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el  ensayo  de  formación  de  túbulos  reveló  que  el  medio  acondicionado  derivado  de  células  A549  estimuló  significativamente  la  formación  de  túbulos  
vasculares  en  todos  los  parámetros  analizados;  área  total  de  túbulos,  unión  de  túbulos,  número  de  túbulos  y

papel  de  ERK1/2  en  la  regulación  de  la  expresión  de  VEGF  en  células  A549.  Además,  ERW  inhibió  la  activación  de  la  quinasa  regulada  por  señales  
extracelulares  (ERK)  de  manera  dependiente  del  tiempo.  Experimentos  de  cocultivo  para  analizar  in  vitro

China:  e  Functional  Water  Cell  Analysis  Center  Co.,  Ltd.;  Fukuoka  812–0053,  Japón:  yf  Nihon  Trim  Co.,  Ltd.;  1–8–34

El  factor  de  crecimiento  endotelial  vascular  (VEGF)  es  un  mediador  clave  de  la  angiogénesis  tumoral.  Las  células  tumorales  están  expuestas  a  un  
mayor  estrés  oxidativo  en  comparación  con  las  células  normales.  Numerosos  informes  han  demostrado  que  el  estado  redox  intracelular  (oxidación/
reducción)  está  estrechamente  relacionado  con  el  patrón  de  expresión  de  VEGF.  electrolizado

longitud  (p0.01).  El  presente  estudio  demostró  que  ERW  regulaba  negativamente  la  transcripción  del  gen  VEGF  y  la  secreción  de  proteínas  a  través  de  
la  inactivación  de  ERK.

longitud  total  de  los  túbulos.  ERW  contrarrestó  el  efecto  del  medio  acondicionado  con  células  A549  y  disminuyó  el  tubo  total

Recibido  el  9  de  junio  de  2007;  aceptado  el  16  de  octubre  de  2007;  publicado  en  línea  el  17  de  octubre  de  2007

Transcripción  de  VEGF  y  secreción  de  proteínas  de  manera  dependiente  del  tiempo.  Para  investigar  la  transducción  de  señales.

Agricultura,  Universidad  de  Kyushu;  6–10–1  Hakozaki,  Higashi-ku,  Fukuoka  812–8581,  Japón:  bKey  Laboratory  of  the

y  disminuyó  la  liberación  de  H2O2  de  una  línea  celular  de  adenocarcinoma  de  pulmón  humano,  A549,  y  reguló  a  la  baja  ambos
agua  reducida  (ERW)  producida  cerca  del  cátodo  durante  la  electrólisis  del  agua  intracelular  barrida  H2O2

361005  PR  China:  c  Escuela  de  Ciencias  de  la  Vida,  Universidad  de  Ciencia  y  Tecnología  de  Nanchang;  Nanchang  330006,  PR

Se  aplicaron  SB203580  (inhibidor  de  p38  MAPK),  PD98059  (inhibidor  de  ERK1/2)  y  JNKi  (inhibidor  de  proteína  quinasa  N-terminal  c-Jun).  Los  resultados  
mostraron  que  solo  PD98059  bloquea  la  expresión  de  VEGF,  lo  que  sugiere  una  importante

Ministerio  de  Educación  para  Biología  Celular  e  Ingeniería  de  Células  Tumorales,  Escuela  de  Ciencias  de  la  Vida,  Universidad  de  Xiamen;  fujian,

vía  involucrada  en  la  regulación  de  la  expresión  de  VEGF,  inhibidores  específicos  de  la  quinasa  activada  por  mitógeno  (MAPK),

se  somete  a  empalmes  alternativos  para  producir  isoformas  maduras  de

cantidades  de  H2O2.

Se  ha  informado  que  el  pretratamiento  del  corazón  con  antioxidantes  
exógenos  mejoró  su  condición  como  resultado  de  la  reducción  de  la  
producción  de  ROS.17)  El  gen  VEGF-A  es  uno  que  tiene  su

La  angiogénesis  tumoral,  la  formación  de  nuevos  capilares  sanguíneos  
por  células  endoteliales  vasculares  de  vasos  existentes,  es  un

y  tensiones  extracelulares.  Los  primeros  tres  de  estos  exógenos

compuestos  bles,  mientras  que  VEGF189  y  VEGF206  siguen  siendo  células

(pH  bajo)  cerca  del  ánodo.  Aplicaciones  de  oxidado

Se  sugiere  que  las  especies  reactivas  de  oxígeno  (ROS)  jueguen  un

Los  datos  respaldan  que  el  ARNm  de  VEGF-A  está  regulado  positivamente  por  H2O2  en

JNK/SAPK  y  vías  p38  que  regulan  las  respuestas  celulares  inflamatorias  o  
de  estrés.4)  VEGF  se  sobreexpresa  en  ambos

factores  de  crecimiento  y  otros  a  las  células  tumorales.  Las  células  tumorales  desencadenan

El  agua  reducida  electrolizada  (ERW)  ha  atraído  mucha  atención  debido  
a  su  potencial  antioxidante.  La  electrólisis  del  agua  produce  típicamente  dos  
formas  de  agua:  agua  reducida  o  alcalina  (pH  alto)  cerca  del  cátodo  y  agua  
oxidada  o  ácida.

VEGF-A  (comúnmente  conocido  como  VEGF)  se  informó  por  primera  vez

y  líneas  celulares  transformadas.5-7)  El  transcrito  del  gen  VEGF-A

14)  Vigilancia  constitutiva  para  celular

una  forma  dependiente  de  la  dosis  y  el  tiempo.18,19)  En  conjunto,

células,  y  se  conoce  como  factor  de  permeabilidad  vascular  (VPF).3)

121,  165,  189  y  206  aminoácidos,  apareciendo  VEGF165

la  protección  contra  el  estrés  oxidativo  la  confieren  los  agentes  antioxidantes  
intracelulares.15)  Las  cantidades  excesivas  de  ROS  son  tóxicas

mecanismo  importante  para  el  suministro  de  nutrientes,  oxígeno,

predominante  cuantitativa  y  funcionalmente  en  la  mayoría  de  los  estados  
angiógenos.8)  VEGF121  y  VEGF165  se  secretan  como  solu

La  expresión  del  gen  VEGF  es  iniciada  por  señales  extracelulares  que  
incluyen  factores  de  crecimiento,  mitógenos,  éster  de  forbol,  citoquinas

y  causar  una  reducción  de  los  niveles  de  antioxidantes  intracelulares.16)

Niveles  de  mRNA  y  proteínas  en  un  alto  porcentaje  de  malignos

angiogénesis  mediante  la  secreción  de  factores  angiogénicos,  especialmente  
el  factor  de  crecimiento  endotelial  vascular  (VEGF-A),1)  que  juega  un  papel

papel  importante  en  la  angiogénesis.10)  Además,  existe  una  creciente  
evidencia  de  la  participación  de  H2O2  en  la  regulación  de  la  
angiogénesis.9,11-13)  Además,  una  variedad  de  líneas  celulares

Las  señales  activan  la  vía  Ras-Raf-MEK-ERK  que  transduce  señales  
mitogénicas  que  regulan  la  proliferación  o  diferenciación  celular.  Las  otras  
señales  extracelulares  activan  el

asociados  a  la  superficie  o  se  depositan  principalmente  en  la  matriz  
extracelular.9)

expresión  regulada  por  ROS,  especialmente  por  H2O2.  Adicional

derivados  de  tumores  humanos  se  ha  demostrado  que  producen  grandes
papel  importante  en  la  regulación  de  la  angiogénesis  normal  y  anormal.2)

tumores  animales  y  humanos,  así  como  en  muchos  inmortalizados

estos  sugieren  que  algunos  agentes  antioxidantes  endógenos  así  como  
exógenos  pueden  usarse  para  regular  la  expresión  del  gen  VEGF-A  y/o  la  
producción  de  H2O2  con  fines  terapéuticos.

