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RESUMEN

El ent-16p-17a-dihidroxikaurano (DHK) es un diterpeno aislado de la corteza de la
especie Croton malambo. Un pequefio arbol conocido popularmente en Venezuela como
“‘palomatias’” 0 “‘torco. *” Este compuesto posee un efecto citotdxico y proapoptotico en el
crecimiento de células derivadas de adenocarcinoma de mama (MCF-7), su Clsg es de 12,5
pg/ml, unas 2,66 veces menor en comparacion con el valor correspondiente en células no
malignas. EI DHK también disminuye 1000 veces los niveles del ARNm de la subunidad
catalitica de la telomerasa (hTERT). Una enzima que contrarresta el acortamiento
progresivo de los telémeros, mediante la sintesis de repeticiones en tandem al final del
cromosoma. Su actividad representa un importante papel en la inmortalizacion celular y es
casi universal en los diferentes tipos cancer; ademas, se encuentra aproximadamente en un

85-90% de los tumores primarios.

Poco se conoce acerca del efecto del DHK sobre la regulacion transcripcional de la
telomerasa. Por tal razén, nos propusimos evaluar el mecanismo de accion de este
compuesto sobre un complejo de proteinas que han sido asociadas a la regulacion de
hTERT, entre estas: Ap2, Rb y E2F-1. Para ello decidimos estudiar la interaccion entre
estas proteinas a través de un ensayo de co-inmunoprecipitacion y ademas evaluar la
capacidad de union de E2F-1 al ADN en presencia del compuesto, mediante un ensayo de
cambio de la movilidad electroforética (EMSA). También estudiamos el cambio en la
concentracion de hTERT en presencia de DHK, con la finalidad de determinar si existe una
relacion entre la represion de la subunidad catalitica y los resultados obtenidos a partir de la

co-inmunoprecipitacion y del EMSA.



En este trabajo hemos planteado la posible participacion de los factores de
transcripcion E2F-1, Ap2-a y la proteina pRb, en el complejo de transactivacion del gen de
hTERT. Los resultados sugieren que en presencia de DHK, el factor de transcripcion Ap2-a
se disocia de las proteinas E2F-1 y pRb, de manera que estas Ultimas parecieran ejercer una
represion transcripcional sobre hTERT. Por otra parte, determinamos que el factor de
transcripcién E2F-1 se une a su secuencia consenso en presencia del compuesto. Asimismo,
se observd de manera preliminar que los niveles de hTERT disminuyen casi a la mitad,

luego de 24 horas de exposicidn al compuesto.

Estos resultados sugieren que la disociacion de Ap2-a del complejo y la union de
E2F-1 al ADN, no parecen ser eventos aislados, sino que ambos convergen en la represion
transcripcional de hTERT; sin embargo, es necesario confirmar esta hipoOtesis mediante
algin ensayo que permita determinar si efectivamente los factores de transcripcién E2F-1y

Ap2-a, se unen de manera especifica a sus secuencias consenso en el promotor de hTERT.
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1. INTRODUCCION

El adecuado desarrollo y funcionamiento de organismos multicelulares depende
basicamente del equilibrio entre tres procesos celulares fundamentales, la proliferacion
celular; la diferenciacion y la apoptosis (Walensky, 2006). Un balance entre estos procesos
permite que se lleve a cabo la sintesis de nuevas células y a su vez la eliminacion de
aquellas que pudieran amenazar la supervivencia del organismo; es por tal razdén que cada

uno de estos mecanismos debe ser regulado por una compleja red de sefializacion celular.

1.1. Procesos celulares fundamentales y el mantenimiento de la homeostasis en

organismos multicelulares.

La proliferacion celular es un proceso esencial para la supervivencia de los
organismos multicelulares, implicando un incremento del numero de células como
resultado del crecimiento y de la divisién celular; cada uno de ellos regulado de forma muy
especifica durante el ciclo celular. Este ultimo se encuentra dividido en cuatro fases; la
mitosis o fase M donde tiene lugar la division de la célula; la interfase, constituida por la
fase G1 donde se acumulan las enzimas y moléculas requeridas para la replicacion del
ADN; la fase S en la que ocurre la replicacién de los cromosomas; la fase G2 donde

continta el crecimiento de la célula y se prepara para la division (Watson, 2006).

Los procesos que se llevan a cabo durante el ciclo celular se encuentran regulados
en diferentes puntos de control. El primero se encuentra entre las fases G1/S, donde se

examina el tamafio de la célula y la integridad del material genético previo a la replicacion;



en el segundo punto de control ubicado entre las fases G2/M, se verifica la culminacion de
la sintesis de ADN asi como su integridad; mientras que en el tercer punto se examina la
correcta formacion del sistema de fibras del huso acromatico y se encuentra en la fase M.
Existen proteinas como las ciclinas y la quinasas dependientes de ciclinas (CDK), que
forman complejos proteicos capaces de fosforilar y activar selectivamente otras proteinas

que promueven el paso a través del ciclo celular (Hartwell y Kastan, 1994).

Los organismos multicelulares deben mantener un equilibrio interno dada la
interaccion de forma dindmica con su ambiente. Esto implica la coordinacién de diversos
procesos fisioldgicos que permitan su supervivencia; este proceso también es conocido
como homeostasis (Hill, 2006). Para ello es necesaria la existencia de diferentes tipos de
células que permitan llevar a cabo diversos procesos. Por tal razén algunas células reciben
sefiales que inducen la detencion de la proliferacion celular y permanecen metab6licamente
activas pero no crecen ni se dividen (quiescencia), si no que expresan un perfil de genes
caracteristicos que les permiten adquirir una morfologia y funciones de un tipo celular
especifico; este proceso también es conocido como diferenciacion celular (Schwanbeck,

2014).

Durante el ciclo celular, la mayoria de células diferenciadas permanecen
indefinidamente en estado de quiescencia y se encuentran en la fase conocida como GO. Sin
embargo, es posible que las células puedan entrar de nuevo en el ciclo celular mediante
estimulos por sefiales de crecimiento externas. El proceso de diferenciacion celular también
es regulado muy especificamente por una compleja red de sefalizacién, que permite

establecer un equilibrio entre todos estos procesos (Hartwell y Kastan, 1994).



Asimismo, los organismos multicelulares deben eliminar células en las que haya
ocurrido dafios irreparables, ocasionados entre otras causas por: infeccion de
microrganismos o virus, agentes quimicos toxicos, ausencia de nutrientes, dafios mecanicos
y pérdida de su funcion. Todos estos eventos comprometen la integridad celular y
promueven cambios morfoldgicos, funcionales y bioquimicos, que impiden a las células
realizar sus funciones vitales y por lo tanto conducen a su muerte. En la mayoria de los
casos este proceso transcurre mediante mecanismos regulados y es conocido como

apoptosis 0 muerte celular programada (Lizarbe, 2007).

El proceso de apoptosis es un proceso natural que permite un adecuado desarrollo
de los organismos. Interviene en procesos de morfogénesis durante el desarrollo fetal, en la
metamorfosis de algunos anfibios e insectos y también en la eliminacién de células que
amenazan la supervivencia, como en las células defectuosas o anormales en las que se

producen dafos irreparables en el ADN (Lizarbe, 2007).

Una vez iniciada la apoptosis, las células experimentan ciertos cambios que
incluyen la formacién de vesiculas en la membrana plasmatica, cambios en la distribucién
de fosfolipidos de membrana, fragmentacion enzimética del ADN cromosémico y
finalmente la formacién de cuerpos apoptéticos, de manera que no se produzca ningln
proceso de respuesta a dafio celular o inflamacion, a diferencia de otros tipo de muerte

celular no programada como lo es la necrosis (Savill y Fadok , 2000).

Dependiendo del estimulo recibido por la célula, el proceso de apoptosis puede ser
activado mediante distintas vias, sin embargo, todas las sefiales convergen al final en la

activacion de una familia de cistein-proteasas denominadas caspasas, que cortan la proteina



diana detrds de un residuo de aspartico. Estas proteasas se dividen en dos clases de
caspasas, las iniciadoras que promueven la apoptosis al dividir y activar otras caspasas y las
caspasas efectoras que inician los cambios celulares mencionados anteriormente (Alnemriy

col., 1996).

Las caspasas son caracteristicas de dos vias involucradas en la sefializacion de
muerte celular; la via extrinseca de la apoptosis, que estd mediada por la activacion de
receptores de muerte, capaces de reconocer ligandos extracelulares y estimular la muerte de
la célula que porta el receptor, mediante la caspasa iniciadora 8, mientras que la via
intrinseca o mitocondrial de la apoptosis, mediada por la caspasa iniciadora 9, es activada
en respuesta a estimulos nocivos, tales como: radiacion ultravioleta, farmacos
quimioterapéuticos, inanicion y ausencia de factores de crecimiento necesarios para la
supervivencia. No obstante, ambas vias convergen finalmente en la activacién de caspasas

efectoras 3, 6 y 7 (Siegel, 2006).

Una alteracién en el balance entre la proliferacion, diferenciacion y muerte celular,
puede conducir a una serie de enfermedades modificando el recambio celular y
ocasionando un desequilibrio en la homeostasis (Figura 1). Algunas de estas enfermedades
pueden estar asociadas a una muerte celular excesiva, tal como procesos
neurodegenerativos, mientras que otras estan asociadas a una disminucion excesiva de la
apoptosis, produciendo un incremento descontrolado del nimero de células y derivando en
una supervivencia celular implacable, como ocurre en procesos de tumorogénesis (Lizarbe,

2007).



Tejido normal Enfermedades ocasionadas por desordenes en la muerte celular

{ ﬂ_"r_lg

[ =x1
B0

y s Proliferacién__4 — p————— 3
Prollferacmn% Muerte | cojylar o Muerte Proliferaciénﬁa Musrte
Celular - Celular ] Celular Celular Celular

) Neurodegeneracion Cancer
Homeostasis Inmunodeficiencia Autoinmunidad
Infertilidad

Figura 1.- Equilibrio entre de la proliferacion y la muerte celular. La desregulacion de este balance puede

conducir a un gran nimero de enfermedades. Tomado con modificaciones de Walensky, 2006.

1.2. ElI cancer como consecuencia de mutaciones en genes que controlan procesos

celulares fundamentales.

El cancer se define como un conjunto de enfermedades complejas, que se
comportan de manera diferente segun los tipos celulares en los que se originan y que surgen
a partir de mutaciones en genes que controlan aspectos basicos de las funciones celulares
(proliferacion celular, diferenciacion, apoptosis y reparacion del ADN). Este conjunto de
enfermedades no surge como consecuencia de una sola mutacidn, sino de la acumulacion
de varias mutaciones, que se originan principalmente en los errores intrinsecos de la
replicacién del ADN y superan la tasa espontanea de mutaciones (10 por gen/ por division

celular) (Sherr, 1999; Hanahan y Weinberg, 2000).

Los diferentes tipos de cancer varian en la edad de aparicion, la tasa de crecimiento,
su capacidad invasiva y la respuesta a tratamientos. No obstante, a nivel molecular el
cancer comprende seis caracteristicas bioldgicas adquiridas durante su desarrollo, tales

como; el mantenimiento de la sefializacion proliferativa, evasion de los supresores de



tumores, resistencia a la muerte celular, lo que permite su inmortalidad replicativa,
induccidn de la angiogénesis, activacion de la invasion y metastasis (Figura 2) (Hanahan y

Weinberg, 2011).

Sostenida sefializacion
proliferativa

Resistencia a la muerte sion de los
celular supresores de tumores

Induccién de la Activacidn d

angiogénesis. y meta

Inmortalidad Replicativa

Figura 2.- Marcadores moleculares de la progresion tumoral. Tomado con modificaciones de Hanahan y
Weinberg, 2011.

Estos ultimos seis marcadores de la carcinogénesis, se adquieren de forma
progresiva en un proceso denominado progresién tumoral y son consecuencia de
mutaciones en cuatro clases de genes; los que regulan la reparacién del ADN, los que
regulan la apoptosis, protooncogenes y genes supresores de tumores (Hanahan y Weinberg,

2011).

