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RESUMEN 

La proteína E2FM I es un factor que regula diversos genes implicados en el crecimiento y en 

el control del ciclo celular por la presencia de sitios de unión para este factor en sus promotores. 

Aunque aún no es muy claro el mecanismo por el cual E2F-l activa la transcripción, se sabe que su 

dominio transactivador es responsable y participa en el inicio de la síntesis del RNA asociándose 

con diversos factores de la maquinaria transcripcional basal. En esté trabajo se demuestra que E2F-1 

se asocia con los co-activadores hTAFu3J y hTAFII80, Y que dicha unión favorece la activación 

transcripcional. Por medio de estos resultados se puede describir un posible mecanismo de la 

activación transcripcional mediada por E2F-I. 
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Ciclo Celular 

La división celular es un proceso en el cual se deben coordinar la replicación del DNA y la 

separación de los cromosomas para asegurar que el genoma se replique por completo, y que solo 

una copia sea heredada a cada célula hija correctamente. A todo este fenómeno se le conoce como 

el ciclo celular en donde una serie de eventos regulados dan por resultado la proliferación celular. El 

ciclo celular consta de una fase M (mitótica), una fase G I (la primera brecha), la S (síntesis del 

ONA), la fase G2 (segunda brecha) y regresa a la fase M. Las fases entre dos mitosis (G 1, S Y G2) 

son conocidos de forma colectiva como la interfase. Las células quiesentes o en reposo, suspenden 

su ciclo celular después de la mitosis y poco antes de la slntesis del ONA. este estado de descanso 

se nombra GO (Lodish el al., 1995). 

Muchos de los eventos claves que permiten el progreso del ciclo celular son iniciados por 

una familia de protein-cinasas que conservan residuos de serinaltreonina en su secuencia, las 

llamadas cinasas dependientes de ciclinas (COKs), que se activan por medio de las ciclinas. Los 

complejos ciclina-COK son modulados por otras proteincinasas, fosfatasas y por la unión específica 

con proteínas inhibidoras. La gran variedad de formas en que se pueden regular los complejos 

ciclina-CDK, permite que el ciclo celular responda tanto a señales externas de crecimiento como a 

internas generadas por el propio ciclo. La proliferación incontrolada de algunas células cancerosas 

se puede deber a defectos en el control de los complejos ciclina-CDK (Peters et aL, 1997). 

El cambio de una fase a otra en el ciclo celular esta regulada por los puntos de control que 

permiten: el compromiso de otra vuelta de síntesis del DNA (Fase M a 01). la iniciación de la 

replicación del DNA (fase G 1 a S) y el inicio de la mitosis (fase 02 a M). Los puntos de control son 

regulados por los complejos cielina-COK permitiendo la sucesión del ciclo celular (Pelers el al., 

1997). 

Puntos de Control y de Chequeo 

Entre los puntos de control la célula es capaz de responder a condiciones adversas al 

nrre:;t;:,r :;:..: cicle ce!:.:!nr en v::r:cs p:.:ntc~ de cheq:.:ec. B::jc ccr:dicienes ncrm::!es, !es p:':ílt05 de 

chequeo son silenciosos, pero señales específicas los activan deteniendo el ciclo celular, usualmente 
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modulado por los complejos cielina-CDK. Los puntos de chequeo evitan fallas O daños en el DNA, 

la entrada a la mitosis con DNA sin replicar y el inicio de la anafase antes del alineamiento correcto 

de los cromosomas en el huso mitótico que causan muerte, aneuploidia o células mutanles. En 

organismos unicelulares, estas lesiones disminuyen la capacidad reproductora del organismo, en 

cambio en seres multicelulares la aneuploidia y las mutaciones pueden causar una proliferación 

descontrolada que origine cáncer. Las células utilizan tres mecanismos que aseguran la transmisión 

correcta de su información genética: mecanismos de reparación que corrigen errores espontáneos o 

ambientales causados al DNA y al alineamiento de los cromosomas, los mecanismos de retraso que 

detectan errores y arrestan el cielo celular hasta completar la reparación e inducir la muerte a células 

dañadas como una forma de prevenir una progenie mutante. El ténnino punto de chequeo se refiere 

al proceso de monitorear todos los eventos del cielo celular como la replicación del DNA y la 

formación del huso, generando señales en respuesta a errores en estos procesos y deteniendo el ciclo 

celular en un punto determinado. El término también se aplica para otros controles que previenen la 

producción de células dañadas, que en lugar de repararlas, las destruye (Murray, 1994). 

Regulación de las CDK's por ciclinas y CAK 

Diferentes complejos ciclina-CDK permiten que la célula pase a través de los puntos de 

control más importantes del ciclo celular, en algunos está mejor definido su papel que en otros. En 

el caso de cdc2, es de las cinasas principales a lo largo del ciclo celular, CDK2 es necesaria para la 

transición de G 1 a S, y para la fase S propiamente. CDK4 y CDK6 están involucradas en el punto de 

restricción, y CDK7 aparentemente tiene una doble acción, como una cinasa activadora de COK 

(CAK) y como parte del complejo TFnH (factor transcripcional H). De forma concisa, podemos 

aclarar que la actividad proteincinasa de todas las CDK' s es controlada de la misma manera; por la 

síntesis de ciclinas, por la unión con ciclinas, por la destrucción de delinas, por fosforilación y por 

la unión de inhibidores (Morgan, 1995). 

La actividad de las COK 's se puede regular al controlar la cantidad de cielina con la que se 

une. La mayoría de las CDK's están presentes de manera constante a lo largo del ciclo celular y 

deben unirse a una cielina para ser activas. A diferencia de las COK 's, la transcripción de los genes 

de las ciclinas es dependiente del cielo celular y de igual forma son degradadas en puntos precisos 

durante el ciclo celular (Pines, 1995). Un complejo ciclina-CDK adquiere su actividad cuando una 

CAK fosforila un residuo de treonina en la región conocida como vuelta T (T loop) que está 

conservada en las CDK's (Morgan, 1995 y Pines, 1995). 
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Ret!ulación de los compleios ciclina-CDK Dor fosforilación v desfosforilación 

Los complejos ciclina-CDK son regulados de fonna negativa cuando se fosforilan los 

residuos en la región de unión a ATP. En el caso de cdc2 y CDK2 los residuos son tirosina 15 

(Y 15), un sitio de fosforilación conservado evolutivamente en todos los homólogos de cdc2, el otro 

es treonina 14 (TI4), un sitio de fosforilación específico en células animales (Norbury, et al., 1991). 

Aún no se sabe con certeza si todos los complejos de ciclina-CDK son regulados por la 

fosforilación en T14fY15, pero sin duda alguna es importante para la regulación de cdc2 (Peters et 

al., 1997). Hay indicios que muestran que después de daño en el DNA, se fosforila Y 15 para regular 

a CDK4 y al complejo cic1inaE-CDK2 en el momento de iniciar la fase S (Terada, et al., 1995). La 

fosfatasa Y 15 ha sido identificado en levaduras como el producto del gen cdc25. En los mamíferos 

hay una familia homóloga a cdc25 compuesta de al menos tres miembros, CDC25A, B y C, que 

actúan en diferentes etapas del ciclo celular. Se sugiere que CDC25A actúa en la transición de G I a 

S, activando a ciclinaE-CDK2. De igual fonna CDC25C activa al complejo ciclinaB-cdc2 en la 

transición de la fase G2 a M (Dunphy, 1994). 

Regulación mediada por inhibidor •• d. CDK 

En células de marnffero se han descrito dos clases de proteínas que inhiben a los complejos 

ciclina-CDK. El primer grupo es el de las proteínas INK4, que se unen a la forma monomérica (le 

CDK4 y CDK6. El grupo INK4 se confonna de las proteínas piS, pl6, piS Y pl9, de las cuales pl6 

está implicado como un importante supresor de tumores (Lundberg y Weinberg, 1999). La otra 

clase de inhibidores incluye a p21, p27 Y p57, que presentan una homología significativa entre ellos 

en su extremo amino-terminal., que les permite unirse a una variedad de complejos ciclina-CDK. 

Estas proteínas a diferencia de las lNK4 solo se une a los heterodímeros ciclina-CDK y se requiere 

más de una molécula del inhibidor para reprimir la actividad cinasa. El hecho de que el complejo 

cic1ina-CDK puede mantener su actividad cinasa cuando solo tiene unida una proteína inhibidora le 

confiere un segundo papel de blanco para que otras proteínas se unan al complejo (Zhang, et al., 

1994). 

Regulación por la proteolisis de las ciclinas 

Un aspecto llamativo sobre las ciclinas es que son destruidas a lo largo del ciclo celular, lo 

que consecuentemente inactiva a su CDK compañera y contribuye al progreso de una fase del ciclo 

celular a la siguiente. La degradación de las ciclinas involucra la proteólisis mediada por la 

ubiquitina que requiere de una enzima conjugada a la ubiQuitina (UBC), usualmente en complejo 

con una ubiquitin-ligasa, para transferir a la ubiquitina al sustrato, las ciclinas son reconocidas por 
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ubiquitin·)igasa pero usualmente solo cuando están unidas a una COK. Una vez Que la ciclina se ha 

ubiquitinado, se degrada en el proteosoma 26S. Las cielinas se pueden separar en dos tipos según 

como se destruyan; aquellas cielinas cuya constitución es muy inestable y son degradadas a través 

del ciclo celular (ciclinas O y E), Y aquellas que solo se degradan en un punto específico del ciclo 

celular (ciclinas A y B). Las cielinas O y E son proteínas de muy poca duración (t l12-20min), por 

ello sus niveles de expresión están determinados principalmente por su tasa de transcripción. A 

diferencia de las ciclinas O y E, las ciclinas A y B son estables a lo largo de la mayor parte de la 

interfase, pero son degradadas rápidamente una vez iniciada la mitosis (Ciechanover, 1994). 

Desregulación de los complejos ciclina-CDK en células cancerosas 

En células cancerosas, los puntos de control y de chequeo se pueden desregular o abatir si 

un regulador positivo de las CDK es sobre-expresado o si se elimina un regulador negativo, casos 

de estas dos condiciones se han encontrado en tumores. Algunos tumores sobre-expresan cierto tipo 

de ciclinas, especialmente a las D. En otros tipos de tumores se han perdido proteínas inhibidoras. 

