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RESUMEN 

     Los receptores acoplados a proteínas G (“G protein-coupled receptors”, 

GPCRs), son proteínas integrales de membrana en la superficie celular y 

pertenecen a una de las superfamilias más grandes y diversas de receptores. 

Más del 30 % de las drogas farmacéuticas disponibles comercialmente ejercen 

su efecto por medio de esta clase de receptores. GPRC5A, también conocido 

como proteína 3 inducible por ácido retinoico (RAI3) o gen 1 inducible por ácido 

retinoico (RAIG1), fue clonado por primera vez en nuestro laboratorio con el 

nombre de gen 1 inducible por éster de forbol (“phorbol ester induced gene 1” o 

PEG-1), ya que fue encontrado por ser un gen inducible por 12 - O -

tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA/PMA). Comúnmente, TPA es empleado 

como agente promotor de tumores, aunque también se ha observado una 

disminución en la capacidad proliferativa en células de linfoma tratadas con TPA. 

La desregulación de GPRC5A, ha sido relacionada con el desarrollo de distintos 

tipos de cáncer en humanos y con su capacidad supresora de tumores, 

dependiendo del tejido. En este trabajo, se demostró que la inducción de 

GPRC5A por TPA, en células T84 de cáncer de colon, es regulada positivamente 

por las vías de señalización PKC/Ca2+, PKA, MEK y SGK1; mientras que es 

regulada negativamente por JNK. Las vías de señalización AKT, p38, NF-ĸB, IL-

1β, Cl- y las ROS no se encuentran involucradas en su regulación por TPA. Por 

otro lado, TPA produjo un aumento en la producción de ROS celular y 

mitocondrial, efecto que fue reducido en células silenciadas en la expresión de 

GPRC5A mediante transfección con el plásmido CRISPR/Cas9 para este gen 

(T84/pARNg3); esto sugiere que la señalización de GPRC5A reduce la 

producción de ROS mediada por TPAPKC. Además, se observó que TPA 

redujo la apoptosis celular, mientras que las células T84/pARNg3 tratadas con 

TPA la aumentaron. La apoptosis fue mediada por caspasa 3, pero no por 

caspasa 8 y 9. Los resultados sugieren que GPRC5A participa en la regulación 

de la apoptosis mediada por caspasa en células T84 de cáncer de colon. 

Palabras clave: GPRC5A; cáncer; 12 -o-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA); 
especies reactivas de oxígeno (ROS); apoptosis. 
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     En el año 2017, el Instituto Nacional del Cáncer (INC, Argentina) reveló que 

el cáncer es la segunda causa de muerte en nuestro país, sólo detrás de las 

enfermedades cardiovasculares. Sólo en 2017, se produjeron 62.618 

defunciones por tumores malignos, siendo la primera causa el cáncer de pulmón 

(15,1 %), seguido por el cáncer de colon (12 %).  

     El receptor GPRC5A ha surgido como un tema de investigación interesante 

en los últimos años, debido a que su desregulación ha sido asociada con el 

desarrollo de distintos tipos de cáncer en humanos y, por el contrario, por tener 

un rol supresor de tumores. Este rol ambiguo de GPRC5A es dependiente del 

tejido donde se desarrolle el cáncer y su mecanismo es desconocido. 

 

1. RECEPTORES GPCRs 
 

1.1. Estructura y Función 

     Los receptores acoplados a proteínas G (G-protein-coupled receptors, 

GPCRs) son proteínas transmembrana que modulan la fisiología celular y tisular, 

un efecto que es ejercido mediante la señalización a través de proteínas de unión 

a nucleótidos de guanina (proteínas G) y/o la proteína β-arrestina [15-18]. Debido 

que algunos GPCRs pueden usar otras proteínas, además de las proteínas G, 

como transductores de señalización, algunos autores utilizan nombres 

alternativos para esta super familia de receptores. A estos receptores también 

se les suele llamar receptores transmembrana de 7 dominios (“7-transmembrane 

receptors”), receptores de tipo serpentina (“serpentine-like receptors”) o 

receptores heptahelicoidales (“heptahelical receptors”) [17]. 

     Los GPCRs son la familia más grande de receptores de señalización en 

eucariotas. Actualmente, se conocen 827 receptores acoplados a proteínas G en 

humanos, de los cuales 406 son no olfativos [2].  

     A través de diversos mecanismos de señalización, los GPCRs regulan una 

amplia gama de procesos biológicos, incluidos el desarrollo y la remodelación 

ósea [19, 20], la visión [21], el sabor [22], el olfato [23], la señalización de 

neurotransmisores [24], la inflamación y la respuesta inmune [25], la regulación 

del sistema nervioso autónomo [26], el mantenimiento de la homeostasis celular 

[27] y el crecimiento tumoral y la metástasis [28]. 
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     La super familia de GPCRs comprende receptores para una gran variedad de 

hormonas, neurotransmisores y neuromoduladores con importantes funciones 

fisiológicas. Los ligandos de estos receptores pueden ser endógenos, como por 

ejemplo, aminas, péptidos, aminoácidos, glucoproteínas, prostanoides, 

fosfolípidos, ácidos grasos, nucleótidos, nucleósidos, ión Ca2+; como también 

ligandos exógenos, como odorantes, sabor amargo y dulce, feromonas y fotones 

de luz. Se ha estimado que el 80 % de las hormonas conocidas y 

neurotransmisores activan los mecanismos de transducción de señales celulares 

mediante la activación de los GPCRs [29], estimándose que estos receptores 

representan entre un 30-45 % de los blancos de las drogas a actuales [30, 31]. 

La disfunción de esta clase de receptores es causante de numerosas 

enfermedades humanas, por lo que varios GPCRs son utilizados como blancos 

de drogas farmacéuticas [32]. 

     Los estudios bioquímicos, biofísicos e inmunológicos han logrado determinar 

una estructura consenso de los miembros de la familia de GPCRs. Estos 

receptores poseen un dominio N-terminal extracelular, un dominio C-terminal 

citoplasmático y una porción transmembrana con siete dominios helicoidales 

conectados por bucles intra y extra citoplasmáticos (“loops”), razón por la cual 

se los suele denominar “serpentinas” (Figura 1) [33]. 

     Las estructuras más variables en la familia de GPCRs son el dominio 

carboxilo terminal (C-terminal), el bucle intracelular entre los dominios 

transmembrana (TM) TM5 y TM6, y el dominio amino terminal (N-terminal). La 

mayor diversidad se observa en el dominio N-terminal, donde esta secuencia es 

relativamente corta (10–50 aminoácidos) para los receptores de monoaminas y 

péptidos, y mucho más grande (350 – 600 aminoácidos) para los receptores de 

las hormonas glicoproteicas y los receptores de la familia de los glutamatos. Los 

dominios N-terminales más grandes se observan en los receptores de la familia 

de adhesión. 
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1.2. Mecanismos de señalización 

     Las proteínas G, acoplándose a los receptores GPCR, transducen las señales 

de sus ligandos y regulan así la actividad de enzimas y canales que alteran los 

niveles celulares de segundos mensajeros y, a su vez, las actividades 

funcionales de las células a través de vías que incluyen proteínas quinasas, 

actividad de canales iónicos, proteínas de unión a GTP de bajo peso molecular, 

y cambios en la expresión génica. Las proteínas G son heterotriméricas y se 

componen de tres subunidades, α, β y γ. Estas proteínas pueden encontrarse 

en dos conformaciones espaciales diferentes: una forma inactivada, cuando la 

subunidad α de la proteína G (Gα) se une al nucleótido difosfato de guanosina 

(GDP), el cual está preparado para la interacción con un receptor activado, y otra 

forma activada capaz de unirse con otras proteínas celulares denominadas 

efectoras, cuando se une a trifosfato de guanosina (GTP) (Figura 2). Las 

subunidades β y γ están estrechamente asociadas y pueden considerarse como 

una unidad funcional. Pero esta activación es transitoria ya que la subunidad α 

tiene un dominio GTPasa, es decir, hidroliza al cabo de un breve tiempo el GTP 

Figura 1: Estructura de los GPCRs. A: Diagrama de las siete hélices transmembrana (TM1, 

TM2, etc), el dominio N-terminal del lado externo de la membrana y el dominio C-terminal 

localizado dentro de la célula y los diferentes loop (L1, L2, etc). El diagrama también indica 
la localización de los residuos de aminoácidos que están conservados a lo largo de la familia 
de los GPCRs y que juegan un rol en la activación del receptor. B: Vista del receptor desde 

el lado extracelular. Imagen tomada de 

http://watcut.uwaterloo.ca/webnotes/Pharmacology/GPCRs.html. 

 

http://watcut.uwaterloo.ca/webnotes/Pharmacology/GPCRs.html
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transformándolo de nuevo en GDP, volviendo así a su estado basal [17, 34, 35]. 

Las proteínas RGS (“regulators of G protein signaling” o proteínas reguladoras 

de la señalización por la proteína G) actúan como proteínas activadoras de 

GTPasa para controlar negativamente la señalización de la proteína Gα. Las 

proteínas RGS aceleran la actividad de GTPasa de las proteínas Gα al unirse al 

estado de transición durante la hidrólisis de GTP [36]. 

 

     La subunidad Gα se divide en cuatro familias según la similitud de las 

subunidades α: Gαs, Gαi/o, Gαq/11 y Gα12/13. Las familias Gαs y Gαi/o activan o 

inhiben respectivamente la actividad de la adenilato ciclasa, dando como 

resultado un aumento o disminución de la producción de AMP cíclico (AMPc) 

(Figura 3) [37]. La familia Gαq/11 estimula la fosfolipasa C (PLC) que hidroliza los 

fosfatos de fosfatidil inositol 4,5-bisfosfato (PIP2), generando los segundos 

mensajeros inositol 1,4,5-trisfosfato (PIP3) y diacilglicerol (DAG) [38], que 

Figura 2: El ciclo de la proteína G. La unión del ligando al receptor acoplado a la proteína G 

(GPCR) conduce al intercambio de GDP-GTP en la proteína Gα y a la disociación del dímero 

Gα y Gβγ. Tanto Gα-GTP como Gβγ pueden regular a los efectores río abajo. La hidrólisis de 

GTP por la subunidad Gα da como resultado la reasociación de Gα unido a GDP con el dímero 

Gβγ y el GPCR, completando así el ciclo. Las proteínas RGS (regulador de la señalización de 

la proteína G) aceleran la tasa de hidrólisis de GTP por las proteínas Gα (flecha azul). Imagen 

modificada de [13]. 
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conducen a la movilización intracelular de Ca+2 desde el retículo endoplásmico 

(RE) y la activación de la proteína quinasa C (PKC) (Figura 3). Finalmente, la 

familia Gα12/13 activa pequeñas GTPasas, incluida la familia Rho (por ejemplo, 

RhoA). Estos segundos mensajeros activan varias vías intracelulares para 

modular la función celular [39, 40]. Además de las proteínas Gα, Gβγ también 

puede enviar señales a los efectores corriente abajo. Gβγ puede regular algunas 

isoformas de las adenilil ciclasas y de las fosfoinositol 3-quinasas (PI3K), la 

fosfolipasa C β y canales iónicos como canales de K+ y canales de Ca2+ 

dependientes de voltaje [41]. Recientemente se han identificado nuevas 

proteínas que interactúan con Gβγ en otros compartimentos subcelulares como 

endosomas, mitocondrias, retículo endoplásmico (receptores IP3), aparato de 

Golgi (quinasa Raf, PKD), citosol (HDAC5, “histone deacetylase 5”), núcleo (AP-

1, “activating protein-1”) y citoesqueleto (tubulina). Queda por determinar si todas 

estas interacciones intracelulares requieren GPCRs o subunidades Gα [41]. 

     Por otra parte, la activación de los GPCRs desencadena no solo la activación 

de proteínas G, sino también otros eventos celulares que conducen a una 

atenuación rápida de la capacidad de respuesta del receptor, un proceso llamado 

desensibilización, para evitar la señalización descontrolada. El primer paso en la 

desensibilización es la fosforilación del receptor [42, 43], principalmente por una 

familia de quinasas llamada GPCR quinasas (GRK) [44, 45]. Las GRK 

desempeñan un papel central en la desensibilización de muchos GPCRs [46]. 

Otros estudios identificaron otra familia de proteínas que solo es capaz de unirse 

a GPCRs fosforilados, llamadas arrestinas, las cuales juegan un papel clave en 

la desensibilización de muchos GPCRs. Dichas arrestinas inducen el 

desacoplamiento del GPCR de las proteínas G, lo que produce el final de la 

señalización dependiente de proteínas G iniciada en la superficie celular [47]. 

Además de la terminación de la señalización, las β-arrestinas también facilitan la 

internalización de los GPCRs, reclutando proteínas de señalización para GPCRs 

que fueron internalizados en los endosomas para activar las cascadas de 

señalización independientes de la proteína G [48-51]. Después de la 

internalización, el destino de los GPCRs depende tanto del tipo de célula como 

del tipo de receptor. Típicamente, después de la internalización inducida por el 

agonista, los GPCRs se reciclan eficientemente de regreso a la superficie celular. 
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Sin embargo, muchos GPCRs son dirigidos a una ruta degradativa y destruidos 

proteolíticamente en el lisosoma [50, 51]. 

     Si bien la señalización de los GPCRs generalmente está regulada por la 

desensibilización y la endocitosis mediada por la fosforilación y las β-arrestinas, 

también se puede modular por ubiquitinación. Actualmente, la ubiquitinación se 

considera un proceso regulatorio importante que puede tener roles únicos en el 

tráfico y señalización de los GPCRs. Recientemente, han sugerido un vínculo 

entre la fosforilación de los GPCRs, las β-arrestinas y la ubiquitinación que puede 

ser aplicable a algunos GPCRs pero no a otros. Si bien se cree que la 

ubiquitinación promueve la endocitosis del receptor y la clasificación 

endosómica, estudios recientes han revelado que la ubiquitinación también juega 

un papel importante en la regulación positiva de la señalización de los GPCRs 

[52]. 
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     En resumen, la activación de los GPCRs no sólo depende de un ligando que 

interactúa con el receptor para acoplar a una proteína G y así iniciar la 

señalización. Ahora se sabe que diferentes ligandos pueden interactuar con el 

mismo GPCR para estabilizar diferentes conformaciones del receptor [53, 54], lo 

que permite la posibilidad de seleccionar o diseñar nuevos ligandos que activan 

determinadas funciones de un solo receptor, optimizando así la acción 

terapéutica. Los GPCRs interactúan con muchas proteínas y estas interacciones 

son importantes para regular los GPCRs y mantener el equilibrio correcto entre 

señalización y desensibilización [55]. 

     Finalmente, es importante tener en cuenta que no todos los receptores que 

activan la proteína G son miembros de la superfamilia de los GPCRs. La 

activación de proteínas G también se encuentra implicada en la transducción de 

señales mediada por varios receptores de tirosina quinasa, como por ejemplo el 

receptor para el factor de crecimiento insulínico tipo 1 (IGF-1) (“insulin-like growth 

factor-1”) [56]. 

 
1.3. Clasificación 

     La homología de secuencia entre todos los GPCRs es relativamente baja [57, 

58], pero todos cuentan con siete dominios transmembrana helicoidales, con un 

Figura 3: Esquema de señalización de GPCRs. Cuando el ligando se une a un GPCR, éste 

interactúa, en la mayoría de los casos, con proteínas G heterotriméricas. Las proteínas G 
experimentan un intercambio de GDP-GTP en la subunidad α, lo que conduce a la disociación 

de las subunidades α y βγ y la posterior activación de los efectores de señalización río abajo. 

La PKC (proteína quinasa C) y la PKA (proteína quinasa A) activadas por la proteína G a su 

vez fosforilan el receptor y desactivan la señalización de la proteína G (desensibilización 

heteróloga, línea roja). La fosforilación de GPCR mediada por GRK (GPCR quinasa) conduce 

al reclutamiento de β-arrestinas, lo que da como resultado la desensibilización mediante 

interacción con la proteína G (desensibilización homóloga, línea púrpura) y posterior 
internalización y ubiquitinación del receptor. La activación de β-arrestina por el receptor 

también inicia la activación de la señalización mediada por β-arrestina. AC indica adenilato 

ciclasa; AKT, serina / treonina quinasa también conocida como proteína quinasa B; DAG, 

diacilglicerol; EGFR, receptor del factor de crecimiento epidérmico; IP3, inositol-1,4,5-

trisfosfato; MAPK, proteína quinasa activada por mitógeno; PI3K, fosfoinositida 3-quinasa; 

PIP2, fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato; y PLC, fosfolipasa C. 
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dominio extracelular N-terminal y un dominio intracelular C-terminal [15]. Los 

GPCRs han sido divididos según dos sistemas de clasificación, uno según su 

secuencia homóloga, dividido en seis clases de la A hasta la F [57, 59] y el otro, 

según análisis filogenético con los siguientes miembros prototípicos: glutamato, 

rodopsina, adhesión, frizzled y secretina (GRAFS) (Tabla 1) [60]. La familia 

rodopsina (A), secretina (B), glutamato (C) y frizzled (F) se corresponde con el 

sistema de clasificación A-F, mientras que los miembros de la familia de 

adhesión no están incluidos en esta clasificación. Los receptores “Taste”, se 

colocaron recientemente como una sexta clase que ha surgido de la clase A [61]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     En la Figura 4, se muestran los motivos estructurales comunes de las clases 

A, B y C. 

     La clase A, también llamados “receptores tipo rodopsina” es el grupo más 

abundante, cerca del 80 % de los GPCRs, que incluyen receptores de hormonas 

(receptores adrenérgicos), neurotransmisores (receptores muscarínicos, de 

dopamina, histamina y serotonina) y receptores de la luz (rodopsina). Los 

GPCRs de clase A muestran una diversidad considerable en el tamaño y la 

arquitectura de sus dominios extracelulares N-terminales. Estructuralmente 

Clase  Familia GRAFS 
A Rodopsina 
B Secretina 

 Adhesión 
C Glutamato 
D … 
E … 
F Frizzled  
T Taste 

O Otros 

Tabla 1: Sistemas de clasificación de los GPCRs. Los GPCRs han sido divididos según 

dos sistemas de clasificación, uno según su secuencia homóloga, el cual se divide en seis 

clases de la A a la F y el otro, según análisis filogenético con los siguientes miembros 

prototípicos: glutamato, rodopsina, adhesión, frizzled y secretina (GRAFS). 
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poseen una cisteína palmitoilada en la cola C-terminal [62]. Este tipo de 

receptores, comparten además que la cara extracelular del receptor sufre una 

contracción al unirse al agonista, y esta contracción está ligada alostéricamente 

a la apertura del sitio de unión al transductor. Este mecanismo alostérico es 

recíproco y también funciona en la dirección opuesta, lo que permite la 

interacción con subdominios de la subunidad Gα y favorece el cierre del sitio de 

unión al ligando [63, 64]. 

     La clase B está integrada por dos subfamilias, clase B1 llamada familia de 

receptores similares a secretina y B2 llamada receptores de adhesión. La clase 

B está compuesta por cerca de 70 receptores para varias hormonas (receptor de 

secretina, glucagón, calcitonina, hormona paratiroidea) [60, 65, 66], y se 

caracterizan por tener un dominio N-terminal extenso de alrededor de 120 

residuos estabilizados por enlaces disulfuro. La unión del ligando involucra tanto 

el dominio N-terminal como los bucles extracelulares del receptor. El modelo 

general actual para la activación de los GPCRs de clase B se puede resumir de 

la siguiente manera: después de la unión inicial de los agonistas peptídicos, hay 

una reorganización de los bucles extracelulares del receptor que acomoda la 

unión del péptido al núcleo del receptor y contribuye a la propagación del cambio 

conformacional [67]. Hay pruebas de que los GPCRs de clase B1 sufren 

homodimerización y heterodimerización [68]. Los datos sugieren que los 

receptores son diméricos tras la interacción inicial con el ligando, lo que 

contribuye a la unión de alta afinidad, pero que estos dímeros se desestabilizan 

tras la activación y la interacción con la proteína G, lo que puede favorecer el 

aislamiento del complejo monomérico receptor-proteína G en estudios 

estructurales [68]. 
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     En receptores de clase C, también conocidos como receptores 

metabotrópicos de glutamato, el reconocimiento del ligando se logra a través de 

su gran dominio extracelular (300-600 residuos) [69]. A diferencia de muchas 

otras familias de GPCRs, los de esta clase son dímeros y esto está críticamente 

relacionado con su activación [70, 71]. La unión del agonista al dominio de unión 

al ligando genera un cambio conformacional de un estado abierto a cerrado, lo 

que a su vez proporciona una alteración en la posición y orientación de los 

dominios transmembrana dentro del dímero receptor que desencadena en la 

unión del transductor [72]. Algunos receptores que integran esta clase son, 

Figura 4: Representación esquemática de las clases A, B y C de receptores GPCRs. Se 

muestran los motivos estructurales comunes a cada familia. El único motivo común para los 

GPCRs de clase A, B o C es un residuo de cisteína conservado en la hélice III y otro en el 

segundo bucle extracelular. Se cree que estas cisteínas están conectadas a través de un 
puente disulfuro. Para los receptores de clase A (familia similar a la rodopsina), se indica el 

aminoácido más conservado de cada hélice. Un sitio de palmitoilación está representado en la 

parte proximal del C-terminal. El motivo DRY en la hélice III y el motivo NPXXY (siendo X 

cualquier aminoácido) en la hélice VII se conservan entre los GPCRs de clase A. Los GPCRs 

de clase B (familia similar a la secretina) comparten un gran N-terminal con residuos de cisteína 

conservados y puentes disulfuro. Algunos residuos de prolina también se conservan dentro del 

haz helicoidal, pero esos residuos son diferentes a las prolinas conservadas de clase A. Los 

receptores de clase C (familia de glutamato metabotrópico) se caracterizan por un dominio 
extracelular muy grande que se une a los ligandos. Se indica el motivo NEAK altamente 

conservado. Imagen modificada de [9]. 
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receptores GABA (“gamma-aminobutyric acid”) [73], receptores sensibles al 

calcio y receptores gustativos. 

     La clase D incluye receptores presentes en hongos, la clase E incluye 

receptores de AMPc y la clase F incluye receptores “frizzled” [74]. Las 

secuencias de aminoácidos de los GPCRs en las clases D-F también contienen 

siete dominios hidrofóbicos que se consideran hélices transmembrana. 
 

1.4. Implicancia de los GPCRs en enfermedades y su importancia como 
blancos terapéuticos 

     Los GPCRs, como otras proteínas de membrana, pasan por un estricto 

mecanismo de control de calidad en el retículo endoplásmico (RE), que garantiza 

que sólo las proteínas plegadas correctamente entren en la vía secretora. Debido 

a este sistema de control de calidad, las mutaciones puntuales que resultan en 

variaciones de la secuencia proteica pueden dar lugar a la producción de 

proteínas mal plegadas. Estas alteraciones pueden ser causantes de 

enfermedades debido a que los receptores no pueden alcanzar sus destinos 

funcionales en la célula. 

     El número promedio de enfermedades asociadas con GPCRs es de 198 y 

413 para ligandos endógenos que tienen como blanco a estos receptores, 

mientras que el número promedio de enfermedades asociadas para todos los 

demás genes es 119, un número significativamente menor [2]. Por ejemplo, hay 

evidencias que sugieren que la galanina, un ligando endógeno para el receptor 

GPCR de galanina tipo 2 (GALR2), juega un papel importante en la epilepsia, 

uno de los trastornos neurológicos más comunes. De hecho, la galanina ha 

surgido como un blanco potencial para tratar la epilepsia [75]. Por otro lado, la 

familia de receptores de glutamato se expresan predominantemente en células 

neuronales y gliales [76] y transmiten la excitación postsináptica mediada por 

glutamato en las células neurales, regulando así la comunicación neuronal, la 

formación de la memoria y el aprendizaje. Varias enfermedades en humanos se 

asocian con mutaciones en los genes de esta familia de receptores, incluida la 

enfermedad de Parkinson [77], la enfermedad de Huntington [78], trastorno por 

déficit de atención con hiperactividad [79], la adicción [80] y el autismo [81]. 
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     En cáncer, esta clase de receptores participan del crecimiento y desarrollo 

del tumor mediante la regulación de la proliferación celular, invasión, migración, 

angiogénesis y supervivencia en sitios metastásicos [82-84]. Además, se sabe 

que los GPCRs funcionan en la metástasis [83, 84], habiendo limitados 

tratamientos contra el cáncer metastásico. La actividad de los GPCRs puede 

encontrarse alterada en cáncer por una sobreexpresión aberrante, mutaciones 

en los efectores de señalización de la proteína G corriente abajo y una mayor 

producción y secreción de ligandos activadores de GPCRs, tanto por las células 

tumorales como por las células del estroma circundante [85, 86]. Por ejemplo, el 

ácido lisofosfatídico (LPA) tiene no menos de seis receptores (LPA1-LPA6) 

pertenecientes a la familia GPCR. Inducir LPA y/o una expresión aberrante de 

sus receptores puede inducir el inicio y progresión del cáncer [87, 88]. Esto se 

ha demostrado en el cáncer de mama [89] y en cáncer de ovario [90], donde LPA 

actúa mediante la activación de la vía de transducción dependiente de Rho para 

provocar la migración y la formación de tumores. 

     A los GPCRs también se los relaciona con osteopatologías, ya que la mayoría 

de las familias de GPCRs tienen roles críticos en el desarrollo y remodelación 

ósea (reabsorción de tejido óseo maduro) [91]. Múltiples mutaciones humanas 

de GPCRs afectan el desarrollo óseo o el metabolismo de los huesos. Hasta la 

fecha, 92 receptores se han asociado con enfermedades óseas y disfunciones 

[92]. 

     En enfermedades del corazón los GPCRs también tienen un rol importante. 

En la década de 1930, el laboratorio de fisiología de la Facultad de Medicina de 

la Universidad de Buenos Aires, dirigido por B. Houssay, llevó a cabo estudios 

sobre la hipertensión [93, 94], lo que condujo al descubrimiento del factor renal 

involucrado en la hipertensión, llamado "hipertensina" [93, 95, 96]. 

Paralelamente en EE.UU se descubrió el mismo factor hipertenso en el 

Laboratorio Lilly de Investigación Clínica, allí llamado "angiotonina" [97]. 

Finalmente, ambos laboratorios acordaron nombrar al factor como 

"angiotensina" [98, 99]. Tiempo después la enzima convertidora de angiotensina 

(ECA) se caracterizó y se encontró que es activada por Cl− [100, 101], aunque 

los sitios de acción del Cl− en ECA aún son tema de debate [102, 103]. Hoy en 

día se cree que el Cl−, y no solo Na+, puede tener un rol importante en la 

hipertensión [104]. La activación crónica de receptores β-adrenérgicos y 
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receptores de angiotensina II mediante sus ligandos endógenos (noradrenalina 

y angiotensina II (Ang II) respectivamente), aumentan el trabajo del corazón, y 

producen efectos perjudiciales como la muerte de los miocitos [105]. Por esta 

razón, los medicamentos que bloquean la activación de dichos receptores, como 

los bloqueadores β, los bloqueadores de los receptores de Ang II y los inhibidores 

de la ECA, se usan ampliamente en el tratamiento de la insuficiencia cardíaca 

[6].  

     En la Tabla 2, se muestran más ejemplos de receptores GPCRs y ligandos 

endógenos relacionados con patologías en humanos. 

 

Enfermedad Nombre del receptor GPCR Nombre del ligando endógeno  

Epilepsia GALR2 galanina (GAL) 

Obesidad MC1R proopiomelanocortina (POMC) 

Alzheimer  FPR2 
proteína precursora amiloidea 
(APP) 

Enfermedad inflamatoria 
intestinal CCR3 quimiocina (CCL7) 

Hipertensión AGTR2 angiotensina II (AGT) 

Artritis reumatoide CCR6 quimiocina (CCL20) 

Degeneración macular CX3CR1 quimiocina (CX3CL1) 

Osteoporosis CALCR adrenomedulina (ADM) 

Enfermedad vascular EDNRA endotelina-2 (EDN2) 
 

     De este modo, resulta evidente que los GPCRs representen un importante 

foco de investigación debido a su papel central en áreas históricamente 

populares como hipertensión, alergia, analgesia, esquizofrenia y depresión; y en 

áreas novedosas como la enfermedad de alzheimer y obesidad. En los últimos 

5 años, los estudios sobre los GPCRs se han enfocado en nuevas 

enfermedades, como esclerosis múltiple (EM), cesación tabáquica, síndrome del 

intestino corto e hipocalcemia [3]. Las principales tendencias de las áreas 

dirigidas a GPCRs se muestran la Figura 5. 

Tabla 2: Ejemplos de ligandos endógenos de GPCR y receptores relacionados con diversas 

enfermedades. Tabla modificada de [2]. 

https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna_precursora_amiloidea
https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna_precursora_amiloidea
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     El 34 % de los medicamentos aprobados por la FDA (“Food and Drug 

Administration”) son dirigidos hacia estos receptores, equivalente en el año 2017 

a 475 medicamentos que median sus efectos a través de 108 GPCRs. De estos 

receptores, el 27 % de los GPCRs humanos no olfativos, el 17 % de GPCRs 

actualmente en proceso de estudio y el 56 % son receptores huérfanos [3]. 

Dentro del 27 % de los GPCRs blancos de drogas ya aprobadas, la histamina 

(HRH1), la serotonina, la dopamina, los opioides y los receptores adrenérgicos, 

son los GPCRs dirigidos con mayor frecuencia, en términos de la cantidad de 

medicamentos disponibles. El gran número de antagonistas de HRH1 refleja su 

uso frecuente en el tratamiento de respuestas alérgicas [106]. Los receptores 

aminérgicos (receptores clase A), son el objetivo de 314 de los medicamentos 

aprobados. Esta clase de receptores son los mayormente estudiados 

estructuralmente [107] (Figura 6). 

Figura 5: Tendencias de drogas aprobadas vs agentes en prueba, dirigidos a GPCRs. 

Los números más grandes (> 40) de agentes aprobados (Eje x) se observan para 

analgésicos, alergias e hipertensión, mientras que entre los agentes en ensayos clínicos (Eje 

y) los números más altos (> 20) son para agentes para diabetes y neoplasias. Imagen 

modificada de [3]. 
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     Sólo el 15 % de los 800 GPCRs conocidos en humanos son blancos de 

drogas [108], por lo tanto, es probable que existan nuevas oportunidades para 

que más GPCRs sean nuevos blancos farmacológicos [108, 109]. Los factores 

que contribuyen a esta limitación de los GPCRs en la industria farmacológica son 

los más de 100 GPCRs huérfanos (GPRCs) para los que se desconoce sus roles 

funcionales, sus mecanismos de señalización y el estado de su expresión en 

células sanas y enfermas. Con la excepción de los genes SMO (“Smoothened 

receptor”, receptor de la clase frizzled, integrante de la vía de señalización de 

Hedgehog (Hh)) y ADGRG3 (receptor de la clase adhesión, participante en el 

reordenamiento del citoesqueleto, la adhesión y migración celular [110]), los 

GPCRs huérfanos (sin agonistas fisiológicos conocidos) no son actualmente 

objetivos farmacológicos [108]. 

     Ciertos GPRCs huérfanos tienen patrones de expresión o actividad altamente 

selectivos en tejidos normales y en tejidos enfermos. Los ejemplos incluyen a 

Figura 6: Principales familias GPCR que son objetivos farmacológicos aprobados y 
objetivos de agentes en ensayos clínicos. Hay 398 receptores GPCR no olfatorios, de los 

cuales 108 tienen medicamentos aprobados (rojo), 66 tienen agentes que han alcanzado 

ensayos clínicos pero que aún no han sido aprobados (verde) y 224 aún no se han dirigido por 
agentes en ensayos clínicos (gris). Los 108 objetivos farmacológicos GPCR establecidos (lado 

izquierdo) son principalmente receptores aminérgicos (receptores adrenérgicos, 

dopaminérgicos, histaminérgicos) y opioides. Imagen modificada de [3]. 
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GPRC5A en cáncer de colon [111], páncreas [112], pulmón [113], GPR22 en 

enfermedad cardíaca [114], SMO en varios tipos de cáncer [115], GPR3 en 

enfermedad de Alzheimer [116] y GPR119 en el tratamiento de la diabetes [117]. 

Estos GPCR huérfanos sirven como objetivos potencialmente novedosos para 

futuros tratamientos. 

     Aproximadamente dos tercios de los GPCRs que son actualmente blancos 

farmacológicos regulan el AMPc y numerosos blancos farmacológicos 

relacionados con los GPCRs influyen en la señalización del AMPc (Ej. 

fosfodiesterasas o proteínas asociadas con la síntesis o transporte de ligandos 

cuyos receptores regulan la síntesis del AMPc). Por lo tanto, la vía de AMPc es 

probablemente la vía de señalización elegida con más frecuencia por las terapias 

aprobadas actualmente [108]. La modulación de los GPCRs a través de sitios 

alostéricos, que son distintos de los sitios de unión para ligandos endógenos, 

puede alterar la estructura, la dinámica y la función del receptor para lograr una 

ventaja terapéutica potencial, como una mayor selectividad espacial y temporal 

[118]. Además, el conocimiento de la activación del receptor ha aumentado con 

el concepto de selectividad funcional [119], activando la vía de señalización 

intracelular deseada y minimizando los efectos secundarios no deseados debido 

a la activación de otras vías. Para utilizar la técnica quimioinformática en el 

diseño de fármacos GPCR, es esencial comprender la naturaleza de los 

ligandos, las complejidades estructurales del receptor, las interacciones ligando-

receptor y la interacción de los receptores con las vías de señalización [120]. 

     Las tasas de éxito de los agentes dirigidos a GPCRs en los últimos 5 años 

fueron 78 % (fase I), 39 % (fase II) y 29 % (fase III) [3]. Unos de los últimos 

fármacos dirigido a GPCR aprobados por la FDA fue Zilretta, un agonista del 

receptor de glucocorticoides que se usa para el tratamiento del dolor de la 

osteoartritis de rodilla (https: //www.drugs.com/history/zilretta.html). También se 

encuentra aprobado el fármaco Abaloparatida, un agonista del receptor de la 

hormona paratiroidea (PTH1) que se usa para tratar a las mujeres 

posmenopáusicas con osteoporosis [121]. 
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2.  RECEPTOR GPRC5A 

     En nuestro laboratorio, mediante la técnica de “Differential Display” (DD) para 

estudiar expresión diferencial de genes, logramos visualizar varios genes que 

aumentaban su expresión en células de cáncer de colon T84 tratadas con el 

éster de forbol 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA). Después del 

aislamiento y la clonación de uno de estos genes, se encontró que correspondía 

a un nuevo gen humano [122]. La secuencia de este fragmento de ADNc fue 

ingresada en Genbank como EST-TIG1 (TIG1 por sus siglas en inglés "TPA- 

induced gene 1", GenBank: BE519991.1). TIG1 no debe confundirse con el “Acid 

Receptor Responder 1”, que también tenía el símbolo TIG1 (U27185), y ahora 

tiene el símbolo HUGO RARRES1 (NM_206963). Mediante Northern Blots (NB) 

se observaron dos bandas de distinto tamaño correspondientes al ARNm de este 

gen, 2,3 y 7 kbp, siendo el ARNm de 2,3 el más abundante [122, 123]. 

     Dos años después de nuestros reportes iniciales [122, 124], mientras 

estábamos extendiendo su secuencia parcial de ADNc, Cheng & Lotan [125] 

encontraron el mismo producto génico, también mediante el uso de DD, pero en 

células UM-SCC-22B (línea celular de carcinoma escamoso de cabeza y cuello) 

tratadas con ácido all-trans-retinoico (ATRA) en lugar de TPA; al que llamaron 

RAIG-1 (gen inducible por ácido retinoico 1) [125]. Como su secuencia primaria 

sugería que era un receptor acoplado a proteínas G (GPCR), la Organización del 

Genoma Humano finalmente lo nombró GPRC5A, receptor acoplado a proteína 

G, clase C, grupo 5, miembro A. GPRC y no GPCR ya que todavía es un receptor 

huérfano. Otros dos miembros de la familia, GPRC5B y GPRC5C, se 

caracterizaron más tarde por Robbins et al. [126] y un tercero, GPRC5D, por 

Brauner-Osborne et al. [127, 128]. Todos ellos son receptores huérfanos. 

GPRC5A, GPRC5B y GPRC5C pueden ser inducidos por el ácido retinoico (AR) 

de manera dependiente de la concentración y el tiempo, mientras que GPRC5D 

no [60]. La estructura proteica de los cuatro GPRC5 se muestra en la Figura 7, 

donde se detalla la longitud del dominio N-terminal, los siete dominios 

transmembrana (7TM) y el dominio C-terminal. Se puede observar una longitud 

similar de los 7 TM y una secuencia corta N-terminal de 20 a 53 aminoácidos 

[10]. 
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     Curiosamente, GPRC5A–D se expresan de manera específica dependiendo 

del tejido, con GPRC5A expresándose preferentemente en tejidos pulmonares y 

gastroinstestinales, GPRC5B en los tejidos del sistema nervioso central y 

GPRC5C y GPRC5D se observan en una variedad de tejidos (Figura 8) [126, 

127, 129].  

         Más tarde, nuestro laboratorio completó la secuencia del ARNm de 

GPRC5A (depositada en GenBank como receptor PEIG-1 Homo sapiens 

huérfano acoplado a proteína G, base de datos de nucleótidos AF506289.1 y 

base de datos de proteínas AAM77594). PEIG-1 significa “Phorbol Esther 

Induced Gene 1” y realizamos algunos estudios preliminares sobre su regulación 

[7]. En células derivadas de un paciente con fibrosis quística (células CFDE) se 

observó una disminución en la expresión del gen, y un aumento de su expresión, 

en la línea celular CFDE corregida (CFDE / 6RepCFTR). También se observó 

una disminución de su expresión en tejido pulmonar CF y en tejido de 

coloncarcinoma [123]. Esos resultados y algunos resultados descriptos en esta 

Tesis han sido recientemente publicados [130]. 

Figura 7: Estructura de la proteína de GPRC5A–D. Los aminoácidos de las cuatro proteínas 

están detalladamente numerados. Tienen una longitud similar de los siete dominios 

transmembrana (7TM) y tienen un N-ternimal corto de 20-53 aminoácidos como se detalla en 

el texto. Imagen modificada de [10]. 
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2.1. Regulación 

     A continuación se describen algunos aspectos relevantes de la regulación del 

gen GPRC5A. Un excelente review sobre el tema ha sido publicado por Jiang X. 

et al. [10]. 

2.1.1. Regulación transcripcional 

     El gen GPRC5A tiene diversos sitios de unión a factores de transcripción, 

entre estos, el factor de transcripción que responde a ácido retinoico (AR). El AR 

es un metabolito de la vitamina A1, que tiene efectos fisiológicos sobre el 

desarrollo embrionario, diferenciación epitelial, supresión de la carcinogénesis 

Figura 8: Perfil de expresión de GPRC5A-D. A: Perfil de expresión del ARNm de GPRC5A –

D en diferentes órganos. B: Niveles de expresión de proteína GPRC5A–D en diferentes órganos. 

RPKM: “Reads Per Kilobase Million”. Imágenes modificadas de [10]. 
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[131-133] y acciones antivirales [134-136]. El AR se transporta al núcleo donde 

se une al receptor de ácido retinoico (RAR) que forma un heterodímero con el 

receptor retinoide X (RXR). Tras la unión a AR, el heterodímero RAR-RXR actúa 

como factor de transcripción, a través de la unión del heterodímero a elementos 

de respuesta de AR específicos (RARE) ubicados en los promotores de genes 

diana, reclutando coactivadores y activando la transcripción de genes diana 

[137]. GPRC5A tiene un elemento de respuesta a AR (RARE) en su región 5’ río 

arriba, que se une al heterodímero RAR/RXR. En presencia de AR, se activa el 

heterodímero RAR-RXR el cual activa la transcripción de GPRC5A [138, 139]. 