Algunas células pierden la capacidad de reparar errores en el ADN, debido a
mutaciones en genes que regulan este proceso. Estas células son capaces de acumular
mutaciones en otros genes, incluyendo aquellos que son criticos para el control de la
proliferacién celular y la induccién de la apoptosis. El gen Bcl-2 por ejemplo, codifica una
proteina que evita la muerte celular programada; su expresion excesiva permite una amplia
supervivencia de las células, incluso de aquellas que presentan dafios irreparables en el
ADN, promoviendo la acumulacion y aparicién de nuevas mutaciones (Anderson y col.,

2014).



Los protooncogenes mutados también contribuyen con la formacion de distintos
tipos de cancer .Estos genes codifican proteinas que estimulan el crecimiento y la divisién
celular normal (factores de crecimiento, receptores de factores de crecimiento, proteinas
transductoras de sefial, ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas). Sin embargo, cuando
ocurre un cambio genético que conduce a un aumento de la cantidad de su producto o de la
actividad intrinseca de cada proteina, se asocia especificamente a las transformaciones
neoplasicas y pasa a denominarse oncogén (Campbell y Reece, 2007). Existen tres
mecanismos mediante los cuales un protooncogen puede convertirse en un oncogen (Figura
3), estos son: reordenamiento cromosdmico, amplificacion de los genes y mutaciones

puntuales en un elemento de control o en el gen en si mismo (Campbell y Reece, 2007).
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Figura 3.- Cambios genéticos que convierten a los protooncogenes en oncogenes. Tomado de Campbell y
Reece, 2007.

La carcinogénesis también puede estar asociada a mutaciones y pérdida de funcién de
genes supresores de tumores. Estos son genes cuyos productos normales inhiben la
proliferacién celular, una vez que se ha detectado un dafio irreparable en el material
genético. Ademas, se ha reportado que participan en el control de la adhesion celular, pues

la pérdida de proteinas mediadoras de este proceso, facilita la disgregacion de las células



neoplasicas. Las proteinas supresoras de tumores inhiben el ciclo celular en puntos
especificos; en el primer punto de control, entre la fase G1 y la fase S, y en el segundo
punto de control, posterior a la replicacion del ADN. Algunas de las proteinas mas

reconocidas de este tipo son P16, p53 y pRb. (Dyson, 1998).

Retinoblastoma (Rb) es un importante gen supresor de tumores que participa en la
regulacion de diversos procesos celulares y codifica la proteina (pRb). Esta proteina se
encuentra inactiva en la mayoria de canceres humanos, conduciendo a un aumento de la
capacidad proliferativa de células que deben iniciar un proceso de muerte celular
programada. A pesar de que pRb ha sido asociada principalmente a la supresion de
tumores, también se ha demostrado que participa en procesos antiapoptdticos, esto es
debido a que ambos eventos son regulados por distintos mecanismos de fosforilacién.
Ademas, las funciones reguladoras de pRb dependen de la interaccion especifica que esta

tenga con otras proteinas (Duanduan y col., 2003).

1.3. El papel de los telomeros y la telomerasa en la supervivencia de células

cancerigenas.

La replicacion de los cromosomas lineales representa una gran dificultad, puesto
que la sintesis de la hebra sentido puede proseguir con normalidad hasta su extremo, pero la
hebra antisentido no puede hacerlo. Durante la replicacion, se eliminan los cebadores de
ARN tras la sintesis de una nueva cadena y los espacios vacios son completados por
adicién de nucle6tidos al grupo 3” OH libre. Sin embargo, no hay ninguna cadena que

proporcione un grupo 3’ OH al final de la cadena antisentido, para la adicion de nucleétidos



en este nuevo espacio vacio (Gomez y col., 2014) (Figura 4b). Luego de muchos ciclos de
replicacidn, esta situacion provoca un acortamiento en los extremos del cromosoma y con
ello la pérdida de genes fundamentales. Una solucion a este problema es la adicion de
repeticiones teloméricas al final de los cromosomas, a través de la enzima telomerasa

(Devlin, 2004).

Los telomeros son estructuras nucleoproteicas especializadas que constituyen el
extremo de los cromosomas. Su longitud predice la capacidad replicativa de las células vy,
por lo tanto, se dice que estos determinan una especie de reloj mitético (Vaziri y col.,
1994). Estas estructuras consisten en una repeticion en tandem de un oligonucle6tido corto,
que en el caso de los humanos esta determinado por la secuencia (TTAGGGnN), (Moyzis y
col., 1998). Estas repeticiones en tandem, generalmente son mas ricas en G en la hebra

sentido, en la que sobresalen unos 12-18 nucledtidos en comparacién con la hebra

antisentido, que es més rica en C (Figura 4a) (Arvelo y Morales, 2004).

‘a) [TTAGGG),TTAGGGTTAGGGTTAGGG 3'
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Figura 4.- Teldmeros humanos. (a) Repeticiones en tdndem de una secuencia de 6 nucledtidos, con la
cadena rica en G prolongada 12-18 nucleétidos mas alla de la cadena rica en C. (b) problema de replicacion
de los telémeros. El extremo 3’ de la hebra parental que sirve de molde para la sintesis de la hebra antisentido
discontinua, se muestra en color oscuro, mientras que la hebra hija se muestra en color claro y el cebador de
ARN en azul. El segmento indicado con las flechas y los signos de interrogacion representa el fragmento
vacio tras la eliminacion de los cebadores, y la ausencia de un grupo 3’ OH libre al que se pudieran afiadir

nucleétidos. Tomado de Devlin, 2004.



El ADN telomérico puede formar estructuras secundarias particulares, debido a que
el extremo saliente u “overhang” de la cadena sentido, permite la formacion de una
estructura conocida como la horquilla 0 “*T-loop’” (Figura 5). Esta estructura se origina
debido a la interaccién entre los grupos guanina, a través de los puentes de hidrogenos y es
esencial para la proteccion del extremo de los cromosomas, de la degradacion por nucleasas
y ademas evita la fusion de los mismos. (Greider, 1999). Existe un grupo de proteinas
involucradas en la formacion y proteccion del telémero; entre ellas estan: Rapl, TRF1 y
TRF2. La primera se encarga de controlar la longitud del telomero a través de su
interaccién con TRF2 mientras que TRF1 regula la longitud del telémero bloqueando el

acceso de la telomerasa al extremo 3’ (Bilaud y col., 1997; Deng y col., 2003).

Las repeticiones hexaméricas que constituyen los telomeros en humanos, se
encuentran repetidas entre 150 y 2000 veces en el extremo terminal. En las células
somaticas normales luego de cada division celular, ocurre un acortamiento en la longitud
del telémero, de manera que se pierden alrededor de 10 a 200 pares de bases por afio
(Counter y col., 1992). Este acortamiento deriva posteriormente en un proceso de
senescencia celular, debido a la interrupcién de la capacidad para proteger los extremos de
los cromosomas, dado que no se puede ensamblar la estructura de horquilla (Fagagna y
col., 2003). Cuando el tamafio del cromosoma es criticamente corto, se desencadena una
respuesta localizada al dafio en el ADN, gque generalmente induce el proceso de apoptosis

(Takai y col., 2003).

La telomerasa es un complejo de ribonucleoproteinas, que se encarga
principalmente de contrarrestar el acortamiento progresivo de los telomeros durante cada
replicacion celular, mediante la sintesis de nuevas repeticiones teloméricas al final del
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cromosoma (Collins y Mitchell, 2002). En humanos, esta holoenzima esta constituida por
una subunidad catalitica con actividad transcriptasa reversa denominada por sus siglas en
inglés hTERT (human telomerase reverse transcriptase), ademas de un templado de ARN

denominado hTR o hTERC (human telomerase ARN) (Nakamura y col., 1997).

El mecanismo de accion de la telomerasa consiste en afiadir desoxirribonucle6tidos
a la cadena anti-sentido, usando ARN como molde (subunidad hTR, de la telomerasa);
parte de este es complementario a la cadena rica en G (hebra sentido) y se aparea con ella
para la sintesis de nuevas repeticiones. La transcripcion inversa continua hasta una posicion
determinada del molde de ARN, luego este se desplaza a lo largo del ADN y se afiaden mas
nucledtidos; por lo general se agregan méas nucle6tidos al extremo 3’ de la cadena rica en G
(entre 12 y 18n). Una vez que la telomerasa ha terminado el proceso, el molde de ARN se
desaparea del ADN y se produce la sintesis de la cadena complementaria, llenando el
fragmento faltante de ADN producido por la eliminacion del cebador de ARN durante la

replicacion (Devlin, 2004).

La formacion de la horquilla terminal (t-loop), se origina debido a que el extremo
extendido por la telomerasa puede plegarse sobre si mismo, por medio de un apareamiento
no convencional de bases, confiriendo proteccion al final de los cromosomas de la
degradacion por endonucleasas; ademas, aporta un grupo 3’ OH libre para la union de

nucleétidos de ADN a lo largo de la cadena rica en C (Figura 5) (Pierce, 2009).
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Figura 5.- Formacién de la horquilla terminal. El extremo de la cadena simple rica en G que es extendido

por la telomerasa puede plegarse sobre si mismo y formar un bucle terminal por medio de un apareamiento de
bases no convencional. Tomado de Pierce, 2009.

La capacidad de replicacion limitada de algunas células somaticas como:
fibroblastos, células epiteliales, mioblastos, astrocitos y linfocitos, estd asociada
principalmente a la ausencia de actividad de la telomerasa (Allsopp y col., 1992). Las
celulas somaticas normales tienen una especie de reloj mitético, debido al acortamiento
progresivo de los telémeros por cada ciclo de replicacion. Esto determina el limite del
namero de divisiones celulares, que también es conocido como el limite de Hayflick. En

humanos este limite se encuentra entre las 50 y 100 divisiones (Varizi, 1994).

Otro tipo de células estan dotadas de una mayor longevidad, tal como las células
pluripotentes adultas, células proliferativas de tejidos de renovacion y las células
germinales. Todas estas tienen en comdn la expresion de la telomerasa, de manera que
logran compensar el acortamiento de los telomeros (Wright y col., 1996). A diferencia de la
mayoria de células sométicas, la actividad de la telomerasa es casi universal en lineas

celulares de cancer humano y se encuentra en aproximadamente en el 85-90% de los
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tumores primarios, por lo que se establece una relacion entre la telomerasa y la

inmortalizacion celular (Kimy col., 1994).

La mayoria de células somaticas normales, luego de alcanzar el limite de Hayflick,
entran en un estado de senescencia celular denominado fase de mortalidad M1 (Wright y
Shay, 1992). Ocurre cuando algunos telémeros se acortan y los extremos de los
cromosomas quedan desprotegidos, de manera que son reconocidos como roturas de la
doble cadena que necesitan ser reparadas (Hande y col., 1999). Durante esta fase las células
tumorales pueden inducir la expresion de oncogenes o inactivar genes supresores de
tumores, de manera que puedan superarla. Luego, tras unas 20 divisiones mas, entran en la
segunda fase de mortalidad denominada crisis M2 (Figura 6), esta se caracteriza por la
pérdida de genes esenciales y la induccion de la apoptosis. No obstante, la activacion de
telomerasa en la mayoria de células tumorales, les permite escapar de esta fase, estabilizar

los cromosomas y adquirir una capacidad de crecimiento indefinido (Bodnar y col., 1998).
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Figura 6.- Comparacion de la longitud de los telémeros en funcién del nimero de divisiones celulares
en diferentes tipos de células. (ES) células madre de embriones humanos, (iPS) células madre pluripotentes

inducidas. Tomado con modificaciones de Buseman, 2011.
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1.4. La Telomerasa como un blanco terapéutico contra el cancer

La inhibicidn de la expresion de la subunidad catalitica (hnTERT), limita la actividad
de la telomerasa (Bodnar y col., 1998). Esta transcriptasa reversa tiene un importante papel
en la inmortalizacion celular. Por lo tanto, su inhibicién conduce a la induccién de un
acortamiento telomérico en células malignas (Hahn y col., 1999), logrando evitar la
progresion tumorogeénica, disminuyendo la capacidad replicativa, induciendo la senescencia
y posteriormente la apoptosis. De esta manera, la telomerasa se convierte en un potencial

blanco terapéutico contra algunos tipos de cancer (Hanahan y Weinberg, 2011).