La regulación del ciclo celular también es esencial para los destinos alternativos de la célula 

(diferenciación, senesencia y meiosis). A causa de que algunos reguladores del ciclo celular tienen 

importancia en la diferenciación celular, su desregulación evidentemente·se ve involucrado en la 

oncogénesis (Peters et al., 1997). 

De todas las cielinas, las de tipo D son las que actúan más como proto-oncogenes. La 

cielina DI se ubica en el cromosoma Ilq 13 Y originalmente se conocía como el proto-oncogén 

PRADl o BCLI. En los adenomas paratiroideos, la ciclina DI esta sobre-expresado a causa de una 

inversión cromosomal inv(ll) (pI5;qI3), tal que llega a ser controlado por los elementos 

regulatorios de la hormona paratiroidea localizados en el cromosoma J Ip 15 (Sherr, 1993). La 

sobre-expresión de la cielina DI resulta en una lesión proliferativa porque los tumores son benignos 

y no invasivos. El locus de la cielina D también se amplifica y es sobre-expresada en una amplia 

variedad de tumores ineluyendo cáncer de mama, carcinoma faríngeo, y carcinomas de células 

escamosas (Sherr, 1993 y Peters et aL, 1997). 

Una de las fonnas por la cual se identificó a la cielina A, fue como un sitio de integración 

del virus de hepatitis B (HBV) en un carcinoma hepatocelular. La integración se da en el primer 

intrón del gen, generando una proteína de fusión entre la proteína pre-S del HBV y la cielina A, 

eliminando la región amino-tenninal de la cielina A en la cual se localiza el dominio que controla su 
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destrucción. Sin embargo aún no es claro si este evento es la causa del carcinoma y tampoco si el 

cambio ocasiona siempre una fonna no degradable de la ciclina A (Wang, et al., 1990). 

Los puntos de control y de chequeo en la sucesión del ciclo celular. 

En la fase G I la célula se decide por otra vuelta de replicación del DNA y mitosis, en lugar 

de otros destinos alternativos ya sea la quiesencia o la diferenciación que usualmente retiran a la 

célula del ciclo celular, mientras que en la fase G I el crecimiento está acoplado a la proliferación. 

Es durante la fase G I que se hace la decisión de iniciar el ciclo celular mitótico, pero es en un punto 

específico en el cual muchas de las influencias externas inducen a la célula a entrar al ciclo celular, 

y curiosamente, los componentes implicados en la regulación de esta decisión son los más cercanos 

involucrados en el cáncer (Lundberg y Weinberg, 1999). El momento cuando la célula se 

compromete a proliferar se llama el punto de restricción (R). R se define como el punto en el cual 

las células ya no requieren suero para continuar hacia la fase S. Se ha postulado que el punto R es 

regulado por complejos ciclina-CDK, tales como ciclina D o E, que son necesarias para pasar a 

través de R (Croy y Pardee, 1983). De manera alterna, si las señales recibidas durante este periodo 

no han sido propicias para el crecimiento, la célula puede regresar y reingresar en GO, la fase 

quiescente de la cual emergió anterionnente, o podría comprometerse a entrar a un estado de 

diferenciación (Lundberg y Weinberg. 1999). 

Una vez que la célula decide dejar la fase G I Y entrar a S, el resto de la progresión del ciclo 

celular es automática y muy predecible. Para asegurarse, una serie de puntos de chequeo operan por 

lo restante del ciclo celular para asegurar que el programa de crecimiento y división a través de la 

mitosis se complete de fonna adecuada. Los pasos realizados desde el principio de la fase S hasta el 

final de la mitosis se encuentran rígidamente programados y proceden en un tiempo pre-arreglado, 

al menos de que ocurra algún evento inesperado como una disrrupción metabólica, daño en el DNA 

o fallas en el huso, que descontrole la rutina. Por esta razón, se requieren de los puntos de chequeo 

que aseguran que la replicación del DNA en la fase S sea completada antes que las preparaciones 

para entrar a la fase M se lleven a cabo, para que, de haber daño en el genoma se arreste el ciclo 

celular hasta que el daño sea reparado, y que avance a través de la mitosis siendo detenido hasta que 

los husos se hayan ensamblado y alineado. Estos controles tienen en esencia funciones de 

mantenimiento para asegurar que todo el proceso se realice de manera eficiente y sin errores 

(Lundberg y Weinberg, 1999). 
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Inicio de síntesis del DNA 

El factor transcripcional que está implicado en la estimulación de los genes de síntesis del 

DNA más cercano es E2F. El sitio consenso de unión a E2F se encuentra en muchos genes tales 

como el de la DNA polimerasa a, la timidina cinasa, la ribonueleótido reductasa y la dihidrofolato 

reductasa, al igual que en componentes del cielo celular como son la cielina A y cielina E que son 

necesarios para la fase S (Verona, el aL, 1997). Para que E2F pueda unirse al sitio consensO del 

promotor, debe formar un heterodímero con la proteína DP. La actividad de E2F es regulada por 

una familia supresora de tumores conformada por Retinoblastoma (pRB), pl07 Y p130 que 

presentan homología significativa entre sí en una región llamada el "bolsillo" ("pocket") (Weinberg, 

1995). 

Cuando las células entran en la fase G 1, E2F-1 se libera de su asociación con pRB. Esto 

implica a E2F-1 en la transcripción de genes requeridos para la síntesis del DNA. Sin embargo, 

E2F-l por sí solo no es suficiente para llevar la célula a la fase S. Por tanto, diferentes complejos de 

E2F controlan la transcripción de diferentes juegos de genes, desde aquellos necesarios para 

reingresar al cielo de proliferación hasta aquellos requeridos para la síntesis del DNA (Peters et al., 

1997). 

Actividad de los complejos ciclin. tipo D-CDK 

La aparición de ciertos complejos ciclina-CDK se correlaciona con la transición a través del 

punto R, en particular, son los complejos cielinaD-CDK4/CDK6 y cielinaE-CDK2. Sin embargo, 

los dos tipos de ciclinas regulan diferentes aspectos de la fase G 1, Y es porque la actividad de las 

delinas D aparece antes que la actividad de las ciclinas E, lo que muestra una relación más cercana 

con F (SheIT, 1993). 

Se conocen tres tipos de ciclina D, DI, D2 Y D3, que muestran ser tejido especificas. La 

mayoría de las células contienen a la cielina D3 y alguna otra ya sea cielina 01 o cielina D2 pero no 

a las tres. Las cielinas D actúan como indicadores de la presencia de factores de crecimiento porque 

en ausencia de suero, la transcripción de cielinas E se detiene y las anteriormente presentes, 

desaparecen con rapidez. Las ciclinas D tienen varias propiedades que las separa del resto de las 

cielinas (cielinas A, B1, 82 Y E). Solo las ciclinas D presentan una secuencia L-X-C-X-E (Ieucina

cualquier aminoácido-cisteina-cualquier aminoácido-glutamato) que les pennite unirse .directamente 

a pRB (Dowdy et al., 1993). Las COK4 y COK6 solo se unen a la ciclina D, a diferencia de COK2 
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que se puede unir a la cielina D, ciclina A o cielina E. Las CDKs 4 y 6 pueden unirse a la familia de 

proteínas inhibidoras INK4 (pI5, p16, piS Y pI9)(Sherr, 1993 y Pele" el al., 1997). 

La familia INK4 

Los complejos cielinaD-CDK son regulados negativamente por la familia de inhibidores 

JNK4, curiosamente se ha visto que estas proteínas están desreguladas en células cancerosas. La 

proteína pl6INK4A se pierde con frecuencia en células transfonoadas. En ocasiones pl6INK4A se 

encuentra mutada de tal fonoa que se vuelve incapaz de inhibir la actividad del complejo ciclinaD

CDK (Pelers el al., 1997). 

No se han encontrado mutaciones tan frecuentes en los demás miembros de la familia INK4 

en células trasformadas. La proteína plSlNK4B forma parte de una ruta que causa arresto celular en 

respuesta al factor de crecimiento transformante j3 (fGFj3). Una vez inducido pISINK4B, bloquea la 

actividad de los complejos ciclinaD-CDK4/6, previniendo el avance a través del punto R en G 1 

medio/tardío. La ruta de TGFj3 está interrumpida en una variedad de tumores. en algunos no se 

expresan los receptores a TGFj3, otros pueden expresar receptores mutantes y otros pueden expresar 

señales defectivas o ausentes de las proteínas smad que sirve de intennediario entre los receptores y 

los genes blanco (Lundberg y Weinberg, 1999). 

El punto de chequeo GI-S 

Durante la proliferación celular, es crucial que se replique el DNA sin daño alguno, porque 

la replicación de DNA dafiado puede originar pérdida cromosomal o rearreglo genómico. Por esta 

razón la célula cuenta con un punto de chequeo en la fase tardía G 1, que se activa a causa del daño 

en el DNA. En este punto, se previene a las células de entrar a la fase S. La proteína p53 es 

requerida, ya que aumenta la estabilidad genética de la célula evitando la replicación del DNA 

dañado, esta es una de las formas en las que pS3 funciona como supresor de tumores (Levine, 

1997). 

Un efector importante del arresto en G 1 dependiente de pS3 es el inhibidor de CDKs 

p21 WafllCipl. Al parecer p21 es un inhibidor general de casi todos los complejos cielina-CDK, pero su 

actividad es más eficiente en algunos complejos (cielinaD-CDK4, cilcinaE-CDK2 y ciclinaA

CDK2). a diferencia de otros complejos en donde la inactivación no es tan notable (cielinaB-cdc2). 

La inhibición de la actividad de las CDKs mediada por p21 es muy importante en cuanto a la 

progresión del ciclo celular se refiere y se cree que la ruta principal por la cual p21 regula el 
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crecimiento, es a través del control indirecto de la actividad de E2F (Delavaine y La Than2ue. 

