30, 40, 50 pg/ml de ciprofloxacino en medio D-MEM completo durante 7 dias. Nétese como las dosis de
30,40y 50 pg/ml presentan un patron inhibitorio durante después del dia 5. Sin embargo, las dosis de 10,
20, ug/ml presentan una linea de tendencia de crecimiento similar al control desde el
dia 1 aldia7.
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Figura 4. Efecto de las Concentraciones 10 y 20 pg de ciprofloxacino sobre la proliferacion de

fibroblastos primarios humanos. Se sembraron 5x103 FPH y se expusieron a concentraciones de 10y 20

pg/ml de ciprofloxacino en medio D-MEM completo durante 10 dias. Nétese como las dosis de 10 y 20

pg/ml presentan un patrén inhibitorio durante después del dia 6. A pesar de ello, se observa una linea de
tendencia de crecimiento.
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lI.C. La Actividad transcripcional del promotor Egr-1 es inhibida por la exposiciéon a
ciprofloxacino. Células FPH/Ad-Egr-1-Luc+ se expusieron a ciprofloxacino a dos dosis equivalentes a
las concentraciones terapéuticas (10 y 20 pg/ml). Las CL/S fueron obtenidas por luminometria de los
extractos proteicos después de 1y 3 h de exposicion con ciprofloxacino. Se observé una disminucién de
la actividad del promotor Egr-1. Ensayos previos de los extractos proteicos (1 y 3 h) determinaron que el
pico maximo de expresion se encontré a las 3 hy no se incrementd, por lo que los ensayos reporteros de
luminometria se realizaron 3 h posteriores a la exposicion con ciprofloxacino.
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Figura 5A. Efecto de EGF y ciprofloxacino sobre el promotor Egr-1 en FPH/AdEgr-1/luc+.
A) Grafica de la actividad del reportero a 1 h de exposicién a diferentes concentraciones de
ciprofloxacino y EGF-1 (concentraciones 1:1; 1:2 y 2:1).

Figura 5B. Grafica de las mismas condiciones a 3 h post-exposicion. La orden de expresion fue
casi 9 veces mas que la de la primera hora. Sin embargo, la potencia de la expresién es mayor
en la dosis mayor de EGF-1.

La actividad basal del promotor Egr-1 fue de 957 CL/S a 1 h de exposicidn, el grupo control con 10% de
SFB fue de 1,550 CL/S. Las CL/S del grupo expuesto a 10 y 20 pug/ml de ciprofloxacino fueron de 1,089 y
de 537.33 respectivamente (Figura 5A). Después de 3 h de exposicidn, el grupo control tuvo una lectura
de 10,587 CL/Sy para 10y 20 ug/ml de 5,316 CL/Sy 1,587 CL/S, respectivamente. (Figura 5B)

lll.d. La inhibicién por ciprofloxacino es revertida por la presencia de EGF en FPH.

Cuando las células FHP/Ad-Egr1/Luc fueron expuestas a 10 y 20 ng/ml de EGF-1 a 1 h, mostraron 838
CL/Syde 1,162 CI/S, respectivamente, comparadas con el grupo control de 1,089.2 CL/S. A las 3 hs con
10,897y 9,307 CL/S, comparadas con la actividad basal 9,307 de CL/S para 20 ng/ml de EGF-1 (Figura
5B).
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Para determinar si el incremento de la actividad
del promotor Egr-1 inducida por EGF-1 puede
tener alguin efecto en presencia de ciprofloxacino,
se realizaron ensayos de exposicidn simultanea.
Los resultados fueron los siguientes: para el
grupo de 10 pg de ciprofloxacino y 10 ng de
EGF-1 a 1 h, fue de 978 CL/S y 3 h de 15,481
CL/S. Cuando se increment6 la concentracion
de ciprofloxacino a 20 pg/ml con 10 ng de EGF-
1 a 1 h, se cuantificaron 816 CL/S y, a 3h, de
12,144 CL/S, observandose una disminucion de
la actividad transcripcional. Finalmente, el grupo
de células FHP/Ad-Egr1/Luc expuestas a una
concentracién mayor de EGF-1 y ciprofloxacino
(20 pg /ml y 20 ng respectivamente) mostraron
un incremento de la actividad transcripcional.
Después de 1h de exposicion, las lecturas fueron
de 1,182 CL/Sy a las 3h de 16,871 CL/S. Es decir,
se observo un incremento de 5 veces mas que el
control positivo.