La expresion diferencial de hTERT entre las células tumorales y celulas normales,
confiere un punto a favor de la telomerasa como blanco terapéutico contra el cancer. Esta
enzima es sobre-expresada en tumores y ausente en la mayoria de células somaticas
normales. En este sentido, la telomerasa se convierte en un blanco para drogas
antitumorales que estén dirigidas méas especificamente hacia células cancerigenas. Para tal
efecto, diferentes estrategias se han desarrollado para inhibir la actividad de la enzima,
entre estas, la represion de los distintos componentes del complejo ribonucloeprotéico

(hTERT, hTR y otras proteinas asociadas) (Gomez y col., 2014).

La regulacion de la expresion de la telomerasa depende de la transcripcion de
hTERT. Todas las secuencias nucleotidicas importantes para iniciar este proceso
constituyen el promotor. Una region adyacente al gen que comprende numerosas
secuencias con diferentes funciones. Estas secuencias incluyen el “‘promotor central’’,
también conocido como promotor basal, que es el sitio en el que se ensambla el complejo

de iniciacién. Este complejo esta constituido por una coleccion de proteinas denominadas

14



factores de transcripcion, capaces de unirse a una secuencia consenso denominada caja
TATA y conforman un sitio de reconocimiento, que permite al ARN polimerasa Il unirse al
promotor basal (Figura 7) (Solari, 2007; Watson, 2006). Ademas, el promotor también
contiene uno 0 mas elementos promotores corriente arriba, que proporcionan una mayor

eficiencia en el ensamblaje y el proceso de transcripcion (Brown, 2008).
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Figura 7.- Regulacion de la transcripcion. Los factores de transcripcion, la ARN polimerasa y los
activadores de la transcripcién, se unen al ADN en la regién promotora del gen y estimula la transcripcion.
Tomado de Pierce, 2009.

Entre los elementos promotores corriente arriba se encuentran las secuencias
proximales y las secuencias distales. Las secuencias proximales generalmente se
encuentran entre las posiciones -30 hasta -200 y determinan la frecuencia con la que se
produce el inicio de la transcripcion (Figura 8). A diferencia de las secuencias basales estas
no especifican el sitio de inicio, pero favorecen la interaccion del ARN polimerasa Il con el
ADN en respuesta a la union de diversos factores de transcripcion. Por otra parte, las

secuencias distales se encuentran alejadas del origen y se clasifican segun el tipo de
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molécula que se unan a ellas, entre estas se encuentran; las potenciadoras o activadoras, que
pueden aumentar la velocidad de inicio de la transcripcién, mientras que las silenciadoras o

inhibidoras cumplen una funcién opuesta. (Herraez, 2012).
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Figura 8. Secuencias del promotor basal y proximal. El promotor basal generalmente esta
constituido por la caja TATA y el elemento iniciados Inr, mientras que el promotor proximal contiene

secuencias consenso tales como; la cajas CAAT y GC. Tomado con modificaciones de Herréez, 2012.

Diversos tipos de factores de transcripcion se unen a secuencias especificas del
promotor. Los factores de transcripcion generales, son aquellos que reconocen los
elementos basales de un promotor y promueven la formacién del complejo de iniciacion de
la transcripcion, alrededor del punto de inicio o nucleo del promotor. Por otra parte; los
factores de transcripcion de clase Il se clasifican de acuerdo a su unién con las diferentes
secuencias o elementos promotores corriente arriba. Entre estos se encuentran los factores
de transcripcion proximales, que reconocen especificamente los elementos proximales del
promotor, y los factores de transcripcion inducibles, que se unen a los elementos distales
del promotor (Bray, 2006).

La regulacion de la expresion comprende un conjunto de elementos de actuacion
“’cis’” y “‘trans’’. Los elementos de actuacién cis son partes adyacentes de la misma
molécula de ADN. EI promotor basal, asi como el promotor proximal y el distal, son
elementos de actuacion cis. En contraste, los factores de actuacién trans son moléculas que
se unen a elementos del promotor y contribuyen con la transcripcion. Estos pueden regular

la expresion de diferentes genes (Passarge, 2010).
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1.5. El compuesto ent-16p-17a-Dihidroxikaurano (DHK) reduce los niveles de ARNm

de la telomerasa.

El ent-16p-17a-dihidroxikaurano (DHK) es un diterpeno aislado de la corteza de la
especie Croton malambo, un pequefio arbol conocido popularmente en Venezuela como
““palomatias’ o ‘‘torco’” (Suérez y col., 2003). Morales y colaboradores en el 2004,
demostraron mediante ensayos de reduccién del bromuro de (3,4,5 dimetil-2-tiazoil)- 2,5-
difeniltetrazdlico (MTT), que el DHK posee un efecto citotdéxico y proapoptético en el
crecimiento de células malignas, especificamente en células derivadas de adenocarcinoma
de mama (MCF-7). Ademas, reportaron que el Clso del compuesto es de 12,5 pg/ml, unas
2,66 veces menor en comparacion con el valor correspondiente en células no malignas

(Morales y col, 2004).

El compuesto natural DHK disminuye significativamente los niveles de ARNm de
hTERT, asi como los de ARNm y de proteina del gen antiapoptético Bcl-2. La represion
transcripcional de la subunidad catalitica, es particularmente fuerte, debido a que los
niveles de ARNm disminuyen 1000 veces en células que fueron tratadas con el compuesto,
con respecto a células que no fueron tratadas. Ademas, se ha reportado una estrecha
relacion entre la sobreexpresion de Bcl-2 y aumentos de la transcripcion de la telomerasa

(Morales y col., 2004).

Para la obtencion del compuesto se recolectaron plantas de la especie Croton
malambo en Santa Barbara del Zulia, al oeste de Venezuela, donde se ha comprobado que
la infusion de la corteza de esta planta es biolégicamente activa. EI compuesto fue extraido

a través de una cromatografia de columna sobre silica gel, sobre la cual cargaron extractos
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de diclorometano con la infusion de la corteza de C. malambo y eluyeron el ingrediente
activo con una mezcla de diclorometano y acetato de etilo (CHCI/EtOAc) 1:1. Este
compuesto fue caracterizado por ser un kaurano polar, que contiene dos grupos hidroxilos,

cuya formula molecular es Cz0H3402 (Figura 9) (Suarez y col., 2003).
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Figura 9. Estructura quimica del DHK. Imagen extraida de Morales y col, 2004.

En base a todos los conocimientos que se tienen sobre la subunidad catalitica
hTERT y la importante reduccién de sus niveles de ARNm frente a la exposicion al
compuesto, el DHK podria considerarse como un posible agente quimioterapéutico,
orientado a la inhibicion transcripcional del gen de la telomerasa en la linea celular
derivada de adenocarcinoma de mamad MCF-7, induciendo la senescencia celular y
posteriormente el proceso de apoptosis. Poco se conoce acerca del efecto de este compuesto
sobre la regulacién transcripcional de la telomerasa; por tal razon, en este trabajo de
investigacion se propone evaluar el mecanismo de accion del compuesto sobre el complejo

de iniciacion de la transcripcion de hTERT.
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2. ANTECEDENTES

El efecto del DHK ha sido objeto de estudio en la regulacion transcripcional de
otros genes relacionados con los procesos de neoplasia, debido a que muchos de estos
representan un blanco terapéutico contra el cancer; uno de ellos es el gen antiapoptético
Bcl-2, encargado principalmente de inhibir la apoptosis en células normales. Asimismo, su
sobreexpresion en células tumorales se encuentra fuertemente vinculada a la supervivencia

de las mismas (Cory y col., 2003).

2.1. Efecto del DHK sobre la regulacion transcripcional del gen antiapoptotico Bcl-2.

Los primeros estudios realizados sobre la expresion del gen antiapoptético Bcl-2
(linfoma de células B) se realizaron en C. elegans, al demostrar que la proteina humana
Bcl-2 podia inhibir la muerte celular programada (Vaux, 1992). Afios mas tarde, se
comprueba que mutaciones en el gen que codifica esta proteina contribuyen con la
supervivencia de células tumorales (Cory y col., 2003). No obstante, no todos los miembros
de esta familia inhiben la apoptosis, Bax y Bak por ejemplo, son proteinas pro-apoptéticas,
que comparten homologia en los dominios BH1, BH2 y BH3 y difieren en el BH4 (Youle y

Strasser, 2008).

La transcripcion del gen Bcl-2 es regulada positivamente por el gen supresor de
tumores Rb y el factor de transcripcion Ap-2 (activador de proteina 2), en células epiteliales
(Decary y col., 2002), la participacion de la proteina pRb en este proceso pareciera ser
contradictoria, debido a su conocido papel en la restriccion de la proliferacion celular. Por
otra parte, también se ha demostrado que interviene en procesos de diferenciacion celular y

19



en la inhibicién de la apoptosis (Morris y Dyson, 2001). La pRb no posee capacidad de
union directa al ADN; por lo tanto, su participacion en esta regulacion es mediada por el
factor de transcripcion Ap-2 y la union directa de este a una secuencia promotora especifica
del gen Bcl-2 (Figura 10), cabe destacar que este mecanismo también fue observado con

anterioridad en el gen de la E-cadherina (Bastche y col., 1998).
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Figura 10. Regulacion transcripcional positiva del gen antiapopt6tico Bcl-2.

En 2004 Morales y colaboradores determinaron mediante PCR en tiempo real y
ensayos de inmuno-deteccion, que los niveles de ARNm y de proteina de Bcl-2 disminuian
hasta seis veces en células MCF-7 tratadas con DHK, con respecto a células sin
tratamiento. Asimismo, reportan que dicha reduccion es independiente de la capacidad de
unién de la proteina NFxB a su secuencia consenso, abriendo una nueva interrogante sobre

el mecanismo de accion del compuesto, en la regulacion transcripcional de Bcl-2.
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Afos mas tarde se comprobd mediante un ensayo de inmunoprecipitacion de la
cromatina (ChIP), que la disminucién de los niveles de expresion de Bcl-2 en células
MCF-7, se debia a la disociacion del complejo de iniciacion de la transcripcion (Ap2-o/ Rb)
(Figura 11), asimismo, asociaron la represion transcripcional a la pérdida de la capacidad
de union de Ap2-a al ADN, mediante un ensayo del cambio de la movilidad electroforética
(EMSA) y demostraron a través de inmunolocalizacion que en presencia del compuesto,

este factor de transcripcion se relocaliza del nucleo a la periferia celular (Morales y col.,

2011).
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Figura 11.- Represién transcripcional del gen Bcl-2 debido a la disociacion del complejo de iniciacion
de la transcripcion frente a la exposicion al compuesto DHK. Modelo basado en Morales y col., 2011.

El mecanismo de accion mediante el cual el DHK induce la represion
transcripcional del gen Bcl-2, nos permite plantearnos posibles efectos de este compuesto
sobre la regulacion transcripcional de otros genes, que son considerados blancos
terapéuticos contra el cancer y sobre los que se han detectado cambios a nivel

transcripcional luego de la exposicidn al compuesto; tal como la telomerasa, cuyos niveles
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de ARNm disminuyen 1000 veces en celulas MCF-7 con 72 horas de exposicion al

compuesto, en comparacion con células no tratadas (Morales y col., 2011).