I 999). El gen de p21 tiene un sitio consenso de unión a pS3 en su promotor, se activa cuando existe 

daño en el DNA y pS3 incrementa los niveles de p21 para que pueda arrestar a la célula al inhibir a 

los complejos ciclinaD·CDK4 y ciclinaE-CDK2 principalmente. Altos niveles de p21 previenen a 

los complejos ciclina·CDK de fosforilar a la proteína pRB, la cual se mantiene hipofosforilada, por 

tanto se mantiene unida a E2F lo que causa el bloqueo de la transcripción de los genes regulados 

por E2F (Black y Azizkhan·Clifford, 1999). Una mutación en pS3 le impide activar la transcripción 

de p2 1, esto explica porque el punto de chequeo G I·S es deficiente en muchas células tumorales y 

también explica porque hay tan poco p21 unido a los complejos ci1cina·CDK en células 

transfonnadas (Levine, 1997). En p21 se han reconocido al menos dos dominios funcionales, uno 

de los cuales eS responsable de la unión e inhibición de ciclina-CDK en el extremo amino-terminal, 

el otro se encuentra por la parte media del extremo carboxi·terminal que sirve para asociarse 

directamente con PCNA, la subunidad auxiliar de la DNA polimerasa 5 (Delavine y La Thangue, 

1999). 

Además de p2lWaflfCipl, hayal menos otros dos inhibidores de complejos ciclina·CDK que 

son p27K1P1 y p57K1P2
, las tres se relacionan por su secuencia en el dominio de unión e inhibición de 

ciclina·CDK. Al igual que p21, p27 es capaz de arrestar a las células en G 1 aunque los niveles de 

p27 no aumenten por un estímulo en la transcripción, más bien p27 se encuentra de forma latente en 

el citoplasma a través de su asociación con un represor termolabil, que se libera por un tratamiento 

con TGF~ o por el contacto de célula con célula. Las células transformadas usualmente no 

responden a la inhibición de contacto y la razón de esto puede ser por la cantidad de p27 o la forma 

en que se encuentra en estas células (Kato et al.. 1994). 

El punto de control de GI a S 

La evidencia más clara apunta a la ciclina E como el regulador primario de la iniciación de 

la fase S, por estudios realizados en Drosophila que tienen mutado el gen de la ciclina E. En estas 

moscas sus células se arrestan en G I cuando sus reservas maternas de ciclina E se agotan, solo es 

posible inducir a las células a otra ronda de replicación del DNA por medio de la expresión ectópica 

de ciclina E (Knoblich et al., 1994). 

La ciclinaE·CDK2 interactúa con E2F en la fase GI tardía a través de la unión con p107. 

Sin embargo la cantidad de E2F que se une a ciclinaE·CDK2 es pequeña y su efecto sobre E2F aún 

no es claro (Peters et al., 1997). 
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La fase G 1 puede acortarse ligeramente cuando se sobre-expresa a la cielina E, que es una 

ligera evidencia corroborando que efectivamente la ciclina E puede ser determinante para la 

decisión de pasar de G 1 a S. Sin embargo, no está claro si la actividad de la cielinaE-CDK2 es 

regulada por la cantidad de cielina y proteínas inhibidoras o si la fosforilación de YISffl4 es 

también un factor significante. La fosfatasa CDC2SA aparentemente es necesaria para la entrada a 

la fase S, y puede activarse al fosforilarse. In vitro, CDC25A es un buen substrato para la cilcinaE

CDK.2 pero si puede ser su blanco in vivo aún no se ha confirmado. Sin embargo, hay una relación 

entre la presencia del complejo ciclinaE-CDK2 y CDC25A en la iniciación de )a fase S (Dunphy, 

1991). 

Durante la fase S predomina el complejo ciclinaA-CDK2 mientras que el complejo 

ciclinaA-cdc2 aparece después en la fase G2. Esto indica que la ciclina A debe tener una 

participación importante en la replicación de) DNA cuando se asocia con CDK2 y adquiere una 

función diferente cuando se une con cdc2 en G2 (Girard el al., 1991). 

Replicación del DNA 

La iniciación de la replicación del DNA es uno de los puntos del control que esta regulado 

con mayor cuidado en el ciclo celular. Es muy importante que las células repliquen cada parte de su 

genoma una vez por ciclo celular. El mecanismo por el cual una célula distingue entre DNA 

replicado y no replicado aún no es muy claro, pero hay información que Jo conecta con el estado del 

origen de replicación y con cuales complejos cielina-CDK se encuentran presentes en ese momento 

en la célula (Peters et al., 1997). 

Se ha visto que los origenes de replicación presentan unidos a ellos una estructura 

multiprotéica a lo largo del ciclo celular llamado complejo para el reconocimiento del origen 

(ORe). El ORe difiere entre los origenes en G 1 cuando son capaces de iniciar la síntesis del DNA 

paro aún no son activos, comparados con los de las fases S y G2 cuando se inicia la replicación del 

DNA. Esto nos habla de complejos de pre-replicación que se annan en los origenes durante G 1, que 

difieren en uno o más componentes comparado con aquellos que han iniciado la replicación (Liang 

el al., 1995). 

La ruta pS3-p21 proporciona un medio de arrestar células después de daño causado por 

rayos UV mientras se replica el DNA. Esto es porque p21 es capaz de unirse e inhibir a peNA, que 

es requerido para la síntesis de la hebra guía en la replicación del DNA. Durante la reparación del 
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p21, para que las células puedan reparar su DNA mientras que la replicación se encuentra 

bloqueada, esto nos podría establecer un modelo de un punto de chequeo en la fase S que involucra 

a p21 ya peNA (Li el al., 1994). 

El punto de chequeo en la fase G2 

Algunos componentes de la maquinaria de la replicación del DNA, tal como la DNA 

polimerasa a y E, también se cree que ayudan a generar una señal inhibitoria de la mitosis, que 

eventualmente desaparecerá cuando el último complejo de la replicación se desensamble una vez 

completada la síntes'ls del DNA (Navas el al., 1995). Algunos datos muestran que se puede causar 

arresto cuando se inhibe la fosforilación de YIS en cdc2 por medio de una proteína inhibidora. Se 

piensa que esta proteína inhibidora podría ser algún miembro de la familia de p21, pero por el hecho 

de que ninguna de estas es muy eficiente en inhibir a la ciclinaB-cdc2, se cree que se trata de un 

inhibidar de cinasas mitóticas muy específiCO aún no identificado (Peters et al., 1997). 

El punto de control de la rase G2 a M 

La mitosis se inicia por la activación de una reserva de complejos ciclinaB-cdc2 que se han 

acumulado a lo largo de la fase G2. Hay un número de diferentes complejos ciclinaB-cdc2 en las 

células de mamífero, estas aparentemente actúan tanto como activadores río arriba de otras cinasas 

mitóticas y como cinasas internas que fosfarilan a numerosos componentes del citoesqueleto para 

que sea posible reorganizar la estructura celular durante la mitosis (Peters et al., 1997). 

Una de las principales formas de regular la actividad cinasa de la ciclinaB-cdc2 es a través 

la fosforilación de TI4 y YIS de cdc2. Cuando se mutan estos sitos por residuos que no son 

fosforilables la mitosis se desregula parcialmente cuando se introduce esta forma mutante de cdc2 

en células de cultivo. Si ambos residuos se encuentran mutados la célula es incapaz de prevenir la 

activación de la cdc2 cinasa y causa que la célula entre en mitosis prematuramente (Peters et al., 

1997). La cinasa Tl4 se encuentra asociada a la membrana y su actividad sobre ciclinaB-cdc2 es 

muy importante para su regulación. YIS es fosforilado por weel y mi/el para mantener a la ciclina

B-cdc2 en un estado inactivo. Durante la mitosis la actividad cinasa de wee 1 y mik 1 disminuye 

cuando son fosforilados por diferentes protein cinasas. Al mismo tiempo que las fosfatasas TI4 y 

Y 15, CDC2SC se activa al fosforilarse, lo que causa una retroalimentación positiva y cíclica entre la 

ciclinaB-cdc2 activa y CDC2SC (Dunphy, 1994). 
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Las células de mamífero tienen dos tioos de ciclinaR la R 1 Y 1:1 R? ~P rrPP '!IIP !,"MP. 

haber otros tipos de ciclinas tipo B en mamíferos porque en nemátodos y en Drosophila hay 

ciclinaB3, las ranas presentan cinco tipos de ciclinaB. Los diferentes tipos de complejos ciclinaB

cdc2 son activados e ¡nactivados en el mismo punto del ciclo celular pero difieren en su localización 

celular lo que permite saber cual es su papel en la mitosis. La ciclina 82 es una proteína 

citoplásmíca que se encuentra asociada casi en su totalidad al aparato de Golgi. Por ello la ciclina 

B2 se involucra cuando se desanna el aparato de Golgi y se inhibe el transporte de membranas 

durante la mitosis. La ciclina 82 se mantiene asociada con las vesículas membranales a lo largo de 

la mitosis, antes de ser degradada junto con 'Ias demás ciclinas B cuando las células inician la 

anafase. En contraste, la ciclina 8 l está asociada con microtúbulos, pero en la mitosis se transporta 

hacia el núcleo antes del rompimiento de la envoltura nuclear. En la metafase la ciclina B I se asocia 

fuertemente al aparato mitótico. La actividad cinasa de ciclinaB-cdc2 cambia la estabilidad 

dinámica de los microtúbulos reorganizándolos para fonnar al huso mitótico (Peters et al., 1997). 

El punto de chequeo entre la metafase y la ana fase 

Normalmente, una vez que los cromosomas están correctamente pareados en el plano de la 

metafase, la ciclina B es degrada y las células entran en la anafase. Cuando los cromosomas se 

alinean incorrectamente en la metafase o el huso está incompleto, se activa un punto de chequeo y 

las células se mantienen en metafase hasta que se repare el error. Este punto de chequeo se logra a 

través de la inhibición de la maquinaria proteolítica responsable de la degradación de la ciclina B 

que se encarga de unir a las cromátides hennanas. La alta actividad cinasa de la ciclinaB-cdc2 

conserva al huso y mantiene unidas a las cromátides hermanas, y por esto la célula se queda en la 

metafase. Una célula puede sentir los errores en el huso a través de la falta de tensión en los 

microtúbulos. Solo cuando todos los microtúbulos están bajo la misma tensión será cuando la célula 

comience la anafase. Incluso un solo cinetocoro mal alineado puede generar una señal positiva para 

inhibir la anafase, esto puede explicar porque las células pueden arrestarse en la metafase incluso si 

solo un cromosoma se retrasa al alinearse con los demás (Peters et al., 1997). 