Los RAR también tienen efectos no genómicos y activan vías de señalización 

que regulan la transcripción de los genes objetivo del AR [140]. Se cree que la 

interrupción de las vías de señalización del AR genera patologías como 

leucemias, cáncer de piel, cáncer de cabeza / cuello, cáncer de pulmón, cáncer 

de mama, cáncer de ovario, cáncer de próstata, carcinoma de células renales, 

cáncer de páncreas, cáncer de hígado, glioblastoma y neuroblastoma. Cabe 

destacar que el AR y sus derivados (retinoides), se utilizan como agentes 

potencialmente quimioterapéuticos debido a sus efectos antiproliferativos, 

proapoptóticos y antioxidantes [141, 142]. En humanos, los retinoides revierten 

las lesiones epiteliales premalignas, inducen la diferenciación de las células 

mieloides normales y leucémicas y previenen el cáncer de pulmón, hígado y 

mama. También se han visto efectos antivirales del AR, como por ejemplo, 

mejorar la respuesta inmune luego de la aplicación de vacunas nasales contra el 

virus de la influenza en modelos deficientes de vitamina A [136] y aumentar la 

producción de interferón-α (IFN-α), una de las citocinas antivirales más 

importantes, en células infectadas con enterovirus 71 (EV71). También ha tenido 

resultados positivos en el tratamiento contral la hepatitis C en pacientes [135]. 

     El monofosfato de adenosina cíclico (AMPc), un segundo mensajero, induce 

la expresión de GPRC5A. Cerca del sitio de inicio de la transcripción de 

GPRC5A, existen elementos de respuesta a AMPc (CRE); a través del aumento 

de los niveles de AMPc, inducidos por el compuesto forskolina, se indujo la 

transcripción de GPRC5A [143]. 

     Se ha reportado que la proteína p53, supresora de tumores, en cáncer de 

mama inhibe la expresión de GPRC5A a través de la unión directa a su promotor 

[144]. Contrariamente, en modelos celulares de cáncer de pulmón (“Non-small-

https://es.wikipedia.org/wiki/AMPc
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cell lung carcinoma”, NSCLC), se vio que GPRC5A estaría implicado en el efecto 

antitumoral de p53 [145]. 

     Además, la expresión de GPRC5A también está relacionada con el gen 

BRCA1 (“breast cancer 1”), cuyas variaciones del gen provoca un alto riesgo de 

desarrollar cáncer de mama y de ovario [146]. Los investigadores han 

identificado más de 600 mutaciones en el gen BRCA1, muchas de las cuales 

están asociadas con un mayor riesgo de cáncer. En los tumores de mama que 

expresan BRCA1, la expresión de GPRC5A es mayor que en los tumores knock 

out (KO) de BRCA1 [147]. 
 
2.1.2. Regulación postranscripcional 

     Los microARN (miARN), son pequeñas moléculas de ARN monocatenarias 

no codificantes, de 21 a 23 nucleótidos, que regulan la expresión de genes diana 

a través de interacciones específicas de apareamiento de bases entre miARN y 

regiones del ARNm. Son importantes reguladores postranscripcionales [148, 

149].  

     Un análisis computacional indicó que hay muchos ARN que tienen como gen 

diana a GPRC5A, específicamente 343 en la región 5´ no traducida (UTR), 595 

en la secuencia de codificación (CDS) y 1170 en el 3' UTR [150]. El miARN 

llamado miR-103a-3p, tiene dos sitios de unión en la región 5' UTR de GPRC5A 

y en estudios in vitro, en modelos celulares de cáncer pancreático y en células 

epiteliales normales, se ha observado que suprime la expresión del ARNm y de 

la proteína de GPRC5A [151]. Los niveles de expresión aumentaron al disminuir 

los niveles de miR-103a-3p [151]. Además, se ha identificado el miARN miR-204 

que es capaz de inhibir la expresión de GPRC5A mediante la unión a su 3 'UTR 

en cáncer gástrico [152]. 

     Las proteínas de unión a ARN (RBP), también participan en la regulación 

postranscripcional de GPRC5A. HuR, una RBP, aumenta la expresión de 

GPRC5A a través de la estabilización del ARNm mediante la unión a su región 

3' UTR [153, 154]. 

 

 

 

https://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer
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2.1.3. Modificaciones postraduccionales 

     El factor de crecimiento epidérmico (EGF) induce la fosforilación de GPRC5A 

por el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), que interactúa y lo 

fosforila en el extremo C-terminal. GPRC5A es fosforilado en dos motivos 

conservados de doble tirosina (TYR), TYR-317 / TYR-320 y TYR347 / TYR-350, 

inactivando su función supresora de tumores en cáncer de pulmón. Estudios 

demostraron que GPRC5A no estaba fosforilada en el tejido pulmonar normal, 

mientras que estaba altamente fosforilado en tirosinas en tejidos de cáncer de 

pulmón [155]. 

     Estudios recientes muestran que GPRC5A también podría ser ubiquitinado, 

pero se desconoce su función y los mecanismos [150]. La proteína GPRC5A 

también presenta diferentes grados de glicosilación posiblemente en el residuo 

158 del péptido GPRC5A en un “loop” extracelular entre los dominios 

transmembrana IV y V [125]. 

     En la Figura 9 se resume la regulación del gen GPRC5A. 

 

 

 

 

Figura 9: Resumen de la regulación de la expresión GPRC5A en cáncer. Imagen modificada 

de [10]. 
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2.2. Vías de señalización reguladas por GPRC5A 

Vía de señalización de AMPc. En la línea celular epitelial folicular tiroidea (Nhy), 

la sobreexpresión de GPRC5A disminuyó tanto la concentración de AMPc 

intracelular como la expresión del gen Gsα (subunidad de la proteína G). Por otro 

lado, un ARNi de GPRC5A aumentó los niveles de ARNm de Gsα y AMPc 

intracelular, redujo el número de células y la apoptosis inducida. Por el contrario, 

el número de células aumentó por la sobreexpresión de GPRC5A [143]. 

Vía de señalización del factor nuclear (NF-𝜅B). NF-𝜅B es un factor de 

transcripción que controla la expresión de genes involucrados en la inflamación, 

la respuesta inmune, el ciclo celular, la apoptosis y la angiogénesis en una 

variedad de células [156, 157]. La vía de señalización de NF-𝜅B es activada por 

LPS, que además estimula la secreción de TNFα en macrófagos [158]. Por lo 

tanto, la activación de NF-𝜅B se lo vincula a la inflamación y al cáncer. 

     Estudios in vivo han demostrado que en ratones KO de GPRC5A hay mayor 

activación de la vía de señalización de NF-𝜅B inducida por el tratamiento con 

LPS (lipopolisacárido bacteriano) y la citoquina inflamatoria TNFα comparado 

con ratones wild type de GPRC5A, donde además se observaron niveles más 

altos de citoquinas y quimiocinas proinflamatorias. Estos factores aumentan la 

proliferación, supervivencia e inflamación de las células epiteliales [159]. 

Además, se encontró que la inhibición de NF-𝜅B, a través de la expresión de 

IκBα en los ratones KO GPRC5A, disminuyó significativamente la respuesta a la 

inflamación y la lesión pulmonar en ratones, inducida por el tratamiento con LPS 

[160]. Por lo tanto, GPRC5A es crítico para la homeostasis pulmonar, y la 

deficiencia de GPRC5A confiere susceptibilidad a lesiones pulmonares, 

principalmente a través de la señalización por NF-𝜅B en el epitelio 

bronquioalveolar. 

Vía de señalización del transductor de señal y activador de la transcripción 3 

(STAT3). Los STAT son factores de transcripción que regulan el crecimiento 

celular, la diferenciación, la supervivencia y el desarrollo, a través de la 

regulación de genes diana [161]. La sobreexpresión de STAT3 se ha identificado 

en varios cánceres humanos y se relaciona con el desarrollo de cáncer gástrico, 

de mama y de pulmón [162-168].  
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     Estudios contrapuestos indican que GPRC5A puede desempeñar un papel 

oncogénico activando la señalización STAT3, y otros que tiene un rol supresor 

de tumores a través de la inhibición de la fosforilación de STAT3. Se ha reportado 

que el silenciamiento de GPRC5A se relaciona con la activación de STAT3 en 

cánceres como el cáncer de pulmón [169] y el carcinoma de células escamosas 

de cabeza y cuello (HNSCC) [170], lo que indicaría que GPRC5A tiene un rol 

supresor de tumores. En comparación con las células wild type, las células KO 

de GPRC5A tienen niveles más altos de genes anti apoptóticos regulados por 

STAT3 y de STAT3 activado, independientemente de la presencia del factor de 

crecimiento epidérmico (EGF), lo que resulta en un aumento de la progresión del 

tumor [169, 170]. Por el contrario, otro estudio indica que GPRC5A se 

correlaciona positivamente con STAT3, y que el silenciamiento de GPRC5A está 

asociado con la supresión de la fosforilación de STAT3 en TYR705 en líneas 

celulares pancreáticas humanas [112]. 

Vía de señalización de la quinasa de adhesión focal (FAK)/Src. La regulación de 

la adhesión célula-célula y matriz-célula juega un papel fundamental en la 

integridad y la homeostasis del tejido epitelial [171, 172] y la modificación de este 

proceso puede contribuir a la progresión del tumor. La función más importante 

de la vía de señalización FAK es la regulación de la adhesión celular [173-176]. 

     El silenciamiento de GPRC5A disminuyó la expresión de la integrina 𝛽1 

(ITGB1), que provoca una disminución en la adhesión celular mediada por 

integrina, interfirió con la fosforilación de la vía de señalización FAK / Src, 

disminuyendo su activación y redujo la actividad de las pequeñas GTPasas RhoA 

y Rac1 [177], implicadas en la adhesión celular a la matriz extracelular [178, 179]. 

 
3. GPRC5A Y SU ROL EN EL CÁNCER HUMANO 

 
3.1. El cáncer 

     El cáncer comprende seis características biológicas, llamadas sellos 

distintivos del cáncer o “Hallmarks” en inglés, que permiten que las células 

normales vayan evolucionando progresivamente a un estado neoplásico, 

adquiriendo una sucesión de nuevas capacidades durante el desarrollo del 

cáncer que consta de múltiples pasos en humanos. Estas etapas son las 
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siguientes: mantener la señalización proliferativa, evadir los supresores de 

crecimiento, resistir la muerte celular, permitir la inmortalidad replicativa, inducir 

la angiogénesis y activar la invasión y la metástasis [8]. Sumado a esto, se 

encuentra la inestabilidad del genoma que agiliza su adquisición y la inflamación 

que induce múltiples funciones distintivas. En los últimos años se incorporaron 

dos características más, la reprogramación del metabolismo energético y la 

evasión de la destrucción por el sistema inmune (Figura 10). 

 

 

     A continuación, se describirán brevemente cada uno de los sellos distintivos 

del cáncer: 

Señales de proliferación sostenida. Uno de los rasgos más importantes de las 

células cancerosas es su capacidad para mantener la proliferación indefinida. 

Los tejidos normales controlan cuidadosamente la producción y liberación de 

señales promotoras del crecimiento. De este modo, regulan la entrada y la 

progresión del ciclo de crecimiento y división celular, asegurando así una 

homeostasis del número celular y, por lo tanto, el mantenimiento de la 

arquitectura y función normal del tejido. Las células cancerosas tienen la 

característica de desregular estas señales, como por ejemplo, aumentar la 

Figura 10: Sellos distintivos del cáncer. Imagen modificada de [8]. 
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producción de factores de crecimiento [180] como también sus receptores [180] 

o bien estimular las vías de señalización corriente abajo de estos receptores 

[181]. 

Evasión de factores supresores de crecimiento. Las células cancerosas 

también deben superar programas celulares que regulan negativamente la 

proliferación celular. Muchos de estos programas dependen de las acciones de 

los genes supresores de tumores. Dos genes supresores tumorales RB y PT53, 

que codifican las proteínas Rb (asociadas al retinoblastoma) y p53 

respectivamente, controlan la proliferación celular regulando el ciclo celular o, 

alternativamente, activan programas de senescencia y apoptosis, a partir de 

señales extracelulares e intracelulares [182, 183]. Los contactos que ocurren 

entre células al generarse densas poblaciones de células normales provocan 

una inhibición del crecimiento. La inhibición por contacto es un mecanismo que 

funciona in vivo para garantizar la homeostasis del tejido normal, que se elimina 

durante la tumorigénesis. 

Evasión del sistema inmune. El rol del sistema inmune en la formación de 

tumores todavía no está del todo claro. Diversas teorías proponen que las células 

y los tejidos son vigilados constantemente por un sistema inmune siempre en 

alerta, y que dicha vigilancia es responsable de reconocer y eliminar la gran 

mayoría de las nuevas células cancerosas y, por lo tanto, los tumores nacientes. 

Según esta hipótesis, los tumores sólidos han logrado evitar ser detectados por 

el sistema inmune. Así, ciertos tipos de cáncer se desarrollan en individuos 

inmunocomprometidos [184]. 

Activación de inmortalidad replicativa. Contrariamente a la mayoría de las 

células normales del cuerpo que pasan a través de un número limitado de ciclos 

sucesivos de crecimiento y división celular, las células cancerosas requieren una 

capacidad replicativa ilimitada para generar tumores [185]. Esta limitación se 

debe a dos barreras: la senescencia, una entrada típicamente irreversible en un 

estado no proliferativo pero viable, y la apoptosis, que implica la muerte celular 

[185]. 

Inflamación promovida por el tumor. La inflamación es parte de la respuesta 

inmune no específica que ocurre en respuesta a estímulos nocivos, como 

patógenos, células dañadas o irritantes. Consiste en un aumento del flujo 
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sanguíneo, mayor metabolismo celular, vasodilatación, liberación de mediadores 

solubles, extravasación de fluidos y afluencia celular [186]. La presencia de 

leucocitos en los tumores, observada en el siglo XIX por Rudolf Virchow, 

proporcionó la primera indicación de un posible vínculo entre la inflamación y el 

cáncer [187]. Tanto las células inflamatorias como sus mediadores están 

presentes en la mayoría de los tumores [188], donde el microambiente 

inflamatorio alrededor del tumor impulsa la progresión del tumor [8]. La 

interleuquina-1β (IL-1β) es un mediador importante de la inflamación relacionada 

con el cáncer y puede ser secretada por las células inmunes, estromales y 

tumorales [189]. Los niveles de IL-1β aumentan en una variedad de cánceres, 

incluido el cáncer de colon [190, 191]. Estudios recientes han demostrado que la 

interacción entre las células de cáncer de colon y las células inmunes induce la 

secreción de IL-1β de las células inmunes [192, 193]. Los niveles elevados de 

IL-1β se han asociado con un mayor crecimiento e invasión del tumor de colon 

[194, 195]. Sin embargo, todavía no está del todo claro cómo IL-1β puede 

contribuir al desarrollo del cáncer. 

Activación de invasión y metástasis. La metástasis implica la propagación de 

células cancerosas desde el tumor primario a los tejidos circundantes y a 

órganos distantes, es la causa principal de mortalidad por cáncer [196]. Las 

células cancerosas generalmente desarrollan alteraciones en su forma, así como 

en su unión a otras células y a la matriz extracelular [185].  

Inducción de angiogénesis. Brevemente, al igual que los tejidos normales, los 

tumores necesitan nutrientes y oxígeno, así como la capacidad de eliminar los 

desechos metabólicos y el dióxido de carbono. La vasculatura nueva asociada 

al tumor, generada por el proceso de angiogénesis, se genera para cubrir estas 

necesidades. Durante la embriogénesis, la curación de heridas y el ciclo 

reproductivo femenino la angiogénesis se activa de manera transitoria. Por el 

contrario, durante la progresión del tumor, la angiogénesis se activa lo que hace 

que la vasculatura normalmente inactiva brote continuamente nuevos vasos que 

ayudan a mantener crecimientos neoplásicos en expansión [197]. 

Inestabilidad genómica y mutación. La obtención de las distintas 

características mencionadas anteriormente depende en gran medida de una 

sucesión de modificaciones en los genomas de células neoplásicas lo que 
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permite su crecimiento. La capacidad de los sistemas de mantenimiento del 

genoma para detectar y resolver defectos en el ADN garantiza que las tasas de 

mutación espontánea sean generalmente muy bajas durante cada generación 

celular. Mediante mutaciones inactivadoras o represión epigenética, los sistemas 

“cuidadores” del genoma pueden verse afectados [198] aumentando la 

incidencia al cáncer [199]. Los sistemas cuidadores del genoma cumplen una 

amplia gama de funciones como detectar daños en el ADN y activar la 

maquinaria de reparación, reparar directamente el ADN dañado e inactivar 

moléculas mutagénicas antes de que hayan dañado el ADN [200, 201]. TP53 

llamado el “guardián del genoma”, cumple funciones en la detención del ciclo 

celular, en la activación de proteínas de reparación del ADN, en el ingreso a la 

senescencia y en la activación de la apoptosis [202]. Aunque la alteración del 

genoma varía enormemente entre los diferentes tipos de tumores, la 

inestabilidad del genoma es propio de la gran mayoría de las células cancerosas 

humanas. 

Evasión de la muerte celular. En condiciones fisiológicas, las células dañadas 

en la embriogénesis, en la metamorfosis, cuando hay carencia de los factores de 

crecimiento, por activación de los llamados receptores de muerte, en células 

sometidas a estrés por radiación ionizante o por compuestos químicos 

mutagénicos, etc., se eliminan a través de un tipo de muerte celular programada 

denominada apoptosis [203, 204]. Este tipo de muerte celular es vital en la 

homeostasis tisular; cuando se altera se producen enfermedades degenerativas 

como la enfermedad de Alzheimer, Huntington, daño isquémico, desórdenes 

autoinmunes y varios tipos de cáncer [205]. 

Reprogramación del metabolismo energético. Las enfermedades 

neoplásicas, además de los puntos anteriormente vistos, generan un cambio en 

el metabolismo energético para alimentar el crecimiento y la división celular. Las 

células normales, en condiciones aeróbicas, procesan la glucosa para dar 

piruvato a través de la glucólisis en el citosol, y luego ese piruvato se transforma 

en dióxido de carbono en la mitocondria. En condiciones anaeróbicas, se 

favorece la glucólisis y se envía relativamente poco piruvato a las mitocondrias 

que consumen oxígeno. En las células cancerosas fue observado un mecanismo 

energético modificado, llamado efecto Warburg, donde incluso en presencia de 
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oxígeno, las células cancerosas producen energía principalmente en el citosol 

por un proceso de glicólisis aeróbica [206] (Figura 11). Existen varias 

controversias con respecto a las consecuencias y a la función del efecto 

Warburg. Se ha hipotetizado que el efecto Warburg es la causa que las células 

cancerosas promuevan su crecimiento y proliferación a través del aumento en la 

síntesis de nucleótidos, lípidos y proteínas [207] y puedan acceder a una mayor 

fuente de energía (ATP) permitiendo que la oxidación de la glucosa ocurra entre 

10 a 100 veces más rápido que la oxidación completa de glucosa en las 

mitocondrias [208]. Otra característica del efecto Warburg es la acidificación del 

espacio extracelular debido al aumento de lactato, hecho que promueve el 

crecimiento invasivo y la metástasis de células malignas [209, 210]; otra teoría 

sugiere que el lactato ayuda a evadir el sistema inmune [211, 212]. Estudios 

previos en nuestro laboratorio determinaron que el loop autócrino de IL-1β, 

aumenta la actividad de la enzima lactato deshidrogenada (LDH) responsable de 

la conversión de piruvato a lactato, a través de JNK y c-Src. El aumento en la 

actividad de LDH fue acompañado por un aumento del ácido láctico y por una 

acidificación del medio extracelular [213]. Por otro lado, la alta tasa de absorción 

de glucosa afecta el potencial redox citosólico y mitocondrial [214] causando una 

variación en la generación de ROS, afectando los mecanismos de señalización 

de las células tumorales y finalmente favoreciendo la proliferación celular [215]. 

     Se ha demostrado que el aumento de la glucólisis está asociado con 

oncogenes activados (Ej. RAS y MYC) y supresores tumorales mutados (Ej. 

TP53) [216, 217], confiriéndole a las células tumorales mayor capacidad de 

proliferación y menor apoptosis. Las condiciones de hipoxia que se encuentran 

presentes dentro de muchos tumores pueden aumentar los niveles del factor de 

transcripción HIF-1α y HIF-2α que regulan positivamente la glucólisis [218-220] 

(Figura 11). Recientemente se ha descubierto una nueva vía de señalización que 

involucra a HIF-1α y a GPRC5A, donde la hipóxia aumentó a través de HIF la 

expresión de GPRC5A y éste último a YAP (“yes-associated protein”), 

protegiendo a las células tumorales de la apoptosis durante la privación de 

oxígeno [221]. 
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3.1.1. Especies reactivas de oxígeno (ROS) 

     En el microambiente inflamatorio crónico predominan los macrófagos. Esos 

macrófagos, junto con otros leucocitos, generan altos niveles de especies 

reactivas de oxígeno (ROS) para combatir las infecciones [222]. Antes se 

pensaba que solo las células del sistema inmune eran las productoras de ROS, 

pero más tarde se descubrió que también lo hacen las células epiteliales [223]. 

Las ROS son radicales, iones o moléculas que tienen un solo electrón no 

apareado en su capa más externa de electrones, debido a esto, las ROS son 

altamente reactivas. Las ROS pueden clasificarse en dos grupos: radicales y no 

radicales. Dentro del grupo de ROS radicales se encuentra el superóxido (O2•-), 

radical hidroxilo (•OH), óxido nítrico (NO•), radicales orgánicos (R•), radicales 

Figura 11: Efecto Werburg. El efecto Warburg se define como un aumento en la tasa de 

absorción de glucosa y de la producción preferencial de lactato incluso en presencia de oxígeno. 
Se ha hipotetizado que la principal función del efecto Werburg es aumentar la proliferación 

celular a través de la reducción del pH extracelular, aumento de la biosíntesis (nucleótidos, 

lípidos y proteínas), aumento en la velocidad en la producción de ATP y disminución de las 

especies reactivas de oxígeno (ROS). Abreviaturas: LDH: lactato deshidrogenasa; HIF-1/2a: 

factor inducible por hipoxia; AKT: o proteína quinasa B; Acetil-co: acetil coenzima A. 
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peroxilo (ROO•), radicales alcoxilo (RO•), radicales tiilo (RS•), radicales sulfonilo 

(ROS•), radicales tiil peroxilo (RSOO•) y disulfuros (RSSR). Dentro del segundo 

grupo, ROS no radicales, se encuentra el peróxido de hidrógeno (H2O2), oxígeno 

singlete (O2), ozono/trioxígeno (O3), hidroperóxidos orgánicos (ROOH), 

hipocloruro (HOCl), peroxinitrito (ONO−), anión nitrosoperoxicarbonato (O= 

NOOCO2−), anión nitrocarbonato (O2NOCO2−), dióxido de dinitrógeno (N2O2), 

nitronio (NO2+) y compuestos de carbonilo derivados de lípidos o carbohidratos 

altamente reactivos [224]. Entre ellos, el radical superóxido, peróxido de 

hidrógeno e hidroxilo son las ROS mejor estudiadas en cáncer. 

     Se conoce que las vías de señalización sensibles al estrés oxidativo están 

constantemente estimuladas en muchos tipos de cáncer y afectan a varios 

aspectos de las células cancerosas [225, 226]. Por ejemplo, las ROS en el 

cáncer están involucradas en la progresión y proliferación del ciclo celular, 

supervivencia y apoptosis celular, metabolismo energético, morfología celular, 

adhesión celular, motilidad celular, angiogénesis y mantenimiento del tumor 

[224]. El peróxido de hidrógeno (H2O2) es una de las principales ROS, puede 

actuar como segundo mensajero en la señalización celular [227-231]. El H2O2 

regula la actividad de las proteínas oxidando de manera reversible a los grupos 

sulfhidrilo y de manera irreversible a otros grupos funcionales [225, 232, 233]. 

Entre las proteínas que regulan están incluidas las tirosina-fosfatasas, las 

tirosina-quinasas, los receptores tirosina-quinasas y los factores de transcripción 

[225, 232, 233]. Está comprobado que varias isoformas de PKC son activadas 

por H2O2 [234, 235]. De manera indirecta, el H2O2 afecta la fosforilación de su 

sitio activo, y se cree que es por medio de la inhibición de las fosfatasas. El H2O2 

es un oxidante suave que puede oxidar los residuos de cisteína en las proteínas. 

Las proteínas tirosina fosfatasas (PTP) contienen un residuo de cisteína esencial 

en el sitio activo característico que es importante para la función catalítica. Por 

lo tanto, los PTP experimentan una inactivación mediada por H2O2 debido a la 

oxidación de estos importantes residuos de cisteína [236-238]. 

     Las especies reactivas de oxígeno (ROS) son un factor clave del fenotipo 

metabólico del cáncer. Los niveles intracelulares de ROS pueden modificarse 

mediante una variedad de parámetros que incluyen oxigenación, disponibilidad 

de glucosa, factores de crecimiento, sustancias carcinógenas y citoquinas 

(Figura 12). Las ROS actúan como integradores de la información ambiental y 
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como efectores río abajo de las vías de señalización. Mantener ROS dentro de 

un rango acotado permite que las células malignas mejoren el crecimiento y la 

invasión al tiempo que disminuyen el ingreso a la apoptosis. Las células 

cancerosas modifican activamente su metabolismo para optimizar los niveles 

intracelulares de ROS y mejorar así la supervivencia [215]. 

     Aunque las ROS se consideran clásicamente como citotóxicas y 

mutagénicas, hay evidencia que sugiere que las ROS, como el O2•- y el H2O2, 

sirven como reguladores de las vías de transducción de señales para la 

proliferación y supervivencia celular. Algunas de ellas es la vía MAPK (“mitogen-

activated protein kinase”) / ERK1/2 (“extracelular regulated kinase ½”), donde en 

cáncer de mama y ovario, melanoma y leucemia las ROS la regulan 

positivamente generando un aumento en la proliferación celular, la supervivencia 

celular y la motilidad [239-242]. En cáncer de hígado tratamientos con TPA indujo 

la generación de ROS y éstas a través de la activación de PKC (“protein kinase 

C”) aumentó los niveles de ERK que provocó un aumento en la migración celular 

[243]. Otras de las vías regulada por las ROS en cáncer es la vía de AKT/PKB 

(“protein kinase B”) [244-247], una vía antiapoptótica que regula la supervivencia 

celular a través de la activación de NF-κB (“nuclear factor kappa-light-chain-

enhancer of activated B cells”) y la fosforilación y la inactivación de sus sustratos, 

como las proteínas proapoptóticas Bad, Bax, Bim y el factor de transcripción 

FOXO [248-252]. En cáncer pancreático, las ROS promovieron la supervivencia 

celular a través de la activación de AKT [247]. 

     Por otro lado, en muchos tipos de tumores hay un aumento en la actividad del 

factor de transcripción NF-κB (“nuclear factor-κB”) [253-256]. NF-κB tiene un rol 

crucial en la supervivencia de las células tumorales, la regulación del ciclo celular 

y la proliferación, la adhesión celular y el desarrollo de resistencia a los 

medicamentos en las células cancerosas durante la terapia [257-259]. NF-κB es 

un sensor del estrés oxidativo [260] y se activa a bajas concentraciones de 

peróxido de hidrógeno [261]. El estrés oxidativo activa NF-κB a través de una 

variedad de vías de señalización distintas [262]; por ejemplo, el tratamiento de 

las células de cáncer de mama con IL-1β genera H2O2 y superóxido, lo que activa 

a NF-κB y produce un aumento de la proliferación celular [263, 264]. El aumento 

de ROS también genera aumento de NF-κB a través de la activación de la 

proteína quinasa C δ (PKCδ) [265] (Figura 12). 
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     Contrariamente a los ejemplos anteriormente citados, donde las ROS tienen 

capacidad para activar las vías de señalización mitogénicas, también se ha 

demostrado que los niveles elevados de ROS inducen la detención del ciclo 

celular, la senescencia y la muerte de las células cancerosas mediante la 

activación de las vías de señalización JNK (“c-Jun N-terminal kinase”) y p38 

(“mitogen activated protein kinase p38”) [266, 267]. La vía de ERK1/2 también 

tiene un rol anti-tumorigénico, la cual al ser modulada por ROS, genera un 

aumento en la apoptosis celular [268]. La liberación mitocondrial de H2O2 y NO 

conduce a la activación de la quinasa JNK (“cJun N-terminal kinases”) [269, 270]. 

En respuesta a ROS, JNK cataliza la fosforilación y la regulación negativa de 

proteínas antiapoptóticas como Bcl-2 [271], la liberación de citocromo C [272, 

273] y la activación corriente abajo de caspasas [269] (Figura 12). 

 

     Resultados previos de este laboratorio determinaron la existencia de un loop 

autócrino de IL-1β [274], el cual consiste en que tratamientos con IL-1β exógena, 

por medio de la activación de su receptor y posterior activación del factor de 

transcripción NF-κB, induce la transcripción del ARNm de IL-1β y luego la 

Figura 12: Principales vías de señalización moduladas por ROS en cáncer. 
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traducción a pro-IL-1β. La maduración de pro-IL-1β a IL-1β madura y su posterior 

secreción estuvo modulada por el ión cloruro (Cl-) [275]. Por lo tanto ión Cl- actúa 

como un segundo mensajero modulando la expresión, maduración y secreción 

de IL-1, como también la modulación de otros genes como por ejemplo RPS27 

(“ribosomal protein S27”) y GLRX5 (“glutaredoxin 5”) [276, 277]. Este loop 

autócrino de IL-1β produjo disminución en la actividad del complejo I mitocondrial 

(mCx-I) y aumento de las ROS celulares y mitocondriales [274]. Luego se 

observó que el aumento de ROS estaba mediado por c-Src (“proto-oncogene 

tyrosine-protein kinase”) y por la activación de NOX1/4 [278]. Este loop también 

activó la expresión de uno de los ligandos del receptor EGFR (“epidermal growth 

factor receptor”), EREG (“epiregulin”), conduciendo al aumento en la actividad 

de dicho receptor [279]. Por lo tanto, continuar con el estudio de IL-1β y Cl- como 

moduladores de ROS y moduladores de la expresión de genes es de gran 

importancia. 

 
3.1.1.1. Fuentes celulares de ROS 

     Las fuentes endógenas de ROS incluyen diferentes organelas celulares como 

mitocondrias, peroxisomas y retículo endoplásmico. Las principales fuentes de 

ROS son la cadena de transporte de electrones mitocondrial y el complejo 

NADPH oxidasa (NOX) [280]. 

     Mitocondria. Durante la respiración celular los electrones pasan a través de 

una serie de complejos mitocondriales al receptor de electrones terminal, el 

oxígeno molecular (O2). Los radicales superóxido O2•-, son producidos en los 

complejos I (NADH deshidrogenasa) y complejo III (ubiquinona citocromo c 

reductasa) cuando estos complejos tranfieren los electrones a la coenzima Q, 

también llamada ubiquinona (Q), y ésta los transfiere finalmente al oxígeno 

molecular generando  radicales superóxido. Los otros componentes 

mitocondriales que contribuyen a la formación de ROS incluyen 

monoaminooxidasa, α-cetoglutarae deshidrogenasa, glicerol fosfato 

deshidrogenasa y p66shc [281]. La mayor parte de p66Shc se encuentra en el 

citoplasma con una pequeña fracción localizada en el espacio intermembrana 

mitocondrial. Luego el estrés oxidativo activa a PKCβ que fosforila a p66Shc 

[282], el cual se transloca al espacio intermembrana mitocondrial, donde se 
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asocia con el citocromo-c que transfiere electrones al oxígeno molecular 

generando O2•-. 

     Complejo NADPH oxidasa (NOX). El complejo NOX se encuentra unido a la 

membrana y cataliza la generación de O2•- intracelular y extracelular a partir de 

O2 y NADPH [283]. El primer miembro de la familia NOX identificado, NOX2 

(originalmente llamado gp91phox), es una glucoproteína unida a la membrana 

expresada en los fagocitos que genera ROS en respuesta a la infección 

bacteriana y fúngica [284]. Se ha identificado homólogos de gp91phox (NOX2) 

en células no-fagocíticas como por ejemplo en células epiteliales de colon 

humano [285, 286]. Aunque se localizan principalmente en la membrana 

plasmática, los NOX de mamíferos se pueden encontrar en otras membranas, 

incluidas las del núcleo, las mitocondrias y el retículo endoplásmico [283]. El 

principal componente de la enzima NOX2 es una subunidad catalítica glicosilada 

localizada en la membrana, que se ensambla con una segunda subunidad 

asociada a la membrana, p22phox. Hay cuatro subunidades reguladoras 

citosólicas, p47phox, p67phox, p40phox y la proteína G Rac, que luego de su 

activación, se traslocan a la membrana y se asocian con el complejo gp91phox 

/ p22phox. Una vez formada, la enzima NOX2 cataliza la conversión de NADPH 

citoplasmático a NADP+ con la transferencia de electrones hacia las moléculas 

de oxígeno, lo que resulta en la formación de aniones superóxido en el espacio 

extracelular [287] (Figura 13). Por su localización celular, los SOD 1 y 3 pueden 

convertir rápidamente el O2•- derivado de NOX en H2O2, que puede difundir a 

través de la membrana [288]. En presencia de un catalizador metálico, el H2O2 

se convierte en radicales hidroxilo (HO•) a través de la reacción química de 

Fenton [289]. El HO• es altamente tóxico debido a su alta reactividad 

indiscriminada, lo que provoca la oxidación de lípidos, proteínas y ácidos 

nucleicos y finalmente su acumulación da como resultado daño celular o 

inestabilidad genómica [290]. 
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3.1.1.2. Antioxidantes celulares 

     Las células cuentan con sistemas de protección contra el ataque de las ROS 

a los lípidos, proteínas y ADN. Existen antioxidantes enzimáticos y no 

enzimáticos. Los agentes antioxidantes enzimáticos más conocidos son las 

superóxido dismutasas (SOD), las glutatión peroxidasas (GPX), las 

peroxiredoxinas (PRX) y las catalasas (CAT) [291]. 

     Las superóxido dismutasas (SOD) son los principales sistemas de defensa 

antioxidante contra el O2•- [292]. Hay tres isoformas de SOD en mamífero: la Cu 

/ ZnSOD citoplásmica (SOD1), la MnSOD mitocondrial (SOD2) y la Cu / ZnSOD 

extracelular (SOD3) [293]. El O2•-  liberado en la matriz mitocondrial por los 

complejos I, II y III se convierte rápidamente en peróxido de hidrógeno (H2O2) 

por SOD2 [294]. El O2•- liberado del complejo III en el espacio intermembrana 

atraviesa los canales iónicos dependientes de voltaje en el citosol para ser 

convertido en H2O2 por SOD1 [295]. La SOD1 de mamíferos también puede 

convertir el O2•- en el espacio intermembrana mitocondrial en H2O2 que difunde 

libremente [296]. SOD3 es la SOD principal en el espacio extracelular vascular 

que funciona como protección contra los efectos tóxicos de los superóxidos 

[297]. 

Figura 13: Estructura del  complejo NADPH oxidasa (NOX2). La actividad de NOX2 requiere 

las subunidades p22phox, p47 phox, p67 phox, p40 phox y Rac. Una vez activada, la enzima 
NOX2 cataliza la conversión de NADPH citoplasmático a NADP+ con la transferencia de 

electrones hacia las moléculas de oxígeno, lo que resulta en la formación de aniones superóxido 

(O2•-). El inhibidor farmacológico GSK2795039 inhibe la actividad de NOX2 y por lo tanto la 

generación de O2•-. 
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     La glutatión peroxidasa (GPX) puede convertir H2O2 en H2O en el citoplasma 

y las mitocondrias. Durante este proceso, los GPX oxidan el glutatión reducido 

(GSH) a disulfuro de glutatión (GSSG). Por otro lado, la glutatión reductasa (GR) 

reduce el GSSG oxidado de nuevo a GSH, utilizando NADPH como donante de 

electrones [298]. 

     Las peroxiredoxinas (PRX) y las catalasas (CAT) son otra familia de enzimas 

antioxidantes que convierten el H2O2 intracelular en agua [299, 300]. 

     Dentro de los mecanismos no enzimáticos se incluyen antioxidantes de bajo 

peso molecular como las vitaminas E y C, la bilirrubina, el ácido úrico, el ácido 

ascórbico y el glutatión [301]. 

     N-acetilcisteína (NAC) es un antioxidante farmacológico ampliamente 

utilizado [302], a pesar de esto, no está del todo claro su mecanismo de acción. 

Por un lado, se cree que NAC elimina directamente los oxidantes a través de su 

grupo tiol (Benrahmoune et al., 2000; Winterbourn y Metodiewa, 1999). Por otro 

lado, se cree que NAC ingresa a las células y dentro del citosol, se convierte en 

L-cisteína, un precursor de la síntesis de GSH [280]. NAC también es una fuente 

de sulfuro de hidrógeno (H2S), una molécula de señalización redox [303], que 

posteriormente se oxida a especies de azufre en las mitocondrias [304] que se 

cree que son un mediador clave de los efectos antioxidantes de NAC [305]. Otro 

Figura 14. Mecanismo antioxidante de N-acetil-cisteína (NAC). 
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antioxidante farmacológico es el inhibidor selectivo del complejo NADPH oxidasa 

2 (NOX 2) GSK2795039 [287] (Figura 14). 

 

3.1.2. Muerte celular programada, apoptosis 

     Las células que entran en apoptosis sufren un estrechamiento rápido del 

citosol y una pérdida de contacto con las células vecinas por alteraciones en las 

moléculas de adhesión de la membrana plasmática [185]. En el núcleo hay 

compactación del material genético y segregación hacia la membrana nuclear e 

intervención de las desoxirribonucleasas que fragmentan al ADN [185]. El 

citoplasma se condensa y se forman vesículas, denominadas cuerpos 

apoptóticos que contienen restos del núcleo protegido por la membrana nuclear, 

organelos y retículo endoplásmico [306]. Estos cuerpos apoptóticos son 

fagocitados inmediatamente por las células aledañas o por fagocitos 

profesionales, impidiendo que moléculas citoplásmicas, organelos y material 

genético queden libres entre las células [307]. La rápida fagocitosis de los 

cuerpos apoptóticos se debe al incremento en la membrana celular de la N-

acetilglucosamina y de la fosfatidilserina [308], que son señales para la 

fagocitosis [309]. Durante la apoptosis participa la transglutaminasa (de tejidos) 

que provee a los cuerpos apoptóticos de una consistencia rígida y evita que las 

moléculas del citoplasma se difundan fuera de él [310]. También hay un aumento 

de los iones Ca2+ y Mg2+ necesarios para la actividad de las endonucleasas [311]. 

Todos estos cambios estructurales son provocados por la transmisión de señales 

mediadas por un grupo de cisteín-proteasas denominadas caspasas. Las 

caspasas son proteínas clave en la transducción y ejecución de la señal 

apoptótica inducida por una diversidad de estímulos. Los estímulos que 

conducen a la apoptosis de la célula pueden ser intracelulares (vía intrínseca) o 

extracelulares (vía extrínseca) [312] (Figura 15). 

     En la vía extrínseca, se recibe una señal desde fuera de la célula que induce 

el camino hacia la muerte celular. Esto puede ocurrir si la célula ya no es 

necesaria o si está dañada. Al igual que muchas vías para provocar cambios 

complejos en una célula, la vía extrínseca implica muchos pasos, cada uno de 

los cuales puede ser regulado por la expresión génica o por otras moléculas (Fig. 