2.2. Regulacion transcripcional del gen de la telomerasa

La subunidad catalitica hTERT es esencial y limitante para la actividad enzimética
de la telomerasa, por lo tanto, es importante conocer como esta regulada su expresion en
celulas humanas. El clonamiento de hTERT, la identificacion del promotor y secuencias
esenciales para la activacién de la transcripcion, fueron algunos de los estudios pioneros
que contribuyeron en gran medida a la comprension de los mecanismos moleculares de la

regulacién transcripcional de la telomerasa.

El nucleo del promotor es una de las secuencias esenciales para la activacion de la
transcripcion. Takakura y colaboradores determinaron en 1999 que este se encuentra
ubicado 181-pb arriba del sitio de iniciacion de la transcripcion. Ademas, reportaron la
ausencia de la caja TATA en la region promotora. No obstante, encontraron un elemento
iniciador putativo que ayuda a posicionar la ARN polimerasa y ubicar un sitio de iniciacion
de la transcripcion, este elemento iniciador comprende la secuencia (CCTCTCC) y se ubica
en la posicion -3. Asimismo, determinaron varios motivos consenso a los que se unen dos

factores de transcripcion, Sply Ap2 (Figura 12).
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Figura 12- El nucleo de la secuencia promotora del gen que codifica para hTERT. El -1 indica el primer
nucleétido 5 ' de la regidn promotora, +1 indica el primer nucleétido que codifica para el ARNm, las lineas
continuas y punteadas sefialan los diferentes sitios de union de los factores de transcripcion y el coddn ATG

de iniciacion se muestra en negrita. Tomado de Takakura y col., 1999.

Afos mas tarde, E2F-1 fue identificado como otro factor de transcripcion que
participa en la regulacion transcripcional del gen que codifica hTERT. Analisis de
secuenciacion revelaron dos potenciales sitios de unidn para este factor y determinaron que
estaban localizados en la posicion -174 y -98 (Figura 13), préxima al sitio de iniciacién de
la transcripcion. Ademas comprobaron la unién de E2F-1 a una secuencia consenso del
promotor de hTERT, a través de ensayos de la movilidad electroforética y observaron que
el factor se unia especificamente a los sitios putativos mencionados anteriormente (Crowe y

col.,, 2001).

-200 GATTCGCGGG CACAGACGCC CAGGACCGCG CTCCCCACGT
-160 GGCGGAGGGA CTGGGGACCC GGGCACCCGT CCTGCCCCTT
-120 CACCTTCCAG CTCCGCCTCC TCCGCGCGGA CCCCGCCCCG

Figura 13.- Sitios de union del factor de transcripcion E2F-1 al promotor de hTERT. Los sitios -174 y -

98 son sefialados con lineas continuas. Tomado de Crowe Y col., 2001.
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Los sitios de unién de E2F-1 al promotor de hTERT fueron mutados, con la
finalidad de evaluar la relacion entre la union del factor y la transcripcion de la subunidad
catalitica. De esta manera, encontraron que mutaciones en estos sitios incrementan
dramaticamente la actividad del promotor de hTERT. Ademas determinaron efectos de la
sobreexpresion de E2F-1 y encontraron que éste inducia una disminucion del 70% de la
actividad de hTERT, sugiriendo que este factor de transcripcién actta como un represor

transcripcional de este gen (Crowe, 2001).

La regulacion transcripcional de hTERT fue estudiada en varios tipos de cancer,
entre ellos el cancer de pulmdn. Estos estudios determinaron el importante rol que tiene la
familia de factores de transcripcion Ap-2 en la induccion de la transcripcion de hTERT; en
especial las isoforma Ap2-B, que parece tener un rol protagonico en este tipo de céncer,
mientras que Ap2-o. ha sido implicado directamente en la progresién de otros tipos de
cancer, tales como melanoma, cancer de mama y de préstata, lo que sugiriere que este
factor de transcripcion juega un papel importante en la regulacién de la expresion de

hTERT, en este tipo de células cancerigenas (Deng y col., 2007).

Otros estudios recientes, realizados en lineas celulares derivadas de carcinoma de
pulmén (A549 y H1299), indican que AP2-o se une a la region promotora de hTERT y
promueve directamente su expresion, pues determinaron que luego del tratamiento con un
compuesto denominado Berberine se interrumpia la union del factor de transcripcion a la
region promotora de hTERT, produciendo una fuerte disminucion de su expresion (Fu y
col., 2013). Sin embargo, atn no queda claro el papel que ejerce AP2-a en lineas celulares

derivadas de adenocarcinoma de mama, entre ellas MCF-7 y si esta isoforma de la familia
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Ap-2 tiene un papel protagdnico en la regulacion transcripcional de la telomerasa, en este

tipo de células.

La iniciacién transcripcional de hTERT no so6lo estd regulada por factores de
transcripcion que se unen directa e indirectamente a la region promotora (c-Myc, Spl, HIF-
1, AP2 y ER); también incluye otro conjunto de proteinas que actan como transactivadores
y regulan la transcripcion mediante su interaccion con otros factores, tal como pRb. Esta
proteina parece estar involucrada en la inhibicion transcripcional de hTERT a través del
factor de transcripcion E2F-1. Algunos ensayos demuestran que la pérdida de la capacidad
de interaccion de este factor con pRb, anula la habilidad de E2F-1 de reprimir la

transcripcion de hTERT (Kyo, 2008).

Aproximadamente el 90% de los diferentes tipos de cancer sobre-expresan
telomerasa, aumentando su capacidad de supervivencia. Por tal razon, este complejo
ribonucleoprotéico ha sido considerado como un blanco terapéutico contra el céncer.
Diversos estudios se han realizado en la busqueda de compuestos quimioterapéuticos que
logren evitar la progresion tumorogénica, disminuyan la capacidad replicativa e induzcan la
apoptosis a través de la represion transcripcional de la telomerasa. En virtud de todos los
antecedentes anteriormente expuestos, decidimos estudiar el efecto del compuesto ent-16p-
17a-dihidroxikaurano (DHK) sobre la regulacion transcripcional del gen de la telomerasa

(hTERT) en la linea celular MCF-7.
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Para esta investigacion hemos planteado como hipotesis inicial, que el complejo de
iniciacion de la transcripcién del gen hTERT, estd conformado por el factor de
transcripcion Ap2 y la proteina Rb y que dicha interaccion regula positivamente la
transcripcién de la subunidad catalitica. Asumiendo que la suposicién anterior fuese cierta,
creemos que en presencia del DHK este complejo de iniciacion se disocia y pRb permanece
unido al promotor, mientras que Ap2 pierde su capacidad de unién al mismo. Sin embargo,
pese a que pRb no se une de manera directa al ADN, proponemos la participacion del factor

de transcripcion E2F-1 en la regulacion transcripcional negativa de hTERT (Figura 14).

Complejo de iniciacion de Disociacion del complejo de
la transcripcion iniciacion de la transcripcion

En presencia del DHK:

— Caz)

T— | E2F1 ) e
[ Promotor ] [ Promotor
Gen de hTERT Gen de hTERT
{ 1 Regulacion + Regulacion -
Transcripcion Se inhibe la Transcripcion

Figura 14.- Hipdtesis sobre el mecanismo de accion del DHK, sobre el complejo de iniciacion de la

transcripcion de hTERT, basada en la literatura descrita en los antecedentes.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general:

Determinar el efecto del ent-163-17a-dihidroxikaurano (DHK) sobre el complejo de

iniciacion de la transcripcion (Rb/Ap2-o y E2F1) en el promotor del gen de la telomerasa

(hTERT) en linea celular MCF-7.

3.2. Objetivos Especificos:

1. Comprobar la posible disociacion del complejo de iniciacion de la transcripcion

(Ap2-a/pRb) en presencia del DHK.

2. Determinar el efecto del compuesto DHK sobre la interaccion entre las proteinas

E2F1, Ap2-a y pRb.

3. Evaluar la interaccion entre el factor de transcripcion E2F1 y la regién promotora

del gen de la telomerasa (hnTERT) en presencia del DHK.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Mantenimiento de cultivo celular.

Se trabajo con la linea celular MCF-7 (derivada de adenocarcinoma de mama
humano). Las células fueron cultivadas en medio DMEM suplementado con 10% de suero
fetal de bovino, 100 pug/ ml de penicilina, 100 pg/ml estreptomicina y 2,5 pg/ml de
anfotericina B y se mantuvieron a 37 °C y 5% de CO; en una incubadora humidificada
hasta alcanzar la confluencia deseada. Para los experimentos en los que se evalud el efecto
del DHK, se agregd el compuesto para alcanzar una concentracion final de 12,5 pg/mi

(ICs0) y se incubd bajo las condiciones anteriores durante 24 horas.

4.2. Medicion de los niveles de citotoxicidad del compuesto DHK mediante el ensayo

de reduccion del bromuro de (3,4,5 dimetil-2-tiazoil)- 2,5- difeniltetrazélico (MTT).

A fin de corroborar el efecto y la actividad del compuesto se realizd un ensayo
MTT. Para ello se cultivaron células MCF-7 en una placa de cultivo durante 25 horas a
37°C en atmoésfera de CO, (5%) y con una densidad de 5x10° células por pozo.
Posteriormente se agregd el DHK en diferentes pozos de la placa, a distintas
concentraciones (50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM, 3,125 uM) y por triplicado, luego se
incubd durante 72 horas. Posteriormente se agregé 100 uL del reactivo MTT en cada pozo
y se incubd por 2 horas, finalmente se afiadieron 100 uL de DMSO vy se ley6 la absorbancia

a una longitud de onda de 570 nm.
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4.3. Extraccion de proteinas.

En algunas inmunodetecciones (‘‘western blots’’), fue necesario extraer proteinas
totales. Para ello las células fueron despegadas de un vial de cultivo con tripsina 0, 01M y
centrifugadas a 1159 g. Una vez obtenido el sedimento celular (aproximadamente 4x10°
células), se resuspendieron en 20 pl de PBS 1X frio y se agreg6 40 pL buffer de lisis RIPA
(50 mM Tris-HCI pH 7,4, 150 mM NaCl, EDTA 1 mM, 0,1% SDS y 0,5% Nonidet P-40),
asi como también una mezcla de inhibidores de fosfatasas (1 mM ortovanadato sodico, 10
mM NaF) y de proteasas (10 pg/ml aprotinina, 10 pg/ml leupeptina, 100 uM PMSF).
Posteriormente se incub6 durante 30 minutos en hielo, colocando la muestra en un vortex
cada 10 minutos, después se centrifugd a 39443 g. por 10 minutos y se tomd el

sobrenadante. Las proteinas se almacenaron a una temperatura de -70 °C,

En los ensayos de co-inmunoprecipitacion y cambio de la movilidad electroforética
(EMSA), fue necesario extraer proteinas nucleares. Para ello se trabajo con un sedimento
celular de aproximadamente 12x10° células, se resuspendié en 300 pl de tamp6n A (10mM
HEPES, pH 7.9, 1,5 mM MgCl,, 10 mM KCI, 0.5mM DTT y una mezcla de inhibidores de
proteasas) y se incubaron en hielo por 10 min. Posteriormente se agregd Nonidet P-40 al
10% vy se incubd en hielo 1 minuto, seguido de una centrifugacion a 6000 g. por 5 minutos
a 4 °C; luego se removié el sobrenadante y se resuspendié el sedimento en 200 ul de
tampon B (20 mM HEPES, pH 7.9, 25% glicerol, 420 mM NaCl, 1.5 mM MgCl, , 0,2 mM
EDTA, 0,5 DTT y una mezcla de inhibidores de proteasas) durante 50 minutos a 4°C,
finalmente se centrifugé a 16.000 g. por 10 min a 4°C, se distribuyeron alicuotas del

sobrenadante y se almacend a -70 °C.
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4.4. Cuantificacion de proteinas mediante el método de Bradford.

En una placa de 96 pozos, se agreg6 por triplicado 1, 2 y 4 puL de la muestra en 200
pL de Bradford 1X, posteriormente se incub6 durante 5 minutos y se estimé la absorbancia
a 595 nm en un espectrofotdmetro BIO-RAD. Para obtener las concentraciones a partir de
las absorbancias, se construy6 una curva de calibracién con diluciones seriadas de albimina
bovina (BSA), luego, a través de la ecuacion de la recta obtenida de esta regresion lineal,

fue posible calcular la concentracion de proteinas.