La decisión de entrar a la fase S 

En las células eucariotas la decisión clave para determinar si debe o no dividirse es la 

decisión de entrar a la fase S. En la mayoría de los casos, una vez que la célula se compromete a 

entrar a la fase S, después de este punto la célula tiene que seguir su progreso a través del resto del 

ciclo celular hasta que complete la mitosis. Como se mencionó con anterioridad las células pueden 

detener el ciclo celular solo en un punlo de la fase G 1, el estado quiesente GO. Una vez que la célula 
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concluir el ciclo celular y no le es posible regresar a la fase GO. Los genes que codifican para varias 

de las proteínas involucradas en la síntesis del DNA Y desoxinucleótidos deben ser inducidos para 

que sea posible la transición·de la fase G I a la S. El factor de transcripción E2F es requerido para la 

transcripción de algunos de estos genes (Lodish et al., 1995). 

La familia E2F 

E2F es un regulador transcripcional que tiene una participación fundamental en la 

proliferación celular, ya que muchos de los genes identificados que responden a E2F son 

componentes de la maquinaria de control del ciclo celular (ciclina E, ciclina A y cdc2) o 

relacionadas con la maquinaria de síntesis del DNA (dihidrofolato reductasa, timidina cinasa y 

DNA polimerasa a) (Verona et al., 1997). Estos genes presentan la secuencia TIT(C/G)(C/G)CGC 

en su promotor, que permite que E2F se una al DNA (Johnson y Schneider-Broussard, 1998). 

Originalmente a E2F se le conoció como el Factor E2 porque se identificó como un factor 

celular activado por la proteína EIA y que estaba involucrado en la activación de promotor E2 del 

adenovirus (Lodish el al., 1995). En mamíferos, E2F es una familia conformada por seis miembros 

(E2F- I a E2F-6) que pueden ser divididos en tres grupos según los dominios que presente cada una 

de las proteínas E2F (Cartwright et al., 1998). Todos los miembros presentan dominios de unión al 

DNA y de dimerización en su extremo arnino-tenninal, después de estos dominios le sigue una 

región conservada llamada la caja marcada la cual podría estar involucrada en la dimerización y en 

la unión al DNA. En todos los miembros excepto E2F.(;, hay un domino de transactivación en el 

extremo carboxi-terminal responsable de unirse a las proteínas supresoras de tumor relacionadas a 

retinoblastoma (pRB, pl07 y pI30). E2F-l, E2F-2 Y E2F-3 difieren de E2F-4, E2F-5 Y E2F-6 en 

que presentan un dominio amino-tenninal anterior al dominio de unión al DNA que permite su 

asociación con la delina A, y E2F-6 se diferencia de los demás miembros en que carece del 

dominio transactivador. Los dos miembros de la familia DP (DPl Y DP2) presentan una ligera 

homología con E2F, especialmente en los dominios de unión al DNA y de dimerización. Por 

mecanismos de empalme alternativo DP2 puede presentar una extensión en su extremo carboxi

tenninal, pero aún no se conoce su función (Black y Azizkhan-ClifTord. 1999). Ambas proteínas DP 

pueden unirse a cualquiera de los seis miembros de E2F para ronnar heterodímeros que les permite 

unirse con una mayor afinidad al DNA ya que por separado la unión es muy débil y dificil de 

mantener (Helin, 1998, Black y Azizkhan-ClifTord, 1999). La fonnación de heterodímeros DP con 

E2F también resulta en una unión sinérgica para unirse con pRB. DP es una proteína regulada 

durante el ciclo celular según su nivel de fosforilación. Durante la fase temprana del ciclo celular 
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fosforilación lo que causa un incremento en la unión del heterodímero DPlE2F al DNA. El 

complejo ciclinaA-CDK2 es quien se encarga de fosforilar a DP en el transcurso del cielo celular ya 

que E2F presenta su dominio de unión con la ciclina A que le pennite reclutarla (Lam y La 

Thangue, 1994). 

E2F es una proteína que se encuentra conservada evolutivamente y se encuentra en insectos 

al igual que en mamíferos. En las levaduras se han encontrado factores parecidos a E2F e ineluso 

sitios de unión a E2F en el DNA (Black y Azizkhan-Clifford, 1999). En la planta del tabaco 

también se ha caracterizado una proteína homóloga a E2F denominada NtE2F. NtE2F presenta el 

dominio de unión al DNA, la caja marcada y el dominio de transactivación muy conservados con 

E2F en células de mamífero. NtE2F muestra una mayor homología con E2F-I, E2F-2 y E2F-3 que 

con los otros tres miembros aunque NtE2F carece de la región de unión potencial a cielinas (Sekine 

et al., 1999). En Drosophila se han identificado dos miembros de la familia de E2F con diferentes 

propiedades transcripcionales: mientras que uno de estos factors activa diferentes genes, el otro los 

reprime (Sawado et aL, 1998). En las aves al igual que otros vertebrados es posible encontrar 

miembros de la familia E2F pero los estudios se han enfocado principalmente a F.2F-1 (Espancl el 

al., 1998). 

Relación entre pRB y E2F 

La familia de inhibidores consiste de pRB y de las proteínas relacionadas plO7 y p130. Los 

dominios conservados entre pRB, pl07 y p130 se distribuyen a lo largo de las proteínas pero se 

encuentran principalmente en la región "pocket", consistente en su habilidad de unirse a diferentes 

proteínas entre las cuales está E2F y E1A. Las proteínas plO7 y p130 están más relacionadas entre 

ellas que con pRB, debido a que presentan una región espaciadora que divide a1 "pocket". La región 

espaciadora de plO7 y pl30 les pennite fonnar asociaciones estables con los complejos cicJinaA

COK2 y ciclinaE-COK2 (Peters et al., 1997). 

Diferentes componentes del ciclo celular median la actividad de las proteínas "pocket". En 

el caso de pRB, presenta distintos sitios de fosforilación en residuos de serina o treonina. Las 

cielinas de e1ase D son las que se implican más en la fosforilación de pRB, sin embargo, la ciclina 

A y la cicJina E también actúan sobre las proteínas "pocket" (Weinberg, 1995). 
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La proteína pRB se puede asociar con cada miembro de la familia E2F. exceDto con E2F-S 

y E2F-6, mientras que pl07 se une E2F-4 exclusivamente y pl30 se une tanto a E2F-4 como a E2F

S. La formación de complejos entre E2F y las proteínas "pocket" dependen del ciclo celular 

(Takahashi et al., 2000). Durante GO y G 1 temprano las proteínas "pocket" se encuentran 

hipofosforiladas y solo estas formas pueden interactuar con los miembros de la familia E2F. La 

unión de las proteínas "pocket" enmascara al dominio transactivador de E2F y por tanto bloquea su 

habilidad de activar la transcripción. Inicialmente la ciclinaA-CDK4/6 fosforila a pRB y 

posteriormente lo hace la ciclinaE-CDK2. Dado que estas son formas hiperfosforiladas de pRB ya 

no son capaces de unirse a E2F, liberandolo del complejo inhibitorio resultando en una acumulación 

de dímeros E2FIDP capaces de activar la transcripción en la fase media y tardía de G I (Black y 

Azizk.han-Clifford, 1999). La fosforilación de las proteínas "pocket'" es regulada por la actividad de 

los inhibidores de CDKs, que al mismo tiempo son regulados por diferentes señales de crecimiento. 

La inducción dependiente de pS3 de p21 WAfIICIPI evita que los complejos ciclina-CDK fosforilen a 

las proteínas "pocket", las cuales se mantienen hipofosforiladas, interactuando con E2F e 

inhibiendo la transcripción de los genes regulados por E2F. Otros inhibidores de CDKs que 

permiten que se mantenga la actividad de las proteínas "pocket" son las proteínas p161NK4A Y 

plS IN4B que bloquean la acción de CDK4 y CDK6 (Lundbergy Weinberg. 1999). 

El papel que tiene pRB en la regulación de la proliferación celular tiene una gran 

importancia por el hecho de que es blanco de los productos de genes de diferentes tipos de virus 

causantes de tumores. Principalmente el antígeno T grande del virus del simio 40 (SV 40), el 

oncogen E7 del papiloma virus humano (HPV) y la proteína inmediata temprana EIA del 

adenovirus. Estas oncoproteínas interactúan con la región "pocket" de pRB e interrumpen su 

interacción con E2F, de esta fonna se mantiene activa la transcripción mediada por E2F (Weinberg, 

1995, Black y Azizkhan-ClitTord, 1999). 

Relación entre p53 y E2F 

Mientras que la disfunción de pRB/ciclinaD/CDK4/pI6 parece ser necesaria para la 

tumorigénesis, no es suficiente. La perdida de la función de pRB usualmente lleva a la apoptosis 

dependiente de pS3 en células con genomas dañados o mutados. Consecuentemente, mutaciones en 

pS3 son observadas frecuentemente en conjunto con pRB (Müller y Helin, 2000). La primera 

evidencia de la cooperación entre pS3 y pRB emergió de estudios de oncoproteínas que inactivan a 

ambas moléculas. La infección de las células con HPV es un caso en el que tanto p53 como pRB 
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pRB se sobreponen a la apoptosis e inducen a la generación de tumores (Lam y La Thangue, 1994). 

Cuando hay una sobre-expresión de E2F tal que anula la represión que ejerce pRB, de 

alguna forma manda una señal que detecta p53 para que induzca a la célula a entrar a apoptosis. El 

mecanismo por el cual p53 monitorea los niveles de E2F aún no se conoce con claridad pero se cree 

que tiene que ver con la saturación de pRB con E2F y con la misma activación que induce E2F 

(Lam y La Thangue, 1994). 