15): 
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1- Como la mayoría de las señales entre células, la vía extrínseca de la 

apoptosis comienza con moléculas señalizadoras que se unen a los 

receptores llamados receptores de muerte (“dead receptors”, DRs), en el 

exterior de la membrana celular; en mamíferos existen seis DRs:TNFR1, 

Fas, DR3, DR4/TRAILR1, DR5/TRAILR2, y DR6. La mayoría de los DRs 

pertenecen a la superfamilia de receptores TNF (“tumor necrosis factor”) 

[313]. Dos tipos comunes de mensajeros químicos que desencadenan la vía 

extrínseca a la apoptosis son FAS/APO-1/CD95 [314] y TRAIL/APO-2 

(“Tumor necrosis factor (TNF)-related apoptosis-inducing ligand”) [315]. 

Estas moléculas pueden ser secretadas por las células vecinas (efecto 

paracrino) si una célula está dañada o ya no es necesaria. Los receptores 

que unen FAS y TRAIL se denominan "FASR" (“FAS receptor”) y "TRAILR" 

(“TRAIL receptor”)  

2- El proceso de unión del ligando con el receptor provoca cambios en el 

dominio intracelular del receptor. En respuesta a los cambios en el dominio 

intracelular de TRAILR o FASR, los receptores reclutan proteínas como 

FADD (dominio de muerte asociado a FAS o “Fas-associated protein with 

death domain”) y TRADD (“TNFR1 associated death domain”) para propagar 

señales apoptóticas [316]. La asociación de estas proteínas da como 

resultado la formación del complejo DISC (“death-inducing signaling 

complex”) [317]. 

3-  El complejo DISC a su vez también interactúa con dos proteínas adicionales, 

pro-caspasa-8 y pro-caspasa-10, que permiten continuar con el proceso de 

muerte celular. 

4- Pro-caspasa-8 y pro-caspasa-10 son proteínas inactivas hasta que 

interactúan con un FADD activado. Si estas dos moléculas encuentran un 

FADD activado, las partes de las proteínas que las mantienen inactivas se 

"cortan" y las pro-caspasas se convierten en caspasa-8 y caspasa-10. Estas 

caspasas se dispersan a través del citoplasma y desencadenan cambios en 

varias otras moléculas. 

5- La familia de proteínas Bcl-2 incluye miembros anti-apoptóticos (Bcl-2, Bcl-

xL, Bcl-w, Mcl-1 y A1) y pro-apoptóticos (Bax, Bak, Bok y proteínas solo BH3 

(“only BH3”): Bim, Puma, Noxa, Bik, Bmf, Bad, Hrk, Bid) [318, 319]. La 

molécula pro-apoptótica inactiva llamada BID (miembro de la familia Bcl-2 
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subgrupo proteínas solo BH3), se transforma en “truncated BID” tBID cuando 

es clivada por las caspasas activadas [320-322]. Después de que BID se 

transforma en tBID, tBID se mueve a las mitocondrias insertándose en la 

membrana mitocondrial y activa a dos moléculas pertenecientes a la familia 

Bcl-2 pro-apoptóticas, BAX y BAK [323]. La activación de BAX y BAK son los 

primeros pasos compartidos por las vías extrínsecas e intrínsecas a la 

apoptosis. 

 

     La vía intrínseca, se desencadena por el estrés o el daño a la célula como 

daño en el ADN, privación de oxígeno, sobreexpresión de oncogenes, 

medicamentos de quimioterapia e irradiación, y otros tipos de estrés que afectan 

la capacidad de funcionamiento de una célula [324]. Los pasos son los siguientes 

(Figura 15): 

1- En respuesta a estos daños se activa un conjunto de proteínas pro-

apoptóticas pertenecientes a la familia Bcl-2 llamadas “BH3-only proteins” 

(proteínas solo BH3) [324]. 

2- Las proteínas pro-apoptóticas “solo BH3” inhiben a las proteínas anti-

apoptóticas Bcl-2 [325] eliminando la inhibición sobre BAX y BAK [326] o 

estimulan directamente a los miembros proapoptóticos de esta familia [324, 

325]. 

3- BAX y BAK activados causan una condición conocida como MOMP 

(permeabilización de la membrana externa mitocondrial o “Mitochondrial 

outer membrane permeabilisation”) [327]. MOMP se considera el "punto de 

no retorno" para la apoptosis. Los pasos que conducen a MOMP pueden ser 

detenidos en su camino por moléculas inhibidoras, pero una vez que se haya 

iniciado MOMP, la célula completará el proceso de muerte. 

4- MOMP desempeña su papel clave en la apoptosis al permitir la liberación de 

citocromo C en el citoplasma [328]. 

5- En circunstancias normales, el citocromo C tiene un rol importante en la 

cadena de transporte de electrones mitocondrial (o cadena respiratoria). 

Durante MOMP, sin embargo, el citocromo C se libera de las mitocondrias y 

actúa como una molécula de señalización en el citoplasma celular. Se ha 

demostrado que la liberación de citocromo c de las mitocondrias promueve 

la formación de un complejo llamado apoptosoma, compuesto por citocromo 
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c, Apaf-1 (“apoptotic protease-activating factor 1”) y caspasa-9, que activa la 

caspasa-9 [329-331]. Al igual que con la activación de las caspasas-8 y -10 

en la ruta extrínseca, la caspasa-9 desencadena diversos cambios en toda 

la célula. 

6- La caspasa-9 realiza varias funciones para promover la apoptosis. Entre los 

más importantes está la activación de caspasas-3 y -7 [329-331]. Una vez 

activadas, las caspasas-3 y -7 comienzan la descomposición de los 

materiales celulares. La caspasa-3 condensa el ADN de la célula y luego lo 

descompone. 
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3.1.2.1. Las Capasas 

     Existen dos grandes grupos de caspasas, las denominadas iniciadoras y las 

ejecutoras. Las caspasas iniciadoras son activadas por autoproteólisis cuando 

son translocadas a compartimientos específicos o mediante 

adaptadores/activadores. Las caspasas ejecutoras son activadas mediante el 

corte específico mediado por las caspasas iniciadoras. Estas proteasas son las 

encargadas de los cortes finales de sustratos que provocan la morfología típica 

de la apoptosis [312]. 

     Las procaspasas son una familia de cisteín-proteasas que se encuentran 

como moléculas precursoras inactivas que al recibir la señal apoptogénica sufren 

un rompimiento proteolítico y dan lugar a dos subunidades que constituyen la 

enzima activa o caspasa [332]. Las procaspasas constan de un prodominio N-

terminal y dos subunidades, una grande p20 y otra pequeña p10. Tomando en 

cuenta la estructura primaria, se pueden agrupar en dos clases: la  clase I incluye 

a las procaspasas que tienen un prodominio N-terminal grande (procaspasas-1, 

-2, -8, -9 y –10) y la clase II a las que tienen un dominio N-terminal pequeño o 

sin este dominio (procaspasas-3, -6, -7) [333]. Los dominios de las procaspasas 

de clase I contienen regiones de interacción proteína-proteína que permiten la 

formación de complejos homodiméricos [334]. Estos complejos están 

compuestos por tetrámeros de dos subunidades grandes y dos pequeñas que 

favorecen su rompimiento autoproteolítico en sitios específicos de residuos de 

ácido aspártico. La autoactivación de las caspasas de clase I las dirige al 

citoplasma para activar a las procaspasas de clase II, que no tienen la capacidad 

Figura 15: Vías de señalización de la muerte celular programada o apoptosis. Vía 

intrínseca: es iniciada por proteínas “solo BH3”, que inactivan las proteínas anti-apoptóticas 
(Bcl-2, Bcl-w, Bcl-xL, Mcl-1 y A1) eliminando la inhibición que estas proteínas ejercen sobre 

Bax y Bak. Bax o Bak pueden permeabilizar la membrana externa mitocondrial, liberando 

citocromo c, que provoca que Apaf-1 (factor de activación de la proteasa apoptótica 1) active 

la caspasa-9. Vía extrínseca: se activa cuando los ligandos de la familia TNF se unen a sus 

receptores en la superficie celular y activan la caspasa-8 a través de proteínas adaptadoras 

que incluyen FADD. Las dos vías son en gran medida independientes, pero en ciertas células 

la vía del receptor de muerte se involucra con la vía del estrés a través de una forma escindida 
de la proteína Bid (tBid), que puede comprometer a los homólogos de Bcl-2 y a Bax. Imagen 

modificada de [5]. 
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de autoproteolizarse; durante su activación forman complejos heterodiméricos 

que favorecen su rompimiento proteolítico [335]. En estas condiciones las 

caspasas activas inician los mecanismos apoptóticos, hidrolizando a las diversas 

proteínas del citoesqueleto, nucleares, proteínas que intervienen en la división 

celular, en el control del ciclo celular, reparación, replicación y transcripción del 

ADN [336]. 

     La muerte celular programada por apoptosis sirve como una barrera natural 

para el desarrollo del cáncer [325, 337, 338]. 

     El "desencadenante apoptótico" que transmite señales entre los reguladores 

y los efectores está controlado por miembros pro y antiapoptóticos de la familia 

Bcl-2 [325]. La familia Bcl-2 de inhibidores de la apoptosis (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, 

Mcl-1, A1) actúa en gran parte uniéndose y suprimiendo dos proteínas 

desencadenantes pro-apoptóticas (Bax y Bak). 

     Se han identificado varios sensores de anomalías en las células durante el 

desarrollo del tumor. Uno de ellos es el sensor de roturas en el ADN y anomalías 

cromosómicas que funciona a través del supresor de tumores p53 [325, 337]. 

P53 induce la apoptosis induciendo el aumento en la expresión de proteínas 

proapoptóticas pertenecientes a la familia Bcl-2, Noxa y Puma BH3 [339]. Otra 

condición que conduce a la muerte célular implica la señalización hiperactiva de 

ciertas oncoproteínas como Myc, que desencadena la apoptosis a través de Bim 

y otras proteínas “solo BH3” [340]. 

     Las células tumorales desarrollan una variedad de estrategias para limitar o 

evitar la apoptosis. Lo más común es la pérdida de la función supresora de P53, 

que elimina este sensor de daño. Alternativamente, los tumores pueden lograr 

fines similares al aumentar la expresión de los reguladores antiapoptóticos (Bcl-

2, Bcl-xL) o de las señales de supervivencia (Igf1/2), al regular negativamente 

factores proapoptóticos (Bax, Bim, Puma) o interferir en la señalización por 

ligandos extrínsecos [185]. La multiplicidad de mecanismos para evitar la 

apoptosis refleja la diversidad de señales inductoras de apoptosis que las 

poblaciones de células encuentran durante su evolución al estado maligno. 

     Las caspasas no solo participan en el proceso de apoptosis, sino que también 

están involucradas en la muerte celular mediada por piroptosis (caspasa 1, 4, 5 

y 11) [341], necroptosis (caspasa 8) [342], autofagia (caspasa 1, 8, 9 y 3) [343] y 

catástrofe mitótica (caspasa 2) [344]. La función de las caspasas no se limita a 



 INTRODUCCIÓN 

45 
  

la muerte celular; también tienen roles no apoptóticos que incluyen participación 

en la inflamación e inmunidad (caspasas 1, 4, 5 y 12) [345], proliferación de 

células del sistema inmune (caspasa 8) [346], supresión tumoral (caspasa 2) 

[347], diferenciación celular (caspasas 2, 3, 7, 8 y 9) [348], desarrollo neural 

(caspasa 3 y 9) [349] y el envejecimiento (caspasa 2) [350]. 

 

3.2. Expresión diferencial de GPRC5A en cáncer 
     Como se observa en la Figura 8 (pág. 20), GPRC5A se expresa 

mayoritariamente en pulmón, pero es ampliamente estudiado en varios tejidos 

debido a que su desregulación se ha asociado con distintos tipos de cáncer en 

humanos, aunque sus niveles de expresión difieren entre los distintos tipos de 

cáncer. 

 
3.2.1.  GPRC5A como supresor de tumores 

     A continuación se describirá brevemente el posible rol de GPRC5A en 

diversos tipo de tumores. El trabajo de revisión de Jian X et al [10] describe con 

detalle estas relaciones. 

 

3.2.1.1. Cáncer de pulmón 

      En cáncer de pulmón, la expresión de GPRC5A, tanto a nivel del ARNm 

como de la proteína, es mucho menor comparado con el tejido sano pulmonar 

[113, 169, 351, 352]. En este sentido, se ha reportado que la expresión de 

GPRC5A es más alta en epitelios bronquiales normales que en pacientes con 

EPOC y cáncer de pulmón [113]. En modelos de ratones KO-GPRC5A (-/-), se 

ha reportado una mayor probabilidad de desarrollar espontáneamente tumores 

pulmonares que en los ratones wt-GPRC5A (+/+) [352]. Además, se observó que 

los ratones KO-GPRC5A presentaban mayores niveles de citoquinas y 
quimiocinas proinflamatorias, como IL-1β, tanto a través de la activación de NF-

ĸB [353] como de STAT3 [169]. En otros estudios con modelos de ratón, se ha 

demostrado que el tratamiento con un carcinógeno de tabaco derivado de la 

nicotina fue capaz de inducir un mayor desarrollo de tumores en ratones KO-

GPRC5A (-/-), comparados con los controles sin tratar [354, 355]. 
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     Por otra parte, en experimentos in vitro se ha demostrado que la 

sobreexpresión de GPRC5A inhibe la viabilidad celular y aumenta la apoptosis 

en las líneas celulares de cáncer de pulmón NSCLC, donde GPRC5A 

interactuaría como mediador de la actividad antitumoral de p53 [145]. Este efecto 

supresor de tumores en células NSCLC es inactivado  a través de la fosforilación 

de GPRC5A por EGFR [155]. GPRC5A ubicado en la membrana del retículo 

endoplásmico (ER) suprimió la síntesis de proteínas oncogénicas como EGFR, 

perturbando el ensamblaje del complejo de iniciación de la traducción a través 

de la unión directa al complejo eIF4F. La supresión de EGFR por GPRC5A 

contribuye significativamente a prevenir la tumorigénesis pulmonar inducida por 

radiación ionizante (IR) en células NSCLC y ratones [356]. 

 

3.2.1.2. Cáncer de cabeza y cuello 

     A GPRC5A también se lo involucra con el carcinoma de células escamosas 

de cabeza y cuello. La expresión de GPRC5A a nivel proteína es mucho mayor 

en células escamosas (epidermis) orales normales que en carcinoma oral de 

células escamosas. La sobreexpresión de GPRC5A en líneas celulares de 

carcinoma oral de células escamosas revirtió el fenotipo maligno. Por lo tanto, 

GPRC5A es importante para la homeostasis en el tejido oral y la eliminación o 

represión de este gen puede implicar en la tumorigénesis en dicho tejido [357]. 

En carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello la represión de GPRC5A 

se correlacionó con STAT3 activado, que se asoció con características clínico-

patológicas agresivas en pacientes con este cáncer. Además, la sobreexpresión 

de GPRC5A suprimió la activación de STAT3 inducida por IL-6 e inhibió el 

crecimiento celular [170]. 

 

3.2.2. GPRC5A como promotor de tumores 

     Hay que tener en cuenta que el aumento en la expresión de GPRC5A puede 

corresponder a una respuesta de la célula tratando de frenar al tumor y no 

necesariamente implica que GPRC5A esté actuando como oncogen. No 

necesariamente implica una relación causal. Incluso en algunos casos en que se 

ha demostrado una aparente relación causal, hasta que no se conozca en detalle 

la señalización de GPRC5A será difícil entender el rol aparentemente ambiguo 
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de GPRC5A, que en algunos casos se comporta como anti-oncogen y en otros 

como promotor de tumores. 

 

3.2.2.1. Cáncer de colon 

     En cáncer de colon diversos estudios sugieren que GPRC5A se encuentra 

sobreexpresado [111, 358, 359]. La hipoxia, niveles reducidos de O2 en el tejido, 

es una característica de los tumores [360] y se produce cuando el ritmo de 

crecimiento tumoral supera la disponibilidad de O2, sumado a una perturbación 

del flujo sanguíneo [361, 362]. Las células tumorales activan una respuesta 

transcripcional adaptativa mediada principalmente por los factores inducibles por 

hipoxia (HIF) que los ayudan a sobrevivir y seguir creciendo [363, 364]. La 

hipoxia aumentó la expresión de GPRC5A a través de HIF, protegiendo a las 

células tumorales de la apoptosis por activación de la vía YAP (“yes-associated 

protein”). De este modo, GPRC5A regularía la respuesta adaptativa a la hipoxia 

a través de la vía HIFGPRC5AYAP, protegiendo a las células tumorales de 

colon [221].  

     Por otra parte, tanto en líneas celulares de cáncer de colon como en un 

modelo de cáncer asociado a colitis en ratones, la deficiencia de GPRC5A redujo 

los agentes oxidantes debido al aumento del nivel de glutatión reducido (GSH), 

el cual es considerado el mecanismo principal para la eliminación de ROS. 

GPRC5A reguló la expresión de Vanin-1 (VNN1) mediada por NF-κB, que es la 

enzima predominante para la generación de cisteamina. La administración de 

cistamina (la forma disulfuro de cisteamina) en líneas celulares deficientes en 

GPRC5A inhibió la actividad de γ-GCS (enzima limitante de la velocidad de 

síntesis de GSH cuya actividad es inhibida por la cistamina), lo que condujo a la 

reducción del nivel de GSH y al aumento del crecimiento celular. Esto sugiere 

que GPRC5A promueve la tumorigénesis a través de la estimulación de la 

expresión de Vanin-1 y el estrés oxidativo en el cáncer asociado a la colitis [111]. 

 

3.2.2.2. Cáncer gástrico 

     En cáncer gástrico, en comparación con los tejidos gástricos normales, los 

niveles de expresión de proteínas y ARNm de GPRC5A se encuentran 

significativamente elevados [365]. El aumento de la expresión de GPRC5A está 
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significativamente relacionado con parámetros clínicos agresivos, como mayor 

tamaño del tumor y la metástasis en los ganglios linfáticos, teniendo un rol en la 

progresión tumoral en cáncer gástrico [366]. Los ARN circulares (circRNA) y los 

micro ARN (miRNA) son ARN no codificantes, algunos de los cuales se cree que 

participan en el desarrollo del cáncer. En particular, en cáncer gástrico se 

observó que el circRNA hsa_circ_006100, el cual cumple un rol oncogénico, se 

encuentra sobreexpresado; mientras que la expresión de miR-195 (un blanco 

predictivo de GPRC5A), que cumple un rol supresor de tumores, se encuentra 

reducido. En modelos celulares y animales de cáncer gástrico, la sobreexpresión 

de GPRC5A aumentó la viabilidad y la proliferación celular, pero este efecto fue 

reprimido por la sobreexpresión de miR‐195. Los elevados niveles del circRNA 

hsa_circ_006100 en cáncer gástrico promovió el crecimiento celular y la 

metástasis por disminución de los niveles de miR‐195 (inhibiendo su función 

supresora de tumores) y aumentando la función aparentemente oncogénica de 

GPRC5A [367]. Por otro lado, en otro modelo de cáncer gástrico, la 

sobreexpresión de miR-204 redujo la proliferación celular en cáncer gástrico y 

reguló negativamente la expresión de GPRC5A [152]. 

 

3.2.2.3. Cáncer de páncreas 

     Estudios en cáncer de páncreas, tanto en líneas celulares como en tejidos, 

se observó un aumento en la expresión de GPRC5A, comparado con células 

pancreáticas normales. El silenciamiento de GPRC5A disminuyó el crecimiento 

celular, la proliferación, la formación de colonias y la capacidad de migración de 

las células de carcinoma pancreático [153, 368]. 

 

3.2.2.4. Cáncer de próstata 

     En cáncer de próstata también se observó un rol de GPRC5A como promotor 

de tumores. A partir del silenciamiento de GPRC5A, se observó una proliferación 

celular menor tanto in vitro como in vivo, y una participación de GPRC5A en la 

regulación del ciclo celular. También se correlacionó a GPRC5A con metástasis 

en cáncer de huesos en pacientes con cáncer de próstata [369]. 
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3.2.3.   Investigaciones contrapuestas en cáncer  
 

3.2.3.1. Carcinoma hepatocelular 

     Existe información contrapuesta con respecto al rol que cumple GPRC5A en 

carcinoma hepatocelular. Estudios en siete líneas celulares de este tipo de 

cáncer revelaron niveles más bajos de ARNm de GPRC5A [370], mientras que 

en estudios en tejidos derivados de pacientes se encontró elevada la expresión 

del ARNm y de la proteína de GPRC5A [371, 372]. 

 

3.2.3.2. Cáncer de mama 

     En estudios realizados en líneas celulares y tejidos de cáncer de mama se 

demostró una elevada expresión del ARNm de GPRC5A en comparación con el 

tejido normal, donde el silenciamiento de GPRC5A (-/-) condujo a la inhibición 

del crecimiento celular [373]. Resultados similares se obtuvieron en otras líneas 

celulares de cáncer de mama, donde además se observó una correlación entre 

la expresión de p53 con la expresión de GPRC5A. En estos estudios, las células 

que expresaban p53 mostraban un menor nivel de expresión de GPRC5A, en 

tanto que las células KO-P53 presentaron mayor expresión de GPRC5A [144]. 

En concordancia con los resultados anteriores, mediante estudios de 

inmunohistoquímica en tejidos de cáncer de mama y en tejidos mamario normal, 

se mostró que GPRC5A se expresa de manera abundante en cáncer de mama. 

Sin embargo, no se pudo establecer ninguna asociación entre la expresión de 

GPRC5A y las características clínico-patológicas [374]. 

     Una interacción defectuosa célula-matriz permite que las células epiteliales 

se desprendan afectando la arquitectura del tejido y la migración celular y el 

comportamiento invasivo [171, 172]. Por lo tanto, una regulación alterada de la 

adhesión célula-matriz puede facilitar la progresión del cáncer, como se muestra 

para varios tipos de cáncer humano [173, 174]. A pesar de que la mayoría de los 

trabajos indican un papel para GPRC5A como promotor de tumores en cáncer 

de mama, los siguientes estudios sugieren lo contrario. El silenciamiento de 

GPRC5A en líneas celulares de cáncer de mama resulta en una reducción de la 

adhesión celular de células epiteliales y una mayor capacidad de propagación. 

Este efecto fue acompañado por la desregulación de la expresión de la integrina 
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β1 y la disminución de la activación de FAK, un regulador intracelular de la 

adhesión celular [175, 176], y su unión reducida a la quinasa c-Src [177]. 

Además, GPRC5A junto con el regulador de transporte de iones FXYD3 y 

PYCARD, mediadores de la apoptosis y la inflamación, son reportados como 

posibles marcadores para predecir la clasificación patológica del cáncer de 

mama, beneficiando los tratamientos clínicos [375]. Otros estudios demostraron 

que en la línea celular de cáncer de mama MDA-MB231, células que expresan 

EGFR, la eliminación de GPRC5A promovió la formación de colonias, el 

crecimiento celular, la migración celular y las capacidades de invasión, pero no 

tuvo este efecto en la línea celular de cáncer de mama MCF7 que no expresan 

EGFR. La eliminación de GPRC5A aumentó la señalización de EGF, un efecto 

que puede revertirse inhibiendo la fosforilación de EGFR [376]. Esto 

probablemente se debe a que GPRC5A tiene un efector inhibidor sobre EGFR 

[376]. Pero a su vez, EGFR inhibe por fosforilación a GPRC5A [155], de modo 

que se regulan recíprocamente, manteniendo un equilibrio complejo. 

     En la Tabla 3, se resume el nivel de expresión de GPRC5A en células 

tumorales, comparadas con células sanas en diversos tejidos, y su rol en el 

desarrollo del tumor. 

 

Tipo de cáncer 
Expresión 

de 
GPRC5A 

Consecuencias de la modificación de la expresión 
de GPRC5A 

Rol de GPRC5A 

Cáncer de pulmón ↓ 
Mayor activación de NFkB, STAT3, citoquinas. 
Desarrollo de tumores. 

supresor tumoral 

Cáncer de cabeza y 
cuello 

↓ Mayor activación de STAT3.  supresor tumoral 

Cáncer de mama ↑ 

Mayor crecimiento celular pro tumoral 

Mayor expresión de integrina β1 y FAK (mayor 
adhesión celular), menor crecimiento y migración 
celular. 

supresor tumoral 

Cáncer de colon ↑ 
Regula la respuesta adaptativa a la hipoxia 
(HIFGPRC5AYAP). Mayor agentes oxidantes 
por reducción de glutatión reducido vía Vanin-1. 

pro tumoral 

Cáncer gástrico ↑ 
Aumento del tamaño de tumores y de metástasis, 
mayor viabilidad y proliferación celular. 

pro tumoral 
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Cáncer de páncreas ↑ 
Mayor crecimiento celular, proliferación y 
migración. 

pro tumoral 

Cáncer de próstata ↑ Mayor proliferación celular. pro tumoral 

Carcinoma 
hepatocelular 

↓↑                                           - 
pro 

tumoral/supresor 
tumoral 

 
4. GPRC5A Y SU IMPLICANCIA EN OTRAS ENFERMEDADES 

     GPRC5A se expresa altamente en podocitos (células renales) y su expresión 

está significativamente disminuida en glomérulos de pacientes con nefropatía 

diabética, enfermedad causada por daño a los nefrones (unidad estructural y 

funcional del riñón) por exceso de glucosa en sangre. El silenciamiento de 

GPRC5A provocó el engrosamiento de la membrana basal glomerular y la 

activación de las células mesangiales, que son dos características de la 

nefropatía diabética en humanos. GPRC5A moduló la señalización del factor de 

crecimiento transformante β (TGF-β) y la activación del receptor de EGF en línea 

celular humana de podocitos [377]. 

 
5. 12-O-TETRADECANOILFORBOL-13-ACETATO (TPA) Y PROTEÍNA 

QUINASA C (PKC) 
     El 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), también conocido comúnmente 

como acetato de tetradecanoilforbol, acetato de tetradecanoilforbol o forbol 12-

miristato-13-acetato (PMA), es un diéster de forbol de origen vegetal (Figura 16). 

 

Figura 16: Estructura molecular del 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA/PMA). 

Tabla 3: Resumen de la expresión diferencial de GPRC5A en distintos tipos de cáncer, 

comparado con tejido sano, y su función. 
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     Se sabe que este compuesto actúa mediante la activación de la proteína 

quinasa C (PKC) y su cascada de señalización, uniéndose directamente a sus 

dominios C1 [378], imitando la función del diacilglicerol (DAG), ligando endógeno 

de PKC [379]. 

     La familia PKC está compuesta por nueve genes que codifican diez 

isoenzimas que cumplen diferentes funciones biológicas, están reguladas de 

manera diferente y se clasifican como clásicas/convencionales, novedosas o 

atípicas de acuerdo con la naturaleza de sus dominios reguladores [3–9 ] (Figura 

17). Las isoenzimas convencionales (α, βI, βII y γ) poseen dominios en tándem 

C1A y C1B que se unen a DAG o a éster de forbol y un dominio C2 que se une 

al segundo mensajero Ca2+. Tras la interacción de PKC con DAG, éster de forbol 

o Ca2+, la quinasa se activa y se transloca a la membrana adquiriendo su 

capacidad de fosforilar [380]. Las isoenzimas nóveles (δ, ε, θ, η) también 

contienen dos dominios C1 en tándem que se unen a DAG o ésteres de forbol 

pero poseen un nuevo dominio C2 que no une Ca2+ y no sirve como un módulo 

de unión a la membrana. Para compensar la falta del dominio C2 en el 

reclutamiento hacia la membrana, el dominio C1B de las isoenzimas novedosas 

tiene una afinidad 100 veces mayor por el DAG en comparación con el dominio 

C1B de las PKC convencionales [381, 382]. Las isoenzimas atípicas (ζ, ι / λ) no 

responden ni a DAG ni a Ca2+ ; más bien, poseen un único dominio C1 atípico 

que retiene la capacidad de unirse a fosfolípidos aniónicos y un dominio PB1 que 

media las interacciones proteína-proteína. 
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     La generación del DAG (Figura 18), ocurre cuando la fosfolipasa C (PLC), 

estimulada por receptores acoplados a proteína G, hidroliza el fosfatidilinositol 

4,5-bisfosfato (PIP2) de la membrana plasmática a DAG y a trifosfato de inositol 

(IP3). El IP3 se une al receptor IP3 (IP3R) en el retículo endoplásmico (RE), 

liberando Ca2+ . DAG y Ca2+ reclutan proteína quinasa C convencional (PKC) a 

la membrana plasmática (a través de sus dominios C1 y C2, respectivamente) y 

Figura 17: Estructura y ligandos de las isoenzimas de PKC. Estructura del dominio de los 

miembros de la familia PKC, que muestra el segmento de pseudosustrato autoinhibidor que se 

une a la quinasa como un sustrato real, pero no posee el aminoácido a ser fosforilado y por lo 

tanto actúan como inhibidores de la actividad enzimática (verde), dominios C1 (naranja), 
dominio C2 (amarillo), núcleo de la quinasa (cian) y extremo C-terminal (azul oscuro); el bucle 

de activación (rosa), el motivo de giro (naranja) y el motivo hidrofóbico (amarillo). Se muestran 

los ligandos que se unen a cada subfamilia, junto con sus afinidades relativas. También se 

muestran las estructuras cristalinas de los dominios C1B, C2 y quinasa. Imagen modificada de 

[14]. 
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la activan. La liberación de Ca2+ también conduce a la producción de DAG en el 

Golgi [4]. 

 

 

     Debido a su capacidad de ser un potente activador de esta quinasa, el TPA 

es ampliamente utilizado para estudiar PKC y las vías relacionadas con ella [383, 

384]. La vía de PKC activa cascadas de fosforilación que dan como resultado 

una red de señalización que participa en la regulación de la proliferación, 

diferenciación, mitogénesis, apoptosis y estructura/función del citoesqueleto 

[385-391]. Además, varios estudios han implicado a PKC en la fisiopatología de 

Figura 18. Diagrama de la síntesis del DAG. La estimulación del agonista activa los 

receptores de la superficie celular como los receptores de tirosina quinasas o los receptores 

acoplados a la proteína G, que activan la fosfolipasa C (PLC). El cual actúan sobre el 

fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) para producir diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato 

(IP3). IP3 se une al receptor IP3 (IP3R) en el retículo endoplásmico (ER), liberando Ca2+ . 

DAG y Ca2+ reclutan la proteína quinasa C (PKC) convencional a la membrana plasmática (a 

través de sus dominios C1 y C2, respectivamente) y la activan. La liberación de Ca2+ también 
conduce a la producción de DAG en el Golgi. La diacilglicerol quinasa (DGK) suprime la 

señalización mediada por DAG al convertir DAG en ácido fosfatídico (PA). Imagen modificada 

de [4].  
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diversos tipos de enfermedades cancerosas, observándose una mayor 

expresión de PKC en diferentes tipos de cáncer, incluido el cáncer de mama 

[392], pulmón [393], cerebro [394], ovarios [395], vejiga [396], riñón [397] y el 

sistema gastrointestinal [398]. 

     A pesar de que la expresión anormal de PKC es una característica común de 

la neoplasia, la relación entre la expresión alterada de PKC y el proceso de 

transformación o la progresión de la enfermedad no están claras. Cuando los 

inhibidores de PKC se empezaron a utilizar en ensayos clínicos, el resultado fue 

no solo que no funcionaban como medicamentos contra el cáncer, sino que en 

algunos casos, los inhibidores de PKC empeoraban el resultado del paciente 

[399]. Además, no hay evidencias de que mutaciones en los genes regulados 

por PKC conduzcan a la activación de protooncogenes o a la inducción de la 

transformación celular. Sin embargo, debido a la importancia de PKC en el 

mantenimiento de los mecanismos homeostáticos celulares, parece posible que 

una desregulación de PKC contribuya a la promoción del tumor al inducir la 

expresión errónea de los protooncogenes y alterar las vías de señalización que 

controlan las células. 

 

5.1. El TPA en cáncer 

     Comúnmente, el TPA se emplea como un agente promotor de tumores para 

la carcinogénesis de la piel en roedores [400] y como agente para inducir 

inflamación cutánea en animales de experimentación [401, 402]. La respuesta 

inflamatoria producida por TPA se la asocia a un aumento transitorio en la 

producción de prostaglandinas [403, 404]. 

     El TPA estimula una variedad de funciones celulares en las células 

cancerosas, incluida la motilidad celular a través de la activación de PKC en 

varias células cancerosas. El TPA en células de glioma GBM8401 y en células 

de cáncer de mama, aumentó la invasión celular incrementando tanto la 

motilidad celular como la migración, a través de la activación de la expresión del 

gen MMP-9, que codifica para una metaloproteasa involucrada en la degradación 

de la matriz extracelular, a través de la activación de la vía PKCαERKNF-kB 

[405-407]. En cáncer de mama, TPA aumentó la migración celular asociada con 

las vías de PKCδ y Wnt-1, lo que condujo a la activación de STAT3α, la 



 INTRODUCCIÓN 

56 
  

inactivación de GSK3β, el aumento de β-catenina y el aumento de la expresión 

de fascina-1; esta última regula las estructuras del citoesqueleto para el 

mantenimiento de la adhesión celular, la coordinación de la motilidad y la 

invasión [408]. En la línea celular de melanoma A375, TPA activó la 

ciclooxigenasa COX-2 lo que aumentó la migración celular [409]. En células de 

hígado de rata, TPA estimuló la migración celular por medio de la activación del 

receptor de ácido lisofosfatídico (LPA) [410]. 

     Sin embargo, la función de TPA es controvertida porque también se ha 

observado una disminución en la capacidad de proliferación celular en las células 

de linfoma tratadas con TPA en comparación con los controles [411]. La actividad 

de TPA como agente diferenciador de células hematopoyéticas se ha estudiado 

en líneas celulares de leucemia HL60, U937, K562 y NB4, células de leucemias 

mieloides agudas humanas y células madre hematopoyéticas normales [412-

417]. Se cree que estos efectos de TPA en las células HL60, en parte, son 

debidos a la activación de la proteína quinasa Cβ [418, 419]. En estas células, el 

TPA induce alteraciones fenotípicas en la morfología, el inmunofenotipo y la 

función, que son características de la maduración celular a lo largo de distintas 

vías hematopoyéticas. En 1998 en China se realizó un ensayo piloto en 

pacientes con leucemia mieloide y se observó la reducción de blastos leucémicos 

(células tumorales de la leucemia que no siguen el proceso de maduración 

normal). En este ensayo los pacientes recibieron altas dosis de TPA en 

combinación con citarabina o vitamina D3 [420]. Luego de este antecedente, 

pacientes fueron tratados únicamente con TPA como una droga terapéutica 

llegando a la fase I en pacientes con leucemia mieloide. Los resultados 

evidenciaron diversos efectos secundarios como dolor muscular, fatiga y fiebre 

luego de las 4 h de administración. Se observó la reducción tumoral en solo un 

paciente [421, 422]. Análisis de muestras pertenecientes a estos pacientes, 

revelaron que TPA indujo apoptosis o diferenciación celular y se demostró que 

la citotoxicidad observada inducida por TPA estuvo asociada con la modulación 

de la vía de señalización de ERK [423]. La regulación diferencial de la expresión 

de c-myc, c-max y mxi1 también se ha informado en células de leucemia que 

experimentan diferenciación inducida por TPA [424]. En cambio, en células de 

cáncer de colon el TPA bloqueó la diferenciación celular evitando la acumulación 

de marcadores de diferenciación e indujo la pérdida de la integridad de las 
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uniones estrechas (“tight junctions”), efectos mediados por la activación de la 

PKC [425]. 

     TPA también se ha administrado en pacientes para atenuar la leucopenia 

(nivel bajo de glóbulos blancos) inducida por quimioterapia [426]. Estos 

resultados, aunque preliminares, sugirieron cierta eficacia terapéutica de TPA en 

pacientes.  

     Estudios recientes en cáncer de hígado, TPA tuvo un efecto antitumoral 

inhibiendo la vía YAP a través de AMOT, lo cual indujo un aumento de las 

caspasas 3/7 [427]. Dependiendo del contexto celular, el TPA puede causar la 

progresión o la detención del ciclo celular al inducir la ciclina D1 y p21 a través 

de la vía MEK / ERK [428-431]. En líneas celulares de cáncer de mama, TPA 

puede iniciar la senescencia celular induciendo la detención del ciclo celular o 

fomentando la geroconversión (que es la conversión de la detención del ciclo 

celular reversible a senescencia irreversible) o ambas [432]. Por lo tanto, pueden 

ocurrir diferentes efectos después de la exposición al TPA en diferentes tipos de 

células. 

     En la Tabla 4, se resume estos y otros efectos de TPA en distintos tipos de 

cáncer. 
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Tipo de cáncer Efectos del TPA Proteínas involucradas 
Vías de 

señaliación 
involucradas 

Citas 

Glioblastoma 
Aumento de la invasión 
celular por aumento de la 
motilidad y la migración 
celular. 

MMP-9 (metalopeptidasa 9 de 
matriz). Función: degradación de 
la matriz extracelular/metástasis. 

PKCα-->ERK--
>NF-kB  

[413] 

Cáncer de 
mama 

- [415] 

Aumento de la migración 
celular. 

FSCN1 (fascina-1). Función: 
estructura del citoesqueleto/ 
adhesión/motilidad. 

PKCδ --> 
STAT3α --> β-
catenina y  PKCδ        
-- > GSK3β --> 
Wnt1 --> β-
catenina 
 

[416] 

Melanoma 

COX-2 (ciclooxigenasa 2). 
Función: síntesis de 
prostaglandinas. 

- [417] 

Resistencia a células NK 
("natural killer") y LAK 
("lymphokine-activated 
killer"). Disminución del 
crecimiento y diferenciación 
celular. 

ICAM-1 (molécula de adhesión 
celular);  VNR (receptor de 
vitronectina); colágeno IV 
Función: adhesión celular. 

- [433] 

Linfoma 
Disminución de la 
proliferación celular. 

 Bcl-2 ("B-cell lymphoma 2") 
Función: 
proapoptótica/regulación de la vía 
de apoptosis intrínseca. 

- [26] 

Neuroblastoma 
- - [434] 

noradrenalina Función: actúa 
como hormona neurotransmisor. 

- [435] 

Leucemia 

Diferenciación de células 
hematopoyéticas: cambios en 
la morfología, 
inmunofenotipo y función. 

- - 

 [419-
421, 
424-
426] 

- 
PKCβ 

[427, 
428]  

c-myc, c-max ("myc-associated 
factor X") y mxi1 ("MAX-
interacting protein 1") Función: 
protoncogenes controla 
proliferación  

- [431] 

Leucemia 
mieloide  

Reducción de la leucopenia. 
- - [430] 

Cáncer de 
colon 

Bloqueo de la diferenciación 
celular, pérdida de la 
integridad de las uniones 
estrechas . 

- 

PKC 

[432] 

- 
MUC2 (mucina 2) Función: 
protección de la superficie de los 
tejidos epiteliales. 

Ras-->ERK--
>NFĸB  

[436] 
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Aumento de la diferenciación 
celular y sensibilidad al 
fármaco doxorrubicina usado 
para quimioterapia. 

GP-170 (Glucoproteína-P 1) 
Función: transportador de 
sustratos. Responsable de la 
disminución de la acumulación de 
fármacos en células resistentes. 

- [437] 

 

Cáncer de hígado Rol anti-tumorogénico. 
YAP ("Yes-associated protein")  
Función: activador transcripcional 
de oncogenes. AMOT [438] 

Cáncer de mama 
Inicio de la senescencia 
celular. 

- - 
[439] 

Aumento de la metástasis. MMP-9  - [22] 

Carcinoma renal 
Cambios en la morfología 
celular, no modificó la 
proliferación celular. 

- 
ERK [440] 

Cáncer de pulmón 

Aumento de la expresión 
de marcadores de 
diferenciación. 

