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ABREVIATURAS

a-SMA: Alfa actina del musculo liso
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RESUMEN

La Dehidroepiandrosterona (DHEA) es una hormona que se sintetiza principalmente en la corteza de
la glandula suprarrenal y se encuentra en la circulacion tanto en forma sulfatada (DHEAS) como no
sulfatada (DHEA). Esta hormona alcanza su pico maximo de concentracion tanto en hombres como
en mujeres aproximadamente a los 25 afios y disminuye con la edad. La disminucién de la DHEA se
ha asociado con el desarrollo de enfermedades crénico-degenerativas, entre las cuales se
encuentran las neumopatias intersticiales difusas, como la Fibrosis Pulmonar Idiopética (FPI). Esta
enfermedad se caracteriza por la formacion de focos de fibroblastos/miofibroblastos y la acumulacion
exagerada de matriz extracelular, lo cual conduce a la destruccion del pulmén; se presenta
principalmente en personas de edad avanzada. Se ha sugerido que uno de los mecanismos
involucrados en la patogénesis de la FPl es la Transicidn Epitelio Mesénquima (TEM)
desencadenada por microdafios desconocidos en el epitelio alveolar que conducen a la destruccion
de la arquitectura pulmonar. Las células epiteliales alveolares expresan normalmente altos niveles
de E — Caderina y no expresan alfa actina del musculo liso (a—SMA), durante la TEM disminuye la
E-Caderina y aumenta a-SMA.

Estudios previos en nuestro laboratorio demostraron que la concentracion de DHEA disminuye
significativamente en pacientes con FPI respecto a los controles sanos en el mismo rango de edad.
Ademas, experimentos realizados con fibroblastos pulmonares humanos provenientes de pulmones
de pacientes con FPI, demostraron que la DHEA es capaz de inducir muerte celular e inhibir los
efectos profibrosantes asociados al estimulo con TGF-B1. Este trabajo pretende demostrar que la
DHEA es capaz de inhibir la TEM inducida por TGF—31 en células de epitelio alveolar humano A549,
evaluando los cambios en el contenido de E — Caderina y a—SMA.

Por medio de citometria de flujo se demostré que el TGF-f1 provoca apoptosis en células epiteliales
A549, mientras que la DHEA disminuye este efecto, incluso llegando a valores por debajo de los
basales. Por medio del ensayo colorimétrico con WST-1, se demostré que el TGF-B1 disminuye el
numero celular mientras que la DHEA en concentraciones bajas no tiene ningun efecto. El TGF—31
disminuye la proliferacion medida por incorporacién de Bromodesoxiuridina (BrdU) a las 48 horas, en
tanto la DHEA produce un pequefio aumento. Mediante las técnicas de Reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) en Tiempo Real, Western Blot e Inmunofluorescencia se demostré que TGF-p1
induce un aumento en la expresion de a —SMA 'y disminucion en la expresion de E-Caderina; la
DHEA inhibe los efectos causados por TGF—31 en nuestro modelo.

Los antecedentes y nuestros resultados, sugieren que la DHEA puede ser considerada como
estrategia terapeutica a futuro, sin embargo aun faltan estudios por realizar.



INTRODUCCION

Fibrosis Pulmonar Idiopatica (FPI)

La Fibrosis Pulmonar Idiopética forma parte de un grupo de padecimientos respiratorios subagudos
cronicos que comparten el hecho de responder ante un dafio con un proceso inflamatorio intersticial
severo e intralveolar difuso, que es seguido por fibrosis o destruccion de las unidades alveolo-
capilares. La FPI es la forma mas comdn de las neumonias intersticiales idiopaticas (NII) que se
presenta de manera cronica, progresiva y letal. Dicha enfermedad se asocia con la edad ya que se
presenta principalmente a partir de los 55 afios y, como su nombre lo indica, se desconoce qué la
ocasiona (Pardo & Selman, 2002a).

Se ha postulado que la FPI, a diferencia del resto de las NI, puede resultar de microdafos
epiteliales que llevan a la alteracion de la forma, el estado de diferenciacion y la funcion de las
celulas epiteliales, de este modo la FPI se caracteriza por la lesion y la activacion anormal de las
celulas del epitelio alveolar. (Figura 1). Asi, se ha sefialado que la inflamaciéon no es un evento
caracteristico de la FPI, y como evidencia de ello se observa la presencia de alveolitis
media/moderada en estados tempranos o avanzados de la enfermedad y la falta de respuesta a
terapia anti-inflamatoria potente y de largo plazo (Pardo & Selman, 2002a).

El dafio a las células epiteliales puede resultar de diversos estimulos como infecciones, reacciones
autoinmunes, toxinas, radiacion y dafio mecanico lo que genera que sobreexpresen citocinas
profibréticas. Estas citocinas, principalmente TGF- B1, contribuyen a la fibrogénesis induciendo la
formacion de focos de fibroblastos y miofibroblastos a través de la proliferacion de las células
mesenquimatosas residentes, atrayendo fibroblastos y fibrocitos circulantes y estimulando la
transicion epitelio mesénquima (TEM).

Los focos de fibroblastos y miofibroblastos ocasionan la acumulacion exagerada de matriz
extracelular (Aldred & Mecocci, 2010), lo que conduce a la destruccion de la estructura y funcidn
pulmonar al exceder la tasa normal a la cual ésta matriz es degradada (Pardo & Selman, 2002a).
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Transicion Epitelio Mesénquima (TEM)

La TEM es un proceso complejo y reversible que inicia con la ruptura de las uniones intercelulares y
la pérdida de la polaridad apico — basal tipica de las células epiteliales, las cuales se transdiferencian
a miofibroblastos (comun en pulmén, higado y rifion por reorganizacion del citoesqueleto) que se
consideran como fibroblastos activados, capaces de proliferar y sintetizar matriz extracelular (MEC)
(Bariety et al., 2001).

Durante la TEM aparecen filopodios en la superficie basal de las células epiteliales que se extienden,
luego la célula se elonga hacia la MEC intersticial y se desprende del epitelio. Las citoqueratinas
desaparecen y se sintetizan a - actina de musculo liso (a-SMA) y vimentina (ambos usados como
marcadores mesenquimatosos). La E-Caderina, marcador caracteristico de las células epiteliales y
las desmoplaquinas se pierde o se redistribuye. Las uniones celulares se rompen, aparecen nuevos
receptores de MEC y asi la laminina y la colagena IV de la l&mina basal son reemplazadas por
fibronectina y colagena | (Cowin & Burke, 1996).

La a-SMA es un componente importante del citoesqueleto y se encuentra involoucrado en la
motilidad celular y endocitosis (Kolesnichenko & Vogt, 2011) presentes en miofibroblastos y
fibroblastos de pulmdn en células alveolares humanas, por lo tanto, es usada como marcador de
miofibroblastos en la FPI'y algunos canceres (Lofdahl et al., 2011).

La E-Caderina es una proteina de adhesion célula-célula abundante en epitelio que pertenece a la
superfamilia de las Caderinas. Son glucoproteinas de superficie celular dependientes de Ca?* que
participan en la adhesion homofilica célula — célula. La regidn citoplasmica de E-Caderina contiene
uniones formadas por 2 Cateninas (p120 Catenina y p—Catenina), donde p120 Catenina esta
involucrada en la distribucion y estabilizacion de los complejos de adhesion entre membranas
plasmaticas y p-Catenina proporciona la conexion entre o—Cateninas cuyos complejos estan
involucrados en la formacién de nucleos de filamentos de actina y uniones adherentes que
participan en un mecanismo de union complejo Caderina — Catenina de la membrana con la actina
del citoesqueleto citosdlico de cada célula en union (Li et al., 2012). (Figura 2). Esta proteina se
pierde en la TEM y se ha visto que disminuye por accion de TGF-B1 (5ng/ml) en células de epitelio
alveolar A549 (Kim et al., 2007).
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Dehidroepiandrosterona (DHEA)

Esta hormona se encuentra de manera fisiologica como DHEA y en forma sulfatada como DHEAS
siendo los principales productos secretados por la corteza de la glandula suprarrenal, cerebro,
gdnadas y tracto intestinal (Yoshida et al., 2003).

Se ha propuesto que la forma sulfatada de la DHEA unida a la albumina podria servir como un
reservorio, mientras que la DHEA es a la que se le atribuye efecto bioldgico a nivel tejido y es
considerada como un andrdgeno débil; su concentracion tiene gran variabilidad diurna al igual que la
DHEAS, y es que, mientras que la concentracion de la DHEAS no varia a lo largo del dia, la
secrecion de la DHEA sigue un ritmo diurno similar al exhibido por el cortisol (Ebeling & Koivisto,
1994). Su secrecion presenta un patrdn caracteristico asociado a la edad, de manera tal que,
inmediatamente después del nacimiento, la concentracién de DHEAS circulante es elevada debido a
que es sintetizada por la glandula adrenal fetal. Sin embargo, dicha concentracion baja rapidamente
y no comienza a subir otra vez sino hasta los 6 — 10 afios de edad (Arlt, 2004).