como  un  factor  inductor  de  la  permeabilidad  vascular  secretado  por  el  tumor

Efecto  inhibidor  del  agua  reducida  electrolizada  sobre  la  angiogénesis  tumoral
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designado  como  MEM/Milli  Q  libre  de  suero  o  cultivado  con

140  mm  de  altura)  dividida  por  una  membrana  semipermeable

(DCFH-DA)  se  adquirió  de  Molecular  Probes,  Inc.

estas  observaciones  y  el  conocimiento  de  que  tanto  MMP  como

es  popular  ya  que  se  cree  que  tiene  beneficios  para  la  salud.  REG  tiene

MATERIALES  Y  MÉTODOS

Polimerasa  de  transcripción  inversa  semicuantitativa

luego  se  incuba  con  800  l  de  tampón  de  reacción  (100  M  HVA,

manera,  como  un  control.  Luego,  esta  solución  se  recogió  después  de  la  
incubación  durante  30  min,  el  pH  se  ajustó  a  10,0  con  0,1  M

Banco  de  Recursos  de  Investigación  Científica  y  mantenido  en  el  MEM

adquirido  de  Calbiochem  (CA,  EE.  UU.).  el  quantikino

la  supresión  de  la  angiogénesis  inducida  por  células  tumorales.

ERW  (potencial  de  reducción  de  oxidación,  600  mV;  pH  11)  fue

Las  células  A549  en  el  medio  de  cultivo  se  analizaron  mediante  un  método  
publicado.  29)  Brevemente,  las  células  A549  se  cultivaron  en  un  24-

colocado  a  una  distancia  de  55  mm  de  cada  lado  de  la  membrana  
semipermeable.

en  células  y  luego  fue  hidrolizado  por  esterasas  celulares  para

Medios  MEM  preparados  con  agua  Milli  Q  como  control  en  experimentos  
posteriores.

ERW  sobre  el  daño  celular  pancreático  inducido  por  aloxano25)  y  sobre

MEM  (sin  FBS)  preparado  por  dilución  de  10  MEM  con

Nihon  Trim  Co.,  Osaka,  Japón),  y  normalmente  contiene

para  medir  los  niveles  de  VEGF165  en  sobrenadantes  de  cultivos  celulares.  
Se  obtuvo  un  kit  de  tinción  de  túbulos  de  angiogénesis  (para  teñir  CD31)  de  
TCS  Cellworks  (Buckingham,  Reino  Unido).  totales  y

y  midió  las  expresiones  génicas  de  la  metaloproteinasa  de  matriz  (MMP).  
No  observamos  ninguna  diferencia  en  los  niveles  de

421  nm,  respectivamente.

ha  demostrado  ser  clínicamente  eficaz  en  el  tratamiento  de  pacientes  con  
síndrome  del  intestino  irritable  o  dispepsia  no  ulcerosa.23)  Shirahata  et  al.  
demostró  por  primera  vez  que  los  REG  no  sólo

5  unidades/ml  de  peroxidasa  de  rábano  picante  tipo  VI  y  HEPES  1  mM

determinando  la  intensidad  de  la  fluorescencia  relativa  a

peroxidasa  de  rábano  picante  tipo  VI  se  adquirieron  de  Sigma

este  fin,  planteamos  la  hipótesis  de  que  ERW  podría  regular  VEGF-A

kit  (inmunoensayo  de  VEGF  humano,  número  de  catálogo  DVE00)

con  la  adición  de  NaOH  podría  eliminar  las  ROS  intracelulares  o

(pH  5,3)  a  9  ml  de  ERW  (pH  11)  antes  de  su  uso.  pulmón  humano

metro

(190  mm  de  ancho130  mm  de  alto,  0,22  mm  de  espesor,  poro

VEGF  son  genes  sensibles  a  redox,  juzgamos  que  una  adición

(Eugene,  Oregón,  EE.  UU.).

Las  células  endoteliales  de  la  vena  umbilical  humana  (HUVEC)  fueron

estrés  oxidativo  inducido  por  hemodiálisis  en  pacientes  con  enfermedad  
renal  en  etapa  terminal  (ESRD,  por  sus  siglas  en  inglés)26,27) .  Kim  y  Kim  
informaron  que  los  REG  derivados  del  agua  del  grifo  exhibieron  un  efecto  
antidiabético  tipo  2  en  experimentos  con  animales.28)

DCFH,  que  quedó  atrapado  dentro  de  la  celda.  Esta  molécula  no  fluorescente  
luego  se  oxidó  a  diclorofluo  resceína  fluorescente  (DCF)  por  la  acción  del  

H2O2  intracelular.  Las  células  eran

tampón  de  glicina-NaOH  y  luego  se  midió  la  fluorescencia

suplementado  con  10%  de  suero  fetal  bovino  (FBS)  designado

preparado  electrolizando  agua  ultra  pura  que  contiene  0,002  M

ERW  que  se  designó  como  MEM/ERW  sin  suero.  En  un  experimento  
preliminar  realizado  en  el  pasado,  habíamos  comparado  dos

El  anticuerpo  fosfo-ERK  proteína  quinasa  activada  por  mitógeno  (MAPK)  se  
adquirió  de  Cell  Signaling  Technology

Expresión  de  MMP  entre  células  HT1080  cultivadas  con  el

agua  han  sido  reportados  con  frecuencia.  20-22)  En  Japón,  ERW

0,2  ppb  Pt  Nps  cuando  se  analiza  con  un  espectrómetro  ICP-MS  (datos  no  
publicados).  Se  utilizó  un  dispositivo  electrolizador  de  tipo  discontinuo.

Cultivo  celular  y  reactivos  Todos  alcalinos  electrolizados

placa  de  pocillos  con  MEM/Milli  Q  sin  suero  o  sin  sueroadenocarcinoma,  células  A549  y  embriones  diploides  humanos

el  de  las  células  de  control.

expresión  génica  para  ejercer  efectos  antiangiogénicos  a  través  de  la  
eliminación  de  ROS,  en  particular  H2O2.  Llevamos  a  cabo  una  serie  de  
experimentos  como  primer  paso  para  descubrir  los  mecanismos  involucrados.

Chemical  Co.  (St.  Louis,  MO,  EE.  UU.).  SB203580,  PD98059

en  solución  salina  equilibrada  de  Hanks  sin  rojo  fenol,  pH  7,4).

metro

el  tamaño  no  se  revela,  Yuasa  Membrane  System  Co.,  Osaka

Medición  de  la  actividad  de  eliminación  de  H2O2  intracelular  por  ERW  
H2O2  producido  en  células  A549.

de  NaOH  en  medios  de  cultivo  no  tiene  ningún  efecto  sobre  intracelular

exhibió  un  pH  alto,  oxígeno  disuelto  bajo,  hidrógeno  molecular  disuelto  
extremadamente  alto,  pero  lo  más  importante,  mostró

utilizando  un  espectrofotómetro  de  fluorescencia  (F-2500,  Hitachi,

NaOH  a  100  V  durante  60  min  utilizando  un  dispositivo  electrolizador

se  obtuvo  de  R&D  Systems,  Inc.  (Minneapolis,  MN,

no,  y  tal  efecto  no  se  observó.  Además,  estos  MEM

como  10%  FBS/MEM  (Biowest,  Francia).  Durante  los  experimentos,  se  
cultivaron  células  A549  con  MEM  (sin  FBS)  preparado  por  dilución  de  10  
MEM  con  agua  Milli  Q  que

producido  a  partir  de  agua  del  grifo  por  purificadores  electrolizadores  de  uso  doméstico