- - 
[441] 

- 
COX-2  

Ras, Raf-1; ERK; 
NF-ĸB  [442] 

 

 
5.2. TPA y la producción de ROS 

     Como TPA es un agente ampliamente utilizado como promotor de tumores, 

su participación en el estrés oxidativo durante la promoción del tumor ha sido 

ampliamente estudiado. Hay varios estudios que demuestran la liberación de 

especies reactivas de oxígeno (ROS) inducida por TPA en células fagocíticas. 

TPA indujo la liberación de ROS en leucocitos polimorfonucleares [443-445], 

macrófagos peritoneales [446-452] y neutrófilos [453-457]. Además, las ROS 

producidas en los distintos tipos de células mencionadas anteriormente indujeron 

daño en ADN aislado [444, 458, 459], y en el ADN de células fagocíticas [460-

462] y de células no fagocíticas circundantes, incluyendo los queratinocitos [463], 

células tumorales [455], células de fibroblastos NIH-3T3 [464] y células de 

plasmocitoma [465]. Células HeLa [466] y células HL60 [467] también 

presentaron oxidación del ADN al estar expuestas a TPA. Los estudios in vivo e 

in vitro en la epidermis de ratones tratados con TPA, también mostraron 

aumentos en la producción de ROS [468-471] como daño en el ADN por un 

aumento en la oxidación de las bases del ADN [472-476]. También demostraron 

Tabla 4: Resumen de los efectos de TPA en distintos tipos de cáncer, proteínas y vías de 
señalización involucradas. (-) Indica que no hay información. El color verde representa 

aumento de la expresión y el color rojo disminución de la expresión. 
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que TPA provoca roturas en una sola cadena del ADN (“single strand breaks”, 

SSB) [477]. En células de leucemia mieloide TPA indujo la producción de ROS 

a través de la vía de PKCβII [478]. En células epiteliales está poco estudiado la 

inducción de ROS por TPA [479]. 

     Aunque los estudios anteriores demostraron que TPA induce daño en el ADN 

en las células y condujo a la generación de ROS, no se sabe si estas propiedades 

fueron mediadas por ROS o por algún otro mecanismo. 
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HIPÓTESIS DEL TRABAJO 
 

1- El éster de forbol TPA estimula la expresión de PEIG-1/GPRC5A por 

diversas vías relacionadas con la quinasa PKC. 

 

2- TPA induce ROS y estas modulan la expresión de PEIG-1/GPRC5A. 

 

3-  PEIG-1/GPRC5A participa en la modulación de ROS, de IL-1β y de la 

apoptosis. 
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OBJETIVO GENERAL 

 

     Estudiar los mecanismos de regulación de la expresión del gen “phorbol ester 

induced gene 1” (símbolo PEIG-1), también denominado “G protein-coupled 

receptor class C group 5 member A” (símbolo GPRC5A), inducible por 12-O-

tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) y su participación en la apoptosis celular y 

en el estrés oxidativo (generación de especies reactivas de oxígeno, “reactive 

oxygen species”, ROS), en células T84 de cáncer de colon. La desregulación de 

este gen se asocia a diferentes tipos de cáncer en humanos, como también a 

otras enfermedades. 

 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Estudiar las principales vías de transducción de señales involucradas en 

la regulación de la expresión de PEIG-1/GPRC5A por TPA. 

 Estudiar si TPA modula la generación de ROS celular y mitocondrial y el 

posible rol de las ROS en la modulación de la expresión de PEIG-

1/GPRC5A. 

 Estudiar el rol de PEIG-1/GPRC5A en los niveles de IL-1β, de ROS y sus 

efectos en la apoptosis celular. 

 
 

 

 

 

 

 

 

https://www.genenames.org/data/gene-symbol-report/#!/hgnc_id/HGNC:9836
https://www.genenames.org/data/gene-symbol-report/#!/hgnc_id/HGNC:9836
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1. MATERIALES 

     A continuación, se menciona el origen de los reactivos utilizados en este 

trabajo de tesis. IL-1β (Cat. Nº I9401), antagonista del receptor de IL-1 (IL1RN) 

(Cat. Nº SRP3327), dimetil sulfóxido (DMSO), cóctel de inhibidores de proteasas 

(Cat. Nº P2714) y rotenona (Cat. Nº R8875) son de Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO). 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) (Cat. Nº HY-18739) y los 

inhibidores GSK-690693 (Cat. Nº HY-10249), SP600125 (Cat. Nº HY-12041), Gö 

6983 (Cat. Nº HY-13689), GSK 650394 (Cat. Nº HY-15192), H-89 (Cat. Nº HY-

15979) y GSK 2795039 (Cat. Nº HY-12298), fueron adquiridos en MedChem 

Express (MCE, Monmouth Junction, NJ). Los inhibidores U0126 (Cat. Nº U-400) 

y SB203560 (Cat. Nº S-370) son de Alomone Labs (Jerusalen, Israel). El 

inhibidor BMS-345541 (Cat. Nº 401480) es de Calbiochem (San Diego, CA). El 

reactivo Anexina V-FITC es de Immunotools (Cat. Nº 31490013SP). “EvaGreen” 

(Cat. Nº 31000) es de Biotium Inc. (Hayward, CA). Los cebadores utilizados 

(Tabla 1) son de Eurofins MWG Tecnolab (Luxemburgo). Los vectores de la 

técnica ARNg CRISPR/Cas9 GPRC5A (Cat. Nº K0900705) son de Applied 

Biological Materials (ABM, Canada). MitoSOX (Molecular Probes Cat. Nº 

M36008), diacetato de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceína (Molecular Probes Cat. 

Nº. D399) y ROX (glycine conjugate of 5-carboxy-X-rhodamine, succinimidyl 

ester, Invitrogen Cat. Nº 12223-012) se adquirieron de Life Technologies 

Corporation (Carlsbad, CA). 7-aminoactinomicina D (7-AAD) (Cat. Nº 559925) se 

adquirió en BD Pharmingen (USA). Taq ADN polimerasa Pegasus (Cat. Nº 

EA00101, PBL Productos Bio-Lógicos) se adquirió en Embiotec (Bs. As. 

Argentina). NAC N-acetilcisteìna (NAC) (Cat. Nº 616-91-1) es de PharmaZell, 

Chennai und Vizag, India. Tetrametilrodamina, éster etílico, perclorato (TMRE) 

(Cat. Nº T669, Molecular Probes, USA). La enzima de restricción KpnI (Cat. Nº 

R0142S) fue adquirida en BioLabs, New England). Los reactivos para la medición 

de caspasas son de Biomol (Hamburg, Germany): IETD-AFC (Cat. Nº ALX-260-

110 ), LEHD-AFC (Cat. Nº P-445), AFC-DEVD (Cat. Nº P-409), Ac-IETD-CHO 

(Cat. Nº P-430), Ac-DEVD-CHO (Cat. Nº P-410). El resto de los reactivos 

utilizados fueron de grado analítico. Anticuerpos: Primarios: Anti-RAIG1 (Cat. Nº 

5657, Cell Signaling Technology), anti-actina (Cat. Nº A2066, Sigma-Aldrich), 

anti-IĸB- mouse (Cat. Nº sc-1643, Santa Cruz Biotechnology), anti- p38 (Cat. 
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Nº sc-7973, Santa Cruz Biotechnology), anti- p-JNK (Cat. Nº sc-271133, Santa 

Cruz Biotechnology). Secundarios: Goat Anti-rabbit IgG-HRP (Cat. Nº 554021, 

BD Pharmingen), Goat Anti-mouse IgG-HRP, Goat Anti-rabbit IgG-rhodamine 

(Cat. N° AP187R, Sigma-Aldrich), Anti.rabbit IgG-FITC (Sigma-Aldrich).  

 
2. CULTIVOS CELULARES  
 
2.1. Células T84 

     Las células T84 (CCL-248) corresponden a líneas celulares provenientes de 

carcinoma de colon humano, adquiridas en ATCC, Rockville, MD. Todos los 

experimentos fueron realizados con esta línea celular, a menos que se indique 

lo contrario. 

 
2.2. Células Caco-2 

     Esta línea celular fue obtenida de ATCC (HTB-37) (ATCC, Rockville, MD) y 

tambien provienen de células epiteliales de carcinoma de colon humano. Se 

utilizaron para corroborar los resultados obtenidos con células T84. 
 
2.3. Condiciones de cultivo 

     Todas las líneas celulares utilizadas se cultivaron en medio de cultivo DMEM-

F12 1:1 (Life Technologies, Gibco-BRL, Rockville, MD) suplementado con 5 % 

v/v de suero fetal bovino (SFB) (Internegocios SA, Bs As, Argentina), 10 U/ml 

penicilina, 10 μg/ml estreptomicina (Life Technologies, Gibco-BRL, Rockville, 

MD), como se describió anteriormente [274].  Las células fueron incubadas a 

37°C en una atmósfera de aire saturado con agua y equilibrado con 5 % de CO2. 

Para cada experimento, las células fueron sembradas a una densidad de 20.000 

células/cm2 en DMEM-F12 suplementado con 5 % v/v de SFB. Antes de cada 

tratamiento, las células fueron cultivadas en medio libre de suero durante 24 h. 

 
3. CONGELAMIENTO Y DESCONGELAMIENTO DE LAS CÉLULAS  

 
3.1. Descongelamiento 

     Se siguió el método descripto por Maniatis y col. [480], como se describió 

anteriormente [481]. Para descongelar las células mantenidas en nitrógeno 
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líquido, se retiró del tanque un criotubo y se lo sumergió en un baño con agua a 

37°C (con las medidas de seguridad correspondientes). Se agitó constantemente 

cuidando que la tapa no tome contacto con el agua (dejándola semi-abierta para 

que descomprima cualquier resto de N2 líquido y no explote). Inmediatamente 

después del descongelamiento, las células (1-4 millones) se pasaron a una 

botella de 75 cm2 con 20 ml de medio de cultivo. 

 
3.2. Congelamiento 

     Nuevamente se siguió el método descripto por Maniatis y col. [480] y utilizado 

previamente [481]. Brevemente, luego del descongelamiento y replicación de la 

línea celular, con el fin de preservar sus características originales, se procedió a 

congelar parte de las células obtenidas. Se congelaron entre 1 y 4 x 106 

células/ml/criotubo. Las células crecidas hasta un 60-70 % de confluencia se 

trataron con una solución de tripsina-EDTA (0,25 % p/v tripsina/ 0,02 % p/v EDTA 

en “Phosphate-buffered saline” (PBS) 1X) durante aproximadamente 10 min en 

estufa de cultivo hasta que las células se levantaron de la placa de cultivo. Luego 

se inactivó la tripsina con 5-10 ml de medio de cultivo suplementado con SFB 5 

% v/v. La mezcla fue agitada suavemente hasta obtener una suspensión 

homogénea de células, se retiró una alícuota y se preparó una dilución 1:1 con 

solución de tinción vital “azul de trypan” para su posterior conteo en cámara de 

Neubauer. Paralelamente al conteo, las células disgregadas fueron 

centrifugadas a 600 x g durante 10 min; se retiró el medio sobrenadante, se 

resuspendieron en solución A de congelamiento (DMEM-F12 20 % v/v y SFB 80 

% v/v) y se pusieron en hielo. Luego se agregó lentamente y en agitación suave 

la solución B de congelamiento (DMEM-F12 80 % v/v y DMSO 20 % v/v) y se las 

dejó en hielo durante 15 min. Posteriormente se almacenaron a -80ºC durante 

24 h, dentro de un recipiente de material aislante del calor (telgopor) para 

disminuir la pendiente de enfriamiento. Finalmente, se las retiró de -80°C y se 

las pasó a -196ºC, en un tanque con nitrógeno líquido. 

 
4. TRATAMIENTOS 
     En todos los casos los niveles de expresión de GPRC5A se normalizaron con 

respecto a la expresión del gen TBP (“TATA box binding protein”). El valor 

promedio de la expresión de GPRC5A en las células T84 sin tratar (controles) 
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fue tomada como 1, y el resto de los niveles de expresión fueron relativizados a 

este valor. 

 

4.1. Curva de concentración de TPA 

     Transcurridas las 24 h en medio libre de suero, se incubaron las células con 

concentraciones crecientes de TPA (0; 0,5; 1; 2,5; 5; 6,6; 12,5; 25; 50; 75; 100 y 

200 ng/ml) durante 4 h, en DMEM-F12 libre de suero a 37°C. Transcurrido este 

tiempo se extrajo el ARNm total como se indica en la sección Extracción de ARN 

total, y se cuantificó el nivel de expresión de GPRC5A como se indica en la 

sección Cuantificación del nivel de expresión de GPRC5A por PCR cuantitativa 

en tiempo real. 

 
4.2. Curva de tiempo con TPA 

     Transcurridas las 24 h en medio libre de suero, se incubaron las células con 

100 ng/ml de TPA durante diversos tiempos (15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h y 6 h), 

en DMEM-F12 libre de suero a 37°C. Posteriormente se cuantificó el nivel de 

expresión de GPRC5A como ya se indicó. 
 

4.3. Inhibición de vías señalización 

     Se incubaron las células T84 durante 24 h en DMEM-F12 libre de suero y 

luego durante 4 h con inhibidores de distintas vías de señalización: MAPK1/p38 

(SB203560) 10 µM [482], MEK1/2 (U0126) 10 µM [483], JNK (SP600125) 10 µM  

[482], NF-κB (IKK III BMS345541) 10 µM [484], AKT (GSK690693) 10 µM [485], 

PKC (Gö 6983) 10 µM [486], PKA (H-89) 10 µM [487] y SGK1 (GSK650394) 0,1; 

1; 10; 20 µM. Luego de estos tratamientos se realizaron mediciones por RT-PCR 

en tiempo real y western blot, como se indica en las secciones: Cuantificación 

del nivel de expresión de GPRC5A por PCR cuantitativa en tiempo real y Análisis 

de proteínas mediante western blots. 

 

4.4. Bloqueo del calcio intracelular con BAPTA-AM 

     Luego de 24 h en medio sin suero, se incubaron las células T84 durante 4 h 

en presencia del quelante de Ca2+ intracelular BAPTA-AM (1,2-bis(o-

aminofenoxi) etano-N,N,N',N'-tetraacético) 150 µM, una concentración que 
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bloquea significativamente el  Ca2+ intracelular en esta línea celular [488]. Las 

células al mismo tiempo fueron tratadas con y sin TPA (100 ng/ml, 162 nM). 

Posteriormente, se midió la expresión del ARNm de GPRC5A por real time PCR, 

como se indicó anteriormente. 
 
4.5. Tratamiento con IL-1β, IL1RN y Cl ̄ 

     Transcurridas las 24 h en medio sin suero, se incubaron por separado las 

células T84 durante 4 h en presencia de IL-1β (5 ng/ml), IL1RN (10 ng/ml) y con 

distintas concentraciones de Cl ̄ (5 y 75 mM), con o sin TPA. En las incubaciones 

con distintas concentraciones de Cl- para establecer un rápido equilibrio entre la 

concentración intracelular y extracelular de este ion, independientemente de la 

actividad de los canales de Cl-, se utilizó una estrategia de doble ionóforo, que 

mantiene además fijo el pH intracelular, el volumen celular, el potencial de 

membrana celular, el potencial de membrana mitocondrial y la concentración de 

K+ en 140 mM [276, 489]. Primero las células fueron lavadas con Hank´s-

gluconato (Tabla 5), para remover el Cl- extracelular remanente. Luego las 

células fueron incubadas con 5 y 75 mM de Cl- extracelular por 4 h, con o sin 

TPA (100 ng/ml). Las diferentes concentraciones de Cl- fueron obtenidas 

combinando dos soluciones amortiguadoras de alta concentración de K+ 

(solución de KCl y solución de KNO3), conteniendo los ionóforos nigericina (5 
μM, intercambiador K+/H+) y tributiltin (10 μM, intercambiador OH–/Cl–) (Tabla 6). 

 

Composición 
(mM) Hank´s-Cl Hank´s-

gluconato 
Solución 

KCl 
Solución 

KNO3 
NaCl 136,9 0 0 0 
KCl 5,4 5,4 140 0 
KNO3 0 0 0 140 
CaCl2 1,3 0 0 0 
Na-gluconato 0 136,9 0 0 
Ca-gluconato 0 1,3 1,3 1,3 
K-gluconate 0 5,4 0 5,4 
NaH2PO4 3,7 3,7 3,7 3,7 
KH2PO4 0,4 0,4 0,4 0,4 
NaHCO3 4,2 4,2 4,2 4,2 
MgSO4 0,7 0,7 0,7 0,7 
D-glucosa 5,5 5,5 5,5 5,5 
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HEPES 10 10 10 10 
                         
Tabla 5: Composición de soluciónes amortiguadoras utilizadas. 

 

Curva 
Cloruro 

Solución 
KCl (ml)  Solución 

KNO3 (ml) 

Vf 
(ml) 

Tributiltin (10 
μM) 

Nigericina (5 
μM) 

5 mM 0,179 4,821 5 10 μl 5 μl 

75 mM 2,679 2,321 5 10 μl  5 μl 
 
Tabla 6: Composición de las soluciones de Cl- utilizadas. 

 
4.6. Inhibición de especies reactivas de oxígeno (ROS) 

     Se incubaron las células T84 durante 24 h en DMEM-F12 libre de suero con 

dos bloqueadores de especies reactivas de oxígeno (ROS) por separado: 

inhibidor de la enzima NADPH oxidasa 2 (NOX2) citoplasmática (GSK2795039, 

10 M [287]) y n-acetil-cisteína (NAC, 5 mM, un antioxidante [305]). Las 

incubaciones se realizaron durante 4 h a 37ºC para la posterior medición de la 

expresión del ARNm de GPRC5A. 
 
5. EXTRACCIÓN DE ARN TOTAL 

     La extracción de ARN se realizó siguiendo el protocolo de Chomczynski y col. 

[490], con algunas modificaciones. Las células fueron lavadas con 2 ml PBS 1X 

frío y lisadas con 1 ml de la solución de extracción (tiocianato de guanidinio 1,9 

M, citrato de sodio 10 mM, acetato de sodio 0,1 M, sarcosyl 0,25 % p/v, fenol 50 

% v/v (saturado en H2O), beta-mercaptoetanol 50 mM) por cada 10 cm2 de 

superficie de la placa donde las células fueron sembradas. Para separar el ARN 

del ADN y las proteínas, por cada 1 ml de reactivo se agregaron 200 μl de 

cloroformo y se agitó vigorosamente en un vórtex. Se mantuvo a temperatura 

ambiente 15 min para facilitar la separación de fases, y se centrifugó a 12.000 x 

g durante 15 min a 4°C. Luego se extrajo la fase superior que corresponde a la 

fase acuosa, que es la que contiene el ARN total, con el cuidado de no tocar la 

interfase, que contiene el ADN genómico y proteínas (entre ellas ARNasas), y se 

transfirió a un tubo limpio. El ARN fue precipitado de la fase acuosa agregando 

500 µl de isopropanol por ml de solución de extracción utilizada y se centrifugó 

a 12.000 x g durante 15 min, a 4°C. El precipitado fue lavado tres veces con 
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etanol frío 75 % (v/v en H2O) para eliminar los restos de tiocianato de guanidinio 

y se dejó secar al aire, con los tubos destapados. Finalmente, el precipitado 

obtenido se disolvió en agua libre de ribonucleasas (tratada 24 h con 0,1 % de 

dietilpirocarbonato, DEPC y autoclavada) a razón de 20 µl por ml de solución de 

extracción y se guardó a -80°C. La cuantificación del ARN purificado se realizó 

utilizando un NanoDrop 1000 V3.8 (NanoDrop Technologies, Inc.). Para verificar 

la pureza del ARN se usaron las relaciones de absorbancia 260/230 nm 

(presencia de sales), considerándose aceptable una relación mayor a 2,0 y 

260/280 nm (presencia de proteínas), cuyo cociente fue considerado aceptable 

a partir de 1,8. El ARN total así obtenido fue utilizado para las reacciones de RT-

PCR en tiempo real. La calidad general de las muestras de ARN fue evaluada 

por electroforesis en un gel de agarosa 1 % p/v preparado en solución 

amortiguadora (MOPS (ácido 3[Nmorfolino]propanosulfónico) 0,1 M, acetato de 

sodio 40 mM, EDTA 5 mM, pH 7,0) formaldehído 15 % v/v y con bromuro de 

etidio [480]. Previo a la electroforesis las muestras de ARN (1-3 µg) se 

desnaturalizaron a 65-70ºC durante 5-15 min. La electroforesis se realizó a 80 

Volts (V), durante 30 min. Luego el gel se visualizó en un transiluminador UV con 

un documentador de geles (UVP, Inc. Upland, CA, E.U.A.) y se analizaron las 

bandas 28S y 18S ARNr para corroborar la integridad del ARN. Una relación de 

2:1 (28S: 18S) es una buena indicación de que el ARN no fue degradado. 

 
6. RT-PCR EN TIEMPO REAL 
 
6.1. Transcripción Reversa 

     Se realizó la reacción de retrotranscripción usando la enzima transcriptasa 

reversa M-MLV (Promega, Madison, WI) según las instrucciones del fabricante, 

con unas pocas modificaciones [481]. Brevemente, se usó 2 μg de ARN libre de 

ADN, oligo(dT)12 10 μM y H2O hasta completar un volumen final de 15 μl y se 

llevó a 65°C durante 5 min, luego los tubos se sumergieron rápidamente en hielo. 

Posteriormente, a dicha mezcla se le agregó 200 U de transcriptasa reversa de 

MMLV/mg de ARN, 40 U del inhibidor de ARNasas RNAsin (Promega, WI), 

dNTPs 10 μM, solución amortiguadora específica para esta reacción 20 % v/v y 

H2O hasta un volumen final de 50 μl. La mezcla de reacción de RT se incubó a 

37ºC por 5 min y luego a 42°C durante 2 h; finalmente se agregó un paso de 
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70°C por 15 min. El ADN copia (ADNc) obtenido fue almacenado a -80°C hasta 

su utilización. 
 
6.2. Cuantificación del nivel de expresión de GPRC5A por PCR cuantitativa 

en tiempo real 

     Como método de cuantificación en las RT-PCR cuantitativas en tiempo real 

(RT-qPCR), se utilizó el método de Ct (“cycle threshold”) comparativo (ΔΔCt) 

[491]. Es muy importante verificar que la eficiencia de amplificación, tanto del 

gen blanco como del control endógeno, sea cercana al 100 %, y que ambos 

genes esten dentro del mismo rango dinámico de medición. 

     Mediante el programa de NIH “Primer Blast” 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) se diseñaron cebadores para 

amplificar el gen GPRC5A (amplicones de ~ 100 pares de bases son óptimos 

para real-time PCR [492]), y se buscó el estándar interno adecuado para obtener 

la misma eficiencia de amplificación en el rango lineal de cuantificación. Para 

ello, comparamos tres genes distintos como estándares internos: TBP, GAPDH 

y ARN 18s, obteniéndose mayor similitud en la abundancia y eficiencia de 

amplificación con TBP, por lo que la expresión de GPRC5A se refirió a este 

último gen (Tabla 7). Para encontrar las condiciones adecuadas de amplificación 

se realizaron curvas de concentración de cebadores, MgCl2 y muestra de ADNc.  

     Para la detección de la reacción de PCR se utilizó el colorante fluorescente 

“EvaGreen” y el colorante 6-carboxi-X-rodamina (ROX) 50 nM como referencia 

[493]. Para las distintas reacciones se agregaron MgCl2 2 mM, desoxinucleótidos 

trifosfatos 0,2 mM, 1 U de Taq ADN polimerasa Pegasus, solución amortiguadora 

específica para esta reacción 10 % v/v y los cebadores “forward” y “reverse” de 

la Tabla 7 (0,16 mM GPRC5A y 0,3 mM TBP) en un volumen final de reacción 

de 25 μl. Para detectar los productos de amplificación en tiempo real, se utilizó 

un termociclador ABI 7500 real-time PCR system (Applied Biosystems Inc., 

Foster City, CA), con lector de fluorescencia ciclo a ciclo. Se calculó la 

concentración equivalente de cada gen mediante el método de ΔΔCt, con el 

programa provisto por el fabricante del termociclador. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Tabla 7. Secuencias de los cebadores y longitud de sus productos. 
 
 
6.3. Condiciones de amplificación por PCR en tiempo real 

     La PCR en tiempo real se realizó en las siguientes condiciones: 95ºC (5 min) 

y 40 ciclos de 95ºC (30 seg), 58ºC (30 seg), 72ºC (30 seg). Al finalizar la PCR, 

10 μl de cada mezcla de PCR fueron separados en geles de agarosa 3 % p/v 

preparados en solución amortiguadora TAE 1X con bromuro de etidio y 

visualizados por transiluminación UV para confirmar el tamaño de los amplicones 

y verificar la inexistencia de dímeros de los cebadores, que interfieren sumando 

una señal inespecífica a los resultados [480]. 
 
7. DETERMINACIÓN DE LA SECRECIÓN DE IL-1β MEDIANTE EL 

MÉTODO ELISA 

     Se midieron los niveles de IL-1β en los sobrenadantes de los cultivos 

celulares de células T84 que expresan GPRC5A y knock out de GPRC5A 

tratadas con TPA. Como controles se usaron células sin tratar. Luego de la 

incubación correspondiente, se recolectó el sobrenadante de los medios de 

cultivo y se los concentró hasta un volumen de 250 µl mediante centrifugación 

a 3.500 x g durante 30 min a 4ºC utilizando las unidades de filtro centrífugas 

Amicon Ultra-15 (corte de 10 kDa, EMD Millipore, Billerica, MA). La IL-1β se 

midió a partir de sobrenadantes de concentrado congelado utilizando el kit 

ELISA de IL-1β humana (BD OptEIA ™ - Kit ELISA de IL-1β humana, BD 

Biosciences). Las mediciones se realizaron utilizando un lector de microplacas 

(modelo Benchmark, Bio-Rad, Hercules, CA). Esta metodología ya fue 

realizada anteriormente en nuestro laboratorio [275]. 

 
8. BLOQUEO DE LA EXPRESIÓN DE GPRC5A POR LA TÉCNICA DE 

CRISPR/Cas9 

Gen Cebador "forward" Cebador "reverse" 
Pares de 
bases del 
producto 

GPRC5A 5´-GCTGCTCACAAAGCAACGAA-3´ 5´-ATAGAGCGTGTCCCCTGTCT-3´ 154 

TBP 5´-ACAGTGAATCTTGGTTGTAAACTTGA-3´ 5´-AAACCGCTTGGGATTATATTCG-3´ 84 
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     Las siglas CRISPR provienen de “Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats”, es decir, Repeticiones Palindrómicas Cortas Agrupadas y 

Regularmente Interespaciadas, y Cas9 es una de las proteínas de la familia de 

las nucleasas que está asociada a CRISPR, por lo que su nombre proviene de 

“CRISPR Associated System” (es decir Sistema Asociado a CRISPR) [494]. 

     La tecnología CRISPR/Cas9 de uso actual se basa en el sistema bacteriano 

CRISPR/Cas tipo II, que proporciona a las bacterias inmunidad adquirida frente 

a virus y plásmidos, dándoles protección ante elementos génicos extraños [495]. 

El sistema CRISPR/Cas de las bacterias funciona como un proceso de múltiples 

etapas. Primero se detectan pequeños fragmentos de ácidos nucleicos 

exógenos que provienen de la infección con fagos o plásmidos, y a continuación 

se incorporan en el genoma huésped entre secuencias de ADN repetidas en 

tándem de 30 a 34 pares de bases (pb) o LTRR (“long tandemly repeated 

repetitive”) interespaciadas por secuencias no repetidas de 35 a 39 pb [496]. 

Estas secuencias se transcriben a ARN, y junto con proteínas Cas del huésped, 

reconocen y destruyen o silencian mediante cortes a los ácidos nucleicos 

invasores que entran de nuevo en la bacteria, es decir, aparece una respuesta a 

modo de memoria inmune [497]. Este mecanismo de integración del ADN 

exógeno en el ADN huésped es una gran ventaja evolutiva puesto que la 

inmunidad adquirida debida a esta integración es transmitida a la descendencia 

[498]. El aspecto clave de este descubrimiento, ha sido su traslación a la 

ingeniería genética en eucariotas, ya que supone un mecanismo revolucionario 

de reconocimiento y escisión del ADN en sitios específicos del genoma 

combinando los fundamentos de las nucleasas y el reconocimiento específico de 

secuencias de ADN mediante pequeños oligonucleótidos de ARN (ARN guía). 

     La proteína Cas9 es una endonucleasa que forma un complejo riboproteico 

con dos ARNs de cadena sencilla no codificantes, ARNcr (ARN CRISPR) y 

ARNtracr (ARNcr trans-activador), sirviendo ARNcr como guía para asociarse 

por complementariedad de bases con secuencias diana de ADN y ARNtracr 

necesario para la interacción ADN-Cas9 [499], permitiendo que Cas9 genere una 

escisión de la doble hebra de ADN en un sitio especifico. El doble ARN ARNtracr-

ARNcr se rediseñó más tarde como una única molécula quimérica denominada 

ARN guía (ARNg) permitiendo la expresión simultánea junto con la proteína 

Cas9. Este ARNg mantiene dos características: una secuencia de unos 20 
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nucleótidos (nt) en el extremo 5´ que determina el apareamiento de ADN con la 

secuencia diana y una secuencia de ARN en el extremo 3´ que adopta una 

estructura secundaria determinada que se une a la proteína Cas9. La Cas9 tiene 

dos regiones, la región REC responsable del reconocimiento de ácidos nucleicos 

y la región NUC que contiene los dominios nucleasa HNH y RuvC [500], un 

dominio PI (PAM Interacting)  que interactúa con PAM (del inglés Protospacer 

Adjacent Motif) y un dominio de calce (WED, Wedge) importante para el 

reconocimiento de la estructura secundaria del  extremo 3´ del ARNg, e 

interactúa también con el ADN anterior a la región PAM [501, 502]. El dominio 

HNH corta la hebra de DNA complementaria a la secuencia guía de ARNg (hebra 

de DNA diana), mientras que el dominio RuvC corta la hebra de DNA no diana 

(Figura 19). 

 

     El proceso por el cual la Cas9 genera el corte en la secuencia de ADN consta 

de varios pasos (Figura 20). El ARNg induce un cambio conformacional en la 

Cas9, permitiendo el reconocimiento del ADN [503]. El complejo de Cas9-ARNg 

se une a la secuencia PAM a través de su dominio PI, que inicia la separación 

de la hebra de ADN en la región próxima a PAM para facilitar la formación del 

complejo ARNg-ADN [502, 504]. Este complejo está cargado negativamente, por 

Figura 19: Las proteínas Cas9 se basan en la guía del ARNg (ARN guía) para su especificidad. 

En los sistemas CRISPR/Cas9, la endonucleasa Cas9 interactúa con el ARNg que le indica la 
secuencia diana de ADN, colocada cerca de una secuencia PAM (del inglés Protospacer 

Adjacent Motif), generando una ruptura de la doble cadena de ADN a través de los dos dominios 

de la nucleasa Cas9, RuvC y HNH. Figura modificada de [11]. 
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lo que se inserta en una ranura cargada positivamente entre los lóbulos REC y 

NUC de Cas9 [505]. El complejo Cas9-ARNg continuará desenrollando el DNA 

sólo si existe una complementariedad suficiente entre la secuencia guía de ARNg 

y el ADN diana [503, 506, 507]. Esta interacción favorece además la separación 

de la doble hebra de ADN más allá de la región de inicio y la formación de un 

bucle-R [507-509]. Finalmente, el bucle-R completo provoca otro cambio 

conformacional en el dominio HNH, activando la actividad nucleasa de los 

dominios RuvC y HNH para inducir la escisión del ADN [503, 510]. Después de 

la escisión, Cas9 permanece unida al ADN diana escindido hasta que otros 

factores celulares desplazan la enzima para su reciclado [508]. 

 

Figura 20: A: Etapas de la escisión de la Cas9 al ADN doble cadena guiada por el ARNg. Figura 

modificada de [1].B: Complejo Cas9. Mecanismo de interferencia con el ADN objetivo. Los sitios 

de escisión están indicados por triángulos amarillos. Figura modificada de [12] 
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     La escisión en la doble cadena de ADN (DSB, Double-Strand Break) [500], 

desencadena la reparación del ADN a través de mecanismos celulares 

intrínsecos, como la unión de extremos no homólogos (NHEJ, Non Homologous 

End Joining) o la reparación dirigida por homología (HDR, Homology-Directed 

Repair) [511-513]. La reparación por medio del mecanismo NHEJ, resulta en la 

introducción de inserciones o deleciones aleatorias (InDels), produciendo la 

interrupción del marco de lectura de un gen o de los sitios de unión de factores 

de trascripción en promotores. El proceso resulta en el knockout del gen afectado 

[514-516]. El otro mecanismo de reparación es el HDR, el cual permite la 

introducción de nucleótidos específicos o largas inserciones. Para ello, es 

necesaria la introducción de una secuencia con los cambios que se quieren 

introducir, junto con el ARNg y la Cas9 (Figura 21). 

 

 

     De esta forma se creó un sistema sencillo de dos componentes (la proteína 

Cas9 y el ARNg) en el que se podía cambiar la secuencia del ARNg, para que la 

Cas9 pueda dirigirse a cualquier secuencia de ADN de interés [517]. La única 

Figura 21: Unión de extremo no homólogo (NHEJ) versus reparación dirigida por homología 

(HDR): NHEJ repara naturalmente los cortes de doble cadena en la célula, un mecanismo que 
con frecuencia causa inserciones o deleciones en el ADN. Al introducir una plantilla de reparación 

de ADN, la célula puede reparar la ruptura por HDR, lo que lleva a una modificación precisa del 

ADN. Figura modificada de https:www.addgene.orgcrisprguide/ 
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limitación del sistema es que el DNA diana debe poseer una pequeña secuencia 

que sigue inmediatamente 3‘ a la secuencia de complementariedad de ARNg y 

que se conoce con el nombre de PAM que es indispensable para que las proteína 

Cas9 corte la secuencia diana [518]. 

 
8.1. Preparación de bacterias competentes por “heat-shock” 

     Se utilizaron bacterias E. coli DH5a (Novagen). Para hacerlas competentes 

se utilizó el protocolo de CaCl2 descrito en el manual de Sambrook y col. 

(Sambrook J, 1989), con algunas modificaciones. Se picó una colonia de 2-3 mm 

de diámetro desde una placa fresca crecida por 16-20 h a 37°C y se transfirió a 

100 ml de medio LB. Posteriormente se incubó con agitación constante durante 

aproximadamente 5 h a 37°C hasta que se alcanzó una densidad óptica de 0,3-

0,5 a 600 nm. Luego se mantuvieron las bacterias en hielo durante 10 min y se 

centrifugaron a 3.200 x g (rotor A-4-81, centrífuga Eppendorf) durante 10 min, a 

4°C. Se descartó el medio de cultivo y se resuspendió el pellet bacteriano en 10 

ml de CaCl2 0,1 M previamente enfriado en hielo. Posteriormente se centrifugó a 

3.200 x g durante 10 min a 4°C, se descartó el sobrenadante, y se resuspendió 

el pellet en 2 ml de CaCl2 0,1 M previamente enfriado por cada 50 ml de cultivo 

original. Se agregaron 140 μl de DMSO por 4 ml de células resuspendidas, se 

mezcló suavemente y se dejó reposar la suspensión en hielo por 15 min. Luego 

se agregaron 140 μl de DMSO adicionales, nuevamente se mezcló y se dejó la 

suspensión en hielo. Las suspensiones se fraccionaron en volúmenes de 100-

200 μl, en tubos de 1,5 ml previamente enfriados, se congelaron rápidamente en 

nitrógeno líquido y se guardaron a –80°C hasta su uso. 

 
8.2. Transformación de bacterias competentes con plásmidos 

CRISPR/Cas9 específicos de PEIG-1/GRPC5A 

     Plásmidos con la contrucción CRISPR/Cas9 (pLenti-U6-sgRNA-SFFV-Cas9-

2A-Puro), fueron adquiridos en Applied Biological Materials (ABM Inc., Canada). 

La amplificación de los plásmidos se realizó mediante la transformación 

bacteriana siguiendo el protocolo de Sambrook y col. [480], con algunas 

modificaciones. Se trasformaron bacterias competentes con cuatro plásmidos 

con la construcción CRISPR/Cas9 y conteniendo distintas secuencias ARN guía 
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(ARNg) (ARNg1, ARNg2, ARNg3 y una secuencia ARNg aleatoria no codificante 

como control) (Figura 22). Los plásmidos fueron nombrados pARNg1, pARNg2, 

pARNg3 y pCtl respectivamente. 

 

 

Plásmidos Secuencia ARN guía 

pARNg1 AGAAACGGTGGCCACAGCCG 
pARNg2 GATCCTCGTCTGCAAGGTGC 

pARNg3 CAGTCCGATGATGAAGGCGA 

pCtl GCACTCACATCGCTACATCA 

 

     Las bacterias competentes (guardadas previamente a -80°C) se mantuvieron 

en hielo durante 10 a 15 min, hasta que se descongelaron. Posteriormente se 

agregaron por separado 50 ng de cada plásmido cada 200 μl de bacterias 

competentes. Se mezcló pipeteando suavemente, y se dejó la mezcla en hielo 

durante 30 min. Luego se incubaron las bacterias a 42°C durante 90 seg e 

inmediatamente se pasaron a hielo por 1-2 min. Se agregaron 800 ml de medio 

LB sin antibióticos y se dejaron incubando a 37°C con agitación durante 45 min, 

para permitir que se recupere la pared de las bacterias y expresen el marcador 

de resistencia antes del agregado del antibiótico ampicilina usado para 

seleccionar las que fueron transformadas. Luego se transfirieron 200 μl de 

bacterias en placas de Petri que contenían medio LB agar 2 % y ampicilina (50 

mg/ml). Posteriormente se incubaron a 37°C durante 24 h. Las placas de Petri 

fueron guardas en la heladera hasta su posterior uso. 

Figura 22: Construcción del vector pLenti-U6-sgRNA-SFFV-Cas9-2A-Puro CRISPR/Cas9 y 

secuencia de los ARN guía de cada plásmido. 
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8.3. Extracción de ADN Plasmídico Bacteriano por Lisis Alcalina 

     La purificación de ADN plasmídico se realizó mediante el método de lisis 

alcalina descrito por Sambrook y Russell [519], con algunas modificaciones. Se 

inoculó la bacteria portadora de los plásmidos CISPR/Cas9 en 5 ml de medio LB 

con su respectivo antibiótico. Este cultivo se creció durante toda la noche a 37ºC 

y en agitación constante. Una vez finalizada la incubación, se centrifugó el cultivo 

por 2 min a 3.200 x g, se descartó el sobrenadante y el pellet bacteriano se 

resuspendió en 100 μl de una solución isotónica (glucosa 50 mM, Tris-Cl 25 mM 

(pH 8) y EDTA 10 mM (pH 8)). Luego se añadió al mismo tubo 200 μl de la 

solución de lisis (NaOH 0,2 N y SDS 1 % p/v), y se mezcló cuidadosamente 

invirtiendo el tubo unas 5 veces y se incubó la reacción 5 min a temperatura 

ambiente. Posteriormente, se añadió al tubo 150 μl de solución de neutralización 

(acetato de potasio 5 M, ácido acético glacial y H2O) y se incubó en hielo entre 

10 y 15 min. Los agregados se centrifugaron a 8.000 x g durante 15 min a 4ºC, 

se trasfirió el sobrenadante a un nuevo tubo, y se le agregó 1 ml de etanol 100 

% frío. Luego se lo incubó 6 min a -20ºC y se centrifugó a 8.000 x g durante 30 

min a 4ºC. Se descartó el sobrenadante y se agregó 1 ml de etanol 70 %. Se 

mezcló invirtiendo el tubo unas 5 veces y se centrifugó a 8.000 x g durante 5 min. 

El sobrenadante se descartó y el pellet se dejó secar a temperatura ambiente. 