Las hormonas esteroides proceden de tejidos corporales especificos y se dividen en dos tipos: las
hormonas sexuales y progestacionales y las hormonas suprarrenales. Todas ellas se sintetizan a
partir del colesterol y necesitan un intermediario, la a >-pregnenolona. Este precursor se convierte en
dehidroepiandrosterona en las células suprarrenales de la zona reticular mediante la accion de la 17
a-hidroxilasa del reticulo endoplasmico (RE) para formar 17a-hidroxipregnenolona que, a
continuacion, actia en un sistema de rotura de la cadena lateral carbonada y la convierte en
dehidroepiandrosterona. Dicho compuesto se transforma en 17a—estradiol a través del sistema de
aromatasa y la accién de la 17-reductasa. Asi mismo, el estradiol se genera a partir de la
testosterona por accion del sistema de la aromatasa. Las hidroxilasas de RE son enzimas citocromo
P450. (Figura 3).

Los niveles méximos de la hormona se alcanzan alrededor de los 25 afios, luego comienzan a
descender nuevamente de manera sostenida, de tal modo que alrededor de los 60 afios las
concentraciones seéricas de la DHEA se encuentran sélo entre el 5-10% de lo observado en adultos
jovenes. Este descenso es conocido como “adrenopausia” y es independiente de la menopausia que
ocurre tanto en hombres como en mujeres. La concentracion de DHEA en el plasma de un humano
adulto es de 0.01-0.02 uM mientras que la de DHEAS es de 5-7 uM, estos niveles disminuyen con
la edad, pero cuando los niveles de DHEA estan muy bajos se asocian a algunos cambios cronico-
degenerativos asociados con el envejecimiento, entre los que se encuentran la ateroesclerosis y la
diabetes (Legrain & Girard, 2003).
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Factor de Crecimiento Transformante- 3 (TGF-f3)

El TGF-p es parte de la superfamilia de factores de crecimiento, se encuentra en 3 isoformas: TGF-
B1, TGF-B2 y TGF-B3, las cuales se han identificado en diferentes estirpes celulares como
plaquetas, células endoteliales, fibroblastos, queratinocitos, células tumorales, linfocitos T en
respuesta de diversos antigenos y en macrofagos cuando son expuestos a lipopolisacaridos
bacterianos. Son proteinas multifuncionales que desempefian un papel fundamental en el desarrollo
embrionario como en la homeostasis tisular. Otra de sus funciones es la regulacion de la respuesta
inflamatoria durante la respuesta fibrosante (a bajas concentraciones es un factor proinflamatorio y a
concentraciones altas es antiinflamatorio.

De las distintas isoformas, el TGF-1 se considera como el prototipo de factor profibrosante porque
favorece la formacion de miofibroblastos incrementando la sintesis de colédgenas fibrilares como se
menciona en el apartado de la TEM (ver pagina 7) (Regelson et al., 1988).

Se ha comprobado que el TGF-B1 puede mediar la transicion epitelio mesenquima en células
alveolares tipo Il en raton. En pacientes con FPI se realizaron estudios de las células alveolares tipo
Il aisladas de pulmon, las cuales expresaban niveles elevados de mRNA para colagena tipo |, y
proteinas mesenquimales como a-SMA y calponina. Al utilizar un inhibidor del receptor de TGF-f
cinasa (SB431542) en células cultivadas sobre fibronectina se observd que se conservaban los
niveles normales de E - Caderina, a-SMA y proteina surfactante C (SPC), sin embargo se observo
un aumentd en la expresion de vimentina, demostrando que TGF-B1 puede mediar la TEM en
células alveolares tipo Il (Aoki et al., 2003).

El TGF-B1 activa a las proteinas SMAD (Via canénica), pero, tiene la capacidad de activar otras
vias incluyendo la via de la familia MAPK (ERK, C-JUN y P38) y la via PI3K (Vias no candnicas). En
la via canonica TGF—B1 se une a sus receptores transmembranales TPRII'y TBRI promoviendo la
fosforilacion de Smad2/3, una vez fosforilados se unen a Smad4 que les ayuda a llegar al nucleo
funcionando como factores de transcripcion. Smad7 inhibe ésta via evitando la fosforilacion de
Smad2/3.

En la via no canodnica el TGF-B1 se une a su receptor transmembranal, lo cual conduce a la
activacion de TAK1 y Ras que a su vez activan a los factores de transcripcion JNK, p38 (TAK1) y
ERK1/2 (Ras). Estos factores también pueden interactuar con la via canonica fosforilando Smad2/3.
La via TAK1 activa MKK3/4/6 y solo MKK4 activa JNK y MKK3/6 activa p38, inclusive MKK4 y JNK
funcionan como reguladoras de las vias ya que activan Smad7 logrando inhibir el uso de la via
canonica. (Figura 4).
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Figura 4. Via Canénica y No Canénica de TGF-11 modificada de (Burks & Cohn, 2011).
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Fibrosis Pulmonar Idiopatica y DHEA

El equipo del Dr. Selman y colaboradores indican que la FPI se presenta cominmente en personas
mayores de 50 afios, por lo cual se asocia con el envejecimiento, sin embargo hasta el momento no
se sabe realmente que la causa (Pardo & Selman, 2002b). Otros trabajos, mencionan que
disminucién de la concentracion de DHEA se relaciona con la aparicion de enfermedades cronico
degenerativas en sujetos de edad avanzada (13).

Existen antecedentes que demuestran que el TGF-B1 induce el incremento del metabolismo de
DHEA en estroma del tejido de prostata y células epiteliales (LAPC-4). La DHEA y uno o més de sus
metabolitos modulan varias vias celulares y moleculares de sefalizacion implicadas en la
patogénesis de la hipertension pulmonar (Mendoza et al., 2012).

Recientemente, se realiz6 un trabajo en el que se demuestra que los niveles plasmaticos de DHEA'y
su forma sulfatada (DHEAS) en 137 pacientes con FPI, se encuentran significativamente
disminuidos con respecto a 58 sujetos control. En este mismo trabajo se demuestra que la DHEA a
concentraciones farmacolégicas de 100uM induce apoptosis de fibroblastos de pulmén provenientes
de pacientes con FPI, ademés de otros efectos antifibrosantes tales como inhibicion de la migracion
e inhibicion de la sintesis de colagena (Mendoza et al., 2012). Otros trabajos, han puesto de
manifiesto su utilidad terapéutica en diabetes, inflamacion, osteoporosis, dafio hepatico y cancer de
colon (Aoki et al., 2003).

Considerando lo mencionado en el parrafo anterior, se abre la posibilidad de considerar a esta
molécula como una estrategia terapéutica potencial, sin embargo, aun queda pendiente por
determinar la accién de la DHEA en cuanto a inhibir la TEM en las células epiteliales de alveolo.
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MARCO TEORICO

Hasta la fecha se piensa que el desarrollo de la FPI se debe a la activacion de las células del epitelio
alveolar y no a un proceso inflamatorio como se ha indicado en la mayoria de las enfermedades
fibrosantes del pulmén. Por lo tanto, el epitelio alveolar juega un papel crucial en el desarrollo de
esta enfermedad. Uno de los mecanismos que parecen estar involucrados en la destruccion de la
arquitectura pulmonar debido a la acumulacién de MEC es la TEM, la cual podria contribuir a la
formacion de focos de fibroblastos/miofibroblastos, mismos que parecen ser resistentes a la
apoptosis.

En este contexto, estudios recientes han mostrado que la DHEA es capaz de inducir apoptosis en
distintos tipos celulares, entre ellos los fibroblastos pulmonares humanos. Tales resultados sugieren
que esta hormona podria tener efectos antifibrosantes. No obstante, los efectos de la DHEA sobre el
epitelio pulmonar no han sido estudiados. Por lo tanto, en el presente estudio, se busca profundizar
en dichos efectos.
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HIPOTESIS

La Dehidroepiandrosterona podria inhibir la Transicion Epitelio Mesenquima inducida por TGF-I1 en
células de epitelio alveolar humano A549 midiendola a través de [ - actina del musculo liso y E-
Caderina.

OBJETIVOS
Objetivo General

Evaluar el efecto que la DHEA causa sobre la TEM inducida por Factor de Crecimiento
Transformante-p1 en células de epitelio alveolar humano A549 por medio de los marcadores [ -
actina del musculo liso y E-Caderina.

Objetivos Particulares

R/
A X4

X/
°e

X/
°e

>

o
%

X/
°e

Determinar mediante citometria de flujo el efecto que la DHEA en concentraciones menores
a 100uM y el TGF-B1 causan sobre la apoptosis en células de epitelio alveolar humano
A549.

Estudiar el efecto que la DHEA en concentraciones menores a 100uM y TGF-I1 causan en
el numero celular y proliferacién de células de epitelio alveolar humano A549, medidos por
reduccion de WST-1'y por incorporacion de BrdU.

Determinar por medio de la técnica de Western Blot el efecto que la DHEA causa sobre las
proteinas o—SMA y E-Caderina en células de epitelio alveolar humano A549 estimuladas
con TGF-1.

Demostrar cualitativamente que la expresion de a-SMA aumenta por accion de TGF-B1
mientras que disminuye por la DHEA en células de epitelio alveolar humano A549 por medio
de inmunofluorescencia (IF).

Estimar por medio de la técnica de “PCR en tiempo real” el efecto que la DHEA causa sobre
la expresion de a-SMA y E — Caderina en células de epitelio alveolar humano A549
estimuladas con TGF-B1.
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METODOLOGIA

Cultivo Celular

La linea celular de epitelio alveolar humano A549 se cultivd en frascos para cultivo celular T-25y T-
75 (CORNING), todos los cultivos fueron realizados en medio F12 (GIBCO) suplementado con 10%
de Suero Fetal Bovino inactivado (SFBi) (GIBCO) y una mezcla de antibidtico/antimicético (SIGMA).
Mantenidos en atmdsfera humeda a 37°C con 5% de CO2 en incubadoras (NAPCO; Forma
Scientific).