MEM/ERW  por  24  h.  Las  células  se  lavaron  con  PBS  y

ERW  fue  neutralizado  agregando  1  ml  de  10  mínimo

adquirido  de  Cambrex  y  cultivado  en  medio  EGM-2
Aunque  los  datos  acumulados  hasta  el  momento  sugieren  que  los  REG

se  lavó  con  solución  salina  tamponada  con  fosfato  (PBS,  pH  7,4)  para  
eliminar  el  DCFH-DA.  Los  niveles  de  H2O2  se  midieron  usando  flujo

Aquí  presentamos  evidencia  de  que  ERW  atenúa  tanto  la  liberación  de  
H2O2  como  la  secreción  de  VEGF.  Esto  lleva  entonces  a

metro

Medios  MEM  preparados  con  solución  acuosa  de  NaOH  0,002  M  o  con  
agua  Milli  Q  para  examinar  si  los  medios  MEM

Consistía  en  un  recipiente  de  4  l  (190  mm  de  largo210  mm  de  ancho

(Danvers,  MA,  EE.  UU.).  Diacetato  de  2,7-diclorofluoresceína

dos  medios  del  MEM  (observación  no  publicada).  Juntos  con

estado  redox  y  expresión  de  genes  relacionados.  Por  lo  tanto,  utilizamos

actividad  de  eliminación  de  ROS  y  efectos  protectores  contra  el  daño  
oxidativo  al  ADN.24)  A  partir  de  entonces,  los  efectos  inhibidores  de

fibroblastos  pulmonares,  las  células  TIG-1  se  obtuvieron  de  Health

Preparación  de  Agua  Reducida  Electrolizada  (ERW)

y  el  inhibidor  de  las  proteínas  quinasas  c-Jun  N-terminal  (JNKi)  fueron

equipado  con  electrodos  de  titanio  recubiertos  de  platino  (TI-200s,

se  aplicaron  medios  a  células  de  fibrosarcoma  humano  HT1080

EE.UU).  El  kit  de  inmunoensayo  Quantikine  VEGF  está  diseñado

El  tampón  de  reacción  sin  células  se  trató  de  la  misma

Medición  de  liberación  de  H2O2  Liberación  de  H2O2  de

utilizando  DCFH-DA.  Las  células  A549  se  pretrataron  con  MEM/ERW  sin  
suero  durante  30  min  y  luego  se  incubaron  con  5  DCFH-DA  durante  30  
min  a  37  °C.  DCFH-DA  difundido  libremente

Japón).  Se  colocaron  dos  electrodos  (70  mm  de  ancho  y  110  mm  de  largo).

citometría  (EPICS  XL  System  II;  Beckman  Coulter,  EE.  UU.)

(Cambrex,  MD,  EE.  UU.).  Ácido  homovanílico  (HVA)  y
podría  ser  un  agente  antioxidante  útil,  se  requieren  más  estudios  para  
dilucidar  los  mecanismos  de  sus  acciones  en  las  células.  A

Medio  de  Eagle  (MEM)  (pH  7)  y  0,2  ml  de  tampón  de  ácido  4-(2-
hidroxietil)piperazina-1-etanosulfónico  (HEPES)  1  M

Japón)  a  longitudes  de  onda  de  excitación  y  emisión  de  321  nm  y
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fluorescencia  relativa  a  la  de  las  células  de  control,  como  se  detalla  en  el
Las  alícuotas  se  almacenaron  en  un  congelador  a  80  °C.  El  ensayo  de  
formación  de  túbulos  se  realizó  con  un  sistema  de  cocultivo.

Celdas  A549  a  1.0.  Se  utilizaron  transcritos  de  GAPDH  como  control  interno  
de  la  actividad  celular.

Biociencias,  Reino  Unido).

metro

Chemical  Co.,  St.  Louis,  MO,  EE.  UU.)  y  siguiendo  el  protocolo  proporcionado  
por  el  proveedor.  Las  secuencias  de  cebadores  para

durante  30  min  con  solución  de  etanol  al  70%.  Después  de  la  incubación  con

conjugado  con  fosfatasa  alcalina  (ambos  anticuerpos  fueron

centrifugado  a  12000g  por  5  min.  Treinta  microgramos  de  muestras  de  proteína  
se  hirvieron  en  una  proporción  de  3:1  con  tampón  de  muestra

14)  y  que  las  ROS  exógenas  estimulan  la  inducción  de

de  células  A549  disminuyó  a  aproximadamente  40%  en  comparación

Los  productos  de  RT-PCR  no  se  saturaron  en  las  condiciones

eliminar  el  H2O2  intracelular  en  las  células  A549.  Para  probar  el  ROS

con  diferentes  medios  fueron  detectados  con  HUVEC-específico

1.0,  TCS,  Cellworks,  Reino  Unido).  Doce  campos  aleatorios  por  pocillo

Medición  de  VEGF  secretado  en  el  cultivo

Las  secuencias  de  los  cebadores  para  los  transcritos  de  VEGF  son  
5GGGCCTCC  GAAACCATGAAC3  (directo)  y  5CTGGTTCCCCGA  
AACCCTGAG3  (inverso),  que  se  diferencian  alternativamente

Plato  de  90  mm  con  FBS/MEM  al  10%  e  incubado  durante  la  noche.

Los  presentes  resultados  de  dos  ensayos  diferentes  capaces  de

Osaka,  Japón)  y  probado  con  anticuerpos  primarios  y  secundarios  acoplados  
con  peroxidasa.  Después  de  lavar  tres  veces

que  ERW  podría  regular  la  expresión  de  VEGF  a  través  de  ROS.

programa  analizador  (Imagen  1.62f)  usando  una  computadora  personal.

gliceraldehído-3-fosfato  deshidrogenasa  (GAPDH)  son

ERW  elimina  el  H2O2  intracelular  y  disminuye  la

fenol,  a  su  dímero  fluorescente  en  presencia  de  H2O2  y

72  °C  durante  35  ciclos  usando  polimerasa  Taq  (Takara).  Asimismo,

(Tris-HCl  50  mM  pH  7,5,  NaCl  150  mM ,  PMSF  1  mM ,  1  %

utilizados  en  los  presentes  experimentos.  Los  productos  amplificados  se  
resolvieron  mediante  electroforesis  en  gel  de  agarosa  y  luego  se  fotografiaron.

( Tris-HCl  250  mM  pH  6,8,  glicerol  al  40  %,  toetanol  -mercap  al  20  %,  SDS  al  
8  %  y  azul  de  bromofenol  al  0,04  %)  y  electroforesis  en  SDS-PAGE .  Las  
proteínas  resueltas  fueron  entonces

PBS  que  contenía  albúmina  de  suero  bovino  (BSA)  al  1  %,  la  placa  de  cocultivo  
se  incubó  con  un  CD31  antihumano  de  ratón.

HUVEC  se  mezclaron  con  células  TIG-1  a  1:  40,  sembradas  en  24-

se  añadió  hasta  que  los  túbulos  adquirieron  un  color  púrpura  oscuro.  A  
continuación,  los  cultivos  de  Co  se  secaron  y  analizaron.  Formaciones  de  túbulos  en

metro

fueron  fotografiados  para  la  evaluación  de  la  formación  de  túbulos.