4.5. Electroforesis en condiciones disociantes (SDS-PAGE).

Considerando el rango de masa molecular de las proteinas (110 kDa- 48 kDa), se
trabajé con un gel discontinuo de poliacrilamida al 10% (agua destilada, acrilamida al 10%,
04 M Tris, 0,1% de SDS, 0,1% de persulfato de amonio y 0,4 mM TEMED).
Posteriormente se agreg6 buffer de carga 1X (SDS 12% (p/v), 125 mM Tris-HCI, glicerol
50% (v/v), B-mercaptoetanol 6% (v/v), 0,004% azul de bromofenol) al extracto de proteinas
y se hirvio la muestra durante 5 min, transcurrido el tiempo se cargaron las muestras en los
bolsillos del gel. Luego las proteinas fueron sometidas a un campo eléctrico en un buffer de
corrida (0.025M Tris, 0.192M Glicina, 0.1% SDS pH 8.3) contenido dentro de en una

camara electroforética, a la que se aplicd un voltaje de 100V durante 90 minutos.
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4.6. Transferencia de proteinas.

Posterior a la electroforesis en condiciones disociantes, se equilibré el gel en buffer
de transferencia (48 mM Tris, 39 mM glicina, 20% metanol, 0.04% SDS) durante 2
minutos; a su vez, se activd una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF)
(Amersham Hybond-P) en metanol al 100% por 10s y se equilibré en buffer de
transferencia por 10 minutos. Posteriormente se ensambld el sandwich (esponjas, papel de
filtro, gel, membrana, papel de filtro, esponjas) desde el catodo hacia el &nodo, de manera
que las proteinas se transfirieran del gel hacia la membrana, después de ser sometidas a un
campo eléctrico en un buffer de transferencia, contenido dentro de una camara de

electroforesis, a la que se aplicé un voltaje de 100V durante 90 minutos a 4°C.

4.6.1. Tincidén con rojo Ponceau.

Después de la transferencia de proteinas, la membrana se dej6 incubando en 50 ml
del colorante rojo Ponceau [0,2 % rojo Ponceau (p/v), 0,1% acido acético (v/v)] durante 5
minutos, luego se lavo brevemente con agua destilada y se registrdé la deteccion de

proteinas. Finalmente se retird todo el colorante con abundante agua destilada.

4.6.2. Inmunodeteccion o ‘“Western blot™’.

Al finalizar la transferencia se removié la membrana y se enjuag6 con TBST (0,5M
Tris- HCI, 1,5M NaCl, Tween 20), luego se incub6 en una solucion de bloqueo (leche

descremada al 5%, TBST) durante 60 minutos. Seguidamente, la membrana se incubd con

31



el anticuerpo primario (ver Tabla 1) a 4°C durante 90 minutos, seguido de 3 lavados
consecutivos con TBST, cada uno de 5 minutos, después se incub6 60 minutos con el
anticuerpo secundario, seguido de 3 lavados con TBST de 5 minutos cada uno y finalmente

la proteina fue detectada por quimioluminiscencia.

Tabla 1. Condiciones empleadas del anticuerpo primario y secundario para la
inmunodeteccién de proteinas.

Proteina Casa comercial Dilucién Casa comercial del Dilucién
inmunodetectada | del anticuerpo Isotipo empleada anticuerpo empleada
primario Secundario
Rb Biolegend Rabbit 1gG 1:2000 Thermo scientific 1:2000
E2F-1 Santa Cruz Rabbit 1gG 1:800 Thermo scientific 1:2000
Ap2-a Santa Cruz Rabbit 1gG 1:400 Thermo scientific 1:2000
hTERT Santa Cruz Rabbit 1gG 1:100 Thermo scientific 1:2000

4.7. Co-inmunoprecipitacion.

Aproximadamente 240 pg del extracto de proteinas nucleares fueron incubados con
1 pg del anticuerpo anti-humano Rb 1gG, durante toda la noche a 4° C bajo agitacion suave.
Seguidamente se afiadieron 70 pl de perlas de Proteina A- sefarosa y se mezcl6 el complejo
proteina-anticuerpo con las perlas, luego se incub6 a 4°C bajo agitacion rotatoria durante 4
horas y se centrifugaron a 1000g, removiendo el sobrenadante. EI complejo fue lavado 2
veces en buffer de lisis B para eliminar el resto de proteinas del extracto y finalmente se
realiz6 una electroforesis en condiciones disociantes (SDS-PAGE), cargando 45 pul de la

proteina inmunoprecipitada, seguida de una transferencia e inmunodeteccion.

A través de un estudio densitométrico se determind por triplicado la densidad
(INT/mm?) de cada una de las proteinas (Rb, Ap-2 o y E2F-1), posteriormente se determin la

proporcion de proteinas obtenidas en el tratamiento con respecto al control (Ecuacion 1). Una vez

obtenido el valor de dicha proporcion, se realizé una prueba T-Student con el programa Past, a fin
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de determinar diferencias entre las medias de Rb-E2F-1 y Rb-Ap2-a. Para esta prueba se trabajo
con nivel de significancia o= 0,05, Grados de libertad (n-1)= 2 y siguiendo una distribucion t-

student de dos colas.

densidad obtenida en el tratamiento

Proporcion t/c = densidad obtenidad en el control

Ecuacion 1.- Célculo de la proporcion de proteinas obtenidas en el tratamiento con respecto al control.

4.8. Alineamiento de oligonucleétidos correspondientes a la secuencia consenso de

unién de E2F-1, para el ensayo del EMSA.

Los oligonucledtidos empleados en este ensayo, representan la secuencia consenso
(doble  cadena) de union del factor de transcripcion E2F-1 (5
CGCCCAGGACCGCGCTCCCCACGT-3). Inicialmente, se mezclaron los
oligonucleétidos complementarios en una relacion molar 1:1, alcanzando una concentracion
final de 1pmol/ul para los oligonucledtidos marcados con Biotina y de 2pmol/pl para el
competidor especifico no marcado. Para ello se empled una solucién amortiguadora (10
mM Tris HCI, 1 mM EDTA y 50mM) y finalmente se realiz6 el alineamiento en un

termociclador, siguiendo las condiciones de la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones para el alineamiento de oligonucle6tidos complementarios.

Ciclos Temperatura Tiempo
Paso 1 1 95°C 5 min
Paso 2 70 95°C (-1°C/ciclo) 1 min
Paso 3 4°C Sostenido
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4.8.1. Ensayo de cambio de la movilidad electroforética (EMSA)

Se llevé a cabo 3 reacciones de unién: la primera reaccién contenia solucion
amortiguadora 10 X, 50 ng/ul de competidor inespecifico poli (dI-dC), 2,5% de Glicerol,
0,05% Np-40, 5 mM MgCl, 10 mM EDTA y 20 rmol de oligonucleotidos doble cadena,
marcados con Biotina. En la segunda reaccion se agreg6 la misma cantidad de componentes
que en la primera y ademas se afiadié 14 pg de proteinas nucleares. Para la tercera reaccion,
se agregaron los mismos componentes de la segunda, conjuntamente con 8 pmol de
competidor especifico no marcado. Todas las reacciones fueron llevadas a un volumen final

de 20 ul con agua ultrapura y se dejaron incubando durante 20 minutos a 27°C.

La electroforesis se realizd en un gel de poliacrilamida en condiciones no
disociantes (TBE 0,5X, poliacrilamida 4%, 0,25% glicerol, 0,16 % de TEMED y 0,66% de
persulfato de amonio, para un volumen final de 6ml) y como solucién amortiguadora para
la corrida se emple6 TBE 0,5 X (45mM Tris- HCI, 45 mM &cido bérico y mM EDTA, pH
8,3). Previo a la electroforésis se realizd una pre-corrida y se aplicd 100V durante 30 min a
4°C, en seguida se lavaron los pozos del gel y se cargaron las 3 reacciones de union del

paso 6.2.1, luego se aplicé 60V durante 90 minutos.

Posterior a la electroforesis, se transfirieron las reacciones de unién a una membrana
de nylon cargada positivamente. Para ello se equilibr6é la membrana en TBE 0,5 X durante
10 minutos y se ensambld el “*sdndwich’’ de transferencia (esponjas, papel de filtro, gel,
membrana, papel de filtro, esponjas) desde el catodo hacia el anodo, luego se aplic6 100V
durante 60 minutos a 4°C. Al terminar la transferencia, se fij6 el ADN a la membrana,

utilizando una cama de UV a 12000J. Finalmente, se realiz6 la deteccion de los
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oligonucledtidos marcados, mediante un kit de quimioluminiscencia de la casa comercial
Thermo Scientific, que contiene; solucién de bloqueo (15 minutos de incubacion),
conjugado estreptavidina- peroxidasa (15 minutos de incubacién), solucion de lavado (4
lavados de 5 minutos de incubacidn), solucion amortiguadora del sustrato (5 minutos de

incubacion), solucion de luminol y solucién de peréxido (5 minutos de incubacion).

4.9. Disefio de oligonucledtidos para amplificar un fragmento del promotor de

hTERT, en el que se encuentran los sitios de unién de Ap2-a y E2F-1.

Para la amplificacion del fragmento (aproximadamente 200pb) del promotor de
hTERT en el que se encuentran los sitios de union de Ap2-a y E2F-1, se disefié un par de
oligonucledtidos que permitira llevar a cabo una reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). Para ello, se realizé un alineamiento multiple con el software de (Corpet, 1998),
entre varias secuencias del promotor de hTERT encontradas en la base de datos NCBI
(AF097365.1; AF098956.1; AF121948.1; AF128893.1) y las secuencias reportadas por
(Takakura y col., 1999; Crowe y col., 2001). Luego de encontrar una gran homogeneidad
entre estas secuencias, se procedié a disefiar un par de oligonucleétidos, a través del
programa Oligo Explorer 1.5, tomando en cuenta la temperatura de fusion (Tm),
complementariedad entre los oligonucleétidos (sentido y antisentido) y la auto-

complementariedad de cada uno.
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5. RESULTADOS
5.1. Niveles de expresion de hTERT en presencia y ausencia del compuesto.

A través de un ensayo de inmunodeteccion se evalud el cambio en la concentracion
de hTERT en presencia y ausencia del compuesto. Inicialmente, con la finalidad de
asegurar que ambos extractos de proteinas (-DHK y +DHK) se encontraban en
concentraciones iguales, se realizd una tincibn con rojo ponceau y un analisis
densitométrico. Posteriormente se determind que habia igual concentraciones de ambos
extractos (Figura 15a y 13b). Luego de realizar la inmunodeteccion, se observo que a las 24
horas de tratamiento habia una disminucion de la concentracién de la subunidad catalitica

de la telomerasa, tal como se puede observar en la Figura 15c.
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Figura 15.- Niveles de expresion de hTERT. Concentracién de hTERT (-DHK y +DHK). (a) control de
carga de proteinas nucleares (rojo Ponceau). (b) andlisis densitométrico del control de carga. (c)
Inmunodeteccion de hTERT. Se observa una disminucién de concentracion de la subunidad catalitica en
presencia del DHK en comparacion de la sefial observada en el control (-DHK). (d) Estudio densitométrico y
andlisis estadistico. Se determin6 que la diferencia entre los promedios es estadisticamente significativa (*).
Las barras representan el promedio + desviacion estandar
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Para medir la disminucién de los niveles de hTERT en presencia del compuesto, se
realiz6 una cuantificacion densitométrica a través del programa de densitometria dptica
Quantity One del equipo Chemi-Doc XR Bio-Rad. En este estudio se registro la intensidad
de cada sefial en funcién del area, a fin de obtener la densidad dptica (INT/mm?). De esta
manera, se determin6 que la concentracion de hTERT en el control es 1,74 veces mayor
con respecto al tratamiento (Ecuacion 1). Posteriormente tras realizar un andlisis estadistico

se determind que esta diferencia es significativa (Figura 15d).