[V. Discusion

Los fibroblastos son las células mas importantes
del tejido conectivo propiamente dicho, como
tendones, fascias, la capa adventicia de las
venas y arterias, asi como en la dermis de
la piel. El reemplazo de los fibroblastos es
esencial para mantener el equilibrio celular y la
sintesis de matriz extracelular. Los cambios en
su metabolismo alteran el perfil de expresion
génica o disminuyen su tasa de proliferacion, lo
cual puede ser consecuencia de senescencia,
degeneracién celular o por factores externos
como trauma, ausencia de factores y nutrientes la
exposicién a farmacos, tales como los esteroides
y las fluoroquinolonas. ("

Se ha reportado que la tendinitis y la ruptura
de tendones estd asociada al uso cronico
de las fluoroquinolonas, especificamente del
ciprofloxacino. (7'®) Las fluoroquinolonas,
por ser antibidticos de amplio espectro, son
ampliamente prescritos para infecciones del
tracto intestinal, genitourinario, respiratorio y las
infecciones cronicas de tejidos blandos y musculo
esqueléticos. En el caso de los pacientes grandes
guemados, constituyen uno de los antibidticos
de eleccion en los procesos de cirugia plastica
reconstructiva, y se administran por periodos

prolongados. EI mecanismo de accién de las
fluoroquinolonas para inhibir la replicacion celular
en eucariontes no esta bien dilucidado. Reportes
previos han demostrado que el ciprofloxacino
causa arresto del ciclo celular en la fase S
en células de melanoma por inhibiciéon de la
topoisomerasa Il y también apoptosis, mediada
por el dafio a la membrana mitocondrial; sin
embargo, en tenocitos el arresto del ciclo celular
ocurre en la fase G2/M (1%.20.21) |o que podria
explicar el efecto inhibitorio de los FPH expuestos
a concentraciones crecientes de ciprofloxacino
(figura 3y 4). Las dosis ensayadas con 80 y 200
pg/ml de ciprofloxacino son congruentes con
lo reportado por otros grupos. Este fendmeno
es provocado principalmente por apoptosis
inducida por la disminucion de la proporcién Bcl-
2/Bax, lo que genera una translocacion de Bax a
la membrana mitocondrial con la consecuente
activacion de la caspasa 3. @ No se ha descrito
la posible participacion de la proteina Egr-1
en la inhibicién del crecimiento de los FPH fue
definida por el sistema reportero utilizado en
este modelo. Una de las ventajas de la estrategia
utilizada fue el uso del gen de la luciferasa,
una proteina de actividad enzimatica que solo
se expresa en las luciérnagas y no en células
humanas, usando un adenovirus recombinante
tipo 5 no replicativo. La expresion del transgen
introducido por el adenovirus recombinante es de
localizacién episomal, (no se integra al genoma
del huésped) por lo que la expresion transitoria
se puede observar hasta los 28 dias incluso en
modelos in vivo, lo que permite observar los
cambios en la regulacién transcripcional por
dias.(¥ Sin embargo, los cambios en la actividad
transcripcional del promotor, como todo proceso
de regulacion génica, se pueden observar a los
minutos y horas tempranas en muchos reportes
previos.

En el caso de los FHP transducidos con Ad-Egr-1-
Luc y expuestos a ciprofloxacino, se observé una
inhibicion de la proliferacion celular (Figura 4) que
se manifiesta desde el dia 4 hasta el dia

10, pero también una inhibiciéon de la actividad
transcripcional del promotor a las dosis
terapéuticas ensayadas. (10 y 20 pyg/ml) en las
primeras horas post-exposicién. Las CL de la
actividad del promotor en las células transducidas

o |
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y expuestas a los dos farmacos
muestran una reversion del efecto
inhibitorio del ciprofloxacino hasta
5 veces mayor comparado con el
control basal y que se incrementa
con la concentracion  mayor
de EGF-1.

EGF-1 es un péptido de 51
aminoacidos que activa la cascada
de sefalizacion a través de su
receptor membranal (EGFR) que
culmina con la activacién de la via
MAPK/ERK. En estudios previos
se ha reportado que EGF-1 puede
revertir la inhibicién del crecimiento
inducido por la dexametasona
en este mismo modelo. (® Este
fendmeno puede ser resultado del
mecanismo de accion de EGF-1 que
activa las vias mitogénicas, entre las
cuales, se encuentra la activacion de
Egr-1 que se ha descrito como un
factor de crecimiento temprano que
activa la via de las MAP-Kinasas/
ERK (23,24)

ConsiderandoqueEGF-1seencuentra
en la parte inicial de la cascada de
activacién de las vias mitogénicas,
es posible que el incremento de la
activacion del promotor obedezca
a una potenciacién para activar la
transcripcién de genes miogénicos.

Conclusiones:

El uso crénico de las fluoroquinolonas has sido
reportado como un factor de riesgo para la ruptura
de tendones posiblemente como efecto inhibitorio
de la proliferacion de los FPH, puede contribuir a
la disminucién de la tasa de replicacién celular en
estos tejidos in vivo en presencia de ciprofloxacino
a las concentraciones terapéuticas usados en estos
ensayos y que es revertido por EGF-1 en los ensayos
de competencia. Por lo anterior, concluimos que la
actividad del promotor Egr-1 en FPH es regulada
negativamente por ciprofloxacino y positivamente
por EGF-1. Finalmente, se requieren estudios
posteriores para determinar la participacion de las
vias de transduccion de sefales para regular vias
de proliferacion celular en este modelo, asi como la
interaccion de las fluoroquinolonas con las vias de
replicacion del ADN y sus efectos en el ciclo celular.
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