Se  sembraron  células  A549  medianas  (5104  células/pozo)  en  24-

Materiales  y  métodos.  Los  resultados  mostraron  una  reducción  del  H2O2  

tracelular,  ya  que  la  curva  de  señal  obtenida  de  las  células  A549  tratadas  con  
ERW  (designadas  como  "ERW")  se  desplazó  a  la

transcritos  de  VEGF165  y  VEGF121  empalmados  generando

incluido  en  el  kit  de  tinción  de  túbulos).  Después  de  lavar  la  placa  de  cultivo,  5-
bromo-4-cloro-3-indolilfosfato  toluidina

H2O2,

al  control  no  tratado  (p0,05).  Así,  los  resultados  confirmaron

con  T-PBS,  el  anticuerpo  unido  se  desarrolló  utilizando  un

Para  probar  esta  idea  y  determinar  si  la  actividad  de  eliminación  de  ROS  de  
ERW  es  aplicable  a  otros  tipos  de  células,  comenzamos  examinando  el  efecto  
de  eliminación  de  ERW  en  células  A549.  A549

Reacción  en  cadena  (RT-PCR)  El  ARN  total  se  aisló  utilizando

Los  valores  por  debajo  del  panel  se  normalizaron  estableciendo  arbitrariamente

El  medio  se  reemplazó  con  MEM/Milli  Q  sin  suero  o

actividad  de  depuración  de  ERW,  examinamos  el  efecto  de  ERW
marcadores  CD31  (PECAM-1).  Brevemente,  en  el  día  11,  el  medio

peroxidasa  de  rábano  picante.  Como  se  muestra  en  la  Fig.  1B,  cuando  A549anticuerpo  (1:  4000)  durante  60  min,  seguido  de  otros  60  min

La  amplificación  por  PCR  para  GAPDH  se  llevó  a  cabo  a  94  °C  para

NP-40,  SDS  al  0,1  %,  aprotinina  10  g/ml  y  EDTA  10  mM )  en

Liberación  de  H2O2  de  las  células  A549  Se  ha  informado

placas  de  pocillos  y  se  cultivaron  en  medio  EGM-2  durante  la  noche.  El

b

izquierda  en  comparación  con  las  células  A549  no  tratadas  (designadas  como

5ACCACAGTCCATGCCATCAC3  (adelante)  y  5TC  CACCACCCTGTTGCTGTA-3  
(reversa),  que  amplifican  un

el  sistema  de  co-cultivo  se  observaron  por  microscopía  de  contraste  de  fase  y  
las  fotomicrografías  se  documentaron  con  un

VEGF  en  varios  tipos  de  células.18,31)  Se  ha  demostrado  que  ERW  elimina  
eficazmente  las  ROS  intracelulares  en  células  HIT-T15  (una

un  informe  anterior.25)

con  una  cámara  digital  (ATTO,  Tokio).  para  densitométrica

transfirieron  a  membranas  Hybond-ECL  (Amersham  Bio  Science,  Reino  Unido),  
que  se  bloquearon  con  Tween  20  al  0,05  %.

sustrato  de  sal/cloruro  de  nitro-azul  de  tetrazolio  (BCIP/NBT)

un  kit  de  aislamiento  de  ARN  total  de  mamíferos  GenEluteTM  (Sigma

se  eliminó  por  completo  y  se  fijó  la  placa  de  cocultivo

Análisis  de  Western  Blot  Las  células  tratadas  adecuadamente  se

placas  de  pocillos  con  FBS/MEM  al  10  %  y  se  cultivaron  durante  la  noche.  El

sobre  la  liberación  de  H2O2  de  las  células  A549.  Nuestro  método  de  prueba  fue

fragmentos  de  625  pb  y  495  pb,  respectivamente.8,30)  PCR  amplifi

3.5  min  de  desnaturalización,  recocido  por  30  s  a  58  °C  y  extensión  por  1  min  
a  72  °C  por  30  ciclos.  El  semicuantitativo

las  células  se  trataron  con  MEM  que  contenía  ERW  y  luego  se  incubaron  con  

DCFH-DA.  Los  niveles  de  H2O2  intracelular  se  midieron  mediante  citometría  
de  flujo  determinando  la  intensidad  de  la

MEM/ERW  libre  de  suero  y  cultivado  durante  24  h.  El  medio  acondicionado  
se  recogió  y  se  filtró  con  un  filtro  de  0,2  m.

la  densidad  de  las  bandas  VEGF165  y  VEGF121  de  no  tratados

ECL  más  sistema  de  detección  de  transferencia  Western  (Amersham

Segmento  de  512  pb  (NCBI  Acc#:  NM  002046).  Lo  común

cámara  digital  (Olympus,  Japón).  Las  imágenes  grabadas  fueron  analizadas  
por  el  software  de  análisis  de  imágenes  Angiogenesis  (AngioSys

las  células  fueron  pretratadas  con  ERW  durante  24  h,  la  liberación  de  H2O2incubación  con  un  anticuerpo  IgG  anti-ratón  de  cabra  secundario

hielo.  Las  células  se  recogieron  con  un  raspador.  El  lisado  fue  entonces

que  las  células  cancerosas  producen  grandes  cantidades  de  ROS,  incluyendo

análisis,  las  imágenes  grabadas  fueron  analizadas  por  una  imagen  NIH

PBS  (T-PBS)  que  contiene  un  10  %  de  leche  desnatada  en  polvo  (Wako,

línea  celular  pancreática  de  hámster).25)  Estos  datos  juntos  sugieren

RESULTADOS

“Control”)  (Fig.  1A).  Este  cambio  de  la  curva  de  la  señal  indicaría  la  eliminación  

de  H2O2.  Por  lo  tanto,  se  sugirió  a  ERW  que

el  medio  se  reemplazó  con  MEM/ERW  sin  suero  y  se  incubó  durante  otras  24  
h.  El  medio  acondicionado  se  recogió  para  medir  el  VEGF  secretado,  que  se  

midió  según  el  protocolo  del  fabricante.

basado  en  la  conversión  del  ácido  homovanílico,  un  sustituto

VEGF  se  llevó  a  cabo  a  94  °C  durante  45  s  de  desnaturalización,  hibridación  

durante  45  s  a  60  °C  y  extensión  durante  1  min  a  60  °C.

lavado  con  PBS  e  incubado  con  tampón  de  extracción

Se  eliminó  el  medio  y  se  añadió  una  mezcla  de  medios  acondicionados  de  
células  A549  y  EGM-2  mezclados  en  proporción  2:1.  El  medio  acondicionado  

se  cambió  cada  2  d.  Túbulos  formados

Preparación  de  medio  acondicionado  y  ensayo  de  formación  de  túbulos  Se  
sembraron  células  A549  (1106  células)  en  un
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tratados  durante  períodos  de  tiempo  designados  se  usaron  para  aislar  los  ARN  totales.  VEGF  y

se  recogió  el  medio  para  medir  la  cantidad  de  VEGF  secretado  por  las  células  A549,  como  se  describe  en  
Materiales  y  Métodos.  Columnas  llenas  (),  controles  cultivados  en  suero  libre

de  las  células  de  control  se  presenta  como  curvas.  La  curva  designada  como  "Control"  es  la  intensidad  de  
fluorescencia  obtenida  de  las  células  A549  de  control.  La  curva  designada  como  “ERW”  es

(A)  Se  trataron  cuatro  conjuntos  de  células  A549  con  ERW  durante  0,5,  4  y  24  h.  Células  A549

el  medio  se  reemplazó  con  MEM/ERW  sin  suero  durante  los  períodos  de  tiempo  indicados.  El

DCFH  se  midió  con  un  citómetro  de  flujo.  La  intensidad  de  fluorescencia  relativa  a  esa
metro

las  células/pocillo  se  sembraron  en  placas  de  24  pocillos  con  FBS  al  10  %/MEM  durante  0,5,  4  y  24  h.  El

se  incubaron  con  DCFH-DA  5  M  durante  30  min  a  37  °C.  La  intensidad  de  fluorescencia  de

media  D.E.,  n3).  Un  asterisco  representa  una  diferencia  significativa  en  comparación  con  los  controles  (   
p0,05)  y  los  valores  de  p  de  0,05  se  consideran  estadísticamente  significativos.