La principal función de p53 es la de actuar como un regulador negativo de la proliferación 

celular y de la transformación. p53 es un factor transcripcional con actividad de unión al DNA que 

puede activar o reprimir a los promotores. Cuando se causa daño en el DNA ocasiona que los 

niveles de p53 aumenten para estabilizar a la célula por medio del arresto del ciclo celular para 

reparar al DNA. Cuando el daño sobre el DNA sobrepasa a la habilidad de la célula para arreglarlo, 

es entonces cuando se inicia la apoptosis (Müller y Helin, 2000). El arresto celular mediado por p53 

se da principalmente por la activación del inhibidor de CDK' s p21 que se une a diferentes 

complejos ciclina-CDK (ciclinaD-CDK4, ciclinaE-CDK2, cic1inaA-CDK2 y ciclinaA-cdc2). Una 

molécula de p21 por complejo no inhibe a las CDK' s, aparentemente actuando como un factor de 

ensamble, mientras que dos moléculas de p21 por complejo inhiben la actividad cinasa y bloquean 

el progreso del ciclo celular. Dos de los genes regulados por p53 que pueden influenciar la entrada a 

la ruta apoptótica son Bax e IGF-BP3. BCI2 sobre-expresado puede unirse a p53 y bloquear la 

apoptosis. Bax se une a Bcl2 y permite que se induzca la apoptosis. Por otro lado la proteína IGF

BP3 bloquea la ruta de señalamiento del factor de crecimiento parecido a la insulina, impidiendo 

que se una a su receptor lo que aumenta la posibilidad de apoptosis en la célula (Levine, 1997). 

MDM2 se considera una oncoproteína porque puede unirse al domino transactivador de p53 

y desregular su actividad transcripcional. La sobrexpresión de MDM2 conlleva a la degradación de 

p53, sin embargo pl9ARF puede evitar esta degradación al unirse al complejo MDM2Jp53 e incluso 

mediar el arresto celular dependiente de p53 funcional. Mientras que p19 requiere de p53 para 

funcionar. p53 es independiente porque en células que carecen de pl9 conservan su punto de 

chequeo mediado por p53 en respuesta a daño en el ONA. Curiosamente p19 aparentemente modula 

la actividad de p53 como parte de un punto de control en respuesta de señales oncogénicas 

hiperproliferativas, como se da en el caso de una sobrexpresión de E2F y ocasiona que se active la 

transcripción de p19 (Müller y Helin, 2000). 
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Regulación de E2F 

La actividad de E2F está controlada por al menos seis diferentes mecanismos. Regulación 

de síntesis de E2F, degradación por la ruta del proteosoma, fosforilación de DP-I por el complejo 

ciclinaA·CDK2 que se asocia a la perdida de la actividad de unión al DNA, unión a las proteínas 

"pocket" y diferente localización subcelular (MüllJer y Helio, 2000). 

De todos los miembros de la familia E2F, E2F-1 Y E2F-4 son de las más inestables porque 

presentan una secuencia en su extremo carboxi-tenninal que las hace blanco para la degradación 

mediada por el proteosoma. Sin embargo, la unión con las proteínas "pocket" estabiliza tanto a 

E2F-l como E2F-4, alterando su vida media desde -2hrs hasta >8hrs. Aparentemente la 

estabilización causada por las proteínas "pocket" se debe a que cuando se unen a E2F enmascaran el 

dominio de desestabilización. La unión de E2F con MDM2 aumenta las posibilidades de que E2F 

sea degradado de una forma similar como sucede con p53 (Black y Azizkhan-ClitTord, 1999). 

Como se mencionó anteriormente, E2F-1, E2F-2 Y E2F-3 contienen un dominio que 

permite su unión con la ciclina A, lo que permite que la CDK2 asociada a la ciclina A desregule a 

E2F al fosforilar a DP-l. Esto da por resultado una inhibición de la actividad de unión al DNA 

posiblemente a causa de una desestabilización del heterodímero E2FIDP (Johnson y Schneider

Broussard, 1998). 

Todas las proteínas "pocket" pueden regular la proliferación celular a través de su habilidad 

de asociarse con los factores E2F. La unión con las proteínas "pocket" inhibe la actividad 

transcripcional de E2F, porque bloquea su dominio transactivador y en algunos casos convierte a 

E2F en represores durante GO y GI temprano (Johnson y Schneider-Broussard, 1998). En GI 

medio, pRB es fosforilado en primera instancia por el complejo ciclinaD-CDK4/6 y después por el 

complejo cilcinaE-CDK2. Dado que estas formas hiperfosforiladas de pRB no pueden mantener su 

unión con E2F; E2F se libera del complejo inhibidor, resultando en una acumulación de E2F libre y 

conlleva a la activación de genes con sitios E2F en su promotor durante la fase G 1 media-tardía. La 

interacción de pl07 y p130 con E2F es regulada de forma similar (Black y Azizkhan-Clifford, 

1999). La presencia de los complejos E2F con las proteínas "pocket" varía a medida que la célula 

entra, atravieza y sale del ciclo celular. En células quiescentes la mayor parte de la actividad de 

unión de E2F al DNA contiene a p130. Cuando las células entran al ciclo celular, el complejo p130 

se pierde durante G 1 media a tardía. En la transición de la fase G 1 a la S se pueden detectar 

complejos pI 07-E2F-4 que a su vez pueden contener también a complejos ciclina A o E asociadas a 
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unirse de manera estable al dominio espaciador de pI 07 (lohoson y Schneider-Broussard, 1998). La 

función de estos complejos pI 07-E2F-4-ciclinaA/E-CDK2 aún no es claro y es posible que no estén 

asociados directamente a la transcripción dado que se han encontrado en el citoplasma y se ha 

propuesto que están involucrados en la inhibición de la actividad cinasa asociada a ciclinas (VeroDa 

el al., 1997). 

La localización subcelular de los diferentes miembros E2F está regulada de una forma 

dependiente al ciclo celular. Mientras que E2F-l, E2F-2 Y E2F-3 son aparentemente exclusivos del 

núcleo, una porción significativa de E2F-4 y E2F-5 está presente en el citoplasma. En 00 y G I 

temprano, E2F-4 y E2F-5 se encuentran en el núcleo al igual que en el citoplasma, sin embargo, en 

otras fases del ciclo celular son aparentemente exclusivos del citoplasma. Las diferencias en la 

localización nuclear son explicadas por la presencia de una señal de localización nuclear en el 

extremo amino-tenninal de E2F-I, E2F-2 Y ElF-3 pero que se encuentra ausente en E2F-4 y E2F-5. 

Se sugiere que la asociación de E2F-4 y E2F-5 con pl07 y p130 podría s.er la causa de su 

redistribución. También se ha revelado que la mayoría de los complejos E2F-pI07 y E2F-p130 se 

encuentran en el citoplasma mientras que los complejos E2F-pRB son exclusivos del núcleo, lo que 

indica que la localización subcelular de E2F también depende en parte con cual proteína "pocket" se 

unió. La regulación de E2F por medio de la localización subcelular ofrece un sistema 

complementario dado que en el caso de E2F-I, E2F-2 Y E2F-3, su interacción con los promotores es 

inhibida mediante su fosforilación por el complejo ciclinaA-CDK2, mientras que para E2F-4 y E2F-

5 su regulación está dada por su secuestro hacia el citoplasma (Verona et aL, 1997). 

Todos los procesos regulatorios de E2F antes descritos participan en el control de la 

expresión de E2F dado que la transcripción de todos los miembros de la familia E2F depende de los 

sitios E2F en su promotor (Lam y La Thangue, 1994). 

Actividad transcripcional de E2F 

De manera general, se cree que las combinaciones específicas de los heterodímeros E2F/DP 

y las proteínas pRB pueden regular diferentes juegos de genes. Varios trabajos muestran a E2F-4 

juega un papel prominente en la represión transcripcional de múltiples promotores durante GO y GI 

temprano. Más tarde en la fase G I yen la fase S, E2F- 1, E2F-2 Y E2F-3 se unen a la mayoría de los 

promotores involucrados en la transición a la fase S y aquellos necesarios para la síntesis del ONA 

(Takahashi el al., 2000). 
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únicamente en un complejo inactivo. Más bien, los complejos E2F-pRB, E2F-p107 Y E2F-p130 

pueden funcionar como represores transcripcionales activos (Johnson y Schneider-Broussard. 

1998). La represión mediada por las proteínas "pocket" se logra por al menos dos mecanismos. La 

primera actividad represora de las proteínas "pocket" se debe a que pueden interactuar fisicamente 

con la desacetilasa de histonas HDAC l. La HDACl fortalece la interacción entre el DNA con carga 

negativa y las histonas con carga positiva, de esta fonna promoviendo la [annación del nucleosoma 

que suprime la transcripción (MUller y Helin, 2000). El segundo mecanismo involucra a los factores 

transcripcionales PU.I y NFKB que interactúan con pRB para bloquear la interacción de los factores 

de transcripción entre ellos E2F con los componentes de la maquinaria basal transcripcional (Black 

y Azizkhan-Clifford, 1999). 

La razón por la cual E2F -4 funciona como represor en ciertos promotores durante GO y G 1 

temprano se debe principalmente a su fuerte unión al promotor durante estas fases, lo cual ocasiona 

que los genes se encuentren transcripcionalmente silenciosos. Además durante G I tardío y S, E2F-4 

ya no se encuentra unido a los promotores cuando se induce la transcripción (Takahashi et aL, 

2000). Este comportamiento de E2F-4 también se relacionan con el hecho de que E2F-4 se localiza 

principalmente en el núcleo durante GO y G l temprano y que migra hacia el citoplasma en la fase S 

(Verona et al., 1997). Se sugiere que durante GO y G l. E2F-4 se localiza en el núeleo en donde es 

capaz de unirse a los promotores y reclutar a pl30. La unión de E2F-4-pI30 con los promotores 

resulta en la represión a causa de las histona-desacetilasas (Takahashi et al., 2000). 