Todos los procedimientos se realizaron en ambiente estéril, en campanas de flujo laminar con filtros
HEPA (VECO). Para realizar los subcultivos las células fueron sembradas en frascos para cultivo, se
lavaron con PBS estéril una vez y se trataron con 0.05% Tripsina-EDTA 1X (GIBCO) durante 1
minuto a 37°C, monitoreando continuamente al microscopio para asegurar una adecuada
disgregacion de las células. La suspension celular se recuper6 en tubos estériles y se centrifugé
durante 5 minutos a 2000 rpm. El pellet se resuspendié en 2 ml de medio de cultivo y se procedio al
conteo celular, mismo que se realiz6 utilizando camara de Neubauer y el método de Azul de Tripano.
Este método consiste en diluir 1:2 la suspension celular con solucion de Azul de Tripano al 4% en
PBS, una alicuota de 10 pl se utiliza para cargar la cdmara de Neubauer y contar. Las células que
estan muertas pierden su permeabilidad selectiva de membrana permitiendo el paso del colorante y
mostrandose al microscopio de color azul, las células vivas se observan incoloras.

Para preservar los cultivos celulares, las suspensiones celulares se congelaron en crioviales de
1.8mL (Corning tipo HXBL) utilizando medio F12+10%SFBi con 10% de Dimetilsulfoxido (DMSO)
(SIGMA-HYBRI-MAX); el procedimiento se llevd a cabo de manera gradual en caja de
almacenamiento para criovial con isopropanol (lo cual permite una disminucion lenta de 1°C por
minuto) en ultracongelador (REVCO) a -70°C y posteriormente se transfirieron a tanque de nitrégeno
liquido para preservarlas a -195°C. (Figura 5).

[ ] I

-
Criovial

Figura 5. Representacion de cultivo celular en caja T25 y tubo criovial de congelacion.
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Estimacion de viabilidad celular con WST-1

Las células se sembraron a una densidad de 5,000 por pozo en placas de 48 pozos, cada uno de los
cuales contenia 500uL de medio F12 suplementado con 2% de SFBi. Se estimularon con TGF-p1
(R&D Systems) 5ng/mL y diferentes concentraciones de DHEA (SIGMA) (0.78uM — 100uM) durante
48y 96 horas.

La DHEA se disuelve en etanol y las diluciones de trabajo se preparan a partir de un stock de 20mM.
La dilucion de DHEA conteniendo etanol se agreg6 a cada pozo, de modo que la concentracion final
de etanol en los experimentos fue de 0.5%, por lo que fué necesario incluir controles con este
porcentaje de etanol con el fin de verificar cualquier efecto citotdxico en los cultivos.

Una vez concluido el tiempo de estimulo se aspird el medio de cultivo y se lavaron los pozos con
PBS estéril. Posteriormente se adicionaron 200uL de F12 sin SFBi conteniendo el reactivo WST-1
(4-[3-(4-lodofenil)-2-(4-nitrofenil)-3H-5-tetrazolio]-1,3-disulfonato de benceno) diluido de acuerdo a
las indicaciones del fabricante (10 uL para cada 200 pyL de medio de cultivo). Las placas se
incubaron a 37°C en la incubadora durante 2 horas y media. Al finalizar se tomaron 150uL de cada
pozo y se pasaron a una placa de 96 pozos que se leyd en el espectrofotometro a 450nm y 620nm.

Este ensayo se basa en la reduccién de la sal de tetrazolio WST-1 por accidn del complejo sistema
mitocondrial-succinato-tetrazolio-reductasa, que se encuentra activo sélo en células vivas. La sal de
formazan producida, fué leida en el espectrofotometro 450 — 620nm y la cantidad seré proporcional
al numero de células viables. (Figura 6).
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EC: Reactivo de acoplamiento de electrones.

RS: Sistema mitocondrial succinato - tetrazolio - reductasa.
NAD*: Nicotinamida adenina dinucleétido oxidada.

NADH: Nicotinamida adenina dinucleétido reducida.

Figura 6. Representacion de ensayo de proliferacion con WST — 1 (Inserto de Cell Proliferation
Reagent WST-1 de ROCHE).
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Proliferacion celular por incorporacion de
Bromodesoxiuridina (BrdU)

Las células A549 fueron sembradas en placas de 96 pozos a una densidad de 6 000 células
A549/pozo, cada uno de los cuales contenia 100uL de medio de cultivo. Los cultivos fueron
estimulados durante 24 y 48 horas con TGF-B1 5ng/mL y diferentes concentraciones de DHEA
(12.5uM - 50uM) de acuerdo a lo que se observa en la Tabla 1.

Tabla 1. Tratamiento para las células de epitelio alveolar humano A549 en placas de 96 pozos.

Estimulos por pozo TGF-p1 DHEA BrdU 10uM anti-BrdU

(triplicado) (5ng/mL) (4 Horas) (96 Minutos)
Blanco (1 pozo) X X
Control de Fondo (1 X

pozo)

Control X X
TGF-B1 X X X
DHEA 12.5uM X X X
T/D 12.5uM X X X X
DHEA 25uM X X X
T/D 25uM X X X X
DHEA 50uM X X X
T/D 50uM X X X X

Una vez finalizado el experimento, se retird el medio de cultivo mediante aspiracion y se midio la
proliferacion mediante incorporacion de BrdU utilizando un estuche comercial colorimétrico (ROCHE)
de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Brevemente: se adicioné BrdU a una concentracidn
final de 10uM en un volumen final de 100uL/pozo, se incubé a 37°C por 4 horas. Una vez
transcurrido el tiempo se retir6 la BrdU y se agregaron 200ul/pozo de solucion fijadora “FixDenat” y
se incubd durante 30 minutos a 25°C. Posteriormente se retird la solucion fijadora y se agregaron
100l de solucion con anticuerpo anti-BrdU acoplado a peroxidasa (POD) diluido 1:100 con su
propio diluyente, después de lo cual se incubd durante 90 minutos a 25°C. Al finalizar se retird la
solucién y se lavaron los pozos 3 veces con 200uL de solucion de lavado 1X. Por ultimo, se
agregaron 100uL del sustrato a cada pozo y se incubd protegiendo de la luz a 25°C durante 5
minutos. Una vez desarrollado el color se transfirieron 80uL del sobrenadante de cada pozo a una
nueva placa de 96 pozos que se leyo en el lector de ELISAS (Biotek) a 370nm.

Este ensayo nos permitira evaluar la proliferacion “in vitro” de células de epitelio alveolar humano
A549 a través de la incorporacion de BrdU (un analogo de timidina) en el nuevo DNA sintetizado,
que a su vez se marcara con anti - BrdU acoplado a POD (peroxidasa), ésta enzima actua sobre el
sustrato TMB (3,3',5,5'-tetramethyl-benzidine) y produce un compuesto colorido cuya intensidad es
directamente proporcional a la cantidad de BrdU incorporado. (Figura 7).
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Se agrega BrDU en el medio
de las células.

BrDU es un analogo de pirimidina y es
incorporado al nuevo DNA sintetizado
en lugar de la Timidina.

Las células son fijadas y el DNA es expuesto a
un Anticuerpo acoplado a POD contra BrDU
incorporado al DNA

Se adiciona el sustrato TMB que cambia de
color en presencia de POD (la intensidad del
color es directamente proporcional a la
cantidad de BrDU incorporada)
Medicion de absorbancia a 370nm

Figura 7. “Representacion de ensayo de proliferacion por incorporacion con BrdU”



Deteccion de apoptosis por citometria de flujo
(Anexina V e IP)

Se cultivaron placas de 12 pozos a una densidad de 30 000 células A549/pozo, cada uno de los
cuales contenia 1ml de medio F12 suplementado con 2% de SFBi. Las células se estimularon con
TGF-B1 5ng/ml y DHEA a diferentes concentraciones (0.7812 - 100 uM) de acuerdo a la Tabla 2.

Se utilizé Estaurosporina (Sts) (SIGMA — ALDRICH) a una concentracién final de 1uM durante 1
hora para los controles de compensacion del citometro. La staurosporina induce apoptosis a las
células de epitelio alveolar humano A549, por lo tanto se utilizd también como control positivo. La
solucién stock de DHEA también se prepard en etanol, por lo cual se siguieron las mismas
indicaciones especificadas para el ensayo de WST1 (pag 17).

Una vez finalizados los tiempos de estimulo las células se disgregaron con 100 pl de tripsina, se
transfirieron a tubos para citometria y se centrifugaron. Posteriormente se lavaron una vez con PBS
y se centrifugaron nuevamente. Las tinciones se realizaron en 100 ul de buffer de anexina de
acuerdo a las indicaciones del fabricante y de acuerdo a la tabla 2. Después de 15 minutos de
incubacion con los fluorocromos las células se llevaron al Citometro de Flujo (BD FACSCanto II)
para detectar Anexina V-FITC y yoduro de propidio (IP), se adquirieron 5000 eventos para cada
condicion y se analizaron con el Software FlowJo vX.0.6.