5.2. Co-Inmunoprecipitacion.

Mediante este ensayo se evalué la interaccion entre las proteinas Rb, E2F-1 y Ap2-
a. Para ello, se inmunoprecipité pRb a través de la metodologia establecida en la seccion
5.7 (Figura 16) y posteriormente se realiz6 una inmunodeteccion de E2F-1 y de Ap2-a bajo

las condiciones establecidas en la seccion 5.6.2. (Figura 16).

-DHK +DHK
1 @ @ @

" —  175kDa

Rb — B M 50k

—  58kDa

______ 5 . B _ sskoe

— 30 kDa

25 kDa

— 17 kDa

Figura 16.- Inmunoprecipitacién de pRb. Control de proteinas nucleares sin inmunoprecipitar (carril 1 y 3),
proteina Inmunoprecipitada (carril 2 y 4), control experimental (-DHK), proteinas provenientes de células con
tratamiento (+DHK), marcador de peso molecular (PM), pRb (flecha) y cadena pesada de la inmunoglobulina
IgG (flecha punteada).
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El resultado anterior muestra la purificacion de pRb. En la en la Figura 16 (carriles

2 y 4) se pueden observar dos bandas de gran intensidad, una de ellas de 110 kDa

perteneciente a la proteina y la otra de 50 kDa correspondiente a la cadena pesada del

anticuerpo (1gG) (flecha punteada). Para este experimento se utiliz6 como control, el

extracto de proteinas nucleares sin inmunoprecipitar (carriles 1 y 3, Figura 16). Alli se

puede observar una menor intensidad en la banda correspondiente a la proteina Rb y la

ausencia de la cadena pesada del anticuerpo.

-DHK

+DHK

(1 @

3)

(4)

1 [

*'Q-n -

Rb
(@)

Ge+d -

g

Je+h o

2e+5 -

Densidad (INT/mm?)

1e+5 4

(b)

60 kDa

48 kDa

110 kDa

mmm Control
—= DHK

1. B

E2F-1

AP2-a.

Figura 17.- Interaccion entre pRb, E2F-1 y
Ap2-a. (@) Co-inmunoprecipitacion. La
presencia de las tres proteinas luego de la co-
inmunoprecipitacién sugiere que existe una
interaccion entre las mismas. Control de proteinas
nucleares sin inmunoprecipitar (carril 1 y 3),
proteinas Co-inmunoprecipitadas (carril 2 y 4),
control  experimental (-DHK), proteinas
provenientes de células con tratamiento (+DHK).

(b) Estudio densitométrico de la co-
inmunoprecipitacion. Se midid la intensidad de
cada sefial en funcion del é&rea, obteniendo la
densidad (INT/mm2) de cada una de las proteinas
co-inmunoprecipitadas de los carriles 2 y 4. Las

barras representan el promedio * desviacion
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Luego de la Co- inmunoprecipitacion, en los carriles 2 y 4 de la Figura 17a se
pueden observar tres bandas muy definidas, cada una de estas representa una proteina (Rb,
E2F-1 y Ap2-0). La presencia de estas proteinas sugiere que existe una interaccion entre
ellas. Sin embargo, tras aplicar el tratamiento la sefial de las tres proteinas disminuye (carril
4) con respecto al control experimental (carril 2), siendo la de Ap2-a la que mas disminuye
en mayor proporcion. Ademas, se pudo observar que las tres proteinas también se
encontraban en el extracto al que no se habia realizado la inmunoprecipitacion (carriles 1 y
3). Curiosamente, la sefial observada de las proteinas E2F-1 y Ap2-a es mayor con el

tratamiento (carril 3) con respecto al control (carril 1).

5.2.1. Estudio densitométrico de la co-inmunoprecipitacion.

Con la finalidad de cuantificar la disminucion de la interaccion entre las proteinas
Rb, E2F-1 y Ap2-a, se realizd un estudio densitométrico de la co-inmunoprecipitacion a
través del programa de densitometria 6ptica Quantity One del equipo Chemi-Doc XR Bio-
Rad, en el que se registro la intensidad de cada sefial en funcion del area, a fin de obtener la
densidad dptica (INT/mm?). Tras realizar este estudio, se observé que la densidad de las
tres proteinas disminuye en presencia del compuesto, como se pudo observar en la Figura
17b; ademas, se puede apreciar que pRb y E2F-1 disminuyen aproximadamente la mitad de
la densidad con el DHK, mientras que Ap2-a disminuye més de la mitad en presencia del

compuesto.
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5.2.1.2. Analisis estadistico del estudio densitométrico.

A partir de las densidades obtenidas en el estudio densitométrico, se realizé una
relacion entre la cantidad de proteina obtenida en el tratamiento con respecto al control
(proporcion t/c) (Ecuacidn 1, seccion 5.7), de cada una de las proteinas. Posteriormente se
compararon las medias de la proporcién t/c de pRb y de las otras dos proteinas. Se
determind que no habia diferencias estadisticamente significativas entre la proporcién t/c de
Rby de E2F-1 (Figura 18), indicando que ambas proteinas disminuyen en igual proporcion,
mientras que las diferencias encontradas entre Rb y Ap2-a son estadisticamente
significativas, lo que indica que el factor de transcripcion Ap2-o comienza a disociarse del

complejo (pRb, E2F-1) debido a la exposicidn al compuesto.

06 -

05 - .

0.4 1 (*) P>0,05

0.3

Proporcion t/ic

0.2+

0.1

0,0

Rb E2F-1 Ap2-a

Figura 18.- Analisis estadistico de las proporciones t/c. Se realiz6 un andlisis estadistico de la proporcién
de la cantidad de proteina obtenida en el tratamiento con respecto al control, entre (pRb, E2F-1) y (pRb, Ap2-
a), obteniendo una diferencia estadisticamente significativa (*) entre la proporcion t/c de Rb y Ap2-a. Las

barras representan el promedio + desviacion estandar.
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5.3. Ensayo de cambio de la movilidad electroforética.

En la Figura 19 se puede observar, que los oligonucle6tidos marcados con Biotina
no presenta ningun retardo en la movilidad electroforética (carril 1), sin embargo, cuando
son incubados con el extracto de proteinas nucleares provenientes de células que han sido
tratadas (carril 2), se observo un cambio en la movilidad electroforética (flecha), ademas,
en presencia de un competidor especifico (carril 3), esta sefial disminuye drasticamente. Por
otra parte, al incubar los oligonucleétidos con el extracto de proteinas que no habian sido
tratadas (carril 4), no se observaron cambios en la movilidad electroforética. Este mismo
patrén se observo al incubar el competidor especifico (carril 5). Este resultado indica que
existe una interaccion entre el factor de transcripcion E2F-1 y su secuencia consenso de

union, en presencia del tratamiento.

+ DHK - DHK

(1) (2) (3) (4) (5)

-——=

Figura 19.- Ensayo de cambio de la movilidad electroforética de la secuencia consenso para E2F1. Se
observa un retardo en la movilidad tras incubar el extracto de proteinas nucleares que han sido tratadas, con la
secuencia consenso de unién de E2F-1 (flecha). (Carril 1) oligonucle6tidos marcados con Biotina, (carriles 2
y 4) oligonucledtidos marcados mas extracto de proteinas nucleares, (carriles 3 y 5) oligonucle6tidos
marcados mas extracto de proteinas nucleares y competidor especifico, (-DHK) control experimental,
(+DHK) proteinas provenientes de células con tratamiento.
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6. DISCUSION

La inmortalidad replicativa es uno de los marcadores biolégicos de progresion
tumoral descritos por Hanahan y colaboradores en el 2000. Esta caracteristica de la mayoria
de células tumorales se debe principalmente a la activacion de la telomerasa. Por lo tanto, la
inhibicion del este complejo ribonucloeprotéico se ha convertido en un blanco de interés
terapéutico contra el cancer. La subunidad catalitica con actividad transcriptasa reversa
(hTERT), es quien lleva a cabo la actividad enzimatica del complejo. Su expresion tiene
una funcién clave en la activaciébn de la telomerasa en células cancerigenas. En
consecuencia, su regulacion transcripcional representa un foco de interés frente a posibles

tratamientos contra el cancer.

Estudios anteriores evaluaron el efecto del DHK sobre la expresion de hTERT y
determinaron que tras 72 horas de exposicién al compuesto, los niveles de ARNm
disminuyen 1000 veces con respecto a células que no fueron tratadas. Esta represion
transcripcional es particularmente fuerte, en comparacién con la represion ejercida sobre la
transcripcion del gen Bcl-2, donde los niveles de ARNm disminuyen 6 veces en presencia
del compuesto (Morales y col., 2004). En este trabajo nosotros evaluamos la concentracion
de hTERT tras 24 horas de tratamiento, a través de un ensayo de inmunodeteccion y de un

estudio densitométrico.

En la Figura 15c se puede observar que la concentracion de la subunidad catalitica
disminuye en presencia del compuesto. Luego, con la finalidad de cuantificar dicha
disminucion se realizd un estudio densitométrico, en el que se determind que la

concentracion de hTERT disminuye casi la mitad con el DHK (Figura 15d). Estos
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resultados coinciden con los estudios realizados por Morales y colaboradores en 2004,
debido a que existe una estrecha relacién entre disminucion del ARNm de hTERT vy su
expresion. Cabe destacar que la disminucion de la concentracion no es tan intensa en
comparacion con los niveles de ARNm. Sin embargo, los tiempos de exposicion al
compuesto varian en cada uno de estos ensayos, influyendo notablemente en la cantidad de

proteina y ARNm cuantificados.

Estos resultados junto con los estudios realizados por Morales y colaboradores en
2004, indican que efectivamente el DHK tiene un efecto represor sobre la subunidad
catalitica de la telomerasa. No obstante, atin no se conoce el efecto de este compuesto sobre
la regulacion transcripcional del gen de hTERT, mas especificamente sobre proteinas y
factores de transcripcidon que regulan su expresion. Ap2-o, pRb y E2F-1 son algunas de las
proteinas que han sido asociadas a la regulacion transcripcional de hTERT. Por
consiguiente, nos propusimos estudiar la interaccion entre estas proteinas y determinar el
efecto del compuesto sobre dicha interaccion, a través de un ensayo de Co-

Inmunoprecipitacion (Co-Ip).

Los factores de transcripcion que participan en la induccion de la transcripcién de
hTERT, son de especial interés como blancos terapéuticos contra el cdncer. La inhibicion
de su funcién por efecto de un compuesto, induce la represién transcripcional de la
telomerasa. Deng y colaboradores en 2007, determinaron que la familia de factores de
transcripcion Ap2, inducia la transcripcién del gen de hTERT luego de unirse a su regién
promotora. Aflos mas tarde, Wei y colaboradores describieron que la isoforma Ap2-a
también induce la transcripcién de la subunidad catalitica, en células derivadas de

carcinoma de pulmén (A547) (Wei y col., 2009).
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Luego de la co-inmunoprecipitacion, nuestros resultados indican que las proteinas
pRb, E2F-1 y Ap2-a interaccionan en ausencia y presencia de DHK .Sin embargo, estas
interacciones se reducen luego de 24 horas de exposicion al compuesto (carriles 2 y 4,
Figura 17a), siendo el factor de transcripcion Ap2-a el que disminuye en mayor proporcion
con respecto al control (Figura 17b). Conjuntamente, la proporcion t/c de Ap2-a y pRb
presentan una diferencia estadisticamente significativa (Figura 18). Estos resultados
sugieren que la interaccion entre Ap2-a y pRb disminuyen y que el factor de transcripcion
comienza a disociarse. De esta manera, nuestros resultados concuerdan con los estudios

realizados por Deng y colaboradores en 2007 y por Wei y colaboradores en 2009.