A medida que la célula entra a G 1 medio-tardío, E2F-4 rápidamente es reemplazado por 

E2F-I, E2F-2 Y E2F-3. Esto se debe a que estas proteínas, particularmente E2F-I y E2F-3 tienen un 

papel fundamental en la activación de la transcripción de diferentes genes durante la transición de la 

fase G I a la S. Después de hacer estas observaciones es posible establecer un modelo de la 

actividad de E2F. Cuando pRB es fosforilado por los complejos cielina-CDK se generan las formas 

libres de E2F (E2F-I, E2F-2 Y E2F-3) que van a empezar a sustituir a los complejos E2F-4-pI30 

para poder activar la transcripción de los genes antes reprimidos (Takahashi el aL, 2000). 

E2F-6 como se mencionó anterionnente, difiere de los demás miembros E2F porque carece 

de los dominios de transactivación, unión a las proteínas "pocket" y unión a cielina A. En otras 

regiones comparte homología significativa con las demás proteínas E2F principalmente en Ins 

dominios de dimerización y el de unión al DNA. Sin embargo, E2F-6 aparentemente contiene un 
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;!::::::::::: :-.:¡;:-~; ..! ... la U1lll13l..1I~IUII iucailuao en el extremo carboxi-terminal. Aunque el 

mecanismo por el cual E2F·6 actúa no está bien establecido, se sabe que puede inhibir la activación 

de genes dependientes de E2F-1 a través de la competencia por el promotor. Dado que E2F-6 carece 

de los dominios que permiten la regulación del resto de las proteínas E2F, se sugiere que deben ser 

diferentes los mecanismos por los que se controlan Jos niveles de E2F-6 (Cartwright el al., 1998). 

El dominio de transactivaci6n de E2F es blanco para la represión mediada por pRB. Un 

análisis detallado de la estructura y funció," de este dominio indica que pRB se une a la secuencia 

que es esencial para la función activadora de E2F. Una mutación que afecta la unión de E2F con 

pRB, también ocasiona un decremento en la activación transcripcional de E2F. El hecho de que los 

residuos requeridos para la unión con la proteína de unión con la caja TATA (TBP) sean requeridos 

para la activación transcripcional mediada por E2F-I, sugiere la relevancia de esta interacción en el 

mecanismo. Sin embargo, se sabe que TBP no es suficiente para la transcripción, porque en un 

estudio se mostró que cuando el dominio transactivador de E2F presentaba diferentes mutaciones 

puntuales que nO afectaban su unión con TBP, sí tenian efecto sobre la transactivación. Esto deja 

abierta la posibilidad de que E2F puede asociarse Con otras proteínas involucradas en la 

transcripción como podria ser el TFIID en general o diferentes factores asociados a TBP (f AF' s) 

específicos (Hagemeier et al.. 1993). 

Factores de transcripción 

La holoenzima Poi 11 es un complejo pre-ensamblado que se compone de la enzima RNA 

polimerasa 11 y de varios factores de transcripción: TFlID, TFIIA, TFIIB, mIE, TFIIF, TFIIH Y 

TFIU. Entre estos, solo TFnD es capaz de unirse de fonna sitio específica al DNA y se compone de 

la proteína TBP y entre ocho y diez TAF' s (Lu y Levine, 1995). TBP es una proteína que reconoce 

y se une a la caja TATA, que es una secuencia específica de DNA localizada en el promotor de 

muchos genes eucariotas (Chang y Jaehning, 1997) y tiene un papel importante en la transcripción 

porque TBP ayuda a que la RNA polimerasa se acomode en el lugar correcto con respecto al sitio 

de inicio de síntesis del RNA mensajero (Struhl y Moqtaderi, 1998). Los TAF' s son proteínas 

coactivadoras de la transcripción cuyo peso molecular varía desde los 20 hasta 250 Kd y ayudan a 

orientar y estabilizar a la maquinara transcripcional basal (Albright y Tjian, 2000). 

Los coactivadores TAF al igual que TBP son proteínas que se encuentran conservadas 

evolutivamente pero lo~ 'lile pr~sentan mayor hcmc!cgín: con los TAf".5 de las células ue mamiferos 

son los TAF's de las levaduras y los de Drosophila. En las células de Drosophila fue en donde se 
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notó que tres de sus TAFs (dTAF,,40/47, rlT A F::¡;On,., ~' tf~."_=;;~~~~ ~'::'.~::':-. ~.::::-.::'~::'b~;:' ':'vu :..., 

histonas H3, H4 Y H2B (Hahn, 1998). Posteriormente se identificó en levaduras que el yTAFul7 

tenia homología con la histona H3, yTAF[J60 con H4 y yTAF1I68/62 con H2B. Finalmente se 

reportó que en las células de mamífero también existen TAF's con dominios similares a las 

histonas, que son hTAF1l31 homólogo a H3. hTAF[J80 homólogo a H4 y hTAf1l20 homólogo a H2B 

(Albright y Tjian, 2000). Los TAF's parecidos a las histonas H3-H4 forman una estructura 

tetramérica muy similar a la observada en el nucJeosoma. Por esta razón se ha propuesto que la 

estructura ensamblada por los TAF' s parecidos a las histonas H3 y H4 se pueden unir al TAF 

similar a H2B y en conjunto formar una estructura parecida al nucleosoma dentro del factor 

transcripcional TFIID (Berk, 1999). 
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Interacción de E2F y pS3 con MOM2 

MDM2 es una proteína celular que inhibe la actividad de p53 al unirse a su dominio arnino

terminal y bloquear su actividad transcripcional. En condiciones normales p53 induce la 

transcripción del gen mdm2, por lo que la interacción entre p53 y MDM2 forma un ciclo de 

realimentación negativa en el cual ambos componentes limitan la actividad del uno al otro. En 

varios tipos de tumores MDM2 se encuentra amplificado, adquiriendo una capacidad oncogénica 

por enmascarar por completo la activación transcripcional de p53 (Martin et al., 1995). 

La proteína MDM2 también puede establecer un contacto funcional con E2F, al unirse con 

su dominio de activación en su extremo carboxi-tenninal. Sin embargo, a diferencia de su actividad 

represora sobre la actividad de p53, MDM2 estimula la capacidad de E2F para activar a otras 

proteínas (Martin et al., 1995). El mecanismo por el cual MDM2 estimula la actividad de E2F aún 

no es muy claro. Considerando que MDM2 tiene un domino que activa la transcripción en las 

levaduras, se especula que MDM2 actúa como un co-activador para el dominio de activación de 

E2F. Sin embargo, también se cree que MDM2 pueda de alguna forma afectar las interacciones de 

E2F con otras proteínas que tengan influencia con su capacidad transactivadora (Black y Azizkhan

Clifford, 1999). 

Homologia entre E2F y pS3 

E2F y p53 pueden interactuar uno con el otro y esta interacción es capaz de inhibir la 

función transactivadora de ambos factores. La inhibición es mediada, al menos en parte, a través de 

la unión del extremo carboxi-terminal de E2F con el extremo amino-terminal de pS3 (Black y 

Azizkhan-Clifford, 1999). Curiosamente, el dominio transactivador de E2F y el de p53 tienen un 

cierto grado de conservación (26% de identidad), que en ambos casos se sobrelapa con la región 

necesaria para unirse con MDM2. El péptido TFSGL W (treonina, fenilalanina, serina, glicina, 

leucina y triptófano) es esencial para la unión con MDM2 y está particularmente bien conservado en 

E2F. La similitud de secuencia también se extiende a lo largo de la región de E2F y pS3 necesaria 

para unirse a TBP, lo que indica que el parecidO observado refleja la conservación de sitios para 

interactuar con otras proteínas (Martin et al., 1995). 
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Interacción de !l5:l ron hT 4 ~::~! 

La proteína p53 activa la transcripción de genes blanco al unirse a una secuencia específica 

en el DNA e interactúa con la maquinaria transcripcional de la RNA polimerasa 11. El dominio 

amino-tenninal de p53 interactúa con hTAFII31 uno de los componentes del complejo basal 

transcripcional TFIlD. Este TAF ha sido identificado como una proteína crítica requerida para la 

activación mediada por p53. Se ha demostrado que hTAF1I31 interactúa con el dominio 

transactivador de p53. En solución p53 y hTAFII31 se asocian e inmunoprecipitan cuando se 

utilizan anticuerpos monoclonales anti-pS3. Cuando se mutan los residuos 14/19 o 22/23 del 

extremo amino-terminal de p53, se interrumpe la asociación con hTAFu31 en solución. Estas 

mismas mutaciones reducen o eliminan la habilidad de p53 para actuar como un factor 

transcripcional. Se sabe que estas mutaciones no afectan a p53 en cuanto a su unión con el DNA y 

tampoco alteran su conformación estructural. Cabe mencionar que las mismas mutaciones que 

causan que p53 no se asocie con hTAF II31, son las mismas responsables de que la proteína MDM2 

no se pueda unir a p53 (Lu y Levine, 1995). 

Interacción de E2F-! con hTAFII3I 

Dado que E2F activa diversos genes al unirse a un sitio consenso en el promotor al igual 

que lo hace pS3, se cree que el mecanismo por el cual E2F recluta a la maquinaria basal 

transcripcional debe ser muy parecido al de p53 dada la homología que presentan ambos en su 

dominio transactivador (Martin et al., 1995). Se asume que el dominio transactivador de E2F-1 

interactúa con al menos uno de los factores que componen al TFUD. Resultados no publicados 

obtenidos por el grupo dirigido por el Dr Weinmann, muestran que E2F-1 puede asociarse a 

hTAF,,31. 

Relación entre hTAF,,31 y hTAFII80 en la transcripción 

Como se sabe TFIID es un factor de transcripción general que se une de forma estable a la 

caja TATA, sirviendo de pilar para que se una la RNA polimerasa 11 ensamblando así a un complejo 

de preiniciación funcional. Se compone de TBP y de ocho a diez TAF' s (Albright y Tjian, 2000). 