La apoptosis se detecto por medio de la Anexina V-FITC y la necrosis por medio del IP. La Anexina
V se utilizé para detectar células en apoptosis ya que tiene alta afinidad a la fosfatidilserina que
normalmente se encuentra en la cara citosdlica de la membrana, pero, cuando la célula entra en
apoptosis se expresa en la cara externa de la membrana citoplasmica. El IP se utilizb para detectar
necrosis, ya que las células que mueren por necrosis pierden la permebilidad selectiva de su
membrana permitiendo el paso de IP que se une al DNA bicatenario, a diferencia de las células que
sufren apoptosis, mismas que conservan la permeabilidad de su membrana y no permiten la entrada
del IP.
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Tabla 2. Orden y Tiempo de Estimulos para las células A549.

Estimulos Tratamiento  Tiempo Tincién Observacion  Realizacion
c/Estimulo
1 Control s/tx - s/Tinciébn ~ Compensacion 1vez
2 Estaurosporina UM 1Hora  AnexinaV  Compensacion 1vez
3 Estaurosporina 1uM 1 Hora IP Compensacion 1vez
4 Estaurosporina UM 1 Hora Anexina Control (+) 1vez
VIIP
5 Control s/tx - Anexina Control (-) Duplicado
VIIP
6 DHEA 0.7812uM 48y 96 Anexina Experimento Duplicado
Horas VIIP
7 DHEA 1.56.uM 48y 96 Anexina Experimento Duplicado
Horas VIIP
8 DHEA 3.125uM 48y 96 Anexina Experimento Duplicado
Horas VIIP
9 DHEA 6.25uM 48'y 96 Anexina Experimento Duplicado
Horas VIIP
10 DHEA 12.5uM 48y 96 Anexina Experimento Duplicado
Horas VIIP
11 DHEA 25uM 48y 96 Anexina Experimento Duplicado
Horas VIIP
12 DHEA S50uM 48y 96 Anexina Experimento Duplicado
Horas VIIP
13 DHEA 100uM 48y 96 Anexina Experimento Duplicado
Horas VIIP
14 TGF-B Sng/ml 48y 96 Anexina Experimento Duplicado
Horas VIIP
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Analisis de Western Blot (WB) para a -SMA y E-
Caderina

Las ceélulas para experimento se sembraron en cajas petri de 10cm de didmetro (P10) a una
confluencia aproximada de 60% un dia antes de iniciar los estimulos. Los cultivos se estimularon con
TGF-B1 5ng/mL y/o DHEA 25 y 50uM durante 5 dias con re-estimulo al tercer dia. Al finalizar el
experimento los cultivos se lisaron con 100uL buffer de lisis RIPA conteniendo una mezcla de
inhibidores de proteasas (SIGMA). Los lisados se recuperaron en tubos eppendorf y se centrifugaron
durante 15 minutos a 14 000 rpm. Los sobrenadantes que contuvieron la proteina total se
recuperaron en tubos eppendorf nuevos. La concentracion de proteina se determind mediante el
reactivo de BRADFORD (BIO-RAD-Assay protein) y se mantuvieron en congelacion a -70°C hasta
el momento de su uso. Las muestras mezcladas con amortiguador Laemmli y hervidas se
sometieron a electroforesis en geles de acrilamida/bis-acrilamida al 13% (SDS-PAGE) a 150 volts
durante 90 minutos a -4°C, en cada pozo se cargaron 40ug de proteina y 9L de marcador de peso
molecular (BIO-RAD-Western C). Una vez finalizada la electroforesis se realizé la transferencia a
membranas de nitrocelulosa durante 60 minutos a 15 volts y a T°Amb en caméara semi-himeda
(BIO-RAD). Una vez realizada la transferencia, las membranas se trataron con leche libre de grasa
al 5% por 1 hora para bloquear los sitios inespecificos y posteriormente se incubaron durante toda la
noche a - 4°C con anticuerpo primario diluido (anti o—SMA, anti E-Caderina o anti B-tubulina)
diluido con PBS+1% de BSA de acuerdo a lo indicado en la tabla 3. Al finalizar la incubacion se lavd
4 veces con PBS + Tween 0.05% + TRIS-HCI + NaCl 5%. (Tabla 3). Posteriormente se incubaron
con el anticuerpo secundario acoplado a HRP durante 60 minutos a T° Ambiente. (Tabla 3). Al
finalizar se volvié a lavar 4 veces con PBS + Tween 0.05% + TRIS-HCI + NaCl 5% para después ser
revelado por medio de Luminol — Peroxido en fotodocumentador (Chemi Doc, BioRad) y se obtuvo
las imégenes de las bandas que fueron analizadas por densitometria con el programa Image Lab V
3.0 (BIO-RAD).

B - Tubulina Rabbit Santa Cruz 1:200 55 1:5000

E - Caderina Rabbit Santa Cruz 1:200 120 1:5000

a-SMA Mouse SIGMA - 1:200 42 1:8000
ALDRICH
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PCR en Tiempo Real (RT-Q-PCR)

Las células fueron sembradas con medio de cultivo con Suero Fetal Bovino inactivado (SFBi) en
cajas petri de 6cm de diametro (P6) a 60% de confluencia 24 horas antes de iniciar el experimento.
Se estimularon en medio de cultivo sin SFBi durante 5 dias con re-estimulo al 3 dia con el fin de
evitar la disminucion del efecto del TGF-B1. Los estimulos evaluados fueron: Control, TGF-1,
DHEA, TGF-B1 / DHEA. El mRNA se obtuvo en esterilidad dentro de la campana de flujo laminar
utilizando el método de Trizol (SIGMA). Se agreg6d 1mL del Trizol a cada caja y se homogeniz6
suavemente para lisar las células, el lisado se transfirio a tubos Eppendor de 1.5mL y se agitaron en
vortex 15 segundos y se llevaron a T° ambiente. Una vez descongeladas se agregan 200uL de
Cloroformo y se agitaron a mano 15 segundos de manera vigorosa (5 veces) al final se dejé reposar
5 minutos a T° ambiente y después se centrifugd durante 15 minutos entre 2-4°C a 12000 g, se
recupero la fase acuosa con micropipeta usando puntas estériles.

Se agregaron 500uL de Isopropanol a cada tubo y se dejo 1hora a -20°C 0 a -70°C toda la noche, se
centrifugd a 12000g por 10 minutos a 4°C y se retir6 el sobrenadante lavando 2 veces con 1mL
etanol al 75% diluido con agua tratada con Dietilpirocarbonato 0.01%, después de cada lavado se
centrifugd a 7500g por 5 minutos a 4°C y se dejo secar al aire los minutos necesarios, hasta que
quedd sdlo el pellet, que se resuspendié con 20uL de H,O grado PCR. Una vez resuspendido, se
cuantifico la cantidad de RNA obtenido con espectrofotometro NanoDROP 1000 V.3.3. La PCR se
realiz6 en termociclador (Hybaid PCR Sprint Thermal Cycler HBSP 02110) y se utilizé 1ug de RNA
por muestra, utilizando el estuche comercial de RT-PCR-oligo-DT (poli A) (THERMO - Verso cDNA
Synthesis Kit) con el que se obtuvo todos los mRNA presentes. El programa se utilizé de la siguiente
manera: 42°C por 45 minutos (amplificacion) y 92°C (desactivd reaccion al detener la
retrotranscriptasa) por 2 minutos para finalizar a - 4°C con el fin de mantener el cDNA, al final la
muestra se aforé a 30uL de H.0 grado PCR y se refrigerd a — 20°C. Para conocer la expresion de E
— Caderina y a - SMA se utilizaron sondas Tagman especificas para dichos genes y se realizé6 PCR
en tiempo real utilizando el termociclador (QIAGEN-Rotor-Gene Q). Las muestras se corrieron por
triplicado y se incluyeron controles negativos de H-0O. El anélisis de la expresion se calculd utilizando
el delta CT como se muestra en la Tabla 10y 11.
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Inmunofluorescencia de a - SMA

Se cultivaron en portaobjetos especiales con 4 pozos (Chamber Slide System—-NUNC) 10 000
células de epitelio alveolar humano A549 por pozo utilizando el siguiente orden de estimulos Control,
TGF-B1 (5ng/mL), DHEA 50uM y TGF-I1 (5ng/mL)/DHEA 50uM durante 5 dias con re-estimulo al 3
dia.

Posteriormente se fijaron con Paraformaldehido 1% en PBS por 15 minutos, al finalizar se retir el
fijador y se colocaron en PBS frio. Se comenzo la IF premeabilizando las células con Triton 0.01%
diluido en PBS durante 30 segundos y rapidamente se pasan a una solucién de PBS + Tween 0.05%
para lavar en agitacion suave por 10 minutos. Se continua con la incubacion con solucion
bloqueadora 1X diluida en agua desionizada (Universal Blocking Reagent (10X)-BioGenex) por 1
hora, al finalizar se retira la solucion de bloqueo y se colocan en anti-a-SMA acoplado a FITC en
dilucion 1:30 con PBS + Tween 0.05% + BSA 1% y se deja incubando a -20°C durante toda la
noche.

Al finalizar se lava 3 veces con PBS + tween 0,05% por 10 minutos y un cuarto lavado con PBS sin
tween por 10 minutos.