Finalmente, el pellet se resuspendió en 30 μl de agua bidestilada. Para verificar 

presencia y calidad del plásmido, se cuantificó el ADN por absorbancia (al igual 

que ARN como se mencionó anteriormente) y se visualizó, mediante tinción con 

bromuro de etidio (BrEt), 1 µg de cada plásmido en un gel de agarosa 1 % 

mediante electroforesis durante 45 min a 80 V. 

 
8.4. Selección de bacterias recombinantes por digestión enzimática 

     Una vez comprobada la presencia y calidad de los cuatro plásmidos (Inserto 

1,2,3 y control) por electroforesis, se confirmó la presencia del plásmido de 

interés por digestión enzimática con la enzima KpnI, la cual libera una secuencia 

de 6,3 kb y otra de 5,5 kb. La reacción de digestión (500 ng de plásmido 

purificado, 5 U de la enzima KpnI y 1X de NEBuffer) se incubó durante 60 min a 
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37ºC. Luego el producto digerido se visualizó en un gel de agarosa 1 % mediante 

electroforesis (Figura 23). 

 
8.5. Transfección por electroporación 

     La transfección de los plásmidos se realizó mediante el método de 

electroporación descrito por Sambrook y Russell [519], con algunas 

modificaciones. Se cultivaron células T84 en DMEM/F12 con 5 % de suero hasta 

un 60 % de confluencia, se levantaron con 0,5 % Tripsina/PBS 1X, se lavaron 

con DMEM/F12 sin suero 3 veces, y se llevaron a una concentración de 20 x 106 

células/ml en DMEM/F12. Los plásmidos se transfectaron mediante 

electroporación utilizando un electroporador de onda cuadrada BTX-ECM-830 

(Genetronix Inc., San Diego, CA), como se describió anteriormente [520]. Se 

utilizaron las siguientes condiciones de electroporación: 140 Volts, 17 mseg, 1 

pulso, en cubetas de 4 mm de ancho “Gene Pulser” (Bio-Rad Laboratories, 

Figura 23: Electroforesis en gel de agarosa de plásmidos conteniendo la construcción 

CRISPR/Cas9 digeridos enzimáticamente. Cuatro plásmidos con la construcción 

CRISPR/Cas9 fueron digeridos con 5 U de KpnI y posteriormente sembrados en un gel de 

agarosa 1 %. Calle 1: patrón de peso molecular L1 kpb plus (PBL Productos Bio-Lógicos). 

Pertenece a una corrida distinta. Calle 2: Plásmido con el ARNg 1 sin digerir. Calle 3: Plásmido 
con el ARNg 1 digerido con KpnI. Calle 4: Plásmido con el ARNg 2 sin digerir. Calle 5: Plásmido 

con el ARNg 2 digerido con KpnI. Calle 6: Plásmido con el ARNg 3 sin digerir. Calle 7: Plásmido 

con el ARNg 3 digerido con KpnI. Calle 8: Plásmido control sin digerir Calle 9: Plásmido control 

digerido con KpnI.  
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Hercules, CA). Se emplearon 4 x 106 células por electroporación y 40 μg de cada 

plásmido con la construcción CISPR/Cas9. 

 

8.6. Selección de células knock out GPRC5A 

     Para determinar la concentración óptima de puromicina a la cual las células 

T84 transfectadas con los plásmidos con la construcción CRISPR/Cas9 debían 

ser seleccionadas, se realizó una curva con concentraciones crecientes del 

antibiótico, como describimos anteriormente con otras selecciones [278]. Células 

T84 fueron sembradas en placas de 6 wells a una densidad baja de 2x105 

células/well en DMEMF12 con 5 % SFB. Al día siguiente se le agregó a cada well 

una concentración distinta de puromicina: 0; 2,5; 5; 7,5; 10; y 20 g/ml. Todos 

los días fue observado el estado de las células y cada dos días se volvió a 

agregar la misma concentración de antibiótico. La menor concentración de 

puromicina a la cual mueren el 100 % de las células a cabo de 7 días, era la 

concentración óptima de selección. Esta concentración fue 2,5 g/ml. Las células 

fueron seleccionadas durante 60 días antes de empezar con los experimentos. 
 
9. ANÁLISIS DE PROTEÍNAS MEDIANTE WESTERN BLOTS 
 
9.1. Extracción de proteínas 

     Las células fueron incubadas como se indicó anteriormente, lavadas dos 

veces con PBS frío y posteriormente se despegaron con un rastrillo de goma 

(Nunc, Thermo Scientific) en solución de extracción (10 mM Tris pH 7,4, 100 mM 

NaCl, 0,1 % SDS, 0,5 % desoxicolato de sodio, 1 % Triton X-100, 10 % glicerol) 

conteniendo cóctel de inhibidores de proteasas (5 ml de cóctel/20 g de extracto 

celular). Las muestras se centrifugaron a 14.000 x g por 20 min a 4ºC. Los 

sobrenadantes se recuperaron y se almacenaron a -80ºC para su posterior uso. 

La concentración de proteínas de cada muestra se determinó por el método de 

Lowry [521]. 

 
9.2. Electroforesis y transferencia de proteínas 

     Se siguió el protocolo descripto por [480]. Alícuotas de 30-50 μg de proteínas 

fueron desnaturalizadas durante 5 min a 100°C en presencia de una solución 

amortiguadora (“sample buffer”) (Tris 50 mM, DTT 10 mM, SDS 2 % p/v, azul de 
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bromofenol 0,1 % p/v, glicerol 10 % v/v, pH 6,8). Las muestras se separaron 

mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) al 11 % en 

solución amortiguadora Tris-glicina (Tris 25 mM, Glicina 250 mM, SDS 0,1 % p/v, 

pH 8,8), como se describió anteriormente [481]. La electroforesis se inició a 80 

V hasta que la muestra entró en el gel de separación. Luego, el voltaje se 

aumentó a 100 V. Posteriormente se realizó la transferencia de las proteínas del 

gel a una membrana de nitrocelulosa en presencia de una solución 

amortiguadora de transferencia (glicina 39 mM, Tris-base 48 mM, SDS 0,037 % 

p/v, metanol 20 % v/v, pH 8,3) durante 2,5 h a un voltaje constante de 100 V. 

 

9.3. Inmunodetección, Western blots  

     Para la inmunodetección se siguió el protocolo descrito por [480]. Las 

membranas fueron bloqueadas con leche descremada 5 % p/v en TBS (para 

anti-GPRC5A) o con BSA 5 % p/v en TBS (para anti-JNK, anti-P38 y anti-IκBα) 

durante 1 h y luego incubadas bajo agitación constante durante toda la noche 

con el anticuerpo primario correspondiente (Ver Tabla 8), disuelto en la misma 

solución bloqueante. Posteriormente, se realizaron tres lavados de 5 min en 

TBS-tween-20 (0,1 % v/v) (TBS-T) y se incubaron 1 h con el anticuerpo 

secundario correspondiente, acoplado a HRP. Finalmente, las membranas 

fueron incubadas con 2,5 ml de la solución A (25 µl de luminol 250 mM, 11 µl de 

ácido p-cumárico 90 mM, 250 µl de Tris 1 M pH 8,8 y 2,22 ml de H2O) y 2,5 ml 

de la solución B (4,55 µl de H2O2 30 %, 250 µl Tris 1 M pH 8,8 y 2,25 ml de H2O), 

como se describió anteriormente [278]. Los resultados fueron visualizados 

usando el ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, 

NJ). 

  
Anticuerpos Dilución 

Primarios Anti-GPRC5A 1:1000 

  Anti-IĸB-α 1:500 

  Anti- p-JNK 1:500 

  Anti- p-38 1:300 

  Anti-actina 1:1000 

Secundarios Goat anti-mouse IgG-HRP 1:1000 

  Goat anti-rabbit IgG-HRP 1:2000 
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10. CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNA GPRC5A POR CITOMETRÍA DE 
FLUJO 

     La cuantificación de proteína de GPRC5A se realizó por citometría de flujo, 

como fue descrito anteriormente [213]. Células T84 se cultivaron en placas p60 

(4 x 105 células / placa, densidad 2 x 104 células / cm2) en DMEM-F12 con 5 % 

SFB. Las células se levantaron mediante tratamiento con tripsina (0.25 % 

tripsina, 0.02 % EDTA), y se lavaron dos veces con PBS 1x. Las muestras 

enfriadas en hielo que contenían 1 x 106 células por 150 μl de PBS se fijaron 

agregando 50 μl de paraformaldehído 4X a cada tubo y se incubaron durante 15 

minutos a 4°C. Las células se lavaron tres veces con PBS más Tween 20 al 0,2 

% (PBS-T) y se centrifugaron a 400 × g durante 5 minutos. Los sitios de unión 

no específicos se bloquearon con BSA al 5 % en PBS durante 30 minutos y se 

lavaron dos veces con PBS-T y se centrifugaron a 400 × g durante 5 minutos. 

Las células se incubaron con 50 μl del anticuerpo anti-GPRC5A diluido 1: 200 en 

BSA al 5 % y se incubaron durante la noche a 4°C. Luego, las células se lavaron 

cuatro veces con PBS-T y se centrifugaron a 400 × g durante 5 minutos. Las 

células se incubaron con 50 μl del anticuerpo secundario anti-FITC diluido 1: 400 

en BSA al 5 %, se incubaron 1 h a temperatura ambiente y se lavaron tres veces 

con PBS-T. Finalmente, las células se sedimentaron por centrifugación a 400 × 

g durante 5 minutos, se resuspendieron en 300 μl de PBS helado y se corrieron 

en el citómetro de flujo (Accuri, BD Biosciences, San José, CA). Para cuantificar 

el contenido de GPRC5A, se midió la media de la intensidad de fuorescencia 

(IFM) y los resultados se expresaron como media ± SE de tres experimentos 

independientes, cada uno realizado por triplicado. 

 
11. INMUNOFLUORESCENCIA 

     Para poder observar la localización celular de GPRC5A, células T84 y células 

T84 GPRC5A (-/-) fueron sembradas en una placa de 24 wells conteniendo 

cubreobjetos redondos de 12 mm de diámetro (2x104 células/pocillo) en DMEM-

F12, SFB 5 % v/v por 24 h; y luego se incubaron en medio sin suero durante 24 

h y se realizó el tratamiento con y sin TPA (100 ng/ml) durante 4 h. Como fue 

Tabla 8: Anticuerpos y diluciones utilizadas para la realización de los Western Blots. 
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descrito anteriormente [213], una vez finalizada la incubación, las células fueron 

lavadas dos veces con PBS y luego fijadas con 4 % de paraformaldehido en PBS 

durante 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron tres 

lavados consecutivos con TBS. Más tarde, las células fueron bloqueadas con 5 

% de BSA-TBS durante 1 h a temperatura ambiente e incubadas con anti-

GPRC5A en una dilución 1:200 en 5 % de BSA-TBS tween-20 (0,1 % v/v) durante 

toda la noche a 4ºC. Luego se retiró el anticuerpo primario, se lavó tres veces 

con TBS, y se incubó durante 60 min con el anticuerpo secundario (anti-rabbit 

conjugado a rodamina) en una dilución 1:400 en 5 % de BSA-TBS tween-20. 

Pasado este tiempo, se volvió a lavar las células cuatro veces con TBS y se 

visualizaron las muestras en el microscopio confocal invertido Zeiss LSM 510 

(Carl Zeiss, Jena, Alemania), con platina termostatizada a 37 °C. 

 
12.  MEDICIÓN DE ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO  
 
12.1. Medición de ROS celular 
 
12.1.1. Medición por espectrofluorimetría 

     Las ROS celulares fueron medidas por espectrofluorimetría como 

previamente se ha descrito [522], con algunas modificaciones. Para medir el 

nivel de ROS intracelular se utilizó la sonda diacetato de 

2’,7’diclorodihidrofluoresceína (DCFH-DA) (Ex/Em 510/540) [523, 524]. Esta 

sonda, al ingresar a la célula pierde los grupos acetato (DA) por la acción de 

esterasas intracelulares, generando DCFH; al ser oxidado por las ROS el DCFH 

forma el compuesto fluorescente 2’,7’-diclorofluoresceína (DCF) [523, 524]. 

Como se describió anteriormente [278], las células se sembraron a una 

densidad de 20.000 células/cm2 en placas negras de 96 pocillos con fondo 

transparente (Greiner Bio-One, Germany) en DMEM-F12, SFB 5 % v/v por 24 

h; y luego se incubaron en medio sin suero durante 24 h y se realizó el 

tratamiento con y sin TPA (100 ng/ml) durante 4 h. Finalizado el tratamiento, 

las células se incubaron con DCFH-DA (20 μM) en medio Hank’s a 37ºC en una 

atmósfera de aire saturado con agua y equilibrado con 5 % de CO2 por 60 min. 

Luego las células fueron lavadas tres veces con 200 μl de medio Hank’s. La 

medición de la intensidad de la fluorescencia se realizó en un 
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espectrofluorímetro de placas (NOVOstar BMG LABTECH GmbH Ortenberg, 

Germany). 

12.1.2.  Medición por citometría de flujo 

     Las ROS celulares fueron medidas por citometría de flujo como previamente 

ha sido descrito [525], con algunas modificaciones. Primero las células fueron 

incubadas 4 h con o sin TPA (100 ng/ml). Finalizada esta incubación, los niveles 

de ROS celulares fueron medidos, usando la sonda DCFH-DA (Ex/Em 510/540) 

en medio Hank’s conteniendo 20 µM de sonda fluorescente y luego se incubó 

a 37°C en una atmósfera de aire saturado con agua y equilibrado con 5 % de 

CO2 durante 40 min. Como control positivo se incubaron las células con H2O2 

250 y 500 μM durante 30 min [526]. Como se describió anteriormente [278], 

luego las células fueron sembradas a una densidad de 20.000 células/cm2, se 

recolectaron mediante tratamiento con tripsina y se realizaron tres lavados con 

200 μl de medio Hank’s para quitar exceso de sonda mediante centrifugaciones 

sucesivas a 400 x g durante 5 min. Finalmente, las células fueron 

resuspendidas en 200 μl de medio Hank’s y se analizaron en el citómetro de 

flujo (Accuri, BD Biosciences, San José, CA). 

 

12.2. Medición de ROS mitocondriales  
 
12.2.1. Medición por espectrofluorimetría 

     Las ROS mitocondriales fueron medidas por especrofluorimetría como 

previamente ha sido descrito [278], con algunas modificaciones. Los niveles de 

ROS mitocondrial fueron medidos utilizando MitoSOX (Ex/Em 510/580 nm), una 

sonda selectiva de detección de superóxido O2- mitocondrial [527]. Una vez que 

la sonda ingresa a la célula, y dentro de la mitocondria, se oxida por acción del 

superóxido. El producto de oxidación es altamente fluorescente al unirse al 

ADN y emite fluorescencia. Como se describió previamente [278], las células 

fueron sembradas a una densidad de 20.000 células/cm2 en placas negras de 

96 pocillos con fondo transparente (Greiner Bio-One, Germany) en DMEM-F12, 

SFB 5 % v/v por 24 h; luego se incubaron en medio sin suero durante 24 h 

previo al tratamiento con y sin TPA. Finalizado el tratamiento, las células fueron 

incubadas con MitoSOX en medio Hank’s a una concentración de 5 μM a 37ºC 
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en una atmósfera de aire saturado con agua y equilibrado con 5 % de CO2 por 

10 min. Luego las células fueron lavadas tres veces con 200 μl de medio 

Hank’s. La medición de la intensidad de la fluorescencia se realizó en un 

espectrofluorímetro de placas (NOVOstar BMG LABTECH GmbH Ortenberg, 

Germany). 
 
12.2.2. Medición por citometría de flujo 

     Las ROS mitocondriales fueron medidas por citometría de flujo como 

previamente ha sido descripto [525], con algunas modificaciones [278]. Primero 

las células fueron sembradas a una densidad de 20.000 células/cm2 e 

incubadas con y sin TPA (100 ng/ml) durante 4 h. Finalizada esta incubación, 

para medir los niveles de ROS mitocondriales, el medio DMEM/F12 fue 

reemplazado por medio Hank’s conteniendo 5 µM de Mitosox (Ex/Em 510/580 

nm), y luego se procedió a una incubación de 10 min a 37°C en una atmósfera 

de aire saturado con agua y equilibrado con 5 % de CO2 . Luego las células 

fueron recolectadas mediante tratamiento con tripsina y se realizaron tres 

lavados con 200 μl de medio Hank’s para quitar exceso de sonda mediante 

centrifugaciones sucesivas a 400 x g durante 5 min. Como control positivo de 

producción de ROS, se incubaron las células con rotenona (inhibidor del 

complejo I mitocondrial) a una concentración 10 μM [528], y como control 

negativo, se utilizó el inhibidor de NOX (inhibidor de la enzima NADPH oxidasa 

citoplasmática, GSK2795039) a una concentración 10 µM, ambos tratamientos 

durante 4 h antes de la medición. Finalmente, las células fueron resuspendidas 

en 200 μl de medio Hank’s y se analizaron en el citómetro de flujo (Accuri, BD 

Biosciences, San José, CA). 

 
13. MEDICIÓN DE APOPTOSIS 
 
13.1. Citometría con Anexina V y 7-aminoactinomicin D (7-AAD) 

     La anexina V, en presencia de Ca2+, se une a la fosfatidilserina que se 

externaliza en la membrana plasmática de las células con apoptosis temprana 

[529], mientras que el colorante 7-aminoactinomicin D (7-AAD) penetra en las 

células en las que se ha alterado la permeabilidad. Es por esto que al teñir las 
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células con anexina V unida al fluorocromo FITC y 7-AAD se pueden diferenciar 

las células sanas (anexinaV-/7-AAD-), en apoptosis temprana (anexinaV+/7-

AAD-), necróticas (anexinaV-/7-AAD+) y células en apoptosis tardía 

(anexinaV+/7-AAD+) [530]. Las células se cultivaron como fue descrito 

previamente y luego de cambiar el medio a un medio sin suero, se le realizaron 

los tratamientos correspondientes. Luego fueron despegadas con tripsina (0.25 

% tripsina, 0.02 % EDTA), lavadas 3 veces con la solución “binding buffer” (0,33 

g/l de Ca2+ en PBS) y centrifugadas a 250 x g por 5 min. Se descartó el 

sobrenadante. Posteriormente se resuspendieron en 30 μl de “binding buffer” y 

se agregaron 2,5 μl de anexinaV-FITC. Se incubaron las células a temperatura 

ambiente y en oscuridad durante 15 min. Luego se agregó 2,5 μl de 7-AAD y 

se las incubó durante 5 min a temperatura ambiente y en oscuridad. 

Inmediatamente luego de la incubación (sin lavar) se agregaron 270 μl de 

“binding buffer” y se analizaron las células con el citómetro de flujo (Accuri, BD 

Biosciences, San José, CA). 

 
13.2. Evaluación del potencial mitocondrial 

     Al entrar las células en apoptosis se produce una pérdida del potencial de 

membrana mitocondrial, que se puede evaluar con la sonda TMRE (etil ester de 

tetrametilrhodamina) (Ex/Em: 549/573). El TMRE permea dentro de las células y 

al tener carga positiva se acumula en las mitocondrias activas, por lo que las 

mitocondrias fluorescen en el naranja-rojo. Al disminuir el potencial de las 

mismas en la apoptosis, se reduce la acumulación, y por lo tanto el nivel de 

fluorescencia del colorante disminuye [531]. Primero las células se cultivaron 

como se describió en M&M y luego se le realizaron los tratamientos 

correspondientes. El medio DMEM-F12 fue reemplazado por medio Hank’s 

conteniendo 40 nM de TMRE, y luego se procedió a una incubación de 20 min a 

37°C. Luego las células se recogieron mediante tratamiento con tripsina y se 

realizaron tres lavados con medio Hank’s para quitar exceso de sonda mediante 

centrifugaciones sucesivas a 400 x g durante 5 min. Finalmente, las células 

fueron resuspendidas en 300 μl de medio Hank’s y se analizaron en el citómetro 

de flujo (Accuri, BD Biosciences, San José, CA). 
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13.3. Medición de la actividad de caspasas mediante ensayos 

fluorimétricos 

     Durante el proceso de apoptosis se produce la activación, por clivaje, de 

proteínas caspasas, que desencadenan los eventos que llevan a la muerte 

celular [532]. Entre estas podemos diferenciar a la caspasa-9 (vía intrínseca), la 

caspasa-8 (vía extrínseca) y a la caspasa-3 (efectora) [312]. Como se describió 

anteriormente [533], para evaluar la actividad de estas caspasas cultivos 

celulares de la línea T84 se trataron con tripsina luego del tratamiento con TPA 

(100 ng/ml, 4 h), o sin tratar. Posteriormente se contaron las células, se las 

centrifugó a 1000 x g, 4ºC durante 10 min y se realizaron lavados con PBS 1x. 

Luego se resuspendieron a una concentración 1x107celulas/ml con el buffer de 

lisis (50 mM HEPES pH 7,4, 0.1 % CHAPS- TRITON X-100, 5 mM DTT, 0.1 mM 

EDTA). Luego se incubaron las muestras en hielo durante 5 min para que se 

produzca la lisis, terminada la incubación se centrifugaron a 10.000 x g a 4ºC 

durante 10 min, se tomó el sobrenadante que contiene el extracto citosólico 

celular y se guardaron las muestras a -80°C hasta su uso. La medición de la 

actividad de caspasa de los extractos se realizó por fluorimetría (NOVOstar BMG 

LABTECH GmbH Ortenberg, Germany), para ello se colocaron 10 μl de extracto 

(proveniente de 2x105 células lisadas) en placas con fondo transparente de 96 

pocillos y se incubó durante 10 min a temperatura ambiente con distintos 

inhibidores de las caspasas como control. Luego se inició la reacción utilizando 

sustratos fluorogénicos específicos Ac-DEVD-AFC (sustrato de la caspasa-3), 

Ac-IETD-AFC (sustrato de la caspasa-8) y Ac-LEHD-AFC (sustrato de la 

caspasa-9). Estos sustratos, al ser clivados, permiten que el AFC emita 

fluorescencia a 480 nm por exitación a 376 nm. Para descontar la interferencia 

de otras proteasas celulares, a los valores de fluorescencia en cada caso se les 

restó el valor obtenido en presencia de los inhibidores específicos de las 

caspasas 3 y 9 Ac-DEVD-CHO [534, 535] y de caspasa 8 Ac-IETD-CHO [536]. 

Tanto los inhibidores como los sutratos se llevaron a la concentración deseada 

con un buffer conteniendo 50 mM HEPES pH 7,4, 100 mM NaCl, 0,1 % CHAPS, 

10 mM DTT, 1 mM EDTA y 10 % glicerol. 
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14. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

     Los diferentes valores fueron graficados utilizando el programa ORIGIN 

(Originlab Co., Northhampton, MA, USA). Los valores finales se obtuvieron a 

partir del promedio de triplicados intraensayo e interensayo para cada 

experimento. Los valores finales, a menos que se indique lo contrario, fueron 

relativizados tomando como 1 (uno) el valor promedio de los controles. 

Finalmente, para los gráficos y los cálculos de significancia se utilizaron los 

valores relativos individuales de cada replicado, calculados a partir de ese único 

valor estándar promedio (el promedio de los controles); así se pudo incluir el 

error estándar también en los controles. A menos que se indique lo contrario, los 

valores se muestran como media ± error estándar (n = número de experimentos 

independientes). En los gráficos de barras se muestran además las medias 

correspondientes a cada experimento independiente mediante un circulo negro 

con fondo blanco. La presencia de diferencias significativas entre medias fue 

determinada mediante análisis de ANOVA y el “test” de Tukey HSD. 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

92 
   

 

 

 

 

 

 

RESULTADOS 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 RESULTADOS 

93 
   

I. RESULTADOS PREVIOS DEL LABORATORIO DE BIOLOGÍA 
CELULAR Y MOLECULAR 

    Como fue mencionado en la introducción, este trabajo comenzó a partir de 

resultados anteriores del laboratorio [122]. Estos resultados previos son 

importantes para entender el proceso y las estrategias seguidas en esta tesis. 

    Con el objetivo de entender los mecanismos por los cuales el TPA inducía una 

disminución en la expresión del gen CFTR [537], se buscaron genes específicos 

modulados por este éster de forbol en líneas celulares T84 de cáncer de colon. 

Estas células expresan altos niveles del gen CFTR, lo que las convierte en un 

buen modelo de estudio sobre la regulación de la expresión de este gen. 

Previamente, se había observado que la expresión del ARNm del CFTR no era 

estimulada por TGF-β1, EGF o PDGF [7], aunque si era regulada negativamente 

por TPA [537]. Utilizando células T84 estimuladas con TPA y mediante la técnica 

de “Differential Display” (DD), se aisló y se secuenció parcialmente un fragmento 

de ARNm de aproximadamente 2.2 kb. Para llevar a cabo el DD (Figura 24 A), 

las células T84 fueron tratadas durante 4 h con los siguientes compuestos: TPA 

(100 ng/ml), TPA (100 ng/ml) + TGF- β1 (5 ng/ml), TGF -β1 (5 ng/ml), EGF (20 

ng/ml), PDGF (2,5 ng/ml). Como control se utilizaron células sin tratar. Luego el 

ARN total fue aislado y se realizó la técnica de DD. Desde el gel de acrilamida 

fue seleccionado un fragmento de ADNc que respondía a TPA, pero no a TGF-

β1, EGF o PDGF (indicado con una flecha). Esta banda fue cortada del gel, 

eluída y amplificada por PCR con los cebadores correspondientes. Para 

caracterizar mejor este ARNm se realizaron curvas dosis-respuesta con TPA. La 

respuesta máxima fue obtenida luego de la incubación con 50 ng/ml de TPA 

durante 4 h (Figura 24 B). Los niveles de ARNm se incrementaron a partir de la 

hora de tratamiento con 100 ng/ml de TPA, alcanzando un máximo de expresión 

a las 4 h (Figura 24 C). 

    Este gen fue denominado “phorbol ester induced gene 1” (1 porque fue el 

primero que se secuenció de los genes que respondían a TPA) y se le asignó el 

símbolo PEIG-1 (GenBank AF506289.1 y AAM77594.1) [122, 123]. Dos años 

después fue redescubierto por el laboratorio de Reuben Lotan usando la misma 

técnica (DD), pero estimulando las células con ácido retinoico en lugar de TPA 

[125]. Lo denominaron “retinoic acid induced gene 1” con el símbolo RAIG-1. 
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Finalmente, la “Human Genome Organization” (HUGO) le asignó el símbolo 

oficial GPRC5A.  

 

 
II. RESULTADOS DE ESTA TESIS 

 
1.  ESTUDIO DE LA REGULACIÓN POR TPA DE LA EXPRESIÓN DE LA 

PROTEÍNA Y EL ARNm DE GPRC5A 

    La técnica de PCR cuantitativa en tiempo real permite amplificar y 

simultáneamente cuantificar de forma absoluta o relativa el producto de la 

amplificación del ADN, permitiendo estudiar la expresión génica [538]. 

     Resultados previos del laboratorio indicaban que TPA modulaba 

positivamente la expresión de GPRC5A en células T84 [122]. Para corroborar 

Figura 24: Identificación de un ARNm inducido por TPA. A: “Differential Display” (DD) 

obtenido luego del tratamiento de células T84 con diferentes factores durante 4 h. Línea 1: 

Control, Línea 2: TPA (100ng/ml), Línea 3: TPA (100 ng/ml) + TGF- β1 (5 ng/ml), Línea 4: TGF 

-β1 (5 ng/ml), Línea 5: EGF (20 ng/ml), Línea 6: PDGF (2,5 ng/ml). B: Curva dosis-respuesta 

de células tratadas con TPA. Células T84 fueron incubadas durante 4 h con TPA a diferentes 
concentraciones. Línea 1 a línea 6: 0, 5 ,10, 25, 50, y 100 ng/ml. C: Curva de tiempo con TPA. 

Células T84 fueron incubadas en presencia de 100 ng/ml de TPA durante 0 (línea 1), 0,5 

(control línea 2, TPA línea 3), 2 (control línea 4 y TPA línea 5), 4 (control línea 6, TPA línea 7) 

y 24 h (control línea 8, TPA línea 9) [7]. 
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estos resultados, y determinar la concentración y el tiempo en el cual TPA genera 

el mayor aumento en la expresión de GPRC5A, se realizó primero una curva de 

tiempo con 100 ng/ml de TPA, concentración utilizada en el DD (Figura 24 A). 

Para ello, se incubaron células T84 con esta concentración durante 15 y 30 min, 

y 1, 2, 4 y 6 h. Luego se aisló el ARNm, se lo utilizo para sintetizar ADNc y se 

midió la expresión relativa de GPRC5A. Los niveles de expresión de GPRC5A 

se normalizaron con respecto a la expresión del gen TBP (“TATA box binding 

protein”). La expresión de GPRC5A en las células sin tratamiento con TPA 

(células Ctl) fue tomada como 1 y los niveles de expresión de T84 incubadas con 

TPA fueron relativizados a este valor. Como se muestra en la Figura 25 A, se 

observó un aumento paulatino de la expresión de este gen a medida que 

aumentó el tiempo de incubación con TPA, siendo este aumento altamente 

significativo (p<0,001) a partir de las 4 h de incubación con TPA con respecto al 

control (Ctl, vehículo). Los resultados sugieren que el pico de estimulación es a 

las 4 h, mientras que a las 6 h se observó una disminución en los niveles del 

ARNm de GPRC5A. 

    Posteriormente, se realizó una curva de dosis-respuesta en esta misma línea 

celular. Se incubaron células T84 durante 4 h con diferentes concentraciones de 

TPA: 0,05; 0,5; 1; 2,5; 5; 6,6; 12,5; 25; 50; 75; 100; 200 ng/ml. A medida que se 

incrementó la concentración de TPA, aumentó la expresión del ARNm de 

GPRC5A (Figura 25 B). A partir de 2,5 ng/ml de TPA se observaron aumentos 

significativos, con un pico de expresión a 100 ng/ml de TPA. A partir de 200 

ng/ml, se observó una disminución de la expresión.  

     En concordancia con los resultados previos, se observó el mayor aumento de 

la expresión del ARNm de GPRC5A con 100 ng/ml de TPA a las 4 h de 

incubación. Los valores de las medias y los desvíos estándar (SE) se detallan en 

la Tabla 9 (pag. 98). 
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     Para evaluar si la modulación de la expresión del ARNm por TPA se traducía 

en un aumento en el nivel de la proteína GPRC5A, se realizaron Western blots 

(WBs) a partir de proteínas extraídas de células T84 tratadas con 100 ng/ml de 

TPA durante 4 h. Como control se utilizaron células sin tratamiento con TPA. 

Como se muestra en la Figura 26 A, se observaron bandas entre los 38 y 49 

KDa, correspondientes a las diferentes modificaciones postraduccionales de la 

proteína (es una glicoproteína). Además, tal como se esperaba, se pudo notar 

que las calles correspondientes a los tratamientos con TPA presentaron mayor 

intensidad en las bandas correspondientes a la proteína GPRC5A que los 

controles. Estos datos fueron confirmados por citometría de flujo (Figura 26 C), 

donde se evidenció un corrimiento hacia la derecha en la curva correspondiente 

Figura 25: Efecto de TPA sobre la transcripción de GPRC5A en células de cáncer de colon 
T84. Células T84 se preincubaron en DMEM/F12 libre de suero durante 24 h y luego se 

incubaron con TPA a diferentes tiempos y concentraciones. Se determinaron los niveles de 
ARNm de GPRC5A por RT-PCR cuantitativa en tiempo real. A: Niveles de expresión de ARNm 
de GPRC5A en células T84 incubadas con TPA (100 ng/ml) durante 15 min, 30 min, 1, 2, 4 y 6 

h. B: Niveles de expresión de ARNm de GPRC5A en células T84 incubadas durante 4 h con 

concentraciones crecientes de TPA (0,05; 0,5; 1; 2,5; 5; 6,6; 12,5; 25; 50; 75; 100; 200 ng/ml). 

Los resultados se expresaron en relación con los valores de los controles (Ctl). Las mediciones 

se realizaron por triplicado y los datos se expresaron como la media ± SE de tres experimentos 
independientes (n=3). Los análisis estadísticos se realizaron por ANOVA (Tukey Análisis). (*p < 

0,05; **p < 0,01;*** p<0,001). 
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a la marca GPRC5A-FITC de células tratadas con TPA (curva roja), con respecto 

a las células sin tratar (curva negra) (Figura 26 C a). En la Figura 26 C b, se 

muestra la cuantificación de la intensidad de fluorescencia media (IFM) obtenida 

por citometría de flujo de tres experimentos independientes, donde se observó 

un aumento significativo (1,52 ± 0,14; p<0,05; n=3) de la expresión de GPCRC5A 

en las células tratadas con TPA con respecto al tratamiento control (1,00 ± 0,04; 

n=3). 

     Seguidamente se estudió la localización de GPRC5A por microscopía 

confocal (Figura 26 B), visualizándose en el borde celular y región perinuclear. 

Como puede observarse, las células tratadas con TPA mostraron un aumento en 

la intensidad de la señal en comparación con las células sin tratar, en 

concordancia con la mayor expresión de GPRC5A observada por WBs o por 

citometría de flujo. 
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FIGURA A     TPA (100 ng/ml)     
Ctl 15 min 30 min 1 h 2 h 4 h 6 h 

1,00 ± 0,03 1,15 ± 0,17 1,17 ± 0,18 1,45 ± 0,13 4,39 ± 1,60 
20,86 ± 2,88 
*** 

14,02 ± 1,88 
*** 

 

 

     Para determinar que estos resultados eran independientes de la línea celular 

utilizada, los mismos fueron confirmados en otro modelo celular de cáncer de 

colon, células Caco-2. Estas células son de origen epitelial de adenocarcinoma 

de colon, que al alcanzar la confluencia empiezan a expresar características de 

diferenciación enterocítica [539]. En este modelo celular, también se observó un 

aumento significativo (p<0.01) en la expresión del ARNm de GPRC5A luego del 

tratamiento con 100 ng/ml de TPA durante 4 h (8,69 ± 0,67; p<0,01; n=3), con 

respecto al control (1,00 ± 0,08; n=3) (Figura 27 A). Asimismo, en las células 

Caco-2 también se produjo un aumento en los niveles de proteína GPRC5A 

FIGURA B     
TPA(ng/ml)        

(4 h)       
Ctl 0,05 0,5 1 2,5 5 6,6 

1,00 ± 0,17 2,01 ± 0,19 4,07 ± 0,25 5,02 ± 0,64 8,54 ± 0,07* 
10,87 ± 1,49 
** 

11,92 ± 1,17 
*** 

  12,5 25 50 75 100 200 

  
12,26 ± 1,09 
        *** 

15,58 ± 1,26 
*** 

16,24 ± 1,81 
*** 

22,17 ± 4,07 
*** 

27,97 ± 3,48 
*** 

16,87 ± 3,33 
*** 

Tabla 9. Datos de la Figura 25 A-B. Valores de la media ± SE de tres experimentos 

independientes (n=3). * Indica p<0,05, **p<0,001, ***p<0,001 en comparación con las células 

Ctl. 

Figura 26: Efecto de TPA en la expresión de proteína de GPRC5A en células de cáncer 
de colon T84. Células T84 se preincubaron en DMEM/F12 libre de suero durante 24 h y 

luego se incubaron con 100 ng/ml de TPA durante 4 h. Se determinaron los niveles de 

proteína por WB y citometría de flujo. Se estudió la localización celular de GPRC5A por 
microscopía confocal. A: WB de lisados celulares de T84 incubados con TPA (100 ng/ml) 

durante 4 h (anticuerpo: anti-GPRC5A). B: Microscopía confocal de células control y células 

tratadas con 100 ng/ml de TPA durante 4 h. C: Citometría de flujo. (a) Citometría 

representativa de células T84 tratadas con 100 ng/ml de TPA 4 h. (b) Intensidad de 

fluorescencia media (IFM) relativa de tres citometrías. Los resultados se expresaron en 
relación con los valores de los controles (Ctl). Las mediciones se realizaron por triplicado y 

los datos se expresaron como la media ± SE de tres experimentos independientes (n=3). Los 
análisis estadísticos se realizaron por ANOVA (Tukey análisis). (*p < 0,05). 
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luego del tratamiento con TPA, por WB. (Figura 27 B). Estos datos fueron 

recientemente publicados [130]. 

 

 

2. ESTUDIO DE LAS VÍAS DE TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES 
INVOLUCRADAS EN LA REGULACIÓN DE GPRC5A POR TPA. 

     Con el fin de determinar qué vías de señalización podrían estar involucradas 

en la regulación de GPRC5A por TPA, se utilizaron inhibidores farmacológicos 

de enzimas claves que estimulan a factores de transcripción con sitios predichos 

en el promotor de GPRC5A [150]. Los resultados que a continuación se detallan 

fueron recientemente publicados [130]. 

 

Figura 27: Efecto de TPA en la expresión de GPRC5A en células de cáncer de colon Caco-
2. Células Caco-2 se preincubaron en DMEM/F12 libre de suero durante 24 h previamente al 

tratamiento con TPA (100 ng/ml) durante 4 h. A: Nivel de expresión del ARNm de GPRC5A por 

RT-PCR cuantitativa de células Caco-2 con TPA. B: WB de lisados celulares de Caco-2 con 

TPA (anticuerpo anti-GPRC5A). Imagen representativa de tres WB. Los resultados se 

expresaron en relación con los valores de los controles (Ctl). Las mediciones se realizaron por 
triplicado y los datos se expresaron como la media ± SE de tres experimentos independientes 
(n=3). Los análisis estadísticos se realizaron por ANOVA (Tukey análisis). (** p < 0,01). 
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2.1.  Efecto de la inhibición de PKC, Ca2+, PKA y MEK1 / 2 sobre la expresión 
de GPRC5A inducida por TPA. 

    Estudios previos indican que TPA activa a PKC [378, 540], y que PKC activa 

a factores de transcripción como c-Fos y c-Jun, los cuales, según predicciones 

bioinformáticas, poseen sitios de unión al promotor de GPRC5A [150]. Para 

estudiar si TPA regulaba a GPRC5A por medio de la activación de PKC, células 

T84 fueron incubadas, junto con TPA, con el inhibidor de PKC Gö6983 (10 M, 

4 h) [486]. En la Figura 28 A, se puede observar que el tratamiento con el 

inhibidor de PKC Gö6983 en las células estimuladas con TPA, redujo 

aproximadamente el 80 % la expresión del ARNm de GPRC5A, con respecto a 

las células tratadas solo con TPA. El bloqueo casi total por parte de este inhibidor 

sobre el efecto de inducción producido por TPA, sugiere que PKC estaría 

involucrada en la regulación de GPRC5A por TPA. Por otro lado, con respecto a 

los niveles basales del ARNm de GPRC5A (Figura 28 A b), el inhibidor de PKC 

redujo la expresión en un 50 %, con respecto al control. Es decir, PKC también 

estaría involucrada en mantener una buena parte de los niveles basales de 

GPRC5A.  

     Para estudiar si la respuesta de GPRC5A a TPA era debida a alguna de las 

isoformas de PKC dependientes de Ca2+, las llamadas isoformas clásicas 

(convencionales), o bien estaba involucrada alguna de las isoformas nuevas o 

atípicas, que no dependen de Ca2+ para su activación, las células fueron tratadas 

con el quelante de Ca2+ BAPTA (150 M) [488]. En la Figura 28 B (a) se observa 

una disminución significativa (~55 %; p<0.05) en la expresión de GPRC5A en 

células tratadas al mismo tiempo con BAPTA y TPA, como también en células 

tratadas sólo con BAPTA, respecto al tratamiento solo con TPA y al control sin 

tratamiento respectivamente (Figura 28 B b). Esto sugiere que TPA regularía a 

GPRC5A, al menos en parte, a través de PKC dependientes de Ca2+. 