La ~ctjvación transcripcional requiere de los factores de transcripción y de varios coactivadores, lo 

que sugiere que deben haber diferentes asociaciones entre estas proteinas. Las interacciones que se 

conocen hasta el momento son las TAF-TAF que son necesarias para ensamblar al TFIID y las 

interacciones TAF-activador que se cree son importantes para activar la transcripción. Se sabe que 

hTAFn31. Estos tres TAF's fonnan parte del TFIID Y posiblemente juegan un papel crucial en la 
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transcripción sino que es necesaria la participación conjunta de varios TAF's para poder activar a 

genes blanco (Hisatake, 1995). 

OBJETIVOS 

Objetivo General 

Analizar la participación de los factores hTAF,,31 y hTAFnSO en la activación 

transcripcional inducida por el factor E2F-I. 

Objetivos Particulares 

• Estandarizar las condiciones de transfección para establecer la concentración de E2F-l que 

induzca una mejor activación sobre su promotor. 

• Analizar la interacción funcional entre E2F-l y hTAFn31. 

• Analizar la interacción funcional entre E2F-1 y hTAF"SO. 

• Evaluar el comportamiento conjunto de hTAF,,31 y hTAF"SO con E2F-l. 
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transcripción sino que es necesaria la participación conjunta de varios TAF's para poder activar a 

genes blanco (Hisatake, 1995). 

OBJETIVOS 

Objetivo General 

Analizar la participación de los factores hTAF [131 Y hTAF [180 en la activación 

transcripcional inducida por el factor E2F·l. 

Objetivos Particulares 

• Estandarizar las condiciones de transfección para establecer la concentración de E2F-I que 

induzca una mejor activación sobre su promotor. 

• Analizar la interacción funcional entre E2F·) y hTAFn31. 

• Analizar la interacción funcional entre E2F·1 y hTAFu80. 

• Evaluar el comportamiento conjunto de hTAFn31 Y hTAFn80 con E2F-l. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

Cultivo de Células Transfonnación de la 
C33A en medio cepa DH5a de E. coli 

DMEM-FI2 con diferentes plásmidos 

Siembra de Purificación del DNA 
600,000 células en plásmídico con columnas 

cajas p35 de afinidad QIAGEN 

Trasnsfección por el 
método de CaP04 

Cosecha de las células 
38hrs después de la 

transfección 

Ensayo de luciferasa 
PROMEGA 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Línea Celular C33A 

La línea C33A fue obtenida a partir de una biopsia de un carcinoma cervical, extraída de 

una mujer caucásica de 66 años de edad. La línea exhibe una morfología epitelial, presenta un 

crecimiento adherente fomando una monocapa. Inicialmente, las células tienen un cariotipo 

hipohaploide, es decir que no todos sus cromosomas tienen su par correspondiente, y se ha 

observado que después de un cierto número de pasajes las células adquieren una inestabilidad 

cariotípica, por lo que se recomienda no utilizarlas después de pasajes altos (entre 90 y 100). C33A 

expresa al gen Rb, pero su proteína es de tamaño aoomal; la expresión de p53 es elevada pero tiene 

una mutación puntual en el codón 273 que resulta en la sustitución de un aminoácido arginina por 

una cisteina. La presencia de DNA y RNA del virus de papiloma humano (HPV) es negativa en 

C33A (ATCC, 2000). 

Las células C33A se crecen en cajas de cultivo plOO (100mm de diámetro, Coming) con 

medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco y medio de cultivo FI2 (DMEM-F12, Gibco

BRL) en una proporción 1:1, suplementado con antibióticos (penicilina 50U/ml y estreptomicina 

IOOflglml), glutamina 2mM y suero de bovino neonato al 10% (NCS, Equitec). 

El pasaje de las células C33A se realiza cuando la monocapa alcanza una confluencia del 

90-100%, para ello se retira el medio y se lava la monocapa dos veces con 2ml de buffer de fosfatos 

salino (PBS; NaCI 137mM, KCI3mM, Na,PO. 2mM, y KH,PO. 2mM a un pH de 7.4). Después de 

los lavados con PBS, se adiciona lml de tripsina Ix (diluida con PBS, Gibco) y se incuba de 3 a 5 

min a 37OC, una vez transcurrido el tiempo, se le dan ligeros golpes a la caja de cultivo para facilitar 

la separación de las células. La tripsina se neutraliza con 4ml de medio de cultivo y se pasan las 

células a un tubo cónico de 15ml (Falcon) y se centrifugan a IOOOrpm durante 3mio. Se elimina el 

sobrenadante con vacío, se le agrega a la pastilla de células 5ml de PBS, se resuspende y se vuelve a 

centrifugar a 1000rpm durante 3min. Nuevamente se elimina el sobrenadante, las células se 

resuspenden en 5ml de DMEM-FI2, se siembran a una proporción 1:5 en una caja plOO nueva con 

10ml de medio de cultivo y se incuban a 3rc. Se recomienda cambiar el medio de cultivo de dos a 

tres veces por semana. 
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Plásmidos 

Los plásmidos que serán utilizados son: pE2F-Luc que presenta en su promotor cuatro sirios 

para la unión de E2F-l (TITCGCGC), seguido del gen reportero de luciferasa. El plásmido 

pCMVE2F que codifica pam la proteína E2F-1. Los plásmidos pCEP4TAF31 y pCFTAF80 que 

expresan a hTAF II31 ya hTAFII80. y el plásmido pG4E2F que da origen a una proteína quimérica, 

donde el dominio amino-terminal es de la proteína Gal4 y el dominio carboxi-tenninal es de E2F-I. 

Preparación de bacterias competentes 

La cepa DH5a de la bacteria Escherichia coli es la que más se utiliza para mantener a los 

plásmidos. Antes de la transfonnación de las bacterias con algún plásmido, es necesario darle a las 

bacterias un tratamiento con iones de Ca ++ Ó Mg++ que las haga penneables y pennita la entrada del 

DNA. Las bacterias se precultivan a 370C durante la noche en medio SOB (Bacto-triptona 2%, 

extracto de levadura 0.5% y NaCI 0.05% a un pH de 7.5) Y en agitación constante a 20Orpm. 

Posterionnente se inoculan 500J.lI del precultivo a 50mI de medio SOS en presencia de MgS04 

10mM, se vuelve a incubar a 37°C y en agitación constante hasta que las bacterias alcancen una 

densidad óptica de 0.5 a 550nm. Se transfiere el cultivo a tubos cónicos de 15ml y se refrigeran 

durante IOmin. Se empastillan las ~acterias a 2500rpm dumntc 12min a 4"<: y se elimina totalmente 

el sobrenadante. Se resuspende la pastilla en lOmI del buffer RF I (KAc 30mM, RbCh 100mM, 

CaCh IOmM, MnCb 50rnM y glicerol 15% a un pH de 5.8) y se incuba en hielo por 15min. Las 

bacterias se vuelven a centrifugar a 2500rpm durante 12min a 4OC, se elimina el sobrenadante y la 

pastilla se resuspende en 4rnl del buffer RF2 (MOPS IOrnM, CaCl, 75rnM, RbCl, IOrnM y glicerol 

15% a un pH de 5.0). Se incuba en hielo por 15m in, se hacen alícuotas de 200J..l1 en tubos eppendorf 

y se almacenan a _80DC (Maniatis et al., 1989). 

Transformación de bacterias competentes 

Las alícuotas de las bacterias competentes se sacan de -800C y se dejan en hielo hasta que 

se descongele la suspensión celular. A los 200J..l1 de bacterias se le adicionan de 1 a 10J..lg del 

plásmido, tratando de no agregar un volumen mayor a 20J..l1 y se mezcla con cuidado. Se incuba en 

hielo durante 20min e inmediatamente después se les da a las bacterias un choque ténnico a 42°C 

por 90seg. Se regresan las bacterias al hielo y se incuban por 2min. Después se adicionan 800J..l1 de 

medio SOC (medio SOB suplementado con MgS04 lOmM y glucosa 20%) y se agita suavemente. 

Las bacterias se incuban a 37°C en agitación constante durante 45min. Una vez transcurrido el 

tiempo se siemhran 50!11 de las hacteriM ~n una <"aja t;0!"! :!~r-L:.:.r¡:::. q .. c tenga el áútiIJiúiico 
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correspondiente (en el caso de los plásmidos mencionados anterionnente todn~ !lr~ .. pnt~n pi ~,.n ti,. 

resistencia a Ampicilina) y se incuban a 370C durante la noche (Maniatis el al., 1989). 

Purificación de los plásmidos 

Con un asa de siembra se pica una colonia aislada de la caja de cultivo con las bacterias 

transformadas con algún plásmido. se cultiva en 5ml de medio Luria líquido con Ampicilina 

100J.1g1ml para usarse como precultivo y se incuba a 370C en agitación moderada durante 12hrs. Se 

toman 150J.11 del precultivo para sembrarlos en 100m! de medio Luria líquido con ampicilina 

IOOJ.1g1ml y se cultiva de 14 a l6hrs a 37°C en agitación constante (Maniatis et al., 1989). 

Una vez transcurrido el tiempo, las bacterias se empastillan a 5000rpm por IOmin a 4OC, se 

elimina por completo el sobrenadante y se resuspende la pastilla en IOml de! buffer PI (Buffer de 

resuspención; Tris-CI 50mM, EOTA IOrnM y RNasa A 100J.1g1ml a un pH de 8.0) sin dejar 

agregados de bacteria, después se agregan 10ml del buffer P2 (Buffer de lisis; NaOH 200mM y 

SOS 1%), se mezcla por inversión del tubo 4 o 6 veces con mucho cuidado y se incuba a 

temperatura ambiente (T A) por 5min, el pH alcalino que tiene el buffer silve para desnaturalizar al 

DNA cromosomal de las bacterias sin que afecte al plásmido. Se neutraliza al buffer P2 con 10ml 

del buffer P3 enfriado (Buffer para neutralizar; Acetato de potasio 3.0M a un pH de 5.0). se mezcla 

completamente invirtiendo el tubo de 4 a 6 veces gentilmente y se incuba en hielo por 20m in, 

durante este proceso se renaturaliza al DNA cromosomal, debido a la alta concentración del acetato 

de potasio el ONA se agrega formando una red insoluble, de igual forma causa la precipitación de 

los complejos proteína-SOS y del RNA de alto peso molecular degradado por la RNasa A. De esta 

forma la mayor parte de las tres macromoléculas contaminantes son co-precipitadas y fácilmente 

removidas cuando la muestra se centrifuga a 13000rpm durante 30min a 40C para empastiJIarlas, de 

ser necesario se pasa el sobrenadante a un tubo limpio y se vuelve a centrifugar a las mismas 

condiciones para asegurar que se eliminen todos los desechos (Bimboim y Doly, 1979, Qiagen, 

1999). 