Para poder observar al Microscopio de Fluorescencia cada laminilla se mont6 con 20uL de DAPI frio
(Ultra Cruz Mounting Medium for fluorescens whit DAPI-Santa Cruz) y se colocd un cubreobjetos
que se selld de las orillas con barniz para ufias transparente. Inmediatamente se observd al
Microscopio de Fluorescencia.

Analisis Estadisticos

Todos los resultados se analizaron con el Software STATISTICA V.8 y se reportan promedios +/-
Desviacion Estandar (D. E.), ANOVA one-way (p < 0.05) y Prueba de Dunnett (p < 0.05).

Los resultados que se muestran son el promedio de al menos dos experimentos por duplicado o
triplicado.

Las pruebas ANOVA one-way y Dunnett se aplicaron a los datos derivados de experimentos

realizados al menos por triplicado, y se consideraron diferencias estadisticamente significativas con
p<0.05
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RESULTADOS

A) Efecto del TGF-p1 y la DHEA sobre la viabilidad celular en
cultivos de células epiteliales humanas A549

Con la finalidad de determinar las concentraciones de DHEA que no alteraran el nimero celular para
que sean utilizadas en ensayos posteriores para evaluar la TEM (inducida por TGF-p1), se
realizaron ensayos colorimétricos con WST-1. Con este ensayo se evalu6 la viabilidad celular
obteniendo los resultados que se muestran a continuacion:
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Figura 8. Viabilidad celular en células A549 estimuladas durante 48 y 96 horas con DHEA (0.78 - 100uM), TGF-{1
(5ng/ml) y EtOH (0.5%). Los resultados que se muestran son el promedio de seis experimentos independientes
realizados por cuadruplicado. El asterisco indica diferencias significativas con respecto al control sin tratamiento
(p<0.05), ver Tablas 6 y 7 del anexo.

o Las células A549 tratadas con EtOH por 48 y 96 horas no muestran cambios en el
porcentaje de la viabilidad celular con respecto al control (100%) (Figura 8, barras
EtOH).

o El TGF-B1 produce una disminucion estadisticamente significativa en la viabilidad
celular a las 48 horas (84+3.8 %) que se mantiene hasta las 96 horas (93.6+6.65 %)
con respecto al control (100%). (Figura 8, barras TGF-31).

o La DHEA solamente es capaz de disminuir significativamente la viabilidad celular a
concentraciones de 12.5uM (85.44+4.93 %), 25uM (83.67+4.92 %) y 100uM
(76.91+3.64 %) a las 48 horas, mientras que a las 96 horas este efecto sélo se presenta
a 100pM (95.18+6.1 %) con respecto al control (100%). (Figura 8, barras DHEA (0.78 -
100uM)).
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B) Efecto del TGF-f1 y la DHEA sobre la apoptosis de células
epiteliales humanas A549

Con el propdsito de establecer las concentraciones de DHEA que no induzcan muerte celular y que
seran utilizadas en los ensayos posteriores para evaluar la TEM (inducida por TGF-p1), se
realizaron ensayos de citometria de flujo para detectar apoptosis. Los resultados se presentan en la
siguiente figura:
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Figura 9. Apoptosis en células A549 estimuladas durante 48 y 96 horas con DHEA (0.78 - 100uM), TGF-B1 (5ng/ml) y
estaurosporina como control positivo (1mM, 1 hora). Los resultados que se muestran son el promedio de tres
experimentos independientes realizados por duplicado. El asterisco indica diferencias significativas con respecto al
control sin tratamiento (p<0.05), ver Tablas 4 y 5 del anexo.

o Las células A549 en condiciones basales muestran un porcentaje de apoptosis de
7.2+2.4 % a las 48 horas que se incrementa a las 96 horas (37.87+5.1) (Figura 9, barras
Control).

o ElI'TGF-B1 (5ng/ml) produce un aumento significativo de la apoptosis con respecto al
control sin tratamiento a las 48 horas (7.2+2.4 v.s. 16.2+3.2 %), sin embargo a las 96
horas no se observa un aumento, por lo contrario, se observa una disminucion
estadisticamente significativa (37.9£6.0 v.s. 21.5£5.1 %).

o La DHEA solamente induce un aumento estadisticamente significativo en la apoptosis
cuando se utiliza a una concentracion de 100uM a las 48 horas (7.2£2.4 v.s. 25.3+3.1
%), contrario a lo que se observa a las 96 horas (37.946.0 v.s. 30.9+1.4 %), ver Figura 9
barra DHEA 100uM.
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o Concentraciones de DHEA <a 50uM no inducen aumento en la apoptosis con respecto
a las condiciones basales en ninguno de los dos tiempos estudiados; mas aun, se
observa una tendencia a disminuir significativamente en algunas de las concentraciones
estudiadas a las 96 horas (Figura 9 barras DHEA 12.5-50 uM).

o La Estaurosporina, que en este ensayo se utiliza como un control positivo de muerte
celular, tal y como se esperaba produjo un aumento en la apoptosis en comparacion con
el control sin tratamiento (7.2+2.4 v.s. 30.6+2.3 a las 48 horas y 37.9+6.0 v.s. 52.6+8.3
% a las 96 horas), Figura 9, barra Sts C(+). Dicha tendencia se mantuvo aun a las 96
horas en donde la falta de cambio de medio incrementd incluso la apoptosis basal en los
controles sin tratamiento. Cabe aclarar que el tratamiento con Estaurosporina en todos
los casos fue solamente de 1 hora mientras que para los cultivos utilizados como
controles sin tratamiento y estimulados con TGF-B1 y DHEA se mantuvieron sin cambio
de medio durante 48 y 96 horas.
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C) Efecto del TGF-B1 y la DHEA sobre la proliferacion celular en
cultivos de células epiteliales humanas A549

Con la finalidad de determinar las concentraciones de DHEA que no alteren la proliferacion y que
seran utilizadas en ensayos posteriores para evaluar la TEM (inducida por TGF-1), se realizaron
ensayos de incorporacion de BrdU y se obtuvieron los siguientes resultados:
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Figura 10. Efecto de la DHEA (12.5-50uM) y TGF-B1 (5ng/ml) sobre la proliferacién celular medida por incorporacion de
BrdU en células A549 estimuladas durante 24 y 48 horas. Los resultados que se muestran son el promedio de un
experimento realizado por triplicado. El asterisco indica diferencias significativas entre promedios con respecto al control
sin tratamiento (p<0.05), ver Tablas 8 y 9 del anexo.

o Los cultivos de células A549 tratadas con EtOH no presentaron cambios significativos en la
proliferacion celular en 24 (96.94£8.5 %) y 48 horas (94.7£6 %) en comparacion con el
control (100 %). (Figura 10, barras EtOH).

o EI TGF-B1 no modificd significativamente la proliferacion celular en los cultivos de células
A549 originando un ligero aumento a las 24 horas (115.4+0.6 %) y una ligera disminucion a
las 48 horas (72.9£0.7 %) en comparacion en el control (100%). (Figura 10, barras TGF-I1).

o Los cultivos celulares de A549 tratados con DHEA en concentraciones 12.5, 25uM no
presentan cambios significativos en la proliferacion celular resultando en una ligera
disminucion a las 24 y 48 horas. En el caso de usar DHEA 50uM se observa que a las 24
horas presentan un ligero aumento (111.3+6 %), pero, a las 48 horas una ligera disminucion
(89£8.62 %) en comparacion con el control (100 %). (Figura 10, barras DHEA (12.5-50uM).

o Los cultivos celulares de A549 tratados con TGF-
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o P 1/DHEA (12.5-50uM) presentan aumentos significativos en la proliferacion celular a las 24
horas a concentraciones de 25uM (123.31£40.8 %) y 50uM (140.6+15.1 %); en el caso de
12.5uM (100.9+7.5 %) se mantiene en valores cercanos al control (100%). A las 48 horas
las concentraciones de DHEA 12.5, 25 y 50uM generan una ligera disminucion en la
proliferacion celular (72+£3.6, 75.1£6.5 y 73.2+1.9 % respectivamente) con respecto al
control (100 %). (Figura 10, barras TGF-11/DHEA (12.5-50uM)).
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D) Efecto del TGF-B1 y la DHEA sobre la E-Caderina en cultivos de
células epiteliales humanas A549

Utilizando las concentraciones de DHEA seleccionadas en los experimentos previos, se analizaron
los cambios en la E-Caderina mediante un ensayo de Western Blot en extractos totales de células
estimuladas con TGF - B1 y DHEA, los resultados se muestran a continuacion:
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Figura 11. Efecto de la DHEA y TGF-B1 sobre la E-Caderina analizada por Western Blot en extractos de proteina total de
células A549 estimuladas durante cinco dias con 5 ng/ml de TGF-B1 y/o DHEA a la concentracién indicada. Los
resultados que se muestran fueron analizados por densitometria y se normalizaron contra B-Tubulina, de lo cual se
deriva la gréfica mostrada en la parte inferior de la figura, en la parte superior se muestra el Western Blot .

o Los resultados del experimento muestran que en las células A549 el TGF - 31 disminuye los
niveles de E — Caderina mientras que DHEA muestra un ligero aumento, sin embargo, ésta
concentracion de DHEA no es capaz de revertir los efectos de TGF-p1 tal y como se
observa en el cuarto carril de la figura y en la barra correspondiente. (Figura 11, barras TGF
- B1, DHEA 25uM y TGF - B1/DHEA 25uM).