La  transcripción  se  usó  como  control  interno  para  la  actividad  celular.  (B)  A549  (5105  celdas)

(A)  Las  células  A549  cultivadas  se  pretrataron  durante  30  min  con  FBS  al  10  %/MEM/ERW,  luego

Materiales  y  métodos.  Las  diferencias  se  analizaron  mediante  la  prueba  t  de  Student  (los  valores  son  los

estableciendo  la  densitometría  de  las  bandas  VEGF165  y  VEGF121  en  el  tiempo  cero  a  1,0.  UN  GAPDH

experimentos  independientes.  (B)  Se  añadió  ERW  a  las  células  A549  en  cultivo,  seguido  de  una  incubación  
adicional  de  24  h.  El  H2O2  liberado  en  los  medios  de  cultivo  se  midió  como  se  describe  en

en  comparación  con  la  curva  de  control  (Control).  Mn  X  en  los  REG  y  paneles  de  control

se  muestra  en  Materiales  y  Métodos.  Los  valores  por  encima  del  panel  se  normalizaron  arbitrariamente

control  (   p0,05)  y  valores  de  p  de  0,05  se  consideran  estadísticamente  significativos.

de  3  experimentos  independientes  fueron  analizados  por  la  prueba  t  de  Student  (los  valores  son  los

la  actividad  se  consideró  positiva,  ya  que  la  curva  de  tratamiento  de  ERW  (ERW)  se  desplazó  hacia  la  izquierda

significa  la  media  de  la  intensidad  de  fluorescencia.  Se  muestra  un  resultado  representativo  de  tres

Las  transcripciones  de  GAPDH  se  detectaron  mediante  RT-PCR  con  un  conjunto  apropiado  de  cebadores,  como

media  D.E.,  n3).  Un  asterisco  representa  una  diferencia  significativa  en  comparación  con  el

MEM/Mili  Q;  columnas  abiertas  (),  pruebas  cultivadas  en  MEM/ERW  sin  suero.  Los  resultados

la  intensidad  de  fluorescencia  obtenida  de  las  células  A549  tratadas  con  ERW.  eliminación  de  H2O2

Fig.  1.  Actividad  de  eliminación  de  H2O2  intracelular  de  ERW  (A)  y  supresión  de  
la  liberación  de  H2O2  de  las  células  A549  por  ERW  (B)
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Fig.  2.  ERW  regula  negativamente  la  transcripción  y  secreción  de  VEGF

que  ERW  reduce  la  producción  de  H2O2  de  las  células  A549,  investigamos  

usando  un  método  RT-PCR  para  determinar  si  H2O2

resolver  los  productos  de  RT-PCR  (Fig.  2A).  Relaciones  de  intensidades  de  banda

Se  sabe  que  el  VEGF  se  secreta  fuera  de  las  células  tumorales  para  ejercer

ERW  inhibe  tanto  la  expresión  del  gen  VEGF  como  la  secreción  extracelular  
en  las  células  A549  como  habíamos  confirmado

efectos  citotóxicos  de  ERW  (Fig.  2A).

eliminar  H2O2.

transcripción.  Se  realizó  electroforesis  en  gel  de  agarosa  para  des

cambiado  poco;  indicando  que  los  resultados  no  se  debieron  a  la

demostrado  que  los  REG  tienen  el  potencial  de  reducir  y/o

21,50  pg/ml)  solo  se  observó  cuando  las  células  A549  se
Transcripción  de  VEGF121  y  un  producto  de  625  pb  para  VEGF165

cuando  las  células  se  trataron  con  ERW  durante  24  h,  la  transcripción  de  VEGF  

se  suprimió  significativamente,  mientras  que  la  de  GAPDH

(1217,9461,83  pg/ml)  y  muestras  tratadas  (1095,53

mostró  que  el  tratamiento  con  REG  regulaba  a  la  baja  las  transcripciones  de

medir  claramente  los  niveles  endógenos  y  exógenos  de  H2O2

VEGF165  y  VEGF121  de  manera  dependiente  del  tiempo.  Notablemente,

en  la  secreción  de  VEGF  (Fig.  2B).  Una  diferencia  significativa  en  las  acumulaciones  
de  VEGF  secretado  entre  el  control

niveles  de  transcripción  dependientes  del  tiempo  (Fig.  2).  Los  resultados

células.

Los  cebadores  se  diseñaron  para  amplificar  un  producto  de  495  pb  para  la

para  los  dos  productos  de  isoforma  de  VEGF  se  usaron  para  comparar

se  ensayó  la  secreción  de  VEGF  en  células  A549.  La  secreción  de  VEGF  de  las  

células  de  control  aumentó  de  manera  dependiente  del  tiempo,  mientras  que  

ERW  suprimió  gradualmente  el  aumento.y  los  niveles  de  VEGF  están  regulados  coordinadamente  por  ERW  en  A549

entre  diferentes  periodos  de  incubación  para  GAPDH  y  aquellos

su  efecto  angiogénico  al  estimular  la  proliferación  y  migración  de  células  
endoteliales.18)  Por  lo  tanto,  el  efecto  de  ERW  en
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tratados  con  ERW  durante  24  h  (p0,05,  Fig.  2B).  esto  se  retrasó

la  supresión  de  la  fosforilación  de  ERK1/2.  mancha  occidental

producción  de  VEGF18)  y  promover  la  morfogénesis  tubular

el  punto  de  acción  está  en  un  nivel  de  transcripción  de  genes  y/o  en  la  señal

(Figura  3A).  Otros  inhibidores,  SB203580  y  JNKi,  no

nivel  de  transcripción  génica,  que  después  de  4  h  de  tratamiento  se  redujo  a

formación  de  túbulos,  cuatro  parámetros;  área  de  túbulos,  número  de

manera  dependiente  del  tiempo  de  0,5  a  4  h.  Después  de  4  h,  el  nivel  de  fosfo-

ERK  se  mantuvo  bajo  hasta  24  h,  incluso  después  del  tratamiento  prolongado  
con  ERW.  La  cantidad  total  de  ERK  MAPK

vía  implicada  en  la  regulación  de  la  expresión  del  gen  VEGF  fue

diferencias,  es  decir,  la  transcripción  y  los  niveles  de  proteínas  acumuladas

Los  resultados  fortalecieron  aún  más  los  resultados  que  se  muestran  en  la  Fig.  3A.

Medido.  Para  ello,  un  co-cultivo  de  células  HUVEC  y  TIG

inhibidor  de  MAPK),  PD98059  (inhibidor  de  MEK  que  es  una  quinasa  corriente  

arriba  de  la  vía  ERK)  y  JNKi  (inhibidor  de  JNK).  Para  este  propósito,  el  mismo  

sistema  de  ensayo  RT-PCR

proteína  VEGF165  durante  los  periodos  de  incubación  indicados.

de  la  transcripción  de  VEGF  a  través  de  la  fosforilación  de  ERK.

MEM  (Fig.  4B,  A549  CM)  y  MEM  acondicionado  con  A549  tratado  con  ERW  (Fig.  