La columna de intercambio de aniones QIAGEN-tip 500 se equilibra con 10ml del buffer 

QBT (Buffer para equilibrar; NaCI 750mM, MOPS 50mM, isopropanol 15% y Triton X-lOO 0.15% 

a un pH de 7.0), no se debe pennitir que la columna se seque. Una vez libre de deshechos el 

sobrenadante con el plásmido se carga en la columna y se pennite que drene por gravedad. Se lava 

la columna dos veces con 30ml del buffer OC (Buffer de lavado; NaC! LOM, MOPS 50mM e 

isopropanol 15% a un pH de 7.0), después se separa al plásmido de la columna con 15ml del buffer 
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QF (Buffer para eluir; NaCI 1.2SmM, Tris-el 50mM e i~n!,rn:'l>n,..,! ~5~/~ ~ ;';.-' ... ;; UC o . .i) y se 

colecta el reflujo en un tubo limpio. El DNA se precipita con IO.5ml de alcohol isopropilico, se 

mezcla completamente y se centrifuga a 12rpm por 30min a 4"'C. Se lava el DNA con Sml de 

alcohol etílico al 70% y se centrifuga a 12000rpm por 15min a 4°C. La pastilla de DNA se seca y se 

resuspende en 600J.1I de agua bidestilada desionisada y estéril y se deja toda la noche. Se colecta el 

DNA en un tubo de microfuga limpio, se etiqueta y se almacena a 40C (Qiagen, plasmid hand 

boo*.1999). 

Cuantificación de DNA 

Para saber a que concentración se encuentra el plásmido que se aisló, se toman S~I del 

plásmido y se diluye en 4S0j..l1 de agua bidestilada desionisada y estéril. La lectura a 260nm permite 

calcular la concentración del ácido nucléico en la muestra. Una densidad óptica de «1" corresponde 

aproximadamente a 50j..lglml de DNA de doble cadena. Dado que no siempre se tiene una D.O. de 

uno, se calcula la concentración del plásmido usando la formula: 

Densidad óptica x SO x factor de dilusión 

1000 

El rangu de lectura entre las lecturas a 260nm y 280nm (D.O.2601'D.0.280) proporciona una 

estimación de la pureza del ácido nucléico. Una preparación pura de DNA tiene un valor 

D.O.,oofD.O"80 de entre 1.8 y 2.0 (Maniatis el al.. 1989). 

Transfección por el método de CaPO .. 

Para el ensayo se cuentan las células con una cámara de Neubauer y se siembran 600.000 

células C33A en cajas de cultivo p35 (3Smm de diámetro) de 24 a 26hrs antes de la transfección. El 

medio de cultivo de las células se debe de cambiar al menos una hora antes de que se realice la 

transfección, con el propósito de que el medio tenga un pH neutro que no interfiera con la 

precipitación de los cristales de CaP04• Se hace una mezcla del DNA usando el o los plásmidos que 

se quieran transfectar, se usa DNA de espenna de salmón por dos razones; la primera de ellas es 

para ajustar la concentración de DNA para que cada ensayo tenga la misma cantidad y segundo el 

DNA de espenna de salmón sirve como acarreador para facilitar la entrada de los plásmidos a la 

célula. La mezcla de DNA debe llevar CaCI 2 a una concentración final de 125mM y el resto de la 

solución se lleva a 12Sj..l1 usando agua bidestilada desionisada y estéril. La solución del DNA se 

agrega al HeBs 2x (NaCl275mM, KCI 10mM. Na2HP04 1.4mM dextrosa 10mM y Hepes SOmM a 

un pH de 7.05) muy rlp.sp<!r!o, ad¡c!c~:mdc una gota f."J1 guia y en constante agitación para asegurar 

que ambas se homogenicen adecuadamente (Van Der Eb y Graham. 1980). 
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El CaCh causa la fnrm~C';inn ti ... ~"-:':~:!::'~":::: ::!;: ~:'!'~4 ...... ;" plc:.t:llcia oe Iones fosfatos en 

el HeBs 2x. Los plásmidos y el DNA acarreador co-precipitan con el CaP04, un proceso que se 

puede acrecentar incubando la solución por un minuto a 37°C, porque los precipitados consisten de 

un gran número de partículas muy pequeñas que cubren casi por completo la superficie de células 

individuales (lardan et al., 1996). Dado que el CaP04 es tóxico para las células el exceso debe de 

ser eliminado, por ello de 12 a 14hrs después de la transfección a las células se les remueve el 

medio y se le dan dos lavados con PBS y se les adiciona medio fresco. 

Cosecha de las células 

Las células se cosechan antes de que transcurran 40hrs post-transfección para lo cual se le 

elimina el medio de cultivo y se lava dos veces la monocapa con PBS, se adicionan 1 75,.tI del buffer 

de lisis Ix (Promega) y se incuba a TA durante 15min y en agitación constante. El buffer de lisis no 

siempre desprende a todas las células de la caja y es necesario usar un fragmento de hule limpio 

para raspar el resto de la monocapa. Se toman 170J.l.I del Jisado dado que es un volumen pequeno, 

parte del buffer de lisis se evapora y no se recuperan los 17SJ.l.1 exactos. El volumen se pasa a un 

tubo de microfuga limpio, se agita ligeramente con vortex y se congela en hielo seco por Smin. El 

lisado se saca del hielo seco y se deja descongelar a TA, se agita ligeramente con vortex y se 

centrifuga a 12000rpm durante 5min a 4°C. Se recuperan 12SJ.l.1 del sobrenadante y se pasan a un 

tubo limpio. 

Cuantificación y normalización de las proteinas 

Se toman SJ.l1 del extracto celular y se le agregan 4SJ.l.1 de agua bidestilada desionisada y 

estéril, después se le agregan 450J.l.I del reactivo de Bradford I x (azul brillante de Coomasie G-2S0 

0.01%, etanol 4.7% y ácido fosfórico, Sigma), se mezcla bien la solución y se lee a 59Snm. Cada 

ensayo se debe normalizar para asegurar que todos tengan la misma concentración, todas las 

densidades ópticas se dividen entre la densidad óptica menor (ft), el resultado se multiplica por 90 

para después restarle 90 y el resultado (fx) son los 1-11 que se tienen que agregar al extracto para que 

tenga la misma concentración que el extracto con la densidad óptica menor. La fonnula es la 

siguiente", n.o. mayorlD.O. menor = ft x 90-90 = fx (Maniatis et al., 1989). 

Ensayo de luciferasa 

Los genes reporteros se usan ampliamente en la biología celular y molecular para el estudi0 

de las funciones de los genes y los eventos celulares relacionados. El gen que codifica para la 
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luciferasa de la luciérnaga ha probado ser altamf':ntf> pfiripnt .. :'''~ ~~~: ;::::;:::;:~ ¡:;~;-'1u':' : .. CI ... ¡;v;";a~ 

de la enzima es extremadamente sensible, rápida y sencillo de realizar. La luciferasa es una proteína 

monomérica (6IkDa) que no requiere de procesamiento post-traduccional para su actividad 

enzimática y por ello puede funcionar como un reportero genético inmediatamente después de la 

traducción. La oxidación de la luciferina es catalizada por la luciferasa que lleva a la producción de 

un fotón. Bajo condiciones convencionales de reacción, la oxidación ocurre desde. un intennediario 

de la enzima luciferil-AMP. Sin embargo la Coenzima A (CoA) también es un sustrato de la 

luciferasa. Por ello, en presencia de CoA, la oxidación ocurre en la forma de luciferil-CoA en lugar 

de luciferil-AMP con una actividad más favorable (Wood, 1990). 

El ensayo de luciferasa se realiza en una placa blanca de 96 pozos, en cada pozo donde se 

va realizar una reacción se agregan 301.11 del buffer de lisis 1 x y 40111 del extracto de proteína 

normalizado. Se monta la placa en un luminómetro (Labsystems), se le adicionan SOIlI del reactivo 

de luciferasa (Iuciferil-CoA, Promega) y se deja que el aparato haga las lecturas de la luminiscencia 

y los valores se registran en unidades relativas de luminiscencia (RLU). 
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La proteína E2F-1 es homóloga de p53 dado que su dominio transactivador presenta Wla 

.conservación de secuencia cercana al 26%. Esta homología se observa en lUla región esencial para 

que tanto p53 como E2F-1 se puedan asociar con MDM2. La similitud en la secuencia también se 

extiende a las regiones de unión con TBP y pRB, sin embargo la conservación de la secuencia no es 

tan notoria en estas regiones (Fig. 1). 

Unión a Unión a 

Unión a 
TBP 

MDM2 RB ,.-----"'==------",,----'-'=----, 
ElF-1 380 ADSL! EHVRf.Dr~\, '.L - - - f Er.FISLSf'PHEAL :)'1 W GLrEm G1RDLFDCDFGDLTPLDF 437 
p53 11 1 SLELPI.5Q rT [.q.[ WKl.L,:P:D1..P'::.I' _1 :CMD'J~ L: PQDVEf Fr EGPS[ALRVSGAPAAQ 71 

1 I 

Unión a 
MDM2 

Unión a 
TBP 

F"Ig. I Similitud de secuencia entre los dominios de activación de ElF-1 Y p53. Los residuos homólogos están marcados 

en gris. Las líneas horizontales indican las regiones de E2F-l requeridas parn la unión con RB. TBP Y MDM2 Y las 

regiones de p53 necesarias pan¡ su e.sociaciÓD con MDM2 y TBP (Martin et al., 1995). 

La proteína p53 interactúa con algunos factores de la maquinaria transcripcional basal 

conocidos como hTAFn31 y hTAFn80 para poder llevar a cabo su función de activador 

transcripcional. Se