32



Debido a que no se presentd el efecto esperado sobre la E-Caderina, se decididé evaluar una
concentracion mas elevada de DHEA (50 pM). Los resultados se muestran a continuacion:
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Figura 12. Efecto de la DHEA y 5 ng/ml de TGF-B1 sobre E-Caderina (A) y a-SMA (B) en células epiteliales A549
estimuladas durante cinco dias. En la parte superior de cada panel se muestra el Western Blot y en la parte inferior se
muestra la grafica derivada del analisis densitométrico normalizado con B-Tubulina.

o Los resultados muestran que el TGF-11 en células A549 produce una disminucién en los
niveles de E-Caderina y un aumento en los de 1-SMA en comparacion con el control sin
tratamiento. Cabe sefialar que E-Caderina se encuentra en niveles elevados y que 1-SMA
deberia estar en niveles muy bajos en células epiteliales normales, contrario a lo que se
observa en el panel B de la figura (Figura 12, grafica A y B barras TGF-01).

Las ceélulas A549 tratadas con la DHEA muestran un aumento en los niveles de E-Caderina
y una disminucion ligera en los de 0-SMA en comparacion con el control sin tratamiento.
(Figura 12, grafica A y B barras DHEA 50uM).

Esta concentracion de DHEA es capaz de revertir los efectos de TGF-B1 observandose
valores de E-Caderina muy similares a los del control. Cuando analizamos el efecto de la
DHEA sobre la a-SMA, observamos que incluso hay una pequefia disminucion con respecto
al control sin tratamiento. (Figura 12, grafica A y B barras TGF — B1/DHEA 25uM).
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E) Efecto del TGF-f1 y la DHEA sobre a-SMA en cultivos de células

epiteliales humanas A549
Con el propdsito de corroborar las observaciones realizadas por Western Blot, se decidié realizar
inmunofluorescencia de células A549 estimuladas durante 5 dias (y re-estimulando a los 3) con
TGF - 1 y/o DHEA 50uM. Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente figura:

20X (-SMA-FITC DAPI

Control

Figura 13. Efecto de la DHEA y TGF-1 sobre o-SMA analizada por Inmunofluorescencia en células A549. En la primera
columna se muestra la imagen de contraste de fases, en la segunda se muestra la tincién con anticuerpo anti-a-SMA
acoplado a FITC y la tercera muestra la tincidn de nucleos con DAPI.

o En las células A549 estimuladas con TGF — 31 se observa un aumento en el contenido de
a-SMA con repecto al control sin tratamiento, mientras DHEA no induce ningun cambio
(Figura 13).

o Enlatincion de a-SMA en células A549 estimuladas con TGF — 31/DHEA se observa que la
DHEA inhibe el efecto generado por TGF — B1 (5ng/ml), y el contenido es muy similar al
observado en el control sin tratamiento (Figura 13).



F) Efecto del TGF-1 y la DHEA sobre la expresion de E-Caderina y
a-SMA medida por RT-Q-PCR en cultivos de células epiteliales

humanas A549

Finalmente se realizo anélisis de la expresion de E-Caderina y a-SMA mediante PCR en tiempo
real. Los resultados derivados del analisis se muestran a continuacion:
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Figura 14. Efecto de la DHEA y TGF-B1 sobre la expresion de E-Caderina (A) y a-SMA (B) analizadas por PCR en
Tiempo Real en células A549 estimuladas durante cinco dias. Los ACTs fueron normalizados contra 18S, que es un gen
constittutivo. Los resultados que se muestran son el promedio de al menos dos experimentos independientes realizados
por triplicado. El asterisco indica diferencias significativas con respecto al control sin tratamiento (p<0.05), ver Tablas 10

y 11 del anexo.
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o Las células A549 tratadas con TGF —B1 presentaron una disminucion significativa en la
expresion de E — Caderina, y un aumento de « -SMA en comparacidn con el control sin
tratamiento. (Figura 14, grafica A y B barras TGF —p1 (5ng/ml)).

o Las células A549 tratadas con DHEA aumentaron ligeramente los valores de E-Caderina y
disminuyeron los de «-SMA en comparacion con el control sin tratamiento. (Figura 14,
gréfica A y B barras DHEA 50uM).

o Las células A549 estimuladas con TGF —-p1/DHEA mostraron que se revierte el efecto
causado por TGF —B1 al no haber diferencia significativa en E-Caderina y obtener menor
expresion de « - SMA en comparacion al control sin tratamiento. (Figura 14, gréfica Ay B
barras TGF-p1/DHEA 50uM).

37



DiscusION

Con base en las publicaciones relacionadas con el efecto antifibrosante de la DHEA en fibroblastos
de pulmoén (Mendoza et al., 2012) y con el propésito de clarificar su potencial terapeutico en la FPI,
se decidi6 estudiar los efectos de ésta hormona sobre células epiteliales alveolares humanas,
mismas que son afectadas durante el desarrollo de la FPI cuando sufren TEM (Selman & Pardo,
2002).

Como objeto de estudio se utilizd la linea celular A549 proveniente de epitelio alveolar humano en
las cuales se indujo TEM con TGF-B1 a concentracion de 5ng/ml. Ya se ha demostrado por otros
autores que bajo las condiciones mencionadas TGF-B1 induce TEM en células A549, la cual se
demuestra principalmente a través de la disminucion de E-Caderina y aumento de -SMA (Kim et al.,
2007).

Estudios realizados por la autora Julia Arnold con DHEA (10nM) en células de nddulo linfatico (LAPC
— 4) demuestran que esta hormona induce proliferacion celular (Arnold et al., 2008). Con el propésito
de determinar el efecto de la DHEA en nuestro modelo, se evaluaron varias concentraciones de
DHEA sobre el numero celular en cultivos de epitelio alveolar humano A549 por medio del ensayo de
WST-1. Los resultados demuestran que el numero celular de A549 disminuye significativamente por
accion de TGF-B1 (5ng/ml) y DHEA a concentraciones de 12.5, 25 y 100pM (15.99%, 14.56%,
16.33% y 23.09% respectivamente) a las 48 horas en comparacion con el control (100%). Por éste
mismo ensayo realizado a las 96 horas se demostré que el numero celular de epitelio alveolar
humano A549 disminuye significativamente por el TGF-31 (5ng/ml) y DHEA 100puM un 6.4% y
4.82% respectivamente en comparacion con el control (100%). Sin embargo, en concentraciones de
DHEA menores a 50 uM observamos que a las 96 horas no hay disminucién en el nimero celular,
razon por la cual serian elegibles para realizar pruebas posteriores. Los controles de etanol 0.5% no
presentaron algun efecto citotoxico en A549, por lo cual concluimos que no afectan nuestros
resultados (Tablas 6,7 y Figura 8).

Experimentos previos en el laboratorio demostraron que la DHEA 100uM es capaz de inducir
apoptosis en cultivos de fibroblastos pulmonares humanos, por lo cual se decidi6 partir de este rango
de concentraciones para evaluar el efecto de la hormona en cultivos de células epiteliales humanas
A549 (Mendoza et al., 2012). Lo primero que se hizo fue la curva de DHEA por medio de diluciones
seriadas utilizando como diluyente Etanol al 96%; se evalu¢ el efecto de DHEA en concentraciones
de 0.7812, 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 y 100uM, y se utilizd TGF-B1 (5ng/ml) como inductor de la
TEM. Por medio citometria de flujo y Anexina V/ loduro de propidio para evaluar apoptosis, se
demostré que el TGF-B1 (5ng/ml) y la DHEA (100uM) inducen apoptosis de manera significativa a
cultivos de epitelio alveolar humano A459 a las 48 horas, concentraciones de DHEA 0.7812, 1.56,
3.125, 6.25, 12.5, 25 y 50uM inducen una tasa de apoptosis baja, es decir, similar a la apoptosis
basal, siendo éstas concentraciones las candidatas a ser utilizadas para las pruebas posteriores.
Analizando el ensayo a las 96 horas se observo que el TGF—31 (5ng/ml) no produce apoptosis de
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manera similar a lo observado a las 48 horas cuando se compara con respecto al control sin
tratamiento (48 horas: 7.2+2.4 v.s. 16.2+3.2 % y 96 horas: 37.916.0 v.s. 21.5+5.1 %). La ausencia
del efecto observada en este modelo puede deberse a que no se renovaron los estimulos con TGF-
1, como lo demuestran los estudios realizados por el autor Ferrari Giovanni en células de endotelio
capilar bovino (BCE) y endotelio de vena umbilical (HUVEC) estimuldas con TGF-1 (1ng/ml), en
dichos estudios. Los autores encuentran que esta citocina induce apoptosis “in vitro” a partir de las 6
horas, sin embargo, observaron que el efecto de la citocina se pierde a lo largo del tiempo, por lo
cual renovaron el estimulo con TGF-B1 cada 24 horas (Ferrari et al., 2009). Otros estudios
realizados por Jennifer Leight con TGF-B1 (2ng/ml) en células epiteliales de glandula mamaria de
raton (NMuMG) y células epiteliales de rifion de perro (MDCK) demuestran que ésta citocina induce
apoptosis “in vitro’, TEM (medida a través del aumento de E-Caderina y disminucién de o—SMA) y
disminucion en el nimero celular (Leight et al., 2012), siendo éste un efecto que también se encontr6
en este modelo, tal y como ya se menciond.