4C,  ERW-A549  CM)  en  una  proporción  de  1:2,  respectivamente.  Co-cultivos  

tratados  con  el  A549  acondicionado

Transcripciones  de  VEGF  (Fig.  3A).  Los  resultados  mostraron  que  sólo

Transcripción  del  gen  VEGF.

La  regulación  a  la  baja  de  la  expresión  de  VEGF  inducida  por  ERW  se  debe  a

por  células  A549  Se  sabe  que  las  ROS  exógenas  estimulan

túbulos  en  todos  los  parámetros  analizados  en  comparación  con  el  control;  es  
decir,  un  aumento  del  76  %  en  las  áreas  totales  de  los  túbulos,  un  aumento  del  

200  %  en  el  número  de  uniones  de  los  túbulos,  un  aumento  del  179  %  en  las

se  demostró  que  estaba  regulado  por  REG,  lo  que  sugiere  que  su

Factor  ERK1/2,  en  la  regulación  de  la  expresión  de  VEGF  en  células  A549

respuesta  de  la  secreción  de  proteína  VEGF  en  comparación  con  VEGF

Los  análisis  mostraron  que  la  fosforilación  de  ERK  disminuyó  en  un

en  células  endoteliales.32)  Para  evaluar  el  efecto  de  ERW  en

niveles  de  vías  de  transducción  río  arriba  de  los  complejos  de  iniciación  de  la  

transcripción.  Como  paso  inicial,  la  transducción  de  señales

muestran  ningún  efecto  inhibidor  significativo  sobre  la  transcripción  del  gen  

VEGF,  lo  que  indica  que  las  vías  de  la  proteína  cinasa  activada  por  estrés/JNK  

(SAPK)  y  p38  no  estuvieron  directamente  involucradas  en

aproximadamente  30-40%,  puede  ser  atribuible  al  punto  de  ensayo

la  proteína  no  se  vio  afectada  por  el  tratamiento  con  ERW  (Fig.  3B).  Estos

uniones,  el  número  de  túbulos  y  la  longitud  total  del  tubo,  fueron

investigado  usando  inhibidores  específicos  de  MAPK,  SB203580  (p38

porque  la  RT-PCR  detecta  transcripciones  específicas  directamente  en  puntos  de  

tiempo  específicos,  mientras  que  el  ensayo  VEGF  detecta  el  total  acumulado

También  sugirieron  que  MEK  está  involucrado  en  la  regulación.

se  incubó  con  mezclas  de  medio  EGM-2  y  MEM  no  acondicionado  (Fig.  4A,  

Control),  A549  acondicionado

y  métodos  de  análisis,  como  en  la  Fig.  2A,  se  utilizaron  para  cuantificar

Se  realizaron  más  experimentos  para  determinar  si

Efecto  de  ERW  en  la  formación  de  túbulos  vasculares  inducida

MEM  aumentó  significativamente  la  formación  de  vascular

ERW  inactiva  la  transcripción  del  gen  ERK1/2  VEGF

PD98059  bloqueó  la  expresión  de  VEGF,  lo  que  sugiere  un  papel  importante  para  

la  vía  Ras-Raf-MEK-ERK,  particularmente

control  interno  de  la  actividad  celular.  Control:  sin  inhibidor,  SB:  SB203580  (p38  MAPK detectado  con  un  kit  de  tinción  de  túbulos  y  visualizado  por  microscopía  de  contraste  de  fase.  Se  usaron  
fotomicrografías  de  una  cámara  digital  para  caracterizar  los  túbulos.  Las  imágenes  registradas  se  analizaron  
mediante  software  de  cuantificación  de  angiogénesis  (D).  Doce  campos  aleatorios

A549  CM)  y  MEM  acondicionado  con  células  A549  tratadas  con  ERW  (C.  ERW-A549  CM)  mezclado
Bandas  de  VEGF165  y  VEGF121  en  el  tiempo  cero  a  1,0.  Se  usó  una  transcripción  GAPDH  como en  1 :  2,  respectivamente.  Los  medios  se  cambiaron  cada  2  d.  En  el  día  11,  las  formaciones  de  túbulos  fueron

El  cocultivo  HUVEC/TIG-1  en  una  placa  de  24  pocillos  se  desafió  con  mezclas  de  medio  EGM  2  y  MEM  no  
acondicionado  (A.  Control),  MEM  acondicionado  con  células  A549  (B.fueron  analizados  por  un  programa  analizador  de  imágenes  NIH  (Imagen  1.62f)  utilizando  una  computadora  

personal.  Los  valores  por  encima  del  panel  se  normalizaron  configurando  arbitrariamente  la  densitometría  de

1.0.  Se  usó  ERK  total  para  monitorear  la  actividad  celular.

fueron  detectados  usando  anticuerpos  Total-  y  fosfo-ERK  MAPK.  Valores  por  encima  de  la

las  bandas  fueron  fotografiadas  y  documentadas  usando  una  cámara  digital.  Imágenes  grabadas

PD98059  (20  M)  o  inhibidor  II  de  JNK  (40  nM)  durante  24  h  y  ARN  total  aislado.  Total

Análisis  de  transferencia  Western  como  se  describe  en  Materiales  y  Métodos.  Total-  y  fosfo-ERK

panel  se  normalizaron  estableciendo  arbitrariamente  la  densitometría  de  la  banda  fosfo-ERK  en

Los  ARN  se  utilizaron  para  amplificar  los  transcritos  de  VEGF165  y  VEGF121  mediante  RT-PCR  con  conjuntos  
de  cebadores  respectivos.  Los  productos  amplificados  se  resolvieron  en  una  electroforesis  en  gel  de  agarosa  y

preparados  y  30  g  de  proteínas  de  cada  lisado  se  resolvieron  mediante  SDS-PAGE  y  se  utilizaron  para

(A)  Las  células  A549  se  trataron  con  MEM  sin  suero  que  contenía  SB203580  (10  M), metro

metro

diferencia  en  comparación  con  los  controles  (   p0.01).  Los  valores  de  p  de  0,05  se  consideraron  
estadísticamente  significativos.

incubados  en  MEM/ERW  sin  suero  durante  los  períodos  de  tiempo  indicados.  Los  lisados  celulares  fueron

longitud  del  tubo  en  células  de  control  no  tratadas  (media  S.E.).  Los  asteriscos  representan  un  significativo

metro

inhibidor),  PD:  PD98059  (inhibidor  de  MEK),  JNKi:  inhibidor  de  JNK.  (B)  Las  células  A549  fueron

por  pocillo  se  representaron  para  la  evaluación  de  la  formación  de  túbulos.  Los  datos  se  expresan  en  porcentaje  
del  área  total,  el  número  de  uniones,  el  número  de  túbulos  y  el  total

23

Fig.  4.  Efectos  de  ERW  en  la  formación  de  túbulos  vasculares  inducidos  por  el  medio  
condicionado  por  células  A549

enero  de  2008

Ruta
Fig.  3.  La  expresión  de  VEGF  se  regula  a  la  baja  a  través  de  la  inactivación  de  ERK
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directamente  correlacionado  con  la  producción  de  VEGF  por  los  tumores.36—41)

en  células  de  adenocarcinoma  de  pulmón  A549,  porque  solo  PD98059

también  se  demostró  que  se  correlaciona  con  una  unión  mejorada  de  AP  
B.60)  NF-1  y  NF-B  residen  en  el  citoplasma  complejado

factor.62)  Tomando  toda  esta  información  en  consideración,

a

CM).  Teniendo  en  cuenta  estos  resultados,  condicionado

supresión  de  la  activación  de  ERK  en  el  cáncer  de  colon  humano  HT29

42  min68)  y  436  min69)  en  condiciones  normóxicas,  mientras  que

a

Los  factores  de  transcripción  regulados  (H2O2)  también  disminuirían  
debido  a  la  disminución  de  los  niveles  de  H2O2  por  la  actividad  depuradora  de

subunidad  limitante  que  determina  la  actividad  del  HIF-1

DISCUSIÓN

1/2  en  la  regulación  de  la  expresión  de  VEGF  se  reporta  en  astrocitomas48)  
y  carcinoma  de  células  escamosas  de  cabeza  y  cuello,49)

liberación  y  secreción  de  VEGF  de  las  células  A549  (Fig.  4).