     Por otro lado, se ha descrito que cerca del sitio de inicio de la transcripción 

de GPRC5A existen elementos de respuesta a AMPc (CRE) [150], y se vio que 

el aumento de AMPc induce la transcripción de GPRC5A [143]. Como PKA es 

una enzima dependiente de AMPc, y está descrito que PKA activa al factor de 

transcripción CREB [541, 542], el cual se une a sitios CRE en el promotor, 

quisimos estudiar si PKA participaba de la posible vía 

TPAAMPcPKACREBGPRC5A. Para estudiar si PKA se encontraba 

https://es.wikipedia.org/wiki/AMPc
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involucrada en la regulación de GPRC5A, las células fueron incubadas con el 

inhibidor de PKA H-89 (10 M, 4 h) [487], y al mismo tiempo con TPA (100 ng/ml, 

4 h) (Figura 28 C). Se observó una disminución significativa (cerca del 40 %; 

p<0,01) en la expresión basal del ARNm de GPRC5A con el inhibidor de PKA 

(con respecto al control Figura 28 C(b)). Similar disminución (~35 %; p<0,01), se 

evidenció en el tratamiento con TPA más el inhibidor de PKA, respecto al 

tratamiento sólo con TPA (Figura 28 C(a)). Esto sugiere una participación de 

PKA en la regulación de los niveles basales de este gen y en la estimulación por 

TPA. 

     El diacilglicerol (DAG) es considerado un análogo del TPA, ya que también 

se une a PKC provocando su activación [378, 543]. PKC luego activa a MEK 

(MAP kinase, “mitogen-activated protein kinase kinase” o ERK kinase, 

“extracellular signal-regulated kinase kinase”), mecanismo ampliamente descrito 

[544, 545]. Como MEK activa al factor de transcripción AP-1 [546], que contiene 

sitios predichos de unión al promotor de GPRC5A [150], decidimos estudiar si 

GPRC5A estaba regulado por esta vía. Para ello, células T84 fueron incubadas 

con el inhibidor de MEK1/2 UO126 (10 M, 4 h) [483] junto con TPA (100 ng/ml, 

4 h). Como se puede observar en la Figura 28 D, el inhibidor de MEK1/2 U0126 

produjo una disminución significativa (~60 %; p<0,01) tanto de los niveles de 

ARNm de las células tratadas con TPA (Figura 28 D a) como de los niveles 

basales de ARNm (Figura 28 D b). Esto sugiere que la vía 

TPAPKC+Ca2+
MEKGPRC5A estaría involucrada en la regulación de 

GPRC5A por TPA. Los valores de la media ± SE (n) se detallan en la Tabla 10 

(pág. 103). 
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2.2. Efecto de la inhibición de JNK sobre la expresión de GPRC5A inducida 

por TPA. 
     Se sabe que PKC activa la vía de señalización de JNK [547, 548]. Además, 

GPRC5A tiene sitios predichos en su promotor para los factores de trascripción 

p53 [549] y c-Jun [550], factores activados por JNK (“c-Jun N-terminal kinases”). 

Por estos motivos, decidimos estudiar si la vía de señalización de JNK estaba 

involucrada en la regulación positiva de GPRC5A por TPA. 

     Células T84 fueron incubadas con el inhibidor de las quinasas JNK (JNK1, 

JNK2 y JNK3) SP600125 [551] (10 M, 4 h [482]) junto con TPA (100 ng/ml, 4 

h). En la Figura 29, se observa que el tratamiento con el inhibidor de JNK 

FIGURAS Ctl TPA Inhibidor 
correspondiente 

Inhibidor 
correspondiente 

+TPA 
A 1,00 ± 0,02 15,93 ± 2,47 0,49 ± 0,11 2,69 ± 0,04 
B 1,00 ± 0,13 19,12 ± 3,11 0,45 ± 0,20 8,27 ± 2,15 
C 1,00 ± 0,05 29,79 ± 2,77 0,60 ± 0,06 18,76 ± 1,57 
D 1,00 ± 0,07 21,10 ± 2,24 0,44 ± 0,09 8,18 ± 1,35 

Figura 28: Las vías de transducción de señales PKC, PKA y MEK se encuentran 
involucradas positivamente en la regulación de la expresión de GPRC5A por TPA. 
Células T84 se preincubaron 24 h en medio libre de suero, y a continuación se incubaron por 

separado durante 4 h con los distintos inhibidores de vías de señalización y el quelante de 

Ca2+ BAPTA, en presencia y en ausencia de TPA (100 ng/ml) según corresponda. Se 
determinaron los niveles de ARNm de GPRC5A por RT-PCR cuantitativa en tiempo real. A: 
inh PKC: inhibidor de PKC Gö6983 (10 μM) (a) Tratamiento con TPA (b) Niveles basales. B: 
inh Ca+2: BAPTA (0,15 mM) (a) Tratamiento con TPA (b) Niveles basales C: inh PKA: inhibidor 
de PKA H-89 (10 μM) (a) Tratamiento con TPA (b) Niveles basales D: inh MEK: inhibidor de 

MEK1/2 U0126 (10 μM) (a) Tratamiento con TPA (b) Niveles basales. Los resultados se 

expresaron en relación con los valores de los controles (Ctl). Las mediciones se realizaron 

por triplicado y los datos se expresaron como la media ± SE de tres experimentos 

independientes (n=3) en los tratamientos con inhibidor de PKC, Ca+2 y PKA y seis 

experimentos independientes (n=6) en los tratamientos con el inhibidor de MEK1/2. Los 
análisis estadísticos se realizaron por ANOVA (Tukey análisis). (*p < 0,05; ** p < 0,01; *** 
p<0,001). 

 

 

Tabla 10: Datos de la Figura 28 A-D. Valores de la media ± SE (n=3 figura A, B y C; n=6 

figura D). 
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aumentó significativamente la expresión del ARNm de GPRC5A. Este aumento 

se observó tanto en células estimuladas con TPA junto con el inhibidor (26,61 ± 

1,67; p<0.001; n=3), como en células tratadas solo con el inhibidor (2,13 ± 0,04; 

p<0,05; n=3), respecto a las células control con TPA (15,49 ± 0,50; n=3) y control 

sin tratar (1,00 ± 0,02; n=3) respectivamente. Por lo tanto, la vía de señalización 

de JNK estaría implicada negativamente tanto en la inducción de GPRC5A por 

TPA, como en su expresión basal. Para asegurarnos de que la vía de JNK estaba 

efectivamente inhibida, se analizó el estado de fosforilación de JNK (p-JNK) 

mediante WB. Como se muestra en la Figura 29 B, el tratamiento con el inhibidor 

de JNK SP600125 redujo los niveles de p-JNK, y por lo tanto de JNK activado, 

confirmando que la inhibición fue efectiva a esa concentración 

 

 

2.3. Efecto de la inhibición de AKT, p38 e IKK1/2 sobre la expresión de 
GPRC5A inducida por TPA. 

Figura 29: La vía de señalización de JNK se encuentra involucrada negativamente en la 
regulación de GPRC5A por TPA. Las células T84 fueron preincubadas durante 24 h en medio 

libre de suero y a continuación se incubaron durante 4 h con el inhibidor de JNK (inh JNK) 
SP600125 (10 μM), con o sin TPA (100 ng/ml) según corresponda. A: Determinación de los 
niveles de ARNm de GPRC5A por RT-PCR cuantitativa en tiempo real. (a) Tratamiento con TPA 

(b) Niveles basales B: WB de p-JNK y β-actina desde lisados celulares completos de células 

T84. Los resultados se expresaron en relación con los valores de los controles (Ctl). Las 

mediciones por RT-PCR cuantitativa en tiempo real se realizaron por triplicado y los datos se 

expresaron como la media ± SE de tres experimentos independientes (n=3). Los WB se 

realizaron por simplificado. Los análisis estadísticos se realizaron por ANOVA (Tukey análisis). 
(*p < 0,05; *** p<0,001). 
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     A partir de predicciones bioinformáticas, se reportó que el promotor de 

GPRC5A tiene sitios de unión predichos para los factores de trascripción: c-

Jun/c-Fos (AP-1), MYC/MAX, CREB1 y p53 [150]. Se conoce que tanto AP-1 

como p53 son regulados por las vía de señalización de AKT [552, 553] y p38 

[550, 554-556]. También se vio que la vía de señalización p38 activa a los 

factores de transcripción MYC/MAX [557] y CREB [558]. Se conoce que PKA es 

un activador del factor de transcripción NF-κB [559]. Para estudiar si estas vías 

están involucradas en la regulación de GPRC5A por TPA, células T84 fueron 

incubadas con inhibidores farmacológicos de estas vías junto con TPA (100 

ng/ml, 4 h). 

     Como se muestra en la Figura 30 A-C, los tratamientos con los inhibidores de 

las quinasas AKT (GSK690693, 10 M [485], 4 h), p38 (SB203560, 10 μM [482], 

4 h) e IKK-2 (BMS 345541, 10 μM [484], 4 h) no tuvieron efectos sobre la 

regulación de la expresión de GPRC5A por TPA. Con respecto a los niveles 

basales de GPRC5A, el inhibidor de AKT tuvo un efecto positivo y significativo 

(p<0.05) (Figura 30 A b), mientras que los inhibidores de p38 y NF-ĸB no tuvieron 

efectos en las condiciones estudiadas (Figura 30 B (b) y Figura 30 C (b)). Para 

asegurarnos de que la vía de p38 se encontraba inhibida, se analizó el estado 

de fosforilación de p38 (p-p38) mediante WB, ya que cuando p38 se activa se 

autofosforila [560, 561]. Como se muestra en la Figura 30 B (c), el tratamiento 

con el inhibidor SB203560 (10 μM) redujo los niveles de p-p38 confirmando que 

la inhibición fue efectiva a esa concentración.  

     Con respecto a NF-κB, en condiciones basales, el factor de transcripción se 

encuentra unido a la proteína IκB-α que impide su translocación al núcleo y la 

posterior activación de la transcripción de sus genes diana [562]. La activación 

de NF-κB requiere la fosforilación de la proteína IκB-α mediante la activación del 

complejo IKK, que está compuesto por tres subunidades, dos catalíticas IKK-α 

(IKK-1) e IKK-β (IKK-2) y una regulatoria, IKK-γ (NEMO) [563-565]. IKK activado 

fosforila a IkB-α, lo que promueve su poliubiquitinación y posterior degradación 

por el proteasoma [566]. La degradación de IkB-α deja libre a NF-κB. Este factor 

de transcripción está constituido por una familia de cinco proteínas que incluye 

c-Rel, RelA/p65, RelB, NF-κB1 (p50 y su precursor p105), y NF-κB2 (p52 y su 

precursor p100), que forman homodímeros y heterodímeros [562]. El más común 

es el heterodímero p50/p65, pero existen otras combinaciones de homo y 
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heterodímeros [567]. Una vez libre NF-κB se transloca al núcleo donde actúa 

como factor de transcripción. La activación de NF-κB también implica la 

fosforilación de la subunidad p65 por la subunidad catalítica de PKA. La 

disociación de IκB permite que PKA, una quinasa que vimos que está implicada 

en la regulación transcripcional de GPRC5A [130], fosforile a p65 aumentando la 

actividad transcripcional de NF-κB [559]. Para inhibir la vía de NF-κB, las células 

T84 fueron incubadas con BM5345541 (10 µM), que es un inhibidor de selectivo 

de IKK-1 e IKK-2, con IC50 de 4 μM y 0.3 μM, respectivamente [484]. De modo 

que en presencia de BMS345541 10 µM las dos subunidades catalíticas de IKK 

están inhibidas, IkB no se fosforila y no se degrada, manteniendo a NF-κB 

inactivo. Para comprobar que la inhibición fue efectiva, se evaluó indirectamente 

la actividad de NF-κB mediante la medición de los niveles de IkB-α por WBs. En 

la Figura 30 C (c) se observa el aumento en los niveles de IkB-α debido a la 

disminución de su degradación en presencia de BMS345541. Concluimos que el 

inhibidor de IKK fue efectivo a esa concentración y que, por lo tanto, la vía de 

NF-κB no está involucrada en la estimulación de GPRC5A por TPA. 

     Los valores obtenidos (media ± SE (n)) se detallan en la Tabla 11. 
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2.4. Efecto de IL-1β, ion Cl- y la inhibición de SGK1 sobre la expresión de 
GPRC5A inducida por TPA. 

     Como se mencionó en la introducción, en nuestro laboratorio se vio que la vía 

de señalización de la citoquina proinflamatoria IL-1β regula la activación del 

receptor oncogénico EGFR [279], receptor que fosforila al receptor GPRC5A 

inhibiendo su señalización [155]. Además, hay estudios que indican que IL-1β es 

inducida por TPA [568]. Quisimos estudiar si la vía de IL-1β regulaba a la 

expresión del ARNm de GPRC5A. En la Figura 31 A, se observa que los niveles 

del ARNm de GPRC5A no se encuentran alterados en células T84 tratadas con 

FIGURAS Ctl TPA Inhibidor 
correspondiente 

Inhibidor 
correspondiente 

+TPA 
A 1,00 ± 0,02 19,31 ± 2,52 2,88 ± 0,43 20,24 ± 3,49 
B 1,00 ± 0,01 15,87 ± 0,83 1,43 ± 0,23 19,22 ± 1,98 
C 1,00 ± 0,02 20,43 ± 4,61 1,15 ± 0,08 24,36 ± 3,18 

Figura 30: Las vías de transducción de señales AKT, p38 y NF- ĸβ no se encuentran 
involucradas en la regulación de la expresión de GPRC5A por TPA. Células T84 se 

preincubaron 24 h en medio libre de suero, y a continuación se incubaron durante 4 h con 

distintos inhibidores de vías de señalización, con o sin TPA (100 ng/ml) según corresponda. 
Se determinaron los niveles de ARNm por RT-PCR cuantitativa en tiempo real, y el estado 
de activación de IĸB-α y p38 por WB. A: inh AKT: inhibidor de AKT, GSK-690693 (10 µM) (a) 

Tratamiento con TPA (b) Niveles basales B: inh p38: inhibidor de p38 SB-203560 (5 μM) (a) 

Tratamiento con TPA (b) Niveles basales (c) WB de p-p38 y β-actina desde lisados celulares 
completos de células T84. C: inh IKK-2/NF-ĸβ: inhibidor de IκB BM5345541 (10 μM) (a) 

Tratamiento con TPA (b) Niveles basales (c) WB de IĸB-α y β-actina desde lisados celulares 

completos de células T84. Los resultados se expresaron en relación con los valores de los 
controles (Ctl). Las mediciones por RT-PCR cuantitativa en tiempo real se realizaron por 

triplicado, y los datos se expresaron como la media ± SE de tres experimentos 

independientes (n=3) en el caso de los tratamientos con inhibidor de AKT y IKK; y cuatro 

experimentos independientes (n=4) en los tratamientos con inhibidor de p38. Los WB se 

realizaron por simplificado. Los análisis estadísticos se realizaron por ANOVA (Tukey 
análisis). (*p < 0,05; ** p < 0,01; *** p<0,001). 

 

 

Tabla 11: Datos de la Figura 30 A-C. Valores de la media ± SE (n=3 figura A y C; n=4 figura 

B) 
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IL-1β (5 ng/ml, 4 h) o con el antagonista del receptor de interleuquina-1 (IL1RN) 

(10 ng/ml, 4 h), como tampoco se observa una variación en dichos tratamientos 

con TPA. Por lo tanto, la vía de IL-1β no estaría implicada en la regulación de 

GPRC5A. Para verificar que la IL-1β recombinante añadida a los cultivos y la 

señalización de IL1R1 estaban activas, las células T84 se incubaron con 5 ng/ml 

de IL-1β y se midió la expresión del ARNm de IL-1β (Figura 31 B). Además, las 

células se incubaron con IL1RN/anakinra (ANK) para ver si el bucle autócrino de 

IL-1β estaba activo en condiciones basales. Los resultados indican que las 

células T84 responden correctamente a la estimulación con IL-1β recombinante 

añadida (esta citoquina estimula su propio ARNm). Además, en presencia de 

IL1RN / anakinra (10 ng / ml) se observó una reducción pequeña pero no 

significativa, lo que sugiere que en condiciones basales el “loop” de IL-1β no 

tiene una respuesta significativa sobre la expresión basal de IL-1β, como sí 

ocurre en células con actividad CFTR disminuída (células IB3-1 o células Caco-

2 / pRS26), que secretan IL-1β y esa IL-1β activa a sus receptores estimulando 

la transcripción del ARNm de IL-1β y posterior traducción, generándose un loop 

autócrino [274]. 

     La quinasa SGK1 (“serum and glucocorticoid-regulated kinase 1”) tiene una 

gran homología en la secuencia del dominio catalítico con PKC y PKA [569], dos 

quinasas que vimos que regulan la expresión de GPRC5A [130]. Por otra parte, 

se sabe que TPA modulaba positivamente a SGK1 [570]. Para determinar si 

existía un efecto de SGK1 sobre GPRC5A, se realizó una curva de concentración 

con el inhibidor de SGK1 GSK650394 (0,1; 1; 10 y 20 µM), en presencia o 

ausencia de TPA (100 ng/ml, 4 h). Como puede observarse en la Figura 31 C, a 

medida que aumentó la concentración del inhibidor aumentaron los niveles 

basales de GPRC5A, siendo significativo (p<0,001) este aumento a partir de 10 

µM. Cuando se realizaron tratamientos con TPA la expresión de GPRC5A 

disminuyó gradualmente al aumentar la concentración del inhibidor, siendo 

significativa (p<0,001) esta disminución a 20 µM. Estos resultados sugieren un 

efecto dual de SGK1 en la expresión del ARNm de GPRC5A, un efecto inhibitorio 

en los niveles basales y una inducción positiva en su expresión en los 

tratamientos con TPA. No sabemos a qué se debe este rol opuesto. 

     Por otro lado, se sabe que la quinasa SGK1 es regulada por el ión cloruro (Cl-

) [571], el cual se vio que podría actuar como un segundo mensajero regulando 
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la expresión de genes [572]. Para estudiar si el Cl- regula a GPRC5A, se aplicó 

la estrategia de doble ionóforo (ver M&M) con la cual se fijó la concentración de 

Cl- intracelular ([Cl-]i) en dos diferentes concentraciones: 5 mM como control, ya 

que es una concentración baja, y 75 mM como concentración elevada [275]. La 

Figura 31 D muestra que a estas [Cl-]i no varió la expresión de GPRC5A, tanto 

en presencia como en ausencia de TPA. Los valores de la media ± SE se detallan 

en la Tabla 12. En conclusión, la expresion de GPRC5A no estaría siendo 

modulada por Cl– . 
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3. ESTUDIO DE LA MODULACIÓN DE ROS POR TPA 

     Como se vio que TPA puede actuar como un promotor de tumores, su 

participación en el estrés oxidativo ha sido ampliamente estudiada en células 

fagocíticas. TPA induce la liberación de ROS en leucocitos polimorfonucleares 

FIGURA A 
                  Tratamientos     

Ctl TPA Il-1β Il-1β+TPA ANK ANK+TPA 
1,00 ± 0,02 14,44 ± 0,50 1,20 ± 0,026 13,20 ± 0,68 1,22 ± 0,082 13,81 ± 0,094 

FIGURA C 

                                    Inhibidor SGK1 (µM) 
Ctl TPA 0,1 1 10 20 

1,00 ± 0,04 24,52 ± 2,42 1,95 ± 0,13 3,62 ± 0,73 13,43 ± 2,17 9,52 ± 1,34 
     Inhibidor SGK1 (µM) + TPA 
    0,1 1 10 20 
    27,17 ± 0,83 26,51 ± 2,84 18,32 ± 3,10 6,39 ± 0,36 

FIGURA B 

Ctl ANK IL-1β 

1,00 ± 0,08      0,76 ± 0,18       2,51 ± 0,53 

FIGURA D 

                               Cloruro (mM) 
5 75 5 75 

                   +TPA 

1,00 ± 0,07 1,30 ± 0,14 17,14± 0,90 14,38 ± 1,35 

Tabla 12: Datos de la Figura 31 A-D. Valores de la media ± SE de tres experimentos 

independientes (n=3). 

 

Figura 31: IL-1β y Cl- no están implicados en la regulación de GPRC5A, pero sí SGK1. 
Células T84 se preincubaron 24 h en medio libre de suero, y a continuación se incubaron durante 
4 h con distintos factores, con o sin TPA (100 ng/ml) según corresponda. Se determinaron los 
niveles de ARNm por RT-PCR cuantitativa en tiempo real. A: Expresión del ARNm de GPRC5A. 

IL-1β (5 ng/ml) y anakinra/IL1RN (ANK) (10 ng/ml). B: Expresión del ARNm de IL-1β; IL-1β (5 

ng/ml) y anakinra/IL1RN (ANK) (10 ng/ml) C: Expresión del ARNm de GPRC5A. Curva de 

concentración con el inhibidor de SGK1 GSK650394 (0,1;1;10 y 20 µM) D: Técnica de doble 

ionóforo con 5 y 75 mM de ión Cl-. Los resultados se expresaron en relación con los valores de 

los controles (Ctl). Las mediciones se realizaron por triplicado y los datos se expresaron como la 

media ± SE de tres experimentos independientes (n=3). Los análisis estadísticos se realizaron 
por ANOVA (Tukey análisis). ( * p<0.05; *** p<0,001). 
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[443], macrófagos peritoneales [446] y neutrófilos [453]. Sin embargo, el efecto 

de TPA sobre la producción de ROS en células epiteliales humanas está poco 

estudiado [479]. Debido a que la producción de ROS se encuentra involucrada 

en los procesos tumorales, nos interesó estudiar si TPA inducía un aumento de 

los niveles de ROS celular y/o mitocondrial en células de cáncer de colon T84 y 

los posibles efectos sobre la modulación de la expresión de GPRC5A. También 

estudiar si podría existir el efecto contrario, la posible modulación de los niveles 

de ROS por GPRC5A, ya que esto podría explicar los efectos de GPRC5A en la 

progresión tumoral. 
 

3.1 Efecto del TPA en la producción de ROS celular 

     Para medir el nivel de producción celular total de ROS (ROS celular, cROS) 

en células T84 tratadas con 100 ng/ml de TPA, se utilizó la sonda DCFH-DA (10 

μM, 60 min). Al ingresar a la célula, esta sonda pierde los grupos acetato (DA) 

por la acción de esterasas intracelulares para quedar como DCFH. Cuando el 

DCFH se oxida por la acción de las ROS forma el compuesto fluorescente 2’,7’-

diclorofluoresceína (DCF), que se distribuye por toda la célula [524]. Por lo tanto, 

el aumento en la intensidad de la fluorescencia emitida refleja la concentración 

de cROS, la cual fue medida mediante citometría de flujo y por 

espectrofluorometría.  

     Como se muestra en la Figura 32 A (a-b), se observó por citometría de flujo 

que los niveles de cROS aumentaron en las células T84 incubadas con 100 ng/ml 

de TPA (5,95 ± 0,75, n=2; p<0,05) durante 4 h, en comparación con células T84 

control sin tratar (1,00 ± 0,02, n=2). Para realizar las citometrías las células 

epiteliales, cultivadas en placas, fueron levantadas con tripsina; este tratamiento 

podría alterar la fisiología celular y por lo tanto, los resultados se corroboraron 

mediante espectrofluorimetría. Como se muestra en la Figura 32 B, de nuevo se 

obtuvo un aumento significativo de ROS en las células tratadas con TPA (1,75 ± 

0,07; p<0,01; n=3) en comparación con los controles (1,00 ± 0,12; n=3), en las 

mismas condiciones de incubación. El valor promedio de la fluorescencia en las 

células T84 sin tratar (controles) fue tomada como 1 y el resto de los niveles de 

fluorescencia fueron normalizados con respecto a este valor. Las diferencias 

medidas mediante citometría fueron mucho mayores, de 5,95:1 comparado con 
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1,75:1 con las placas. Es decir, las células suspendidas respondieron mucho 

más que las que estaban formando monocapas. 

 

3.2. Efecto del TPA en la producción de ROS mitocondrial 

     Con el fin de medir la producción de ROS mitocondrial (mROS) en células 

T84 tratadas con TPA (100 ng/ml), se utilizó la sonda MitoSOX, que es una sonda 

selectiva para la detección de superóxido mitocondrial. Luego de ingresar a la 

célula y dentro de la mitocondria, al entrar en contacto con el superóxido el 

MitoSOX se oxida. El producto de oxidación es altamente fluorescente (rojo) al 

unirse al ADN. Por lo tanto, el aumento en la intensidad de la fluorescencia 

emitida refleja la concentración mROS. 

     Como se muestra en la Figura 33 A (a-b), mediante el uso de la sonda 

MitoSOX (5 μM, 10 min en solución amortiguadora Hank’s), se pudo observar 

por citometría de flujo un aumento significativo en la producción de ROS 

mitocondrial en células tratadas con TPA (2,35 ± 0,26; p<0,05; n=2), con 

Figura 32: TPA produce un aumento en los niveles de ROS celular. Células T84 se 

preincubaron 24 h en medio libre de suero. A continuación, se incubaron con TPA (100 ng/ml) 

durante 4 h. Posteriormente se incubaron durante 60 min con la sonda DCFH-DA (20 μM) en 

solución amortiguadora Hanks. A: Análisis por citometría de flujo de la fluorescencia de DCF 

(a). La curva roja muestra las células tratadas con TPA y la curva negra las células control. 

Gráfico representativo de dos ensayos independientes (n=2). (b) Análisis estadístico de la 
IFMR de DCF. B: Análisis estadístico de la fluorescencia de DCF por espectrofluorimetría. 

Los resultados se expresaron en relación con los valores de los controles (Ctl). Las 

mediciones se realizaron por duplicado y los datos se expresaron como la media ± SE de 
tres experimentos independientes (n=3). (*p < 0,05 y **p < 0,01). Los análisis estadísticos se 

realizaron por ANOVA (Tukey análisis). IFMR: Intensidad de fluorescencia media relativa. 

IFR: Intensidad de fluorescencia relativa. 
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respecto a las células control (1,00 ± 0,13; n=2). Estos datos fueron confirmados 

por fluorimetría de las células cultivadas en placas (sin removerlas), 

observándose también un aumento significativo de ROS mitocondrial en las 

células tratadas con TPA (3,45 ± 0,63; p<0,05; n=2), con respecto a las células 

controles (1,00 ± 0,25817; n=2) (Figura 33 B). El valor promedio de la 

fluorescencia en las células T84 sin tratar (controles) fue tomada como 1 y el 

resto de los niveles de fluorescencia fueron normalizados con respecto a este 

valor. En este caso fue un poco más sensible el método en placas. 

 

 
4. MODULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DEL ARNm DE GPRC5A POR ROS 

     Las vías de señalización que responden a ROS están elevadas en muchos 

tipos de cáncer, donde participan en el crecimiento/proliferación celular, 

diferenciación, síntesis de proteínas, metabolismo de la glucosa, supervivencia 

celular e inflamación [225]. Las especies reactivas de oxígeno, particularmente 

el peróxido de hidrógeno (H2O2), pueden actuar como segundos mensajeros en 

Figura 33: TPA produce un aumento en los niveles de ROS mitocondriales. Células T84 

se preincubaron 24 h en medio libre de suero. A continuación, se incubaron con TPA (100 

ng/ml) durante 4 h, y posteriormente se incubaron durante 15 min con la sonda MitoSOX (5 
μM) en solución amortiguadora Hanks. A: Análisis por citometría de flujo de la fluorescencia 

de MitoSOX (a) La curva roja muestra las células tratadas con TPA y la curva negra las 

células control. Gráfico representativo de dos ensayos independientes (n=2). (b) Análisis 
estadístico de la IFMR de MitoSOX. B: Análisis de la fluorescencia de MitoSOX por 

fluorometría. Los resultados se expresaron en relación con los valores de los controles (Ctl). 

Las mediciones se realizaron por duplicado y los datos se expresaron como la media ± SE 
de dos experimentos independientes. * indica p < 0,05. Los análisis estadísticos se realizaron 

por ANOVA (Tukey análisis). IFMR: Intensidad de fluorescencia media relativa. IFR: 

Intensidad de fluorescencia relativa. 
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la señalización celular [227-231]. El H2O2 regula la actividad de las proteínas 

oxidando de manera reversible a los grupos sulfhidrilo y de manera irreversible 

a otros grupos funcionales [225, 232, 233]. Entre las proteínas que regulan están 

incluidas las tirosina-fosfatasas, las tirosina-quinasas, los receptores tirosina-

quinasas y los factores de transcripción [225, 232, 233]. Está comprobado que 

varias isoformas de PKC son activadas por H2O2 [234, 235]. De manera indirecta, 

el H2O2 afecta la fosforilación de su sitio activo, y se cree que es por medio de la 

inhibición de las fosfatasas. El H2O2 es un oxidante suave que puede oxidar los 

residuos de cisteína en las proteínas. Las proteínas tirosina fosfatasas (PTP) 

contienen un residuo de cisteína esencial en el sitio activo característico que es 

importante para la función catalítica. Por lo tanto, los PTP experimentan una 

inactivación mediada por H2O2 debido a la oxidación de estos importantes 

residuos de cisteína [236-238]. 

    Para estudiar si la expresión del ARNm de GPRC5A podría estar modulada 

por las ROS, se incubaron las células T84 con dos antioxidantes por separado: 

inhibidor de la enzima NADPH oxidasa 2 citoplasmática (GSK 2795039) y N-

acetil-L-cisteína (NAC), en presencia o ausencia de TPA (100 ng/ml, 4 h). La 

NADPH-oxidasa cataliza la transferencia de un electrón desde el NADPH hacia 

el O2, formando el radical superóxido (O2.-), el cual es convertido rápidamente a 

H2O2, radical hidroxilo y ácido hipocloroso [573]. NAC es un antioxidante que se 

cree que actúa por diversos mecanismos (ver Figura 14 en la sección 

Introducción). En la Figura 34, se muestra la medición de la expresión de 

GPRC5A por RT-PCR en tiempo real luego del tratamiento con el inhibidor de 

NOX GSK 2795039 (10 µM) y con NAC (5 mM). No se observaron cambios en 

la expresión del ARNm de GPRC5A. Estos resultados sugieren que las ROS no 

participan de la regulación de la expresión de GPRC5A. Esto concuerda con los 

resultados que indican que la vía de IL-1β (que incluye la activación de ROS 

[274, 574]) no está involucrada en la regulación de GPRC5A. Los valores de la 

media ± SE se detallan en la Tabla 13. 
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5. SILENCIAMIENTO GÉNICO DE GPRC5A POR LA TÉCNICA 
CRISPR/Cas9 

     Con el fin de iniciar estudios funcionales sobre la proteína GPRC5A, 

decidimos realizar un knock-out (KO) del gen GPRC5A por medio del sistema de 

edición génica CRISPR/Cas9. Con este fin se transfectaron células T84 con 

cuatro plásmidos pLenti-U6-sgRNA-SFFV-Cas9-2A-Puro (ABM) (cada uno por 

separado), tres de ellos con distintas secuencias ARN guía (ARNg): pARNg1, 

Ctl TPA iNOX NAC iNOX NAC 
                         +TPA 

1,00 ± 0,10 17,03 ± 1,56 1,16 ± 0,15 1,31 ± 0,11 15,91 ± 1,13 17,50 ± 1,81 

Tabla 13: Datos de la Figura 34. Valores de la media ± SE de cinco experimentos 

independientes (n=5).  

 

 

Figura 34: GPRC5A no es modulado por ROS. Células T84 se preincubaron 24 h en medio 

libre de suero y a continuación se incubaron con o sin TPA (100 ng/ml) durante 4 h en presencia 

de dos antioxidantes por separado, iNOX: inhibidor de la enzima NADPH oxidasa citoplasmática, 

GSK2795039 (10 M) y NAC: N-acetil-L-cisteína (5 mM). Los resultados se expresaron en 

relación con los valores de los controles (Ctl). Las mediciones se realizaron por triplicado y los 
datos se expresaron como la media ± SE de cinco experimentos independientes (n=5). (** p < 

0,01). Los análisis estadísticos se realizaron por ANOVA (Tukey análisis). 
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pARNg2 y pARNg3; y el cuarto plásmido con una construcción ARNg aleatoria 

no codificante como control: pCtl (las secuencias se indican en la Figura 22, 

sección M&M, pág. 80). El uso de tres construcciones distintas por separado 

aumenta la probabilidad de obtener el KO de PEIG-1/GPRC5A.  

 
5.1. Validación del silenciamiento del ARNm de GPRC5A 
     Con el objetivo de comprobar el funcionamiento de la técnica CRISPR/Cas9 

en células T84, se midió la expresión del ARNm de GPRC5A por RT-PCR en 

tiempo real. Células conteniendo la construcción CRISPR/Cas9, deberían 

presentar una expresión de GPRC5A nula, en el caso que fuese total el 

silenciamiento. TPA no debería tener efectos en la expresión del gen. 

    Como se muestra en la Figura 35 A, mediante RT-PCR en tiempo real, luego 

de 12 pasajes, se pudo observar una disminución altamente significativa 

(p<0,001) en la expresión del ARNm de GPRC5A en las células T84 

transfectadas con los plásmidos pARNg1, pARNg2 y pARNg3, con respecto a 

las células sin transfectar. Además, no se observaron cambios en los niveles de 

ARNm de GPRC5A en células T84 transfectadas con el plásmido control (pCtl) 

respecto a las células T84 sin transfectar, lo que significa que el plásmido sin 

una secuencia ARNg codificante no interfiere en la expresión del gen.  

     Los ensayos posteriores se realizaron con la nueva línea celular T84, 

transfectada con el plásmido CRISPR/Cas9 conteniendo la secuencia ARNg3 

(T84/pARNg3) y con las células T84 transfectadas con el plásmido control 

(T84/pCtl). Las razones de la elección de esta línea celular fueron la disminución 

del 60 % de la expresión del ARNm de GPRC5A, luego de 60 días de selección 

(pasajes a partir del 12) con el antibiótico puromicina (2,5 μg/mL), y el mejor 

estado de las células (menos dañadas por la electroporación) comparadas con 

las células T84/pARNg2 que también presentaron una disminución en la 

expresión del 60 %. 
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     El paso siguiente fue estudiar el efecto de TPA sobre estas células. Células 

T84/pARNg3 y células control T84/pCtl, luego de la incubación durante 24 h en 

medio sin suero, fueron tratadas con TPA (100 ng/ml) durante 4 h. 

Figura 35: Reducción de los niveles de ARNm en células T84 por la técnica 
CRISPR/Cas9. Medición de la expresión del ARNm de GPRC5A por RT-PCR en tiempo real. 

A: Células T84 transfectadas con plásmidos que contienen la construcción CISPR/Cas9 y 

una secuencia ARN guía (ARNg) diferente para cada plásmido (pARNg1, pARNg2 y 

pARNg3), y un plásmido control el cual tiene una secuencia ARNg aleatoria no codificante 
(pCtl) y células T84 sin transfectar. B: (a) Células T84 trasfectadas con el plásmido pARNg3 

y células T84 transfectadas con el plásmido control pCtl, tratadas con o sin TPA. (b) 

Diferencias en los niveles basales del ARNm de GPRC5A en las células T84/pCtl y 

T84/pARNg3. Los resultados se expresaron en relación con los valores de los controles. Las 

mediciones se realizaron por triplicado y los datos se expresaron como la media ± SE de tres 
experimentos independientes (n=3). (* p<0,05; ** p< 0,01; *** p<0,001). Los análisis 

estadísticos se realizaron por ANOVA (Tukey análisis).  
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Posteriormente, se midió la expresión del ARNm de GPRC5A por RT-PCR en 

tiempo real (Figura 35 B). Células T84/pARNg3 con tratamiento con TPA (8,05 ± 

1,27; p<0,01; n=3) redujeron ~60 % la expresión del ARNm de GPRC5A con 

respecto a las células control T84/pCtl también tratadas con TPA (18,61 ± 2,24; 

n=3). Aproximadamente esta misma disminución fue observada en los 

tratamientos sin TPA, donde las células T84/pARNg3 (0,48 ± 0,05; p<0,05; n=3) 

redujeron ~60 % la expresión de GPRC5A con respecto a las células controles 

T84/pCtl (1,00 ± 0,14; n=3). Los valores de la media ± SE (n=3) de la Figura 35 

A se detallan en la Tabla 14. 
 

 

   

 

     
5.2. Silenciamiento de la expresión proteica de GPRC5A 

     Para estudiar si la técnica de edición génica CRISPR/Cas9, además de una 

reducción en los niveles de ARNm, produjo una reducción en los niveles de 

proteína de GPRC5A, se utilizaron tres técnicas distintas: WB, microscopía 

confocal y citometría de flujo.  

     En la Figura 36 A, se puede observar por WB una importante reducción de 

los niveles de proteína GPRC5A en células T84/pARNg3 tratadas con TPA, con 

respecto a las células T84/pCtl tratadas con TPA. Como era de esperarse, el KO 

del gen GPRC5A fue eficiente ya que no se observó inducción con TPA. Debido 

a los bajos niveles basales de proteína en las células control T84/Ctl, no se pudo 

observar la banda correspondiente a GPRC5A. 

     Para corroborar los resultados anteriores y estudiar la localización de 

GPRC5A, se realizó inmunofluorescencia en células T84/pARNg3 y células 

T84/pCtl crecidas en portaobjetos e incubadas con anti-GPRC5A (ver M&M), en 

presencia o ausencia de TPA (100 ng/ml, 4 h). Las imágenes fueron obtenidas 

por microscopía confocal (Figura 36 B). Cualitativamente, se puede observar un 

Sin plásmido                                   Plásmidos 
  ARNg1 ARNg2 ARNg3 Ctl 

1,00 ± 0,02 0,62 ± 0,06*** 0,37 ± 0,02*** 0,40 ± 0,03*** 1,00 ± 0,06 

Tabla 14: Datos de la Figura 35 A. Valores de la expresión del ARNm de GPRC5A expresado 

como la media ± SE de tres experimentos independientes (n=3). *** Indica p<0,001 con 

respecto a las células sin plásmido. 
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aumento de proteína GPRC5A en células T84/pCtl tratadas con TPA, con 

respecto a las mismas células sin tratamiento con TPA. Por otro lado, se observa 

una disminución de los niveles basales de proteína en células T84/pARNg3 

comparadas con las células T84/pCtl. En el caso de las células T84/pARNg3 

incubadas con TPA, se puede observar un menor nivel de marcación 

comparadas con las células T84/Ctl tratadas con TPA, aunque presentaron un 

leve aumento en los niveles de la proteína comparadas con las células 

T84/pARNg3 sin TPA. La razón de este leve aumento se puede deber a que las 

células no fueron aún clonadas, por lo que podría existir una pequeña proporción 

de células no silenciadas para la expresión de GPRC5A. Sin embargo, el 

silenciamiento alcanzado fue muy importante. Un dato interesante, obtenido a 

partir de estas imágenes de inmunofluorescencia, es la localización subcelular 

mayoritaria de GPRC5A en el borde celular. 

     Para confirmar la edición génica mediante una técnica cuantitativa, se midió 

la expresión de GPRC5A por citometría de flujo (Figura 36 C). En concordancia 

con los resultados anteriores, se observó una disminución en la intensidad de 

fluorescencia media de la señal de anti-GPRC5A-FITC en células T84/pARNg3 

(0,54 ± 0,04; p<0,05; n=3) con respecto a las células T84/pCtl (1,00 ± 0,04; n=3). 

Se observó una diferencia similar (~50 % de inihbición) en las células 

T84/pARNg3 tratadas con TPA (0,82 ± 0,07; p<0,01; n=3), comparadas con las 

células T84/pCtl con TPA (1,52 ± 0,14; n=3). 

     En todos los ensayos, el valor promedio de cada medición de las células 

T84/pCtl sin tratar fue tomada como 1 y el resto de las mediciones fueron 

normalizados con respecto a este valor. 
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Figura 36: Reducción de los niveles de proteína de GPRC5A por la técnica CRISPR/Cas9. 
Se generó un KO del gen GPRC5A por la técnica CRISPR/Cas9 y se midió por tres técnicas 

distintas los niveles de proteína GPRC5A en células T84/pARNg3 y T84/pCtl tratadas con TPA 
(100 ng/ml) durante 4 h. A: Werstern Blot (WB), Anti-GPRC5A. Calle 1: células T84/pCtl sin TPA; 

Calle 2: células T84/pCtl con TPA; Calle 3: células T84/pARNg3 sin TPA; Calle 4: células 
T84/pARNg3 con TPA.  B: Microscopía confocal. C: Citometría de flujo. (a) Citometría 

representativa de células T84/pARNg3 y T84/pCtl tratadas con 100 ng/ml de TPA. (b) Intensidad 
de fluorescencia media relativa (IFMR) de tres citometrías. Los resultados se expresaron en 

relación con los valores de los controles. Las mediciones se realizaron por triplicado. La medición 

del panel A y B se realizaron por duplicado (n=2). Los datos del panel C (b) se expresaron como 

la media ± SE de tres experimentos independientes (n=3). Los análisis estadísticos se realizaron 

por ANOVA (Tukey análisis). (*p < 0,05; ** p < 0,01). 
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6. ROL DE GPRC5A EN LOS NIVELES DE ROS INDUCIDOS POR TPA 

     Como se demostró anteriormente, el tratamiento con TPA indujo un aumento 

significativo en la producción de cROS y de mROS, aunque este aumento no 

estuvo involucrado en la inducción de la expresión de GPRC5A. Debido a que la 

función de GPRC5A es muy poco conocida, hipotetizamos que GPRC5A podría 

estar involucrada en la inducción de la producción de ROS mediada por TPA. De 

este modo, GPRC5A podría cumplir una función en la regulación de ROS. 

Aprovechando el modelo de knock-out de GPRC5A por CRISPR/Cas9 que 

generamos, decidimos estudiar la posible función de GPRC5A como modulador 

de la producción de ROS celular. 

 

6.1. Medición de los niveles de ROS celular en células T84/pARNg3 

     Para estudiar si GPRC5A está implicado en el aumento de cROS inducido 

por TPA, células T84/pARNg3 y células T84/pCtl se incubaron con la sonda 

DCFH-DA, como se describió anteriormente en M&M, en presencia o ausencia 

de TPA. Como control positivo se utilizaron dos concentraciones diferentes de 

H2O2, 250 μM y 500 M [526]. Como se muestra en la Figura 37 A, obtenida por 

citometría de flujo, no hubo diferencias significativas en la producción de cROS 

en células T84/pARNg3 tratadas con TPA. Los niveles basales de T84/pARNg3, 

comparadas con las células control, tampoco presentaron cambios. Mediante 

otra técnica, espectrofluorimetría en placa, se obtuvieron iguales resultados 

donde tampoco se pudo observar diferencias significativas en la producción de 

cROS en células T84/pARNg3 tratadas con TPA (1,20 ± 0,05; p<0,05; n=3) 

respecto sin TPA (0,73 ± 0,06; p<0,05; n=3). 
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     A diferencia de la citometría, sí fue posible observar una disminución 

significativa (p<0,05) en la producción de cROS, en los niveles basales de 

células T84/pARNg3 en comparación con T84/pCtl (1,00 ± 0,01; n=3) (Figura 37 

B). En conclusión, fue necesaria la presencia del receptor GPRC5A para que se 

evidencie un aumento de las cROS inducido por TPA, es por ello que en células 

KO no fue posible ver cambios de cROS en tratamientos con TPA. GPRC5A 

estaría mediando la inducción de ROS por el éster de forbol. 
 
 

 

6.2. Medición de los niveles de ROS mitocondriales en células 
T84/pARNg3 

     Para estudiar si GPRC5A está implicado en la regulación de mROS, las 

células T84/pARNg3 y las células que expresan GPRC5A T84/pCtl fueron 

incubaron con la sonda MitoSOX, como se describió anteriormente en M&M, y 

             T84/pCtl+H2O2 (uM)   T84/pCtl                        T84/pCtl T84/pARNg3 
- 250 500           - TPA  - TPA 

1,00 ± 0,04 2,49 ± 0,02 4,83 ± 0,10 1,00 ± 0,04 4,68 ± 0,39 0,85 ± 0,05 3,08 ± 0,61 

Figura 37: Disminución de los niveles de ROS celular en células T84/pARNg3 de 
GPRC5A. Células T84/pARNg3 y células que expresan GPRC5A T84/pCtl se preincubaron 24 

h en medio libre de suero. A continuación, se incubaron con TPA (100 ng/ml) durante 4 h, y 

posteriormente se incubaron durante 60 min con la sonda DCFH-DA (20 μM) en solución 
amortiguadora Hanks. A: Citometría de flujo. (a) Citometría representativa de células T84/pCtl 

tratadas con 250 y 500 µM de H2O2. (b) Citometría representativa de células T84/pARNg3 y 

T84/pCtl tratadas con 100 ng/ml de TPA. (c) Intensidad de fluorescencia media relativa (IFMR) 

de tres citometrías de células T84/pCtl tratadas con 250 y 500 µM de H2O2. (d) IFMR de tres 
citometrías de células T84/pARNg3 y T84/pCtl tratadas con 100 ng/ml de TPA. B: 
Espectrofluorimetría. Intensidad de fluorescencia relativa (IFR) de tres mediciones 

fluorométricas. Los resultados se expresaron en relación con los valores de los controles. Las 

mediciones se realizaron por triplicado y los datos se expresan como la media ± SE de tres 

experimentos independientes. Los análisis estadísticos se realizaron por ANOVA (Tukey 
análisis). (*p < 0,05; *** p < 0,001). 

Tabla 15: Datos de la Figura 37 A (c y d). Valores de la media ± SE de tres experimentos 

independientes (n=3). *** Indica p<0,001 con respecto a las células sin plásmido. 
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con TPA (100 ng/ml, 4 h). Como control positivo se utilizó rotenona (10 uM), un 

inhibidor del complejo I mitocondrial, lo que genera un aumento en la generación 

de radical superóxido (O2*-) [575]. Como control negativo se utilizó el inhibidor de 

la enzima NADPH oxidasa citoplasmática 2 (NOX-2) GSK 2795039 (10 μM) 

[287]. En la Figura 38, se observa que las células T84/pARNg3 tratadas con TPA 

(2,85 ± 0,05; p<0,001; n=2) no tuvieron cambios significativos en la producción 

de mROS comparadas con las células T84/pARNg3 sin TPA (1,37 ± 0,03; n=2). 

Es decir, TPA no pudo inducir el aumento de mROS observado en las células 

que si expresan GPRC5A (4,11 ± 0,08; n=2). No se evidenciaron cambios en los 

niveles basales entre las células T84/pARNg3 y T84/pCtl (1,00 ± 0,04; n=2). 

Estos resultados sugieren que GPRC5A podría participar de la modulación de 

mROS inducida por TPA. 

     Los valores de la media ± SE (n=2) se detallan en la Tabla 16. 
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7. ROL DE GPRC5A EN LA APOPTOSIS CELULAR 
 

7.1. Evaluación de la apoptosis con anexina V y 7-amino-actinomicina D 
(7-AAD) 

     La anexina V, en presencia de Ca2+, se une a la fosfatidilserina que se 

externaliza en la membrana plasmática de las células en apoptosis. La anexina 

V también puede teñir las células necróticas porque estas células tienen 

membranas rotas que permiten que la anexina V acceda a toda la membrana 

plasmática. Sin embargo, las células apoptóticas se pueden distinguir de las 

células necróticas mediante la tinción conjunta con 7-amino-actinomicin D (7-

AAD), porque el 7-AAD ingresa a las células necróticas donde se ha alterado 

la permeabilidad, pero no a las células apoptóticas. A diferencia del ioduro de 

propidio (PI), el espectro de emisión del 7-AAD permite que se use junto con 

otros fluorocromos (por ejemplo FITC) con una superposición mínima de 

                 T84/pCtl+inh ROS               T84/pCtl T84/pARNg3 
 - Rotenona iNOX  - TPA -  TPA 

1,00 ± 0,14 5,30 ± 0,19 0,61 ± 0,06 1,00 ± 0,14 4,11 ± 0,08 1,37 ± 0,03 2,85 ± 0,05 

Tabla 16: Datos de la Figura 38 C-D. Valores de la media ± SE de dos experimentos 

independientes (n=2). 

 

Figura 38: Disminución de los niveles de ROS mitocondriales en células T84/pARNg3. 
Células T84/pARNg3 y células que expresan GPRC5A T84/pCtl, se preincubaron 24 h en 
medio libre de suero. Luego se incubaron con TPA (100 ng/ml) durante 4 h, y posteriormente 

se incubaron durante 15 min con la sonda Mitosox (5 µM) en solución amortiguadora Hanks. 
Se midió la intensidad de fluorescencia por citometría de flujo. A: Citometría representativa de 

células T84/pCtl tratadas con rotenona (10 uM) y el inhibidor de NOX GSK 2795039 (10 uM). 
B: Citometría representativa de células T84/pARNg3 y T84/pCtl tratadas con 100 ng/ml de 

TPA. C: Intensidad de fluorescencia media relativa (IFMR) de MitoSOX de tres citometrías de 

células T84/pCtl tratadas rotenona (10 uM) y el inhibidor de NOX GSK 2795039 (10 uM). D: 
IFMR de MitoSOX de tres citometrías de células T84/pARNg3 y T84/pCtl tratadas con 100 

ng/ml de TPA. Los resultados se expresaron en relación con los valores de los controles. Las 

mediciones se realizaron por triplicado y los datos se expresan como la media ± SE de dos 

experimentos independientes (n=2). Los análisis estadísticos se realizaron por ANOVA (Tukey 
análisis). (*** p < 0,001). 
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emisión de fluorescencia [576, 577]. Al teñir las células con anexina V unida a 
un fluoróforo (FITC) y 7-AAD se pueden diferenciar las células sanas (anexinaV-

/7-AAD-), en apoptosis temprana (anexinaV+/7-AAD-), células en apoptosis 

tardía (anexinaV+/7-AAD+) y células necróticas (anexinaV-/7-AAD+). 

     Células T84/pARNg3 (células KO GPRC5A) y células T84/pCtl que 

expresan GPRC5A, fueron incubadas con TPA (100 ng/ml), como se describió 

anteriormente, e incubadas con anexinaV-FITC y 7-AAD como se detalla en 

M&M. 

     El gráfico anexinaV-FITC vs 7-AAD (Figura 39 A), es representativo de tres 

ensayos independientes. Se indica en cada cuadrante el porcentaje de cada 

población. En el cuadrante inferior izquierdo (“lower left”,LL), se observa la 

población sana anexinaV-/7-AAD-, la cual no está en apoptosis ni en necrosis. 

En el cuadrante inferior derecho (“lower right”, LR ), se observa la población 

anexinaV+/7-AAD-, es decir, células en apoptosis temprana, donde se puede 

observar que el tratamiento de las células T84/pCtl con TPA disminuyó la 

población, con respecto a las T84/pCtl, pasando de un 43,3 % a un 15,7 %. 

Pero este efecto por TPA no fue observado en las células T84/pARNg3, donde 

el porcentaje fue del 50,0 % y 50,3 % en células T84/pARNg3 sin y con TPA 

respectivamente. Si se comparan los niveles basales en las células T84/pCtl y 

T84/pARNg3, en éstas últimas hubo un aumento en la apoptosis temprana, 

pasando de una población del 43,3 % a 50,0 %. En el cuadrante superior 
derecho (“upper right”, UR), se observa la población anexinaV+/7-AAD+, células 

en apoptosis tardía, donde las células T84/pCtl comparadas con las T84/pCtl 

con TPA, presentaron una leve disminución en la apoptosis tardía, siendo para 

las células T84/pCtl del 10,2 % y para las T84/pCtl con TPA del 6,7 %. Por otro 

lado, se observó un leve aumento de esta población en células T84/pARNg3 

con TPA (17,2 %) comparadas con las células T84/pARNg3 sin TPA (14,8 %). 

El cuadrante superior izquierdo (“upper left”, UL) corresponde a la población en 

necrosis donde no se observaron, en las distintas líneas celulares ni tampoco 

en los tratamientos con TPA, variaciones significativas. 
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     La Figura 39 B muestra el porcentaje de células AnexinaV+/7-ADD- en 

apoptosis (cuadrante inferior derecho) de tres experimentos independientes. Se 

analizaron solo las células marcadas con AnexinaV+ debido a que las células en 

necrosis también pueden llegar a presentar tinción con Anexina y ser 

Figura 39: Medición de la apoptosis con anexina V y 7-AAD. Células T84/pARNg3 y células 

que expresan GPRC5A T84/pCtl, se preincubaron 24 h en medio libre de suero. Luego se 

incubaron con 100 ng/ml de TPA durante 4 h, y posteriormente se incubaron 15 min con anexina 

V unida al fluorocromo FITC y 5 min con 7-AAD. Las células fueron analizadas por citometría de 

flujo. Parte de los eventos del cuadrante inferior derecho se encuentran sobre el eje al ser 7-AAD-

, lo que no permite visualizarlos. A: Citometría representativa de células T84/pCtl y T84/pARNg3 

tratadas con y sin TPA. B: Porcentaje de células anexinaV+/7-AAD- de tres citometrías de células 

T84/pCtl y T84/pARNg3 tratadas con y sin TPA. Las mediciones se realizaron por duplicado y los 

datos se expresan como la media ± SE de tres experimentos independientes (n=3). Los análisis 
estadísticos se realizaron por ANOVA (Tukey análisis). (*p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <0,001). 
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confundidas con las células en apoptosis tardía. El tratamiento con TPA en 

células T84/pCtl (15,1 ± 1,19 %; p<0.01; n=3) disminuyó significativamente el 

porcentaje de células anexinaV+, es decir el número de células que presentaron 

fosfatidilserina externalizada, comparado con las células T84/pCtl sin TPA (38,73 

± 3,19 %; n=3). Con respecto a las células T84/pARNg3, que tienen disminuida 

la expresión de GPRC5A, se vio que el tratamiento con TPA (55,53 ± 2,63 %; 

n=3) no afectó el porcentaje de células anexinaV+, con respecto a las células 

T84/pARNg3 sin TPA (57,03 ± 3,67 %; n=3). Si se comparan los niveles basales 

de las células T84/pCtl y T84/pARNg3, estas últimas presentaron un mayor nivel 

basal de fosfatidilserina expuesta. Por lo tanto, TPA en células control indujo una 

disminución de la apoptosis, pero esto no fue posible en células que no 

presentan el receptor GPRC5A. Con respecto a los niveles basales, las células 

T84/pARNg3 presentaron mayor apoptosis que las células T84/pCtl. 

 

7.2. Medición del potencial de membrana mitocondrial 

     Cuando las células entran en apoptosis, se produce una pérdida del potencial 

de membrana mitocondrial (Ψm) que se puede evaluar con la sonda TMRE. El 

TMRE ingresa dentro de las mitocondrias, y al tener carga positiva, se acumula 

en el interior de las mitocondrias activas con carga negativa, por lo que fluoresce. 

Al disminuir el potencial en células en apoptosis, disminuye la acumulación de la 

sonda, y por lo tanto disminuye el nivel de fluorescencia de las mitocondrias. 

Como controles positivos se utilizaron carbonil cianuro m-clorofenil hidrazona 

(CCCP) y carbonil cianuro p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP), dos 

compuestos que aumentan la permeabilidad de protones a través de las 

membranas internas mitocondriales, reduciendo así el potencial transmembrana 

y despolarizando las mitocondrias [578]. 

     La Figura 40, obtenida mediante citometría de flujo, muestra un aumento de 

la fluorescencia de TMRE en células T84/pCtl tratadas con TPA, en comparación 

con la misma línea celular sin tratamiento con TPA. Por otro lado, la ausencia de 

GPRC5A en células T84/pARNg3 evitó el aumento tan pronunciado en la marca 

de TMRE inducido por TPA observado en los controles. No hubo variaciones 

significativas en los niveles basales en ámbas líneas celular. Estos resultados 

sugieren que TPA genera una menor despolarización de la membrana 
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mitocondrial (mayor marca de TMRE) en células donde está presente el receptor 

GPRC5A, pero no en células T84/pARNg3. Es decir, es necesaria la presencia 

del receptor GPRC5A, para que TPA pueda inducir este cambio. Por otro lado, 

no hubo variaciones del Ψm en los niveles basales de ámbas líneas celulares 

comparadas entre ellas. Los valores de la media ± SE (n=3) se detallan en la 

Tabla 17. 

Figura 40: Medición de la apoptosis a través de la evaluación del potencial mitocondrial. 
Células T84/pARNg3 y células que expresan GPRC5A T84/pCtl, se preincubaron 24 h en 

medio libre de suero. Luego se incubaron con 100 ng/ml de TPA durante 4 h, y posteriormente 
se incubaron con la sonda TMRE. Las células fueron analizadas por citometría de flujo. A: 
Citometría representativa de células T84/pCtl tratadas con FCCP y CCCP, dos agentes 
despolarizantes mitocondriales. B: Citometría representativa de células T84/pCtl y 

T84/pARNg3 tratadas con TPA. C: Intensidad de fluorescencia media relativa (IFMR) de 

TMRE de tres citometrías de células T84/pCtl y T84/pARNg3 tratadas con FCCP y CCCP. (D) 
IFMR de TMRE de tres citometrías de células T84/pCtl y T84/pARNg3 tratadas con TPA. Las 

mediciones se realizaron por duplicado y los datos se expresan como la media ± SE de tres 
experimentos independientes. Los análisis estadísticos se realizaron por ANOVA (Tukey 
análisis). (** p < 0,01; *** p < 0,001). 
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7.3. Medición de la actividad caspasa 3, 8 y 9 mediante ensayos 
fluorimétricos 

     Durante el proceso de apoptosis se produce la activación, por clivaje, de 

diversas enzimas denominadas caspasas, que desencadenan los eventos que 

llevan a la muerte celular. Entre estas podemos diferenciar a la caspasa-9 (vía 

intrínseca), la caspasa-8 (vía extrínseca) y a la caspasa-3 (efectora) [312]. La 

evaluación de la actividad caspasa se realizó por fluorimetría, utilizando los 

sustratos fluorogénicos específicos Ac-AFC-DEVD (sustrato de la caspasa-3), 

Ac-IETD-AFC (sustrato de la caspasa-8) y Ac-LEHD-AFC (sustrato de la 

caspasa-9). Estos sustratos, al ser clivados por caspasas activas, liberan la 

fluorescencia del AFC. Para evitar la interferencia de otras proteasas celulares 

en la medición de la fluorescencia, se utilizaron los inhibidores de las caspasas: 

Ac-DEVD-CHO, inhibidor de la caspasa 3 y 9 [534, 535] y Ac-IETD-CHO inhibidor 

de la caspasa 8 [536]. 

     Células T84/pCtl y T84/pARNg3, fueron incubadas con los sustratos e 

inhibidores específicos para evaluar cada caspasa y con TPA como se detalla 

en M&M. Como se puede observar en la Figura 40 A, los niveles basales de las 

células T84/pARNg3 presentaron un aumento significativo (p<0,001) en la 

actividad de la caspasa 3, en comparación con las células T84/pCtl. El aumento 

en la actividad de la caspasa 3 refleja un aumento en la apoptosis mediada por 

caspasa. No se pudo ver una diferencia significativa de la actividad en los 

tratamientos con o sin TPA en las líneas T84/pARNg3 y T84/pCtl. La actividad 

de las caspasas 9 y 8 no se vieron afectadas en las dos líneas celulares, como 

así tampoco con el tratamiento con TPA (Figura 41 B y C). Estos resultados 

                        T84/pCtl              T84/pCtl         T84/pARNg3 
 - FCCP CCCP -  TPA  - TPA 

1,00 ± 0,08 0,35 ± 0,02 0,41 ± 0,03 1,00 ± 0,08 2,85 ± 0,37 0,60 ± 0,09 1,06 ± 0,10 

Tabla 17: Datos de la Figura 40. Valores de la media ± SE de tres experimentos 

independientes (n=3). 
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sugieren un rol antiapoptótico de GPRC5A, mientras que TPA no tuvo efecto en 

la actividad de las caspasas.  

     Los valores de la media ± SE (n=2) se detallan en la Tabla 18. 

Figura 41. Medición de la actividad caspasa 3, 8 y 9 mediante ensayos fluorimétricos. 
Células T84/pCtl y T84/pARNg3 se preincubaron 24 h en medio libre de suero y luego se 

incubaron con 100 ng/ml de TPA durante 4 h. Posteriormente los lisados celulares de estas 

células fueron tratados con sustratos e inhibidores de las caspasas 3, 8 y 9 y por ensayos 
fluorométricos se midió la actividad de las caspasas en cada lisado. A: Evaluación de la 

actividad de la caspasa 3. Se utilizó el sustrato Ac-DEVD-AFC y el inhibidor Ac-DEVD-CHO. 
B: Medición de la actividad de la caspasa 9. Se utilizó el sustrato Ac-LEHD-AFC y el inhibidor 

Ac-DEVD-CHO. C: Medición de la actividad de la caspasa 8. Se utilizó el sustrato Ac-IETD-

AFC y el inhibidor Ac-IETD-CHO. Los resultados se expresaron en relación con los valores de 

los controles sin TPA. Las mediciones se realizaron por duplicado y los datos se expresan 

como la media ± SE de dos experimentos independientes (n=2). Los análisis estadísticos se 
realizaron por ANOVA (Tukey análisis). (** p < 0,01; *** p <0,001). Intensidad de fluorescencia 

relativa (IFR) 
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8. ROL DE GPRC5A EN LOS NIVELES DE IL-1β 

     Anteriormente comprobamos que IL-1β no modula a GPRC5A. Como TPA 

aumenta los niveles de GPRC5A, y está reportado que también aumenta los de 

IL-1β en monocitos [568], nos interesó estudiar si TPA induce un aumento en la 

secreción de IL-1β en células T84 y si era modulado por GPRC5A. Por otro lado, 

se conoce que las especies reactivas de oxígeno modulan positivamente a  IL-

1β [579, 580], como también IL-1β modula los niveles de ROS [274, 278]. Como 

vimos anteriormente, como GPRC5A modula a las ROS, podría estar regulando 

también los niveles de IL-1β. 

     Por medio de la técnica de ELISA, se midieron los niveles de IL-1β en 

sobrenadantes de cultivos celulares de T84/pCtl y T84/pARNg3, previamente 

incubados 4 h con 100 ng/ml de TPA. En la Figura 42, se puede observar que no 

hay diferencias significativas en los niveles de IL-1β en las líneas celulares 

T84/pCtl (1,00 ± 0,12; n=3) y T84/pARNg3 (1,04 ± 0,24; n=3), como tampoco en 

los tratamientos de estas células con TPA (1,43 ± 0,53 y 0,81 ± 0,10; n=3, 

respectivamente). Por lo tanto, GPRC5A no estaría implicado en la regulación 

Figura A 

                                     T84/pCtl                T84/pARNg3 
 - -  TPA -  TPA 

Ac-DEVD-AFC Ac-DEVD-AFC Ac-DEVD-AFC Ac-DEVD-AFC Ac-DEVD-AFC 
Ac-DEVD-CHO  - -   -  - 

0,13 ± 0,03 1,00 ± 0,04 1,39 ± 0,10 3,76 ± 0,12 3,94 ± 0,20 

Figura B 

                                     T84/pCtl                T84/pARNg3 
 - -  TPA  - TPA 

Ac-LEHD-AFC Ac-LEHD-AFC Ac-LEHD-AFC Ac-LEHD-AFC Ac-LEHD-AFC 
Ac-DEVD-CHO  -  -  - -  

0,15 ± 0,01 1,00 ± 0,14 0,84 ± 0,12 2,07 ± 0,39 1,44 ± 0,17 

Figura C 

                                     T84/pCtl                T84/pARNg3 
 -  - TPA  - TPA 

Ac-IETD-AFC Ac-IETD-AFC Ac-IETD-AFC Ac-IETD-AFC Ac-IETD-AFC 
Ac-IETD-CHO  - -   - -  

0,09 ± 0,01 1,00 ± 0,06 1,03 ± 0,10 0,90 ± 0,01 0,93 ± 0,05 

Tabla 18: Datos de la Figura 41 A-C. Valores de la media ± SE de dos experimentos 

independientes (n=2). 
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de la secreción de IL-1β, como tampoco TPA estaría induciendo el aumento de 

esta citoquina proinflamatoria en la línea célular T84. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42: Rol de GPRC5A en los niveles de Il-1β. Se midió por ELISA (BD OptEIA ™ - 

BD Biosciences) los niveles de IL-1β en sobrenadantes de cultivos celulares de T84/pCtl y 

T84/pARNg3, previamente incubados 4 h con 100 ng/ml de TPA. Los resultados se 

expresaron en valores de pg/ml de IL-1β . Las mediciones se realizaron por duplicado y los 

datos se expresan como la media ± SE de tres experimentos independientes (n=3). Los 

análisis estadísticos se realizaron por ANOVA (Tukey análisis). 
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1. REGULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE PROTEÍNA Y ARNm DE GPRC5A 
POR TPA 

     Este trabajo de tesis, como se comentó anteriormente, se inició a partir de los 

resultados obtenidos en un DD (Figura 24 A), realizado con el objetivo de 

entender los mecanismos por los que el TPA induce una disminución en la 

expresión del gen CFTR [537]. Dicho trabajo permitió identificar un gen regulado 

positivamente por TPA. El mismo fue clonado, secuenciado y nombrado por 

nuestro laboratorio como PEIG-1 “Phorbol Esther Induced Gene 1” en 1996 [122, 

123]. Más tarde la “Human Genome Organization” (HUGO) le asignó el símbolo 

oficial GPRC5A, receptor acoplado a proteína G, clase C, grupo 5, miembro A. 

Luego Robbins y col. descubrieron dos miembros más de la familia, GPRC5B y 

C [126]. Finalmente, Brauner-Osborne y col. descubrieron el cuarto miembro de 

la familia, GPRC5D [127, 128]. 

     TPA es un compuesto utilizado en una amplia gama de estudios biológicos. 

El TPA tiene múltiples efectos en diversos tejidos y/o líneas celulares. Se lo ha 

estudiado como inductor de varios procesos como la carcinogénesis en piel de 

roedores [400], como un inductor de la migración celular en varios tipos de 

cáncer a través de la activación de PKC [405-410] y como modelo para igualar 

las características patológicas de la psoriasis [436], entre otros. Estos efectos 

ocurren a través de la inducción o inhibición de una amplia variedad de genes 

y/o factores de transcripción. A pesar de que la mayoría de las investigaciones 

le otorgan a TPA un rol como inductor de la tumorogénesis, algunos estudios 

sugieren un rol opuesto. Varios trabajos muestran un efecto de TPA que resulta 

inhibitorio de la proliferación celular [411, 427, 432, 438] e inductor de la 

diferenciación celular en células hematopoyéticas [412-415, 417]. 

     El primer objetivo de esta tesis fue corroborar los resultados previos, donde 

se encontró que TPA regulaba positivamente al ARNm de GPRC5A en la línea 

celular de cáncer de colon T84. El pico de estimulación de GPRC5A había sido 

observado luego de la incubación durante 4 h con 100 ng/ml de TPA. Este 

aumento de la expresión fue determinado en un primer paso con la técnica DD, 

seguida por la técnica NB (Figura 24 B-C). Estos resultados fueron corroborados 

en esta tesis por la técnica RT-PCR cuantitativa en tiempo real, donde se 

determinó un pico de estimulación (un aumento de 20 veces aproximadamente) 
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del ARNm de GPRC5A en las mismas condiciones de incubación, a las 4 h con 

100 ng/ml de TPA (Figura 25 A-B). Hasta el momento, no se sabía el efecto que 

tendría el TPA en los niveles de la proteína GPRC5A, motivo que nos llevó a 

medir su expresión por diferentes técnicas: WB, microscopía confocal y 

citometría de flujo. Los tres métodos demostraron que los niveles de proteína de 

GPRC5A también son modulados positivamente por el tratamiento con TPA 

(Figura 26). La expresión de la proteína fue evaluada en la condición de mayor 

expresión de ARNm, 100 ng/ml de TPA (o 162 uM). Además, el WB permitió 

observar distintas modificaciones postraduccionales de GPRC5A, mientras que 

por microscopía confocal, se observó su localización en el contorno celular 

sugiriendo localización en membrana plasmática como ha sido observado 

previamente en muestras de tejidos de cáncer de colon [358]. Para confirmar 

esta localización hará falta realizar otros ensayos. 

     Para evaluar si el aumento de los niveles de GPRC5A por TPA era 

independiente del modelo celular empleado, se utilizó otra línea celular de cáncer 

de colon, las células Caco-2. En esta otra línea, también se estudiaron los niveles 

de ARNm y proteína de GPRC5A. En concordancia con los resultados obtenidos 

en la línea T84, las células Caco-2 también presentaron un aumento del ARNm 

y proteína de GPRC5A, evaluado por RT-PCR cuantitativa en tiempo real y WB 

respectivamente, luego del tratamiento con TPA (100 ng/ml, 4 h) (Figura 27). En 

células Caco-2 se observó un aumento de aproximadamente 8,5 veces del 

ARNm inducido por TPA, bastante menor que en células T84 que fue de 

aproximadamente 20 veces. Esta diferencia en el nivel de inducción de la 

expresión de GPRC5A entre ambas líneas celulares de cáncer de colon podría 

deberse a numerosos factores, como el origen distinto de estas líneas celulares 

y condiciones de crecimiento. Más allá de esta diferencia, ambas líneas celulares 

de cáncer de colon mostraron el mismo efecto de inducción de GPRC5A por 

TPA, lo que confirma los resultados obtenidos previamente.  

     Con respecto a las diferentes bandas que se observaron en los WB de 

GPRC5A en las células T84 y Caco-2 (Figura 26 A y 27 B, respectivamente), 

corresponden a las que Lotan y col. asignaron a diferentes grado de glicosilación 

de la proteína GPRC5A. Un potencial sitio de glicosilación se encuentra en el 

residuo 158 del péptido GPRC5A en un “loop” extracelular entre los dominios 
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transmembrana IV y V [125]. En las células Caco-2 se observó una variante de 

bajo peso molecular (aproximadamente 17 KDa), no observada en células T84. 

     En resumen, estos resultados confirman que el TPA es capaz de inducir un 

aumento de la transcripción de ARNm de GPRC5A en líneas celulares de cáncer 

de colon, lo que confirma los resultados previos obtenidos por DD, y aporta 

nuevos resultados que indican que dicho aumento en la expresión de ARNm es 

acompañado por un aumento en la traducción de dicha proteína. 

     El conocimiento del mecanismo por el que TPA aumenta la expresión del 

ARNm de GPRC5A en células T84, y las consecuencias biológicas de este 

aumento, nos permitirá contribuir al estudio del rol de TPA y GPRC5A en cáncer 

de colon. 

 
2. ESTUDIO DE LAS VÍAS DE TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES 

INVOLUCRADAS EN LA REGULACIÓN DE GPRC5A POR TPA 

     Con el fin de estudiar las vías de señalización involucradas en la modulación 

positiva del ARNm de GPRC5A mediada por TPA, las células T84 fueron 

incubadas con diferentes inhibidores de vías de señalización. Las vías 

estudiadas activan factores de transcripción con sitios de unión al promotor de 

GPRC5A (según análisis in silico [150]) o se encuentran relacionadas con TPA. 

     Es muy poco lo que se sabe sobre la regulación de este gen, su función y su 

rol en cáncer. Algunos trabajos demuestran que GPRC5A es regulado por ácido 

retinoico (AR) [138, 139], AMPc [143] y p53 [144], pero no hay mayor información 

sobre el resto de las numerosas vías de señalización que podrían estar 

involucradas de acuerdo al análisis de su promotor [150]. De este modo, nos 

encontramos con un amplio campo de estudio para explorar la regulación 

transcripcional de esta proteína. 

 

2.1. Efecto de la inhibición de PKC, Ca2+, MEK1 / 2 y PKA sobre la 
expresión de GPRC5A inducida por TPA 

      La vía de señalización más estudiada de TPA es la de PKC, ya que se sabe 

que TPA activa a esta quinasa uniéndose directamente a su dominio C1 [378]. 

Es por ello, que uno de los usos más frecuentes de TPA es utilizarlo como 



 DISCUSIÓN 

140 
   

activador de PKC, para luego estudiar el efecto de esta activación en diferentes 

procesos celulares [383, 384]. Los efectos de TPA sobre PKC resultan distintos 

a los que se obtienen con uno de los activadores naturales de las isoformas 

convencionales y nóveles (α, βI, βII, γ, δ, ε, η y θ) de PKC, el diacilglicerol (DAG) 

[581]. Los ésteres de forbol como el TPA, se cree que son mucho más potentes 

que el DAG, ya que se unen a PKC con mayor afinidad y, además, no se 

metabolizan fácilmente [381, 582]. La unión de menor afinidad del DAG permite 

que la señalización de PKC se revierta rápidamente [583], mientras que el 

tratamiento con éster de forbol da como resultado una activación crónica [584] 

que, dependiendo de la isoforma de PKC activada, se cree que puede provocar 

cáncer o inhibición del crecimiento y apoptosis [543]. Al igual que lo que ocurre 

con el DAG, los ésteres de forbol se insertan en la zona hidrofílica de los 

dominios C1, cubriendo el dominio C1 con una superficie hidrófoba que mantiene 

el dominio C1 de PKC unido a la membrana plasmática [585, 586]. Sin embargo, 

otros estudios proponen que el DAG se une a un sitio distinto al que se une TPA, 

induciendo distintas formas activadas de la enzima [581, 587]. 

     Al conocerse el fuerte efecto de TPA sobre PKC, y la posible activación de 

esta quinasa a factores de transcripción que se unirían al promotor de GPRC5A, 

se investigó si el efecto de TPA sobre GPRC5A era regulado por esta quinasa. 

Para ello, se usó el inhibidor de PKC Gö6983, que inhibe las isoformas PKCα, 

PKCβ, PKCγ, PKCδ y PKCζ pero no la PKCμ. El tratamiento con el inhibidor 

redujo un ~50 % la expresión del ARNm de GPRC5A en los niveles basales y un 

~80 % en el tratamiento con TPA (Figura 28 A). Se sabe que TPA y DAG activan 

las mismas isoformas de PKC, pero TPA las activa con mayor intensidad [14]. 

Es posible que TPA active en mayor medida a la isoforma activadora de 

GPRC5A, de modo que al inhibir a PKC en los tratamientos con TPA se observe 

una mayor reducción de la expresión del ARNm de GPRC5A que lo que se 

observa en los niveles basales. En conclusión, TPA activa la expresión de 
GPRC5A mediante la vía de señalización de PKC: TPA  PKC  GPRC5A. 

     Las isoformas de PKC α, β y γ son las únicas que dependen de Ca2+ para su 

activación [387, 588]. El Ca2+ intracelular se une directamente al dominio C2 de 

las enzimas PKC sensibles al Ca2+ para dirigir el dominio a la membrana 

plasmática activando diversas vías de señalización [14]. Para poder determinar 
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qué clase de isoformas de PKC, las dependientes o no de Ca2+, regulan la 

expresión del ARNm de GPRC5A, se utilizó el quelante de Ca2+ intracelular 

BAPTA. Se conoce que BAPTA bloquea la translocación a la membrana de PKC-

α [589]. Los tratamientos con BAPTA redujeron la expresión del ARNm de 

GPRC5A tanto en los niveles basales (~55 %) como en los tratamientos con TPA 

(~55 %) (Figura 28 B). A pesar de la elevada concentración de BAPTA utilizada, 

no llegó a inhibir por completo la expresión de GPRC5A. El porcentaje de 

inhibición de GPRC5A fue el mismo tanto con el inhibidor de PKC como con 

BAPTA (cerca del 50 %), lo que permite suponer que la regulación de GPRC5A 

a nivel basal está mediada en parte por las PKC dependientes de Ca2+, y que el 

50 % restante podría estar regulado por una vía independiente de PKC. Con 

respecto al tratamiento con TPA, el inhibidor de PKC redujo la expresión un ~80 

%, mientras que el BAPTA la redujo en un ~55 %. El mayor efecto con el inhibidor 

de PKC puede deberse a que TPA esté estimulando la activación de las PKC 

dependientes de Ca2+ y que éstas, junto con las no dependientes de Ca2+ y otras 

vías, regulen a GPRC5A. Hace falta de más estudios para poder confirmar esta 

hipótesis. En conclusión, la modulación de la expresión de GPRC5A por TPA 

estaría en parte mediada por las isoenzimas de PKCs dependientes de Ca2+. 

     Debido a que PKC estimula MEK en tratamientos con TPA [590], quisimos 

estudiar si la quinasa MEK estaba involucrada en la regulación de GPRC5A por 

TPA. Para ello, se utilizó el inhibidor de MEK UO126, el cual redujo ~55 % los 

niveles basales del ARNm de GPRC5A, mientras que en los tratamientos con 

TPA la reducción fue de ~60 % (Figura 28 D). Por lo tanto la vía de señalización 

de MEK regularía a GPRC5A, queda estudiar si esta vía está mediada por PKC 

(vía TPA  PKC  MEK  GPRC5A). 

     Por otra parte, se ha descrito que cerca del sitio de inicio de la transcripción 

de GPRC5A existen elementos de respuesta a AMPc (CRE) [150], y se vio que 

el aumento de AMPc induce la transcripción de GPRC5A [143]. PKA es una 

enzima dependiente de AMPc, y está descripto que PKA y TPA activan al factor 

de transcripción CREB [591, 592], el cual se une a sitios CRE en el promotor 

[541, 542]. Por ello, estudiamos si PKA se encuentra involucrada en la regulación 

de GPRC5A mediante la vía de señalización TPA  PKA  GPRC5A. Los 

tratamientos con el inhibidor de PKA H-89, redujeron aproximadamente un 40 % 

la expresión del ARNm de GPRC5A tanto en los niveles basales como con TPA 
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(Figura 28 C). Aunque esta inhibición no fue menor que con el inhibidor de PKC, 

permitió conocer otra vía de señalización que regula a GPRC5A. Esto permite 

concluir que TPA regula la expresión del ARNm de GPRC5A a través de la vía 

TPA  PKA  GPRC5A. No se tiene conocimiento de que el AMPc sea activado 

por TPA, queda por determinar si la activación de PKA está mediada por PKC. 

     Estos resultados en conjunto sugieren que TPA regula la expresión de 

GPRC5A a través de las vías de PKC/Ca+2, PKA y MEK. 

 

2.2.  Efecto de la inhibición de JNK sobre la expresión de GPRC5A 
inducida por TPA 

     Con el fin de estudiar otras vías reguladas por la quinasa PKC, nos interesó 

estudiar la vía de señalización de JNK [547, 548] ya que GPRC5A tiene sitios 

predichos en su promotor para los factores de trascripción p53 y c-Jun [150], 

ambos regulados por JNK [549, 593-595]. Se sabe que JNK induce la 

ubiquitinación de p53 provocando su degradación [596, 597]. Por otra parte, se 

ha reportado que TPA induce la localización nuclear de p53 [598] y en cáncer de 

pulmón, la sobreexpresión del factor de transcripción p53 induce un aumento en 

la expresión de GPRC5A, donde GPRC5A sería un mediador de la actividad 

antitumoral de p53 [145]. Dado estos antecedentes, nos interesó estudiar la 

posible regulación de la vía de JNK en la expresión del ARNm de GPRC5A. 

     En nuestro estudio, observamos que los tratamientos con el inhibidor de JNK 

SP600125 produjeron un aumento en la expresión del ARNm de GPRC5A. En el 

caso de los niveles basales el aumento fue de ~110 %, mientras que en el 

tratamiento con TPA fue de ~70 % (Figura 29). Este resultado fue contrario a lo 

que esperábamos, porque el inhibidor de MEK, una quinasa que normalmente 

activa AP-1 a través de JNK [599], inhibía la acción del TPA sobre GRPC5A. 

Entonces esperábamos que un inhibidor de JNK inhibiese la estimulación de 

GPRC5A por TPA. Pero el resultado fue el contrario a lo esperado. Una posible 

explicación del resultado obtenido es que JNK podría regular al factor de 

transcripción p53, y no a AP-1, induciendo su degradación y así disminuyendo la 

expresión de GPRC5A. TPA tendría un efecto inverso, al aumentar los niveles 

de p53 activado, por lo que disminuiría esta inhibición por JNK. Es decir, en el 

tratamiento con TPA la disminución sería menor debido a que p53 se encontraría 
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activado por TPA. Sin embargo, a nivel basal esta inhibición es mayor ya que 

p53 no se encuentra estimulado por TPA. Esto sugiere un posible rol del factor 

de transcripción p53 en la regulación de GPRC5A por TPA, que deberá ser 

estudiado en trabajos futuros. Estos resultados sugieren que la vía de 
señalización sería: TPA  JNK --| GPRC5A. 

     Una mayor profundización será necesaria en el futuro para estudiar mediante 

“gel-shifts”, “supershifts”, clonado del promotor y su análisis, el mecanismo de 

activación de AP-1 y p53 y determinar si estos factores de transcripción 

aumentan o reducen la expresión de GPRC5A y su mecanismo.  

 

2.3. Efecto de la inhibición de AKT, p38 e IKK2 sobre la expresión de 
GPRC5A inducida por TPA 

     Para profundizar un poco más nuestro estudio sobre las vías de señalización 

involucradas en la regulación de GPRC5A por TPA, analizamos la vía de AKT 

que regula a los factores de transcripción AP-1 y p53 [552, 553], y la vía de 

señalización  p38 que regula también a los factores de transcripción p53 y AP-1 

[550, 554-556], como también a MYC/MAX y CREB [557, 558]. Además, 

estudiamos el efecto de la inhibición del factor de transcripción NF-ĸB, el cual se 

sabe que es activado por la PKA [559], quinasa que regula positivamente a 

GPRC5A, como determinamos anteriormente. 

     Los tratamientos con los inhibidores de las quinasas AKT (GSK690693), p38 

(SB203560) e IKK (IκB quinasa, BM5345541) no tuvieron efectos en la 

regulación de la expresión del ARNm de GPRC5A inducida por TPA. Sin 

embargo, observamos que el inhibidor de AKT produjo un aumento significativo 

en los niveles basales del ARNm de GPRC5A, aproximadamente unas dos veces 

respecto al control sin tratar (Figura 30). Esto se encuentra en concordancia con 

reportes que indican que AKT actuaría como un activador de JNK [600] y como 

un inhibidor del factor de transcripción p53 [553]. De este modo, la activación de 

AKT podría activar JNK y conducir a una disminución de p53, lo que regularía la 

expresión de GPRC5A de manera negativa. Por lo tanto, podemos proponer el 
estudio futuro de las posibles vías de regulación de GPRC5A: AKT --| p53  

GPRC5A y/o AKT  JNK--| p53  GPRC5A.  
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2.4.  Efecto de IL-1β, ion Cl- y la inhibición de SGK1 sobre la expresión de 
GPRC5A inducida por TPA 

     El factor de crecimiento epidérmico (EGF) induce la fosforilación de GPRC5A 

por el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), que interactúa y lo 

fosforila en el extremo C-terminal. GPRC5A es fosforilado en dos motivos 

conservados de doble tirosina (TYR), TYR-317 / TYR-320 y TYR347 / TYR-350, 

inactivando su función supresora de tumores en cáncer de pulmón. Estudios 

demostraron que GPRC5A no estaba fosforilada en el tejido pulmonar normal, 

mientras que estaba altamente fosforilado en tirosinas en tejidos de cáncer de 

pulmón [155]. Por otro lado, también se conoce una regulación recíproca, donde 

también se ha visto que GPRC5A regula a EGFR manteniendo un equilibrio 

complejo. GPRC5A ubicado en la membrana del retículo endoplásmico (ER) 

suprimió la síntesis de la proteína oncogénica EGFR, lo que evitó la 

tumorigénesis pulmonar inducida por radiación ionizante (IR) en línea celular de 

pulmón [356]. Otros estudios demostraron que en líneas celulares de cáncer de 

mama, células que expresan EGFR, la eliminación de GPRC5A promovió la 

formación de colonias, el crecimiento celular, la migración celular y la capacidad 

de invasión, pero no tuvo este efecto en la línea celular de cáncer de mama 

MCF7 que no expresan EGFR [376]. 

     Hace tiempo nuestro laboratorio estudia la citoquina proinflamatoria IL-1β, 

donde se vio que su señalización activó la expresión de uno de los ligandos del 

receptor EGFR, EREG (“epiregulin”), conduciendo al aumento en la actividad de 

dicho receptor [279]. Por lo tanto, nos interesó estudiar si IL-1β está implicada 

en la regulación de GPRC5A. Además, hay estudios que indican que IL-1β es 

inducida por TPA [568], por lo que IL-1β podría ser un blanco de estudio 
interesante en la regulación de GPRC5A (TPA IL-1β  GPRC5A). Sin 

embargo, los tratamientos con IL-1β no tuvieron efectos sobre la modulación de 

la expresión basal del ARNm de GPRC5A ni sobre la expresión estimulada por 

TPA (Figura 31 A). Estos resultados estuvieron en concordancia con aquellos 

obtenidos con el inhibidor de NF-κB, en los que tampoco se observó cambios en 

la expresión del ARNm de GPRC5A (Figura 30C). NF-κB es uno de los 

principales factores de transcripción regulados por IL-1β en la respuesta 

inflamatoria [263, 601]. Como era de esperar, ya que comprobamos que la 
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expresión de GPRC5A no es regulada por IL-1β, tampoco hubo variación en la 

expresión de GPRC5A en células tratadas con el antagonista del receptor de 

interleuquina-1 (IL1RN) (10 ng/ml, 4 h) (Figura 31A), tratamiento que inhibe un 

posible “loop” de IL-1β. Este “loop” es un mecanismo en el cual las células en 

estado basal secretan IL-1β y esa IL-1β activa a su receptor estimulando 

nuevamente la transcripción de la citoquina en la célula. IL1RN/anakinra 

cumpliría la función de inhibir el ingreso de la IL-1β liberada al medio extracelular 

por la célula [274]. Este “loop” fue observado en células con actividad CFTR 

disminuída (células IB3-1 o células Caco-2 / pRS26) [274]. Para verificar que la 

IL-1β recombinante añadida a los cultivos y la señalización de IL1R1 estaban 

activas, las células T84 se incubaron con 5 ng/ml de IL-1β y se midió la expresión 

del ARNm de IL-1β (Figura 31B). Los resultados indican que las células T84 

responden correctamente a la estimulación con IL-1β recombinante añadida 

(esta citoquina estimula su propio ARNm). Además, en presencia de IL1RN / 

anakinra (10 ng/ml) se observó una reducción pequeña pero no estadísticamente 

significativa, lo que sugiere que en condiciones basales el “loop” de IL-1β no 

tiene una respuesta significativa sobre la expresión basal de IL-1β, como ocurre 

en células con actividad CFTR disminuída. 

     Por otra parte, se ha reportado recientemente que TPA modula positivamente 

al gen “serum and glucocorticoid-regulated kinase 1” SGK1 [570, 602], una 

quinasa que tiene una gran homología con PKC y PKA en su secuencia del 

dominio catalítico [569], por lo que nos pareció otro blanco de regulación de 

GPRC5A muy interesante. Nuestros resultados mostraron un comportamiento 

complejo con la inhibición de SGK1 (Figura 31 C). Por un lado, el tratamiento con 

el inhibidor de SGK1 GSK650394 produjo un aumento en la expresión basal de 

GPRC5A en forma bifásica, pero por otro lado, el tratamiento con este inhibidor 

junto con TPA redujo la expresión de GPRC5A inducida por TPA. Este 

mecanismo contrapuesto deberá ser mejor estudiado, pero si dejamos de lado 

el efecto en los niveles basales (que pueden estar modulados por muchas vías 

paralelas), está claro que SGK1 está involucrada en el mecanismo de 

estimulación de GPRC5A por TPA. 

     SGK1 es un gen regulado por el ion Cl- [571]. Estudios recientes de nuestro 

laboratorio sugieren que el Cl- tiene un rol como segundo mensajero o efector de 

señalización en la regulación de la expresión de diversos genes [572], incluyendo 
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IL-1β [274, 275]. Esto, sumado a que la actividad de SGK1 es regulada por Cl-, 

nos llevó a interesarnos en estudiar si los cambios en la concentración de Cl - 

intracelular podían modular al gen GPRC5A. Los tratamientos con diferentes 

concentraciones de Cl- extracelular en presencia de los ionóforos nigericina y 

tributiltina, estrategia de doble ionóforo, no provocaron cambios en la expresión 

del ARNm de GPRC5A en los niveles basales como tampoco junto con el 

tratamiento con TPA (Figura 31 D). Por lo tanto, la expresión de GPRC5A no 

estaría regulada por cambios en la concentración intracelular de Cl-. 

     En resumen, la expresión del ARNm de GPRC5A no es regulada por IL-1β, 

como así tampoco por cambios en la concentración intracelular de Cl-. Por otra 

parte, nuestros resultados sugieren un posible rol de la quinasa SGK1 en la 

modulación de la expresión de GPRC5A; esta regulación deberá ser estudiada 

con mayor profundidad en el futuro. 

     Las vías de señalización estudiadas en este trabajo involucradas en la 

regulación positiva de GPRC5A por TPA, se resumen en la Figura 43. Estos 

datos han sido recientemente publicados [130]. 
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3. MODULACIÓN DE ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO POR TPA 

     En células cancerosas son varios los procesos que pueden producir un 

aumento de especies reactivas de oxígeno (“reactive oxygen species”, ROS): el 

aumento de la actividad metabólica, la disfunción mitocondrial, la actividad del 

peroxisoma, el aumento de la señalización de receptores, la actividad 

oncogénica, la mayor actividad de las oxidasas, ciclooxigenasas y lipoxigenasas, 

entre otras [225, 226]. 

     TPA ha sido estudiado ampliamente en la producción de ROS en células del 

sistema inmune [603], pero es poco lo que se sabe sobre la inducción de ROS 

por TPA en células epiteliales humanas [604]. Dado que TPA ha sido utilizado 

como promotor de tumores [605], así como también como promotor de la 

inflamación aguda [402], procesos relacionados directamente con niveles 

aumentados de ROS [225], se decidió estudiar si TPA promueve la producción 

de ROS en la línea celular T84. Para comprobar esta hipótesis, se midió el nivel 

de producción de ROS celular mediante la sonda fluorescente DCFH-DA 

utilizando dos técnicas, espectrofluorimetría y citometría de flujo. Como se 

esperaba, los niveles intracelulares de ROS se encontraron elevados en las 

células T84 tratadas con TPA (100 ng/ml, 162 nM) por ambas técnicas (Figura 

32). Además, evaluamos el nivel de producción de ROS mitocondrial mediante 

la sonda MitoSOX. Los resultados encontrados en estas determinaciones fueron 

similares a los de producción de ROS celulares, aunque las diferencias halladas 

fueron menos pronunciadas (Figura 33). Esto sugiere que el TPA induce tanto la 

producción de ROS celular como mitocondrial en células T84. Estudios en la 

línea celular de leucemia U-937, han mostrado una dependencia de la 

generación de ROS por TPA con la isoforma PKCβII, así el silenciamiento de 

esta quinasa inhibió la generación de ROS inducida por TPA [478]. 

     Estos resultados concuerdan con los de otros autores en distintos tipos 

celulares en los que se demuestra un aumento del estrés oxidativo en respuesta 

Figura 43: Resumen gráfico de las vías de señalización que regulan la transcripción del 
gen GPRC5A en tratamientos con TPA. Se propone la activación de ellas mediada por la 

activación de PKC, único receptor intracelular de TPA conocido hasta el momento. Abreviaturas: 

TF (factor de transcripción). 
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a tratamientos con TPA. Podemos concluir que estamos en presencia de la vía 

TPAcROS+mROS. 

 

4. ESTUDIO DE LA MODULACIÓN DE LA EXPRESIÓN DEL ARNm DE 
GPRC5A POR ROS 

     Se sabe que ciertos ligandos de GPRCs activan la producción de ROS, y que 

este fenómeno no desencadena solo una respuesta tóxica o no específica, sino 

que la generación de ROS representa un elemento importante en las vías de 

señalización [229]. Las ROS pueden actuar como segundos mensajeros 

regulando una amplia diversidad de genes [227-231]. Particularmente el H2O2, 

puede actuar como un segundo mensajero intracelular [227-231], mediante la 

oxidación de los residuos de cisteína dentro de las proteínas. Los residuos de 

cisteína existen como un anión tiolato (Cys-S−) a pH fisiológico y son más 

susceptibles a la oxidación en comparación con la cisteína tiol protonada (Cys-

SH). Durante la señalización redox, el H2O2 oxida inicialmente el anión tiolato a 

una forma sulfénica (Cys-SOH) para luego pasar a especies disulfuro (R-S-S-R) 

causando cambios alostéricos dentro de la proteína que alteran su función [606]. 

También el H2O2 modula el grado de fosforilación de proteínas, por oxidación de 

los residuos de serina, treonina o tirosina [225, 232, 233]. 

     Teniendo en cuenta esta información, nos preguntamos si la alta expresión 

de GPRC5A inducida por TPA, en las células T84, podría ser inducida por la 

elevada concentración de ROS. Es por esto que estudiamos si las ROS modulan 

la expresión del gen GPRC5A. 

     Para esto hicimos estudios con inhibidores. En los tratamientos con el 

inhibidor de NOX GSK 2795039 y NAC, no se observaron modificaciones en los 

niveles de expresión del ARNm de GPRC5A (Figura 34). El estrés oxidativo 

activa NF-κB a través de una variedad de vías de señalización distintas [262, 

606]. NF-κB es un sensor redox para el estrés oxidativo [260] y se activa con 

dosis bajas de H2O2 [261]. Otras de las vías activadas por ROS es la vía de 

señalización de AKT [245, 246], donde se vio que AKT fue activado por el H2O2 

[244], como también la vía de señalización de p38 [607, 608]. Sin embargo, los 

resultados aquí obtenidos mostraron que inhibiendo las vías de señalización de 

NF-κB (IκB quinasa, BM5345541), AKT (GSK690693) y p38 (SB203560) junto 

con el tratamiento con TPA, la expresión del ARNm de GPRC5A no se modificó, 
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concluyendo que estas vías no regulan al gen GPRC5A en tratamientos con 

TPA. Esto puede ser una explicación de la falta de efectos de inhibidores de ROS 

en la expresión del gen. A pensar de que habíamos observado un efecto 

inhibitorio de AKT sobre la expresión basal del ARNm de GPRC5A, tampoco se 

observaron cambios en su expresión en tratamientos con iNOX GSK 2795039 y 

NAC. En suma, estos datos sugieren que la inducción de la expresión de 

GPRC5A por TPA no es mediada por ROS. Esto también coincide con la falta de 

respuesta a IL-1β y a Cl–, que median la producción de ROS como vimos en 

[274]. 
 
5. ROL DE GPRC5A EN LOS NIVELES DE ROS INDUCIDOS POR TPA 

     Estudiar los mecanismos de señalización que desencadenan el aumento de 

ROS celular es de gran importancia, ya que un estado oxidativo elevado es una 

característica en común de muchos tipos de cáncer [609]. Se conoce que las 

señales de proliferación sostenida, reprogramación del metabolismo energético 

y la inflamación promovida por el tumor, tres de los diez sellos distintivos del 

cáncer o “hallmarks” en inglés [8], requieren de la regulación de las ROS para 

llevar a cabo el proceso tumorogénico. Se ha visto que el aumento de ROS 

contribuye a la carcinogénesis [610-612], a la metástasis tumoral [225], a la 

angiogénesis [613] y a la quimioresistencia [614], entre otros. 
 

5.1. Medición de los niveles de ROS celular en células T84/pARNg3 

     Como TPA genera un aumento de cROS, quisimos estudiar si GPRC5A 

participa de este aumento. Para ello, se midió el nivel de producción intracelular 

de ROS, mediante la sonda fluorescente DCFH-DA [523, 524], en las células 

deficientes del gen GPRC5A que preparamos con este fin utilizando la técnica 

de edición génica CRISPR/Cas9, las células T84/pARNg3 (Figura 35-36). Los 

resultados de fluorimetría mostraron una reducción en la producción de cROS 

basal en células T84/pARNg3 comparadas con las células que expresan 

GPRC5A (Figura 37), esta disminución no se observó por citometría de flujo, en 

las condiciones estudiadas. Con respecto a los tratamientos con TPA, en las 

células T84/pARNg3 el éster de forbol no indujo el aumento de cROS 
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evidenciado en las células que expresan GPRC5A. Es decir, es necesaria la 

presencia del receptor GPRC5A para que TPA pueda inducir el aumento de las 

cROS en la línea celular T84. Esto fue observado tanto por citometría de flujo 

como por espectrofluorimetría. 

     En la célula existen diversas fuentes de ROS celular (cROS): mitocondria, 

NADPH oxidasa (NOX), citocromo 450 en el retículo endoplásmico, 

lipoxigenasas, cicloxigenasas, xantina oxidasa y peroxisoma [280]. GPRC5A, al 

participar positivamente en la producción de cROS inducidas por TPA, podría 

estar modulando alguna de las fuentes mencionadas anteriormente. En células 

COS-7, HEK293 [479] y en fagocitos [573, 615-617] el tratamiento con TPA 

indujo un aumento del radical superóxido inducido por NOX2. Se conoce que 

GPRC5A regula a los factores de transcripción STAT3 y NF-𝜅B [112, 159, 160, 

169, 170] y en células T84 se determinó que la región 5' del gen NOX1 humano 

contiene elementos de unión para los transductores de señales STAT y NF-𝜅B 

[618], moléculas reguladas por GPRC5A.  

     Como se vio en la introducción, la activación de los receptores GPCRs genera 

la activación de PKC por aumento en la concentración de Ca2+ y DAG en el 

citoplasma [4]. Un paso esencial para la activación de NOX2 es la fosforilación 

de serina de p47phox en los residuos 303, 304 y 328. Se ha sugerido que 

diferentes isoformas de proteína quinasa C (PKC) están involucradas en este 

proceso [619]. Se conoce que GPRC5A regula los niveles de AMPc a través de 

la activación de la subunidad α de la proteína G (Gsα), lo que genera la activación 

de la proteína quinasa dependiente de AMPc (PKA) [143]. Varias publicaciones 

sugieren que cAMP / PKA son reguladores negativos de la actividad de NOX por 

fosforilación directa [619]. 

     A pesar de que es necesario profundizar los estudios para determinar el 

mecanismo por el cual GPRC5A regula la generación de ROS, la regulación 

positiva de NOX por GPRC5A pareciera ser una opción. 

 

5.2. Medición de los niveles de ROS mitocondriales en células 
T84/pARNg3 

     Para determinar si GPRC5A también tiene un rol en la generación de ROS 

mitocondrial (mROS), además de su rol en la generación de cROS, se utilizó la 



 DISCUSIÓN 

151 
   

sonda mitocondrial MitoSOX [527]. De este modo, pudimos observar por 

citometría de flujo que los tratamientos con TPA en células T84/pARNg3, no 

indujeron un aumento de mROS, a diferencia de los que ocurre en las células  

control donde se expresa el receptor GPRC5A (Figura 38). Con respecto a los 

niveles basales de mROS (sin tratamiento con TPA), las células T84/pARNg3 no 

presentaron diferencias con respecto a las control. 

     La mitocondria es una importante fuente de ROS. Se sabe que al menos 

nueve enzimas mitocondriales (citocromo b5 reductasa, monoamina oxidasa, 

dihidroorotato deshidrogenasa, deshidrogenasa de α-glicerofosfato, succinato 

deshidrogenasa, aconitasa, complejo de α-cetoglutarato deshidrogenasa, 

NADH-ubiquinona oxidorreductasa (C-I), ubiquinona: citocromo c reductasa (C-

III) en mamíferos son capaces de producir ROS, pero su capacidad para la 

producción, así como su expresión, varía mucho entre los tejidos y las especies 

[620]. Por lo tanto, determinar una sola fuente de ROS mitocondrial puede 

resultar difícil. Una de las funciones principales de las mitocondrias es la 

producción oxidativa de ATP durante el proceso de fosforilación oxidativa, donde 

el oxígeno se reduce para formar superóxido y este último se dismuta 

rápidamente en peróxido de hidrógeno [621]. Diversos estudios sugieren que el 

Complejo I mitocondrial produce superóxido exclusivamente en la matriz 

mitocondrial, mientras que el Complejo III produce superóxido tanto en el lado 

de la matriz como en el lado citosólico [295]. Lo cual hace muy complejo 

interpretar el rol de GPRC5A en la regulación de la producción de ROS celular y 

mitocondrial. 

     Estudios contrapuestos han relacionado a GPRC5A con un aumento en la 

expresión del factor de transcripción STAT3 [112], o por el contrario, con la 

inhibición de su fosforilación [169]. Aunque STAT3 se ha estudiado como un 

factor de transcripción durante décadas, se encontró un pequeño grupo de 

STAT3 (mitoStat3) localizado en matriz mitocondrial, donde funciona como un 

regulador positivo de la cadena de transporte de electrones mitocondrial [622, 

623]. Recientemente fue encontrado como un modulador de las mROS [622]. Se 

encontró que su deficiencia provoca una disminución de la actividad de los 

complejos I y II mitocondriales causando un aumento de las mROS en el 

complejo I [624]. Sin embargo, el mecanismo molecular por el cual STAT3 

modula la actividad de la cadena de electrones mitocondrial no es bien conocido. 
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La activación de STAT3 se ha relacionado con la progresión de varios tipos de 

cáncer [625]. En queratinocitos, TPA indujo la traslocación de STAT3 hacia las 

mitocondrias, y la posterior unión al ADN mitocondrial posiblemente con el fin de 

regular la transcripción de genes, además participó de la regulación de la 

respiración mitocondrial [626]. Es necesario profundizar los estudios para 

determinar el mecanismo por el cual GPRC5A regula la generación de mROS, 

pero la regulación mediada por STAT3 pareciera ser una opción. 

     Identificar las proteínas diana para la modificación redox es clave para 

comprender cómo los oxidantes median procesos patológicos como la 

promoción de tumores. 

 
6. ROL DE GPRC5A EN LA APOPTOSIS CELULAR 

     Como vimos anteriormente, GPRC5A es regulado por las vías de 

señalización PKC, PKA, MEK, SGK1, JNK y AKT, vías implicadas en la 

regulación de la apoptosis celular [627-634]. Además, se sabe que las ROS son 

uno de los factores por los cuales se inicia el proceso de apoptosis [635] y 

determinamos aquí que son reguladas, al menos en parte, por GPRC5A. Dado 

que GPRC5A es regulado por algunas vías de señalización que regulan la 

muerte celular programada y participa en la generación de cROS y mROS, 

quisimos estudiar si GPRC5A participa en la regulación de la apoptosis. Para 

ello, evaluamos la externalización de la fosfatidilserina, la pérdida del potencial 

de membrana mitocondrial y el aumento de la actividad de las caspasas 3, 8 y 9, 

características de células en apoptosis. Pudimos observar que TPA en células 

T84 que expresan GPRC5A indujo disminución en la externalización de la 

fosfatidilserina (Figura 39) y una menor pérdida del potencial de membrana 

mitocondrial (Figura 40), teniendo TPA un rol antiapoptótico en esta línea celular. 

Por otro lado, en nuestros estudios TPA no modificó la actividad de las caspasas 

estudiadas (Figura 41), lo que permite inferir que este rol antiapoptótico de TPA 

no es mediado por la vía de las caspasas. En células KO GPRC5A, TPA no 

indujo cambios en ninguno de los tres parámetros de la apoptosis que evaluamos 

(externalización de fosfatidilserina, potencial de membrana mitocondrial y 

actividad de las caspasas 3, 8 y 9). Por lo tanto, TPA induce estos efectos 

antiapoptóticos observados al menos en parte a través del receptor GPRC5A en 

células T84. Por otro lado, si analizamos los niveles basales sin tratamiento con 
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TPA, y comparamos estos parámetros en células KO GPRC5A con respecto a 

las células control T84/pCtl, observamos que las células KO presentaron mayor 

externalización de fosfatidilserina y un aumento en la actividad de la caspasa 3 

efectora, pero no se vieron cambios en el potencial de membrana mitocondrial ni 

en la actividad de las caspasas 8 y 9. Como conclusión, el receptor GPRC5A 

tendría un rol antiapoptótico en células T84, es por ello que al perderse en células 

KO, presentan un mayor nivel basal de apoptosis. 

     La apoptosis es un mecanismo que las células utilizan como una defensa en 

el desarrollo del cáncer [325, 337, 338]. A su vez, la apoptosis es atenuada a 

través de la desregulación de vías de señalización apoptóticas en aquellos 

tumores que han logrado progresar a estados de malignidad alto [325, 337]. En 

dos sellos distintivos del cáncer, la evasión de la muerte celular y la activación 

de inmortalidad replicativa, se describe la apoptosis como una característica 

regulada por las células tumorales para llevar a cabo el proceso tumorogénico 

[8]. 

     Anteriormente en otros estudios se había visto un rol proapoptótico de TPA 

en pacientes con leucemia mieloide [423] y en líneas celulares de cáncer de 

hígado a través de un aumento en la actividad de las caspasas efectoras 3 y 7 

[438]. Pero aquí pudimos obsevar un rol opuesto. 

     GPRC5A tiene roles contrapuestos en el desarrollo del tumor, dependiendo 

el tejido. En cáncer de colon, estudios sugieren que GPRC5A se encuentra 

sobreexpresado comparado con tejido de colon sano [111, 358, 359]. En líneas 

celulares de cáncer de colon, mientras llevábamos a cabo nuestro estudio se 

publicó que en condiciones de hipoxia (baja concentración de oxígeno, 

característica de los tumores sólidos [360]), aumentó la expresión de la proteína 

GPRC5A lo que causó la activación de la vía YAP (“yes-associated protein”) y 

finalmente, la activación del gen antiapoptótico BCL2L1 (“Bcl-2-like 1”) [221]. 

Además, el silenciamiento de GPRC5A por la técnica ARNi aumentó los niveles 

de caspasa-3 en condiciones de hipoxia [221]. En concordancia con estos 

resultados, donde se observó un rol antiapoptótico de GPRC5A, en este trabajo 

pudimos determinar el mismo rol en la apoptosis celular de GPRC5A pero en 

condiciones normales de oxígeno. También pudimos observar un aumento de la 

actividad de la caspasa-3 en células KO GPRC5A. Por el contrario, en cáncer de 

pulmón, donde se ha visto que GPRC5A tiene un rol supresor de tumores, se 
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sobreexpresó el factor de transcripción p53, lo que indujo un aumento de 

GPRC5A y una posterior activación de la caspasa 3/7 [145]. 

     En conclusión, el rol antiapoptótico de TPA en células T84 de cáncer de colon 

fue anulado a través del bloqueo de la actividad del receptor GPRC5A, teniendo 

este receptor un rol antiapoptótico en células T84. 

     Proponemos, al menos en parte, que podría ser a través de la modulación de 

las especies reactivas de oxígeno (ROS) que GPRC5A module la apoptosis 

celular. Se sabe que las ROS regulan diversas vías de señalización implicadas 

en la modulación de la apoptosis. Por ejemplo, la vía de señalización de AKT es 

activada por las ROS, lo que genera que AKT fosforile al factor de transcripción 

FOXO inhibiendo la transcripción de proteínas proapoptóticas, reduciendo 

finalmente la apoptosis celular [248-252]. Planteamos la siguiente vía 

TPAGPRC5AROS--I apoptosis. Se requerirán más estudios para determinar 

el mecanismo por el cual el receptor GPRC5A modula la apoptosis celular. El 

conocimiento de los mecanismos reguladores de la apoptosis no solo es 

importante para entender la causa del desarrollo del cáncer, sino también para 

futuros tratamientos. 

 

7. ROL DE GPRC5A EN LOS NIVELES DE IL-1β 

     Las células inflamatorias y sus mediadores están presentes en cada tumor, 

incluidos los que no se desarrollan a partir de la inflamación crónica [188]. El 

microambiente inflamatorio alrededor del tumor impulsa la progresión del tumor, 

y a menudo se caracteriza como uno de los sellos distintivos del cáncer [8]. En 

cáncer de colon interleuquina-1β (IL-1β) tiene un rol pro-tumorigénico [636]. Se 

ha observado un aumento del ARNm de IL-1β en pacientes con cáncer de colon 

metastásico [637]. Esta citoquina puede ser secretada por las células inmunes, 

estromales y tumorales [189]. Las citoquinas producidas por las células 

epiteliales pueden actuar de forma autócrina y/o parácrina, funcionando como 

señales para las células inmunes e inflamatorias vecinas, como también como 

factores de crecimiento autocrinos [638]. IL-1β se une a su receptor IL1R1 que 

tiene un dominio citoplasmático que induce la activación de las vías de NF-κB, 

JNK, AP-1 y p38 [639], vías de señalización claves para la tumorigénesis 

intestinal [640, 641]. El bloqueo in vivo de IL-1β usando IL-1RA disminuyó 
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significativamente el desarrollo tumoral en un modelo murino [642]. En tejido 

pulmonar de ratones KO GPRC5A, donde GPRC5A tiene un rol atitumoral, se 

observó aumento en los niveles de IL-1β a través de la activación de NF-ĸB [159] 

como de STAT3 [169]. 

     Como pudimos determinar en este trabajo, GPRC5A participa del aumento 

de los niveles de ROS, tanto mitocondrial como celular, como de la disminución 

de la apoptosis celular. Se conoce que la citoquina proinflamatoria IL-1β induce 

la apoptosis aumentando los niveles de Bax, disminuye los niveles de Bcl-2, 

aumenta la liberación de citocromo C por parte de la mitocondria y disminuye el 

ΔΨm, factores que demuestran la inducción de la apoptosis por vía intrínseca 

[643]. Por otro lado, IL-1β aumenta los niveles de ROS a tavés de la mitocondria 

y de las NOX [274, 574]. Con el fin de estudiar si GPRC5A se encuentra 

involucrado en la regulación de la secreción de IL-1β, se midió la concentración 

de IL-1β en sobrenadantes de cultivos celulares (Figura 42). Pudimos demostrar 

que la expresión de IL-1β no depende de la expresión de GPRC5A en células 

T84. Por otro lado, estudios indican que TPA en la piel de ratones induce 

inflamación, a través de la inducción de diversas citoquinas pro-inflamatorias 

como IL-1β, IL-6, and TNF-α [644]. En este trabajo, no se observó una inducción 

en los niveles de IL-1β secretada por TPA en la línea celular de cáncer de colon 

T84. 

… 
     Resumidamente, en este trabajo de tesis se pudo comprobar que en la línea 

celular T84 de cáncer de colon, TPA ejerce su efecto potenciamente oncogénico 

a través del receptor GPRC5A, el cual participa en el aumento de las especies 

reactivas de oxígeno (ROS) y en la disminución de la apoptosis. Por otro lado, 

las células knock-out GPRC5A, independientemente de TPA, presentaron un 

mayor nivel basal apoptótico, comparadas con las células que sí expresan este 

receptor. Continuar con el estudio de su regulación podría ayudar a encontrar un 

nuevo blanco de terapia en cáncer. 

     Dadas las funciones amplias y diversas de los GPCRs en el cáncer, es 

importante comprender los mecanismos que conducen a la expresión y función 

aberrantes de GPCRs en la progresión tumoral para el desarrollo de nuevas 

estrategias de tratamiento. Comprender la maquinaria molecular de los GPCRs 
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en el desarrollo de tumores puede contribuir al desarrollo de fármacos dirigidos 

a los receptores GPCRs o bien a sus ligandos. 
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1. Confirmamos los resultados previos sobre la inducción de la expresión del 

ARNm de GPRC5A mediada por el éster de forbol TPA. Así mismo, aquí 

demostramos que dicho aumento fue acompañado por un aumento en la 

expresión de su producto proteico, lo que sugiere que TPA podría ejercer 

algunos de sus efectos oncogénicos a través de este receptor acoplado a 

proteína G. De este modo, el estudio de su regulación podría ayudar a 

encontrar un nuevo blanco de terapia en cáncer. 

 

2. TPA regula la expresión del ARNm de GPRC5A a través de las vías de 

señalización PKC/Ca2+, PKA y MEK1/2. Estas vías también participan de la 

regulación basal del ARNm de GPRC5A. 

 

3. La vía de señalización de JNK se encuentra involucrada en la regulación de 

la expresión del ARNm de GPRC5A. Sin embargo, al contrario de las otras 

vías estudiadas, la vía de JNK tiene un efecto inhibitorio sobre la expresión 

basal y sobre la expresión de GPRC5A inducida por TPA.  

 

4. Las vías de señalización de AKT, p38 y NF-ĸB no se encuentran implicadas 

en la regulación del ARNm de GPRC5A mediada por TPA. Sin embargo, la 

vía de señalización de AKT estaría implicada en la regulación negativa de los 

niveles basales del ARNm de GPRC5A en ausencia de TPA. 

 

5. Se descartó un posible rol de la citoquina IL-1β y de la concentración 

intracelular de Cl- en la regulación de la expresión del ARNm de GPRC5A, 

tanto basales como inducidos por TPA. 

 

6. La quinasa SGK1 mostró un efecto dual en la regulación de GPRC5A en 

presencia o ausencia de TPA. Esta quinasa induce una regulación negativa 

de la expresión de GPRC5A en condiciones basales, aunque en presencia de 

TPA mostró una regulación positiva. Sin duda, sería interesante continuar los 

estudios sobre la acción de esta quinasa sobre la regulación de GPRC5A en 

próximos trabajos. 
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7. Aquí demostramos por primera vez que TPA es capaz de producir un aumento 

en los niveles de ROS celulares y mitocondriales en células T84. Esto sugiere 

que la inducción de la producción de ROS podría ser uno de los mecanismos 

por los cuales el TPA ejerce su acción promotora de tumores.  

 

8. No se observó que el aumento en los niveles de ROS por TPA se 

correlacionara con la inducción de la expresión del ARNm de GPRC5A. 

 

9. Los estudios realizados con las células T84 KO GPRC5A, demostraron que 

GPRC5A participa en la inducción de ROS celulares y mitocondriales por TPA. 

 

10. Demostramos que TPA induce una disminución de la apoptosis en células T84 

y GPRC5A podría ser el efector en la regulación de dicho proceso 

independientemente de la modulación de la actividad de la caspasa 3, 8 y 9. 

 

11. En resumen, podemos concluir que TPA ejerce su efecto como promotor de 

tumores, al menos en parte, a través de la regulación de la expresión de la 

proteína GPRC5A. El hecho de que TPA y la inducción de la expresión de 

GPRC5A induzcan la producción de ROS y disminuyan la apoptosis es un 

claro indicio de un posible efecto oncogénico.  
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ABREVIATURAS 

Ac-DEVD-AFC     N-Acetil-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-trifluorometil cumarina    

Ac-DEVD-CHO    N-Acetil-Asp-Glu-Val-Asp-aldehído 

Ac-LEHD-AFC     N-Acetil-Leu-Glu-His-Asp-7-amino-4-trifluorometil cumarina 

Ac-IETD-AFC       N-Acetil-Ile-Glu-Thr-Asp-7-amino-4-trifluorometil cumarina    

Ac-IETD-CHO      N-Acetil-Ile-Glu-Thr-Asp-aldehído 

ADN                      ácido desoxirribonucleico 

ADNc                    ácido desoxirribonucleico copia  

AKT/PKB             proteína quinasa B 

AMPc                   adenosina monofosfato cíclico  

AMPK                  “AMP activated protein kinase”  

ANK                     anakinra 

AP-1                     proteína activadora-1  

ARNg                   ácido ribonucleico guía 

ARNm                  ácido ribonucleico mensajero  

BAPTA-AM          1,2-bis-(o-aminofenoxi) -etano-N,N,N´,N´-ácido tetraacético  tetra- 
(acetoximetil) ester 

Cas9                    caspasa 9 

CCCP                  carbonil cianuro m-clorofenil hidrazona 

CFTR                   gen “cystic fibrosis transmembrane conductance regulator”  

CFTR                  “cystic fibrosis transmembrane conductance regulator”  

CRE                    “cAMP response elements” 

CREB                    “cAMP regulatory element-binding protein” 

CRISPR             “Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats”  

Ctl                        control 

DAG                     diacilglicerol 

DCF                     compuesto fluorescente 2’,7’-diclorofluoresceína 

DCFH-DA            sonda diacetato de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceína   

DD                      “differential display” 

DMEM                 medio de cultivo “Dulbeco Minimun Essential Medium”  

DMSO                 dimetil sulfóxido  

EGF                     factor de crecimiento epidérmico 

FCCP                  carbonil cianuro p-trifluorometoxifenilhidrazona 

FITC                    fluoresceína-5-isotiocianato  

FQ                       fibrosis quística  

GPRC5A             receptor acoplado a proteína G, clase C, grupo 5, miembro A 
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HUGO                 “Human Genome Organization”      

ID                        “Order license ID” 

IFMR                   intensidad de fluorescencia media relativa 

IKK                      quinasa IκB  

IL-1β                   interleuquina 1β o interleucina 1β  

IL-1RA                antagonista del receptor de IL-1  

JNK                    quinasas Jun N-terminal  

LPS                     lipopolisacárido bacteriano   

MAPK                  “mitogen-activated protein kinase”  

MAX                     “myc-associated factor X” 

MEK/MAP2K1/2  “mitogen-activated protein kinase kinase” 

MYC                     “myelocytomatosis” 

NAC                      N-acetyl-L-cysteine 

NB                       “Northern Blot” 

NF-κB                  factor de transcripción nuclear-κB  

PBS                    “phosphate-buffered saline”  

PCR                    reacción en cadena de la polimerasa  

PDGF                  factor de crecimiento derivado de plaquetas 

PEIG-1                “phorbol ester induced gene 1” 

Pi                        fósforo inorgánico  

PKA                    proteína quinasa A  

PKC                    proteína quinasa C  

PLC                    fosfolipasa C 

RAIG-1               “retinoic acid induced gene 1” 

ROS                   “reactive oxygen species”  

RT-PCR             “reverse transcription - polimerase chain reaction”  

SE                      “Standard Error”  

SFB                     suero fetal bovino  

SGK1                 “Serine/threonine-protein kinase” 

TBS                    “Tris-buffered saline” 

TGF-β                   “Transforming growth factor β1”  

TMRE                  tetrametilrodamina metil ester 

TNF-α                  factor de necrosis tumoral alfa   

TPA/PMA           12 - O -tetradecanoilforbol-13-acetato 

UA                       unidades arbitrarias 

7-AAD                 7-aminoactinomycin D
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AUTORIZACIONES 

 Figura 2 (ID:1069594-1; 12-10-2020) 

 Figura 4 (ID:1022603-1; 11-03-2020) 

 Figura 5 (ID:1022605-1; 11-03-2020) 

 Figura 6 (ID:1022605-1; 11-03-2020) 

 Figura 7 (acceso abierto) 

 Figura 8 (acceso abierto) 

 Figura 9 (acceso abierto) 

 Figura 10 (ID:1046872-1; 07-07-2020) 

 Figura 15 (ID:1046870-1; 07-07-2020) 

 Figura 17 (ID:1027188-2; 07-07-2020) 

 Figura 18 (ID:1022614-1; 11-03-2020) 

 Figura 19 (ID:1022615-1; 11-03-2020) 

 Figura 20 (ID:1046873-1; 07-07-2020 / 1027188-1; 07-07-2020) 

 Tabla 2: (acceso abierto) 
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