La DHEA a concentraciones de 12.5, 25 y 50uM induce una disminucion significativa de la apoptosis
(15.64%, 17.97% y 22.6% respectivamente) cuando se compara con el control sin tratamiento, por lo
cual se decidi6 utilizar éstas concentraciones para los experimentos posteriores encaminados a
determinar el efecto sobre la TEM inducida por TGF-p1 (Tablas 4,5 y Figura 9). Estudios realizados
por Lazaridis Lakovos utilizando DHEA (10uM) demuestran que esta hormona induce un efecto
antiapoptoético en células del Feocromocitoma de médula adrenal de rata (PC12) y células de rifidn
de embridén humano (HEK293) (Lazaridis et al., 2011). Por lo tanto, los efectos de DHEA en cuanto a
la apoptosis de A549 a partir de las 48 y hasta las 96 horas se explicarian como un efecto
antiapoptético que se presenta sélo en concentraciones < 50uM.

Nuestros resultados concuerdan con lo reportado por los autores mencionados, en el sentido de que
el TGF-B1 (5ng/ml) induce la disminucion del numero celular, en nuestro caso, en células
provenientes del epitelio alveolar humano A549 a las 48 y 96 horas. En cuanto a la DHEA,
concentraciones < 50uM son Optimas para ser usadas en A549 debido a que presentan baja tasa de
apoptosis y no alteran el numero celular.

Con el propdsito de evaluar si las concentraciones DHEA <50 uM tienen efecto sobre la proliferacion
celular medida por incorporacion de BrdU, se eligieron 12.5, 25 y 50uM de DHEA y se evaluaron
bajo las siguientes condiciones: control sin tratamiento, TGF — 1 (5ng/ml), DHEA (12.5, 25 y 50puM)
y TGF-B1 (5ng/ml) simultaneamente con DHEA (12.5, 25 y 50uM). Nuestros resultados demuestran
un aumento significativo de la proliferacion medido a las 24 horas al utilizar concentraciones de
DHEA 25y 50uM y TGF-B1 (5ng/ml) dando un promedio de 7.72% mayor al control (100%), todos
los demés estimulos mantienen valores similares al control (100%) a las 24 horas. Con éste mismo
ensayo de proliferacion realizado a las 48 horas se demostr6 que todas las condiciones mantienen la
proliferacion en niveles similares al control (100%). (Tablas 8, 9y Figura 10).
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El aumento de la proliferacion celular de A549 es directamente proporcional al aumento de la
concentracion de DHEA a las 24 horas, pero, a las 48 horas la proliferacion celular se mantiene
constante a cualquier concentracion de DHEA. En cuanto al TGF—1 (5ng/ml), observamos un
aumento en la proliferacion medida por incorporacion de BrdU, pero disminuciéon en el numero
celular medida por WST1. Las células A549 tratadas con Etanol al 0.5% no muestran cambios en la
proliferacion con respecto al control.

Con base a los resultados obtenidos sobre la proliferacion de A549 y tomando en cuenta que la
cantidad de BrdU unida al DNA se relaciona a su duplicacion celular (Figura 7), se puede afirmar que
la DHEA 12.5, 25uM no afectan la proliferacion de A549 y que TGF—f1 (5ng/ml) aumenta esta
proliferacion, pero, lo mas notable es que la concentracion de DHEA que mas aumenta la
proliferacion es la de 50uM. El TGF-B1 a pesar de provocar la disminucion del numero celular y
aumentar la apoptosis, paraddjicamente también aumenta la proliferacion. Aparentemente, la
primera respuesta de las células epiteliales normales a la citocina, es la muerte, después de lo cual
comienza el proceso de TEM que genera células mesenquimatosas, mismas que probablemente
tengan una mayor tasa de proliferacion, lo cual explicaria los datos obtenidos.

Los ensayos para evaluar la TEM se realizaron a los 5 dias (re-estimulando a los 3 dias) y a
concentraciones de 25 y 50uM de DHEA. Estas concentraciones se eligieron debido a que no
modifican el numero celular, la proliferacion ni la apoptosis a los tiempos mas largos a los que se
evaluaron (96 y 48 horas)

Con el propdsito de evaluar la TEM, se realizaron ensayos de Western Blot para E-Caderina y a—
SMA utilizando extractos totales de proteina de células A549 estimuladas bajo las siguientes
condiciones: Control sin tratamiento, TGF-B1 (5ng/ml), DHEA 25uM y TGF-B1 (5ng/ml) con DHEA
25uM estimulados por 5 dias con re - estimulo al tercer dia. Nuestros resultados indican que el
TGF-B1 (5ng/ml) induce la disminucién de E-Caderina, mientras que la DHEA 25uM los aumenta
con respecto al control, sin embargo, esta concentracion no revierte el efecto de TGF-B1 (Figura 11),
es decir no es capaz de inhibir la TEM. Considerando que la DHEA 25uM no tuvo ningun efecto
sobre la TEM, se tomé la decision de evaluar 50uM de DHEA. Nuestros datos indican que la DHEA
si revierte la TEM (evaluada por aumento de E-Caderina) inducida por TGF—31 (Figura No. 15).
Simultaneamente a la disminucion de E-Caderina, durante la TEM se observa aumento de o — SMA.,
la DHEA 50uM es capaz de revertir este fendmeno (Figura 12). Por lo tanto, la concentracion 50uM
de DHEA es adecuada para inhibir la TEM. Los resultados obtenidos en cuanto al efecto de TGF-[31
sobre la TEM en células epiteliales, concuerda con lo observado por Jennifer Leight y Kim J. H. (Kim
etal., 2007; Leight et al., 2012)

Los efectos de la DHEA sobre la TEM, también fueron medidos por expresion génica de E-Caderina
y o — SMA. Los resultados obtenidos por PCR en Tiempo Real concuerdan con lo observado por
Western Blot: la expresion de E-Caderina disminuye por accion de TGF—31 y aumenta por accidn
de DHEA 50uM con respecto al control sin tratamiento; cuando ambos estimulos se colocan al
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mismo tiempo la expresion de E-Caderina se restaura casi hasta el nivel del control sin tratamiento.
Por otra parte, la expresion de a—SMA aumenta por accion de TGF-1 pero disminuye por accién de
DHEA 50uM con respecto al control sin tratamiento; cuando ambos estimulos se colocan al mismo
tiempo se ve contrarrestado el efecto de TGF-B1, disminuyendo a niveles cercanos al control sin
tratamiento (Tablas 10, 11 y Figura 14). Con base a estos resultados se confirma que la DHEA 50
MM muestra un efecto antifibrosante en A549 medido por la expresion de E-Caderina y a—SMA.
Aunque, desconocemos la ruta a través de la cual la DHEA inhibe el efecto de TGF-f31, podriamos
suponer, éste probablemente sea directamente sobre la sefalizacion del TGF-B1, ya sea la via
candnica o la no canonica relacionadas con la TEM (Figura 4).

Finalmente, con el propdsito de corroborar nuestras observaciones, se realiz6 IF para o—SMA en
celulas A549. El TGF—B1 aumenta la cantidad de a—SMA mientras que DHEA 50uM la disminuye; la
DHEA en conjunto con TGF — 1 revierte la accion de la citocina, inhibiendo el aumento de a—SMA
que se observa normalmente en respuesta a TGF-f1.

El efecto que TGF- 3 1 (5ng/ml) genera en A549 sobre E-Caderina podria estar involucrado segun
el autor Quingsong Xu con la via Wnt-Frizzled debido a que TGF- 3 1 via canonica se une a sus
receptores TIRIl y TIRI promoviendo la fosforilacion de Smad2/3, aqui Smad4 funcionaria como
ayudante de Smad2/3 fosforiladas para viajar al nucleo y fungir como factor de transcripcidn
promoviendo la TEM, pero, si el complejo receptor ligando Wnt/Frizzled/LRP (no activado ubiquitina -
proteosoma la j3 —catenina) se activa Smad2/3 toma la [-catenina que esta unida a P120 (proteina
de anclaje de E - Caderina) llevandola al nucleo para servir como factor de transcripcion y a su vez
logra que se pierda la adhesion homofilica célula - célula entre E-Caderinas llevando a un
desarreglo en los tejidos que contienen estas células promoviendo la TEM (Xu et al., 2012). (Figura

15),
TeFH @ WD Erizzied
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Figura 15. Modificado de (23) via Wnt — Frizzled de TGF — 3 1 para E — Caderina
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El efecto que TGF- 3 1 (5ng/ml) genera en A549 sobre o —-SMA podria estar involucrado segun el
autor Nathan Sandbo con la propuesta de un modelo trifasico del mecanismo de la expresion de o« —
SMA por accion de TGF- 3 1 en la cual TGF-1 via candnica estimula la expresion de moléculas
sefalizadoras (no se sabe cuales) Smad dependientes que activaran a Rho induciendo la formacidn
de fibras de estrés que promueven la acumulacion nuclear de MKL; y SRF de transcripcidn
dependiente de «—SMA cuya accion seré la formacion de «—SMA que a su vez promovera la
formacion de méas « —-SMA (Sandbo et al., 2011). (Figura 16)

TGF-p1
Citoplasma 1 ===*Rho
P-Smad2/3 ‘
Smad4 : ROCK
F - actina «- g-SMA
l { 4
t MKL]e—o
Nucleo ' ; 1
P-Smad2/3 - MKLI
Smad4 ' SR e—
VX

Transcripcion  Transcripcion

Figura 16. Modificado de (24) via de TGF - 3 1 para « — SMA.
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CONCLUSIONES

La DHEA presenta efectos antiapoptéticos a concentraciones < de 50uM y aumenta la proliferacion
y el numero celular en células de epitelio alveolar humano A549.