(Figura  3A).  La  proteína  VEGF  secretada  en  el  medio  no  disminuye  
drásticamente  como  lo  hace  el  ARNm.  Nuestra  interpretación  es  que

condiciones.  71)  Nuestros  experimentos  se  llevaron  a  cabo  bajo  ni

tiene  valor  terapéutico  al  conferir  un  efecto  antiangiogénico

ERK  MAPK,  que  puede  dar  lugar  a  una  alteración  del  objetivo

(MAPK)  vía.61)  Nuestros  resultados  actuales  con  inhibidores  específicos  
mostraron  que  la  vía  MAPK  (p38  y  JNK)  no  es

k
células  (p0.01,  Fig.  4D:  ver  longitud  total  del  túbulo).  A  pesar  de,

cancer51)  células,  mientras  que  ERK  MAPK  lo  hace  en  fibroblastos,52)

Los  resultados  actuales  descubrieron  que  los  niveles  de  ARNm  se  

redujeron  drásticamente  en  las  células  tratadas  con  ERW  mientras  se  secretaba

elimina  H2O2  endógeno  y  exógeno  (Fig.  1)

esas  células  cancerosas.9,11,12,14)  Además,  también  se  ha  demostrado  que  el  H2O2

El  medio  tratado  con  ERW  contiene  1095.5321.50  pg/ml  y

ROS.  Estimulación  exógena  de  células  cultivadas  por  hidrógeno.

Se  utilizó  medio  derivado  de  células  A549  cultivadas  con  ERW  (ERW  A549  
CM)  para  ver  cómo  ERW  influye  en  el  túbulo.

k

La  vía  de  transducción  de  señales  para  la  expresión  de  VEGF  es

no  a  un  nivel  estadísticamente  significativo  (Fig.  4D).  Estos  resultados

el  factor  de  transcripción,  ETS-1,  está  regulado  al  alza  por  H2O2  a  través  
de  HIF  63,64)  El  HIF-11,  que  se  estabiliza  con  H2O2.

La  eficacia  de  los  REG  en  la  activación  de  ERK  es  solo  a  corto  plazo.  La  
inhibición  de  la  expresión  constitutiva  de  VEGF  en  células  A549  puede

complex.65)  HIF-1  es  una  proteína  de  vida  corta  que  se  mantiene

células.59)  En  el  estudio  actual,  ERW  inactivó  ERK  de  manera  dependiente  
del  tiempo,  dentro  de  las  4  h,  después  de  lo  cual  ERW  no  mostró

ERW.  Considerando  los  tiempos  de  incubación  (0.5,  4.0,  24  h)  utilizados  ybloqueó  la  expresión  de  VEGF  en  las  células  (Fig.  3).

la  vida  media  promedio  del  ARNm  eucariótico  es  de  10  a  12  h.70)  Además,  
el  ARNm  de  VEGF  contiene  elementos  desestabilizadores

con  la  proteína  inhibidora  IB  enmascarando  la  señal  de  localización  nuclear  
de  NF-B.  NF-B  se  activa  mediante  tratamiento  con  H2O2

dedujo  AP-1  como  el  principal  candidato  para  regular  al  alza

involucrados  (Fig.  3)  y,  por  lo  tanto,  se  excluye  la  activación  del  ARNm  de  
VEGF  por  NF  B.  Por  otro  lado,  AP-1  se  considera  como  un

k

El  bloqueo  del  VEGF  secretado  por  el  tumor  por  un  anticuerpo  anti-VEGF  
causó  un  daño  significativo  en  las  células  endoteliales.42)  Estos

el  parámetro  de  longitud  total  de  túbulos  se  usa  comúnmente  para  el  
análisis  cuantitativo  de  la  formación  de  túbulos,  otros  parámetros  fueron

b

los  niveles  de  proteína  VEGF  analizados  son  acumulativos  en  lugar  de

Nuestros  hallazgos  sugieren  que  ERW  reduce  el  H2O2  inducido

mientras  que  la  vía  de  la  fosfatidilinositol  3-quinasa,  pero  no  ERK

lo  que  sugiere  que  la  participación  de  ETS-1  regulada  por  HIF-1  es  menos

para  inducir  una  expresión  significativa  de  VEGF  en  varias  células

el  número  de  túbulos,  y  un  aumento  del  65%  del  túbulo  total

Se  demostró  que  el  peróxido  (H2O2)  aumenta  el  ARNm  de  VEGF  en  un

y  carcinoma  de  colon.53)  En  el  presente  estudio,  al  menos  ERK

efecto.  En  esta  línea,  antioxidantes  como  la  N-acetilcisteína,

la  expresion  genica.  Galato  de  epigalocatequina,  un  antioxidante

muy  divergente  y  depende  del  tipo  de  célula.  Involucrado  en

efecto  adicional  en  la  activación  de  ERK.  Esto  indicó  que  el  effi

sugirió  fuertemente  que  ERW  ejerce  un  efecto  inhibidor  sobre

(120kDa)

k

condiciones  móxicas  y,  por  lo  tanto,  se  considera  que  el  ARNm  es

los  niveles  de  proteína  disminuyeron  bastante  lentamente.  Disminución  drástica  del  ARNm

La  activación  de  ERK  es  sensible  al  estrés  redox.54-58)  Por  lo  tanto,  el

en  su  5UTR,  región  de  codificación  y  3UTR,  y  tres  elementos

Transcripción  de  VEGF.

Los  resultados  juntos  apoyan  fuertemente  la  hipótesis  de  que  el

parámetros  de  formación.  Los  resultados  mostraron  que  el  tratamiento  de  
ERW  afectó  solo  la  longitud  total  del  túbulo,  disminuyéndola  en  un

a  través  de  la  fosforilación  de  IB  para  liberar  NF-B  para  la  energía  nuclear

La  vida  media  corta  del  ARNm  de  VEGF,  así  como  los  factores  de  
transcripción  reducidos,  en  conjunto  explicarían  la  disminución  drástica  de

Expresión  de  VEGF  en  una  línea  celular  de  adenocarcinoma  de  pulmón  humano,

La  expresión  de  VEGF  regulada  por  MAPK  está  involucrada  en  el  
carcinoma  hepatocelular.50)  Además,  se  informa  que  p38  MAPK  afecta

atribuirse  parcialmente  al  bloqueo  de  la  activación  de  ERK  por

en  niveles  bajos  y  a  menudo  indetectables  en  normoxia,  mientras  que

a

niveles  de  punto  de  tiempo.  Por  lo  tanto,  la  cantidad  de  proteína  se  acumulará  
a  medida  que  el  tiempo  de  incubación  se  prolongue  hasta  24  h.  A  las  24  horas

longitud,  respectivamente  (Fig.  4D:  compara  control  y  A549

contenido  en  el  té  verde,  inhibió  la  expresión  de  VEGF  a  través  de  la

factor  de  transcripción  sensible  a  redox62)  y,  por  lo  tanto,  ARNm  de  VEGF

k

vitamina  E,  catequinas  y  polifenoles  naturales  del  vino  tinto

también  medido.  Se  demostró  que  ERW  ejerce  su  influencia  al

de  corta  duración  Además,  las  actividades  del  peróxido  de  hidrógeno

angiogénesis  inducida  por  tumores  mediante  la  regulación  negativa  de  H2O2

podría  interpretarse  como  que  la  vida  media  del  ARNm  de  VEGF  es

tipos.33—35)  Además,  se  ha  demostrado  que  la  vascularización  del  tumor  es

se  demostró  que  participa  en  la  regulación  de  la  expresión  de  VEGF

forma  dependiente  de  la  dosis  y  el  tiempo.  Activación  del  ARNm  de  VEGF

probable.  Sin  embargo,  se  ha  demostrado  que  el  promotor  ETS-1  contiene  
varios  sitios  de  unión  a  factores  de  transcripción,  incluido  AP  167,  y  AP-1  
se  considera  un  agente  de  transcripción  sensible  a  redox.

nivel  estadísticamente  significativo  en  comparación  con  A549  CM  tratado

translocación  a  través  de  la  proteína  quinasa  activada  por  mitógeno  Ras

Niveles  de  ARNm  de  VEGF  en  las  presentes  condiciones  experimentales

tanto  fosfatidilinositol  3-quinasa  como  MAPK/ERK  quinasa

a

forma  un  complejo  con  la  subunidad  HIF-1  (94  kDa)  que  forma  el  HIF-1  
funcional  (factor  1  inducible  por  hipoxia).  HIF-1  es  la  tasa

k

ERW.  Además,  consideramos  posibles  factores  de  transcripción  
involucrados  en  la  regulación  de  la  transcripción  del  gen  VEGF  en  relación  con

es  fuertemente  inducida  en  células  hipóxicas.66)  Mostramos  que  ERW

A549.  Como  las  células  cancerosas  producen  ROS,  incluido  H2O2,  la  
liberación  de  H2O2  podría  desencadenar  el  proceso  angiogénico  en

actuar  de  forma  aditiva  para  ejecutar  una  degradación  rápida  en  condiciones  normóxicas

k

bloqueo  de  la  liberación  de  H2O2  y  la  secreción  de  VEGF  del  cáncer

k

han  sido  evaluados  por  su  eficacia,  con  resultados  positivos.42—47 )

suprimiendo  marginalmente  los  otros  tres  parámetros,  aunque

Es  probable  que  la  regulación  positiva  por  H2O2  involucre  a  AP-1.  Otro

la  reducción  del  estrés  redox  inducido  en  las  células  o  la  neutralización  del  

estrés  oxidativo  exógeno  pueden  bloquear  la  activación  de

punto,  el  medio  de  control  contiene  1217.9461.83  pg/ml  mientras  que

Expresión  de  VEGF  en  músculo  liso  vascular,  43)  y  mama
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y  varias  aguas  minerales  naturales  también  poseen  actividades  reductoras  y  se  

planteó  la  hipótesis  de  que  se  debe  al  hidrógeno  molecular

alto  potencial  reductor  fue  producido  en  ERW  por  electrólisis

Por  otro  lado,  Kikuchi  et  al.  planteado  la  hipótesis,  al  intentar  dilucidar  la(s)  

sustancia(s)  eliminadora(s)  de  ROS  en  los  REG,

niveles  estadísticamente  significativos,  y  mostró  una  reducción  significativa  en  la  

longitud  total  del  túbulo  solamente  (Fig.  4D).  Por  lo  tanto,  el  ensayo  de  formación  de  

túbulos  vasculares  está  de  acuerdo  con  los  niveles  de  proteína  detectados  en  la  Fig.  

2B  (Fig.  4D).

o  en  ERW  ricos  en  hidrógeno.  (3)  nanopartículas  de  metales  de  transición

el  H2O2  intracelular  realmente  eliminado  queda  por  dilucidar.  Las  investigaciones  

futuras  deben  dirigirse  a  esclarecer

ERW  puede  suprimir  la  angiogénesis  inducida  por  las  células  A549

y  condiciones  hipóxicas  para  conocer  los  efectos  de  ERW  en  los  niveles  de  

expresión  génica  que  incluyen  la  confirmación  de  la  participación  de  AP-1.

células,  y  que  la  inhibición  de  VEGF  por  ERW  se  correlacionó  parcialmente  con  la  
inactivación  de  ERK  MAPK.

REG  pronto.  (4)  La  molécula  de  hidrógeno  se  convierte  constantemente  en

Si  existe  proteína  en  el  medio  acondicionado,  se  producirá  una  mayor  formación  de  
túbulos.  ERW  podría  haber  reducido  ca.  15%  VEGF

Las  nanopartículas  de  1  a  10  nm  de  tamaño  pueden  existir  de  manera  estable  en  solución  para

y/o  iones  reductores  de  vanadio.83,84 )  Hanaoka  et  al.  sugirió  que  la  mejora  de  la  

actividad  de  dis  mutación  radical  del  anión  superóxido  puede  explicarse  por  cambios  

en  el  iónico

otros  antioxidantes  en  las  células  cancerosas  con  mayor  oxidación

y  desempeñó  un  papel  clave  en  la  eliminación  de  ROS.24,72)  El  hidrógeno  activo  

se  puede  producir  a  partir  de  una  molécula  de  hidrógeno  mediante  catálisis

que  activó  hidrógeno  molecular  o  nanoburbujas  de  hidrógeno

comprensión  de  las  diferencias  biológicas  entre  el  cáncer  y

producto  del  agua  en  REG.85,86)

con  tendencias  iónicas  bajas,  el  hidrógeno  activo  adsorbido  o  absorbido  puede  

existir  de  manera  estable  en  ERW,  pero  otras  nanopartículas  metálicas

el(los)  agente(s)  reductor(es)  en  los  REG.  Además,  nuestros  estudios  futuros  podrían

por  lo  tanto,  el  medio  tratado  con  ERW  todavía  contiene  ca.  85%  de  VEGF

mediante  la  regulación  a  la  baja  tanto  de  la  liberación  de  H2O2  como  de  la  expresión  

de  VEGF.  Además,  nuestro  estudio  sugirió  que  ERK  MAPK

proteína  en  comparación  con  el  control  después  de  24  h  de  incubación  y,  por  lo  tanto,

antioxidante  contra  los  radicales  de  oxígeno  citotóxicos  como  el  hidroxilo

células.  Las  células  cancerosas,  en  comparación  con  las  normales,  están  expuestas

hidrógeno  activo.75)  Las  nanopartículas  de  platino  sintético  fueron

estrés  son  más  propensos  a  verse  afectados  por  ERW,  mientras  que  normal

mucho  tiempo.74)  Tomados  en  conjunto,  aquí  proponemos  una  nueva  hipótesis  de  

nanopartículas  metálicas  que  contienen  agua  reducida  y

Los  principales  inconvenientes  de  la  quimioterapia  contra  el  cáncer  son  los  diversos

El  mecanismo  subyacente  a  la  forma  en  que  los  REG  eliminan  de  forma  eficaz  

el  H2O2  intracelular  aún  no  se  ha  aclarado  con  más  detalle.  ERW  contiene  una  alta  

concentración  de  moléculas  de  hidrógeno,  sin  embargo,  la  molécula  de  hidrógeno  

es  químicamente  inerte  a  temperatura  ambiente.

hidrógeno  activo,  que  puede  eliminar  ROS,  mediante  la  catálisis  de
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