Ademéas, Decary y colaboradores en 2002 determinaron que el factor de
transcripcion Ap2-o es regulado por la interaccion con la proteina pRb, formando un
complejo de transactivacion que induce la transcripcion del gen antiapoptético Bcl-2 y del
gen de la E- Cadherina. La interaccion observada entre Ap2-a, Rb y E2F-1 en ausencia del
compuesto (Figura 17a), sugiere que de manera homologa a Bcl-2 y E- Cadherina, estas
proteinas forman parte del complejo de transactivacion que induce la transcripcion de

hTERT, en células MCF-7.

Las proteinas que inhiben la transcripcién de hTERT, también juegan un importante
papel en la represién de la telomerasa. Generalmente, estas se unen a una secuencia
especifica en el promotor del gen de hTERT e impiden la transcripcion. Algunos estudios
pioneros describen que la expresién del gen Rb, es necesaria para la represion de la
actividad de la telomerasa en células cancerigenas y que la inactivacién de este gen, asi
como del que codifica para el factor de transcripcion E2F-1, contribuye con la expresion de

la telomerasa en diferentes tejidos tumorales (Nguyen y Crowe 1999; Crowe y col., 2000).
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Las proporciones t/c de pRb y de E2F-1 no arrojaron diferencias significativas
(Figura 18), lo que indica que en presencia de DHK el factor de transcripcion E2F-1 y la
proteina Rb, disminuyen en igual proporcion. Por lo tanto, la interaccion entre estas
proteinas permanece aln en presencia del compuesto y sugiere que la formacion de este
complejo induce una represion transcripcional de hTERT. Estos resultados se ajustan a los
estudios anteriormente realizados por Nguyen y Crowe en 1999 y en 2000, en los que

sefialan que la expresién de amabas proteinas es necesarias para inactivar este gen.

Asimismo, estudios realizados por Kyo y colaboradores en 2008 coinciden con
nuestros resultados. Ellos reportan que en células derivadas de carcinoma de pulmén
(H1229), la represion transcripcional de la subunidad catalitica de la telomerasa (hnTERT),
se debe a la union de miembros de la familia E2F a su region promotora y que esta familia
de factores de transcripcion, es regulada por la interaccién directa con pRb, una proteina

que también se encarga del reclutamiento de histonas deacetilasas (HDAC).

La inhibicién transcripcional de la subunidad catalitica también fue estudiada en
células humanas no tumorales (fibroblastos). Alli se determind que la unién del complejo
conformado por E2F-1, pRb y HDAC al promotor de hTERT, regula negativamente su
transcripcion (Won y col., 2004). Aunque esta regulacion esta descrita para células no
tumorales, también guarda una relacién con los resultados observados entre la interaccion

de E2F-1 con pRb y la represion de la expresion de hTERT inducida por el DHK.
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Durante el ensayo de co-inmunoprecipitacion también se utilizaron como controles
extractos de proteinas nucleares sin inmunoprecipitar, en presencia y ausencia del
compuesto. Esto nos permite tener una nocion de la cantidad de proteina co-
inmunoprecipitada, en relacion a la cantidad de proteina total del extracto nuclear (Figura
17a). En el caso de las proteinas que fueron co-inmunoprecipitadas se puede observar una
disminucién de la sefial tras la exposicion al compuesto, con respecto a la cantidad de
proteina obtenida sin el tratamiento (carriles 2 y 4, Figura 17a). Sin embargo, para las
proteinas que no fueron co-inmunoprecipitadas, especialmente en el caso de las proteinas
E2F-1 y Ap2-a, se observa una mayor cantidad de proteinas tras la exposicion al DHK en

comparacion con la cantidad de proteinas obtenidas sin el tratamiento.

El patrdn mencionado anteriormente se explica debido a que durante el proceso de
apoptosis, tras una cascada de sefiales activadas por las caspasas efectoras, ocurre un
conjunto de procesos simultaneos entre los que se encuentran la activacion de genes
supresores de tumores y la desactivacion de genes antiapoptoticos (Green, 2011). Estos
procesos requieren de la participacion de diferentes proteinas, tales como; Ap2-a, E2F-1y
Rb. Es por tal razén que no toda la cantidad expresada de estas proteinas, interaccionan
entre ellas para reprimir la transcripcion de hTERT, sino que también participa en diversos

procesos inducidos por la apoptosis.

En 2004 Morales y colaboradores demostraron que el compuesto DHK induce
apoptosis en células MCF-7, incluso a las 24 horas de tratamiento. Durante este proceso se
promueve la inhibicién de genes antiapoptoticos, como es el caso de Bcl-2. Un gen cuya
regulacién transcripcional ha sido asociada a la disociacion entre las proteinas Ap2-o y

pRb. Ademas, ocurre la activacion de genes pro-apoptoticos, tales como PUMA. Un gen es
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regulado por el factor de transcripcion E2F-1 y cuyo producto se demostré que aumentaba

en presencia del compuesto a las 24 y 48 horas de exposicion (Morales y col., 2011).

Trabajar con igual cantidad de proteinas en ausencia y presencia del compuesto, fue
otra de las condiciones establecidas durante el ensayo de co-inmunoprecipitacion. Trabajos
previos han descrito que el DHK induce apoptosis en células MCF-7, incluso a las 24 horas
de exposicion. Esta condicion implica una seria de eventos que incluyen la degradacién de
diversas proteinas, asi como la fragmentacion enzimatica del ADN cromosémico; entre
otros (Savill, 2000). Por esta razdn, se debia garantizar que la disminucion en la interaccion
de las proteinas co-inmunoprecipitadas, es debido al efecto del compuesto y no a la
disminucién de la concentracion de estas proteinas, como consecuencia del proceso de

apoptosis.

Por otra parte, en la Figura 17b se puede observar que los valores de densidad de las
proteinas E2F-1 y Ap2-a, se encuentran muy por debajo del valor de densidad de pRb. La
diferencia entre estas densidades sugiere que cierta cantidad de la proteina pRb no
interacciona con E2F-1 y Ap2-a. Dicho evento se explica debido a que esta proteina
participa en diversos procesos celulares, ademas de la regulacién transcripcional de
hTERT. En su mayoria, estos procesos son regulados por distintos eventos de fosforilacion;
ademas, la funcion reguladora de pRb depende de su interaccion especifica con diferentes
proteinas. En muchos casos esta proteina estd relacionada con la regulacion sobre la

expresion de varios genes (Duanduan y col., 2003; Gordon y Du, 2011).
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Luego de realizar el estudio densitométrico de la co-inmunoprecipitacion, se pudo
observar que los niveles de densidad de Ap2-a se encuentran por debajo de los niveles de
E2F-1y pRb (Figura 17b). Este factor de transcripcion participa en varios procesos durante
el desarrollo embrionario de vertebrados, tales como; la proliferacion, diferenciacion y
apoptosis (Hualei, 2006). A pesar de inducir la expresion del gen antiapoptético Bcl-2 y de
hTERT, diversas investigaciones sugieren que el gen que codifica esta proteina, también
acta como un supresor de tumores. La pérdida y bajos niveles de su expresion estan
asociados a diversos tipos de cancer, entre ellos; cancer de mama, de colon y melanomas,
(Wajapeyee y Somasundaran, 2003). Es por esta razdn que su concentracion se encuentra
en menor proporcién, considerando que la investigacion se ha realizado con células

derivadas de adenocarcinoma de mama (MCF-7).

Por otra parte, Morales y colaboradores en 2011 mediante un ensayo de
inmunoprecipitacion de la cromatina, demostraron que pRb permanecia asociada a la region
promotora de Bcl-2 en presencia y ausencia del compuesto. Ademas, se determind que su
participacion en la regulacion positiva era mediada por Ap-2-a. (Figura 10) (Decary y col.,
2002). Sin embargo, tras la disociacion del complejo, de alguna manera pRb permanecia
asociada a la region promotora (Figura 11). Nosotros, en la regulacion transcripcional
negativa de la subunidad catalitica hTERT, planteamos que en presencia de DHK, la
participacion de pRb es mediada por E2F-1, debido a que esta proteina (Rb) no posee

capacidad de union directa al ADN (Figura 14).
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Con la finalidad de evaluar la capacidad de unién de E2F-1 al ADN, en presencia de
DHK, realizamos un ensayo de cambio de la movilidad electroforética (EMSA), en el que
se empled la secuencia consenso de unién del factor de transcripcion E2F-1 (5'-
CGCCCAGGACCGCGCTCCCCACGT-3). Este ensayo nos permite detectar la
interaccion entre el factor de transcripcion y el ADN, debido a que la movilidad
electroforética del complejo es mucho menor con respecto al ADN s6lo (Hellman y Fried,

2007).

Luego de realizar el EMSA, nuestros resultados muestran un retardo en la movilidad
electroforética de la secuencia consenso de unién de E2F-1, cuando se incuba el extracto de
proteinas nucleares proveniente de células que fueron expuestas al DHK, con la secuencia
consenso de unién de E2F-1(carril 2, Figura 19). Esto indica que existe una interaccion
entre este factor de transcripcion y el ADN en presencia de DHK. Ademas, comprobamos
que dicha interaccion es especifica, debido a que al afadir el competidor especifico en
exceso, la sefial desaparece (carril 3, Figura 19). Este patron no fue observado con el
extracto de proteinas nucleares proveniente de células que no habian sido tratadas (carriles
4y 5, Figura 19), lo que sugiere que la formacion del complejo E2F-1-ADN es inducida

por el compuesto.

Los resultados descritos anteriormente coinciden con el estudio realizado por Crowe
y colaboradores en 2001, donde encontraron que mutaciones en los sitios de unién de E2F-
1 al promotor de hTERT, incrementaban draméticamente su actividad; ademas,
demostraron que la sobreexpresion de E2F-1 induce una disminucion del 70% de la
actividad de hTERT, determinando que este factor de transcripcion actlla como un represor

transcripcional de la subunidad catalitica de la telomerasa.
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La disminucidn en los niveles de expresion y concentracion de hTERT, sugiere que
la disociacion de Ap2-a del complejo (pRb- E2F-1) y la union de E2F-1 a la secuencia
consenso de unién, ambas inducidas por el DHK, no parecen ser eventos aislados, sino que
estos convergen en la represion transcripcional de la subunidad catalitica. Sin embargo, es
necesario constatar la unién de los factores de transcripcion Ap2a y E2F-1 a la region
promotora de hTERT, a fin de evaluar si efectivamente estos factores participan en la
regulacion transcripcional positiva y negativa de la subunidad catalitica, tal como se
propone en la Figura 21. Por lo tanto, sugerimos que para futuros estudios se realice un

ensayo de Inmunoprecitacion de la cromatina (ChiP).

Complejo de iniciacidn Disociacion del
de la transcripcién complejo de iniciacién
de la transcripcién
En presencia del DHK:
— =y
Rb ( E2r1 \':]
A 4. Rb | —. = ‘P
o & ey (G !
S - \ EE—F-!//.’_
[ Promotor ] ] [ Promotor ]
Gen de hTERT Gen de hTERT
t 1 Regulacién + Regulacion -
A 4
L Se inhibe la
Transcripcion —-—r
transcripcion de
hTERT

Figura 20.-. Propuesta del mecanismo de accion del DHK, sobre la interaccidn de proteinas asociadas a

la regulacion transcripcional de hTERT.
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El ensayo de Inmunoprecitacion de la cromatina (ChIP), permitira evaluar la
interaccidn entre los factores de transcripcion E2F-1, Ap2-a y el fragmento de cromatina
correspondiente a la region promotora de hTERT, en presencia y ausencia del compuesto.
Posteriormente tras inmunoprecipitar dichos fragmentos, estos podran ser amplificados a
través de una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para ello se disefiaron un par de
oligonucleédtidos que pudiera amplificar el fragmento del promotor, en el que se unen E2F-

1y Ap2-a (Figura 21)

Esta posible interaccion entre las proteinas (E2F-1, Ap2-0) y el promotor de
hTERT, permitird la inmunoprecipitacion del fragmento en el que se encuentra los sitios

de unidn de estas proteinas y posteriormente su amplificacién.

5" GGAGCAGCTG CGCTGTCGGG GCC TCCCAGTG GATTGCGGG CACAGACGCC
3' CCTCGTCGAC GCGACAGCCC CGGTCCGGCC CGAGGGTCAC CTAAGCGCCC GTGTCTGCGG
CAGGACCGCG CTCCCCACGT GGCGGAGGGA CTGGGGACCC GGGCACCCGT CCTGCCCCTT
GTCCTRACGC_GAGGGGTGCA CCGCCTCCCT GACCCCTGGG CCCGTGGGCA GGACGGGGAA

E2F-1

------------------------------

Ap2.a_Ap2d Apz-a  Apl-a “Ap2-a_Apza_ Ap2a ~ Apza
CCTCGCGGCG CGAGTTTCAG GCAGCGCTGC GTCCTGCTGC GCACGT3'
GGAGCGCCGC GCTCAAAGTC CGTCGCGACG CAGGAQGACG CGTGCA S’

Fragmento amplificado.
[0 cebadores

1 Sitios de unidn de E2F-1

Cebadores:
5 -GGCCGGGCTCCCAGTGGATT-3 Sentido
5 -AGGACGCAGCGCTGCCTGAA-3" Antisentido

{7 Sitios de union de Ap2-a

Figura 21. Disefio de oligonucle6tidos. En la figura anterior se muestra el fragmento de la regién promotora
de hTERT que se desea amplificar a través de una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y luego de la
inmunoprecipitacién de la cromatina. En este fragmento se encuentran los sitios de unién al promotor de los
factores de transcripcion E2F-1y Ap2 a (Montafio, D; Galindo 1., 2014).
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Luego de analizar todos los resultados y tomando en cuenta la hipdtesis planteada

del posible mecanismo de accion del DHK, sobre la interaccion de proteinas asociadas a la

regulacion transcripcional de hTERT (Figura 20). Se esperaria que tras realizar el ensayo de

inmunoprecipitacion de la cromatina, especificamente en ausencia del compuesto, se

observe una amplificacion del fragmento de cromatina al que posiblemente se une Ap2-a,

mientras que para el factor de transcripcion E2F-1 no habria tal amplificacion. Sin

embargo, tras la exposicion al compuesto habria de esperarse que no haya un producto de

amplificacién en el caso de Ap2-a, debido a su posible pérdida de la capacidad de unién a

la region promotora y para E2F-1 probablemente se observaria un amplicon de

aproximadamente 200pb (Figura 22).

Ap2

E2F-1

E2F-1

[ Promotor ] [ Promotor W

(

Promotor | [ Ppromotor |

Gen de hTERT
J
N

Inmunoprecipitacion
de la cromatina

"

v

Amplificacion de un
fragmento de 200pb.

Gen de hTERT

No hay

Inmunoprecipitaciénde la

cromatina

]

No hay Amplificacién.

Gen de hTERT

I

No hay
Inmunoprecipitacionde la
cromatina

[

Amplificacion de un
fragmento de 200pb.

Gen de hTERT

Inmunoprecipitacion
de la cromatina

No hay Amplificacion.

Figura 22.- Resultado esperado de la Inmunoprecitacion de la cromatina (ChIP) y luego de la

amplificaciéon por PCR, de un fragmento de 200 pb aproximadamente, en el que se encuentran los

sitios de union de E2F-1y Ap2-a.
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La regulacion transcripcional de hTERT, no sélo esta restringida a la interaccion
entre los factores de transcripcion Ap2a, E2F-1 y la proteina Rb. Se han identificado un
gran namero de elementos de actuacion “cis” y “trans” en el promotor, que intervienen en
la activacion y represion de la subunidad catalitica (Figura 23). Algunos de estos han sido

asociados al desarrollo de diferentes tipos de cancer.

Entre los diversos elementos de actuacién “trans” que han sido identificados y
asociados con el proceso de oncogénesis, se encuentran los factores de transcripcion
codificados por la familia de oncogenes Myc. El factor de transcripcion c- Myc se conoce
como un activador de la telomerasa (Wang y col., 1998), que se une a la caja E (CACGTG)
localizada en el nucleédtido -165 y promueve la transcripcién (Kyo y col., 2000). Otros
estudios demostraron que el factor Spl también incrementa la actividad transcripcional al
unirse a la caja GC (GGGCGG) (Wu y col., 1999). Sin embargo, este factor no esta

estrechamente relacionado con procesos de carcinogenesis.

Asimismo, el factor inducible de Hipoxia 1 (HIF-1) también promueve un aumento
in vitro de los niveles de expresion de ARNm de hTERT, en células cancerigenas. Se
conocen dos sitios putativos de union al promotor de hTERT mediante los cuales induce la
activacion transcripcional. Ademas, este factor de transcripcion regula la expresion de
varios genes vinculados al metabolismo energético y a la angiogénesis, uno de los
marcadores bioldgicos adquiridos durante la carcinogénesis (Yatabe y col., 2004; Nishi y
col., 2004). Por otra parte, el factor de transcripcion AP-1 tiene una funcién transcripcional
represora y posee dos sitios de union en el promotor de hTERT (-1665 y -718) (Takakura y

col., 2005).
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Algunas hormonas también participan en la regulacion transcripcional de hTERT.
El estrogeno (ER) es una de estas y se asocia con la activacion de la transcripcion a través
de la union del ligando-receptor de estrdgeno activado o (ERa), al elemento receptor de
estrégeno (ERE) ubicado en el promotor (Kyo y col.,, 1999; Misiti y col., 2000). El
estrégeno también activa la expresion mediante mecanismos post- trascripcionales, a través
de la acumulacion nuclear de hTERT. Este proceso es mediado por la ruta de sefializacion
de Akt, que se encuentra involucrada con diversas vias de supervivencia celular (Kimura y
col., 2004). Incluso algunas citoquinas como el factor de crecimiento transformante f
(TGF- B), intervienen en la regulacion de hTERT, reprimiendo su transcripcion mediante

las interaccién directa con Smad3 y la inhibicion de c-Myc (Hu y col., 2006).

Las interacciones entre las proteinas Ap2a, E2F-1 y Rb que se evaluaron durante
esta investigacion, son una pequefia apertura al estudio sobre el efecto que pudiera tener el
DHK en la regulacion transcripcional de la subunidad catalitica hTERT. Tal como se
describié anteriormente, esta regulacion implica una diversidad de moléculas, que en
algunos casos pudieran estar siendo inhibidas o activadas por este compuesto. Por lo tanto,
resulta de gran interés proponer estudios en los que se pueda evaluar el posible efecto del
DHK, sobre esta variedad de moléculas asociadas a la regulacién transcripcional de

hTERT.
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Figura 23.- Factores de transcripcion de hTERT. Se pueden observar distintos factores de transcripcion y

moléculas, sobre la region promotora del gen que codifica para hTERT. En el recuadro color naranja se puede
apreciar el complejo de represion transcripcional, conformado por Histona deacetilasa (HDAC), la proteina
Rb y el factor de transcripcion E2F-1, unido a la region promotora. Tomado con modificaciones de (Kyo,
2008).

De manera general, se podria decir que el ent-16p-17a-dihidroxikaurano (DHK),
ademas de poseer un efecto proapoptotico en el crecimiento de células malignas (MCF-7) y
reprimir la expresion de la subunidad catalitica (RTERT), nos proporciona la posibilidad de
estudiar y comprobar su regulacion transcripcional, asi como de plantear posibles

mecanismos de accion, a través de los cuales inhibe la transcripcion de esta enzima.

Ademaés, la regulacion de varios genes vinculados a marcadores moleculares
adquiridos durante el proceso de tumorogénesis pudieran ser evaluados mediante el efecto
del DHK. Decary en el 2002 demostré que Ap2a y Rb se unen al promotor y regula la
expresion del gen antiapoptético Bcl-2 y de la E-cadherina. Una molécula dependiente de
Ca®* que media la adhesion célula-célula y cuya pérdida de expresién o funcion facilita la
disgregacion de las células neoplasicas, conduciendo a la progresion de tumores a un estado

invasivo metastéasico (Hajra y col., 2002). Por lo tanto, resulta de gran interés evaluar el
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efecto de este compuesto en la regulacién de la transcripcion de la E-cadherina. Asi como
también, de moléculas vinculadas a otros marcadores moleculares, tales como; sostenida
sefializacion proliferativa, evasion de los supresores de tumores e induccién de

angiogénesis.
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7. CONCLUSIONES

Nuestra hip6tesis inicial planteaba que el complejo de transactivacion del gen que
codifica la subunidad catalitica de la telomerasa hTERT, estaba conformado por el
factor de transcripcion Ap2-o y la proteina Rb. Tras realizar el ensayo de Co-
Inmunoprecipitacion, se plantea la posibilidad de que el factor de transcripcion E2F-1

también participe en este complejo.

El factor de transcripcion Ap2-a disminuye su interaccion con la proteina pRb, luego de
24 horas de exposicion al compuesto ent-16p-17a-dihidroxikaurano (DHK). Este
evento parece indicar que Ap2-a se disocia del complejo (pRb- E2F-1) en presencia de

DHK y que probablemente pierde capacidad de union a la regién promotora de hTERT.

El factor de transcripcion E2F-1 mantiene su interaccion con la proteina pRb, incluso
tras 24 horas de exposicion al DHK. Este patron, aunado a la disminucion de la
expresion y concentracién de hTERT en presencia del compuesto, parece indicar que el

complejo E2F-1- pRb reprime la transcripcién de hTERT.

Ensayos de cambio de la movilidad electroforética permitieron determinar que el factor
de transcripcion E2F-1, se une a su secuencia consenso en presencia de DHK. Este
evento sugiere que la represion de la transcripcion de hTERT esta mediada por la union

de E2F-1 a la region promotora del gen.
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Los resultados obtenidos en esta investigacion permiten proponer un mecanismo de
accion del DHK, sobre la interaccion de las proteinas Ap2-a, E2F-1, pRb y la
regulacion transcripcional que estas ejercen sobre hTERT. Sin embargo, es necesario
realizar otros ensayos que permitan evaluar la union directa de Ap2-a y E2F-1 a la
region promotora de hTERT a fin de comprobar la hipdtesis establecida. Uno de estos

ensayos podria ser la inmunoprecipitacion de la cromatina (ChiP).
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8. RECOMENDACIONES

Nuestros resultados sugieren que interacciones entre las proteinas Ap2-a, E2F-1 y pRb,
estan involucradas en la regulacién transcripcional de hTERT. A fin de dilucidar si los
mecanismos planteados en este trabajo efectivamente intervienen en este proceso de
regulacion, nosotros sugerimos la realizacion de ensayos que permitan demostrar la
interaccién directa entre estos factores de transcripcion y la regién promotora del gen

que codifica para hTERT, en presencia y ausencia de DHK.

Estudios anteriores han demostrado que Ap2-a. y pRb regulan la transcripcion de la E-
cadherina. Dos proteinas que también han sido relacionadas a la regulacion
transcripcional del gen antiapoptético Bcl-2 y del gen de hTERT. Por tal razén,
nosotros recomendamos hacer una evaluacién del efecto de DHK sobre la regulacion
transcripcional de la E-cadherina. Esto permitiria esclarecer si el compuesto posee
diferentes blancos, lo que incrementaria su potencial como possible agente

quimioterapéutico.

Estudios anteriores demostraron que el DHK reprime en menor proporcion los niveles
de ARNm de hTERT en células no tumorales, especificamente en fibroblastos. Seria
conveniente evaluar el efecto de este compuesto en otro tipo de células que expresen

constitutivamente telomerasa; tal como en células madre pluripotentes (iPS).

Los estudios realizados en este trabajo se hicieron en células derivadas de

adenocarcinoma de mama (MCF-7). Nosotros recomendamos realizar estudios en varias
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lineas celulares derivadas de diferentes tipos de cancer, a fin de evaluar la universalidad

del compuesto.
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