El TGF-B1 disminuye la viabilidad celular e induce apoptosis, proliferacion y TEM evaluada por la
disminucion en la expresion de E-Caderina y aumento en la expresion de o—SMA en células de
epitelio alveolar humano A549 a los 5 dias con un re estimulo al tercer dia.

La DHEA a concentracion 50uM inhibe la TEM inducida por TGF-1 en células de epitelio alveolar

humano A549, provocando la disminucidn en la expresion de a—SMA 'y propiciando el aumento en la
expresion de E-Caderina.
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ANEXO

A) Apoptosis

Tabla 4. Analisis estadistico de la apoptosis en células A549 estimuladas durante 48 horas con TGF- 310
DHEA. Se muestran la D.E, ANOVA One-way y Prueba de Dunnett. Software STATISTICA V.8.

Prueba de Dunnett

Estimulos % Apoptosis  D.E. (M<>Control)
p <0.05
Sts (1uM) 30.6 2.26 -
Control 7.2 2.43
TGF—B1 (5ng/ml) 16.2 3.18 0.045
DHEA 0.78uM 8.2 4.41 1.000
DHEA 1.56puM 8.9 4.79 0.998
DHEA 3.12uM 14.6 7.14 0.573
DHEA 6.25uM 124 3.61 0.406
DHEA 12.5puM 8.7 5.44 0.999
DHEA 25uM 11.3 54 0.756
DHEA 50pM 79 1.09 1.000
DHEA 100uM 25.3 313 0.000
Datos SS Grados P
de
Libertad
Intercepcion 6028.083 1 0.000000
Variable Independiente 1136.244 9 0.000071
Error 770.332 35
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Tabla 5. Analisis estadistico de la apoptosis en células A549 estimuladas durante 96 horas con TGF- 310
DHEA. Se muestran la D.E, ANOVA One-way y Prueba de Dunnett. Software STATISTICA V.8.

Prueba de Dunnett

Estimulos % Apoptosis D. E. (M<>Control)
p <0.05
Sts (1uM) 52.55 8.27 -
Control 37.87 6.04
TGF—B1 (5ng/ml) 21.53 513 0.0007
DHEA 0.78uM 30.73 3.54 0.2484
DHEA 1.56puM 33.77 6.95 0.7864
DHEA 3.12uM 32.28 2.69 0.4205
DHEA 6.25uM 39.93 2.99 0.9941
DHEA 12.5puM 22.23 2.53 0.0006
DHEA 25pM 19.90 4.81 0.0002
DHEA 50pM 15.27 4.02 0.0000
DHEA 100uM 30.9 1.44 0.2694
Datos SS Grados P
de
Libertad
Intercepcion 2554211 1 0.000000
Variable Independiente 1877.6 9 0.000002
Error 388.88 22
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B) Numero celular

Tabla 6. Analisis estadistico del nimero celular en células A549 estimuladas durante 48 horas con TGF- 3 1
o DHEA. Se muestran la D.E, ANOVA One-way y Prueba de Dunnett. Software STATISTICA V.8.

Prueba de Dunnett

Estimulos % Numero D.E. (M<>Control)
celular p <0.05
Control 100 1X10-14 -
EtOH (0.5%) 98.46 2.83 1.000
TGF—B1 (5ng/ml) 84.01 3.78 0.002
DHEA 0.78uM 97.97 2.06 0.998
DHEA 1.56puM 96.3 2.24 0.917
DHEA 3.12uM 92.3 7.62 0.212
DHEA 6.25uM 92.04 5.2 0.184
DHEA 12.5puM 85.44 493 0.005
DHEA 25uM 83.67 4.92 0.002
DHEA 50uM 93.42 5.55 0.430
DHEA 100uM 76.91 3.64 0.000
Datos SS Grados P
de
Libertad
Intercepcion 286007.7 1 0.000000
Variable Independiente 1665.4 10 0.000017
Error 503.6 35
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Tabla 7. Analisis estadistico del nimero celular en células A549 estimuladas durante 96 horas con TGF- 3 1
o DHEA. Se muestran la D.E, ANOVA One-way y Prueba de Dunnett. Software STATISTICA V.8.

Prueba de Dunnett

Estimulos % Numero D.E. (M<>Control)
celular p <0.05
Control 100 8.9X10-16 -
EtOH (0.5%) 97.96 2.8 0.954
TGF-B1 (5ng/ml) 93.6 6.65 0.003
DHEA 0.78uM 97.75 3.72 0.922
DHEA 1.56 M 99.74 3.18 1.000
DHEA 3.12uM 101.07 0.44 1.000
DHEA 6.25uM 96.99 5.59 0.722
DHEA 12.5uM 97.43 0.67 0.852
DHEA 25uM 98.56 1.96 0.995
DHEA 50uM 99.81 1.13 1.000
DHEA 100uM 95.18 6.1 0.039
Datos SS Grados P
de
Libertad
Intercepcion 326404.8 1 0.000000
Variable Independiente 272.3 10 0.008751
Error 201.2 24
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C) Proliferacién celular

Tabla 8. Analisis estadistico de la proliferacién celular en células A549 estimuladas durante 24 horas con
TGF- 3 1 0 DHEA. Se muestran la D.E, ANOVA One-way y Prueba de Dunnett. Software STATISTICA V.8.

) Prueba de Dunnett

Estimulos Proliferacion D. E. (M>Control)
p <0.05
Control 100 11.82 -
EtOH (0.5%) 96.92 8.49 0.959
TGF-B1 (5ng/ml) 115.39 0.62 0.713
DHEA 12.5uM 92.19 12.41 0.949
TGF-B1 (5ng/mL)/DHEA 100.88 7.46 0.907
12.5uM
DHEA 25uM 92.38 0.83 0.983
TGF-B1 (5ng/mL)/DHEA 123.30 40.81 0.043
25uM
DHEA 50uM 111.28 6.01 0.638
TGF-B1 (5ng/mL)/DHEA 140.58 15.12 0.049
50uM
ANOVA p <0.05
Datos SS Grados P
de
Libertad
Intercepcion 340467.5 1 0.000000
Variable Independiente 19764.5 8 0.019208
Error 13893.1 18
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Tabla 9. Analisis estadistico de la proliferacién celular en células A549 estimuladas durante 48 horas con
TGF- 3 1 0 DHEA. Se muestran la D.E, ANOVA One-way y Prueba de Dunnett. Software STATISTICA V8.

) Prueba de Dunnett

Estimulos Proliferacion D. E. (M>Control)
p <0.05
Control 100 8.62 -
EtOH (0.5%) 94.72 6.04 0.988
TGF-B1 (5ng/ml) 72.87 0.72 0.996
DHEA 12.5uM 84.35 3.74 0.996
TGF-B1 (5ng/mL)/DHEA 72.05 3.59 1.000
12.5uM
DHEA 25uM 81.3 1.72 0.998
TGF-B1 (5ng/mL)/DHEA 75.1 6.47 1.000
25uM
DHEA 50uM 89.02 8.62 0.959
TGF-B1 (5ng/mL)/DHEA 73.24 1.95 0.999
50uM
ANOVA p <0.05
Datos SS Grados P
de
Libertad
Intercepcion 163112.1 1 0.0000000
Variable Independiente 1100.8 8 0.565063
Error 2876.9 18
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D) PCR en Tiempo Real

Tabla 10. Analisis estadistico de la expresion de E-Caderina en células A549 estimuladas durante 5 dias con
TGF- 3 1 0 DHEA. Se muestran la D.E, ANOVA One-way y Prueba de Dunnett. Software STATISTICA V.8.

PROMEDIO 2A- Prueba de Dunnett

Estimulos (ACT)*10000 D.E. (M<Control)
p <0.05
Control 2085.80 436.37 -
TGF-B1 (5ng/mL) 696.38 390.37 0.042
DHEA 50uM 1891.69 154.27 0.466
TGF-B1 (5ng/mL)/DHEA 50uM 1149.41 67.56 0.206
ANOVA p<0.05
Datos SS Grados P
de
Libertad
Intercepcion 36703392 1 0.000008
Variable Independiente 2557518 3 0.149686
Error 2915177 8

Tabla 11. Analisis estadistico de la expresion de « -SMA en células A549 estimuladas durante 5 dias con
TGF- 3 1 0 DHEA. Se muestran la D.E, ANOVA One-way y Prueba de Dunnett. Software STATISTICA V.8.

PROMEDIO 2A- Prueba de Dunnett

Estimulos (ACT)*10000 D.E. (M<Control)
p <0.05
Control 3.07 1.55 -
TGF-B1 (5ng/mL) 493 4.89 0.908
DHEA 50uM 1.65 0.62 0.666
TGF-B1 (5ng/mL)/DHEA 50uM 2.52 0.93 0.905
ANOVA p <0.05
Datos SS Grados P
de
Libertad
Intercepcion 98.73354 1 0.003681
Variable Independiente 6.29005 3 0.791528
Error 48.14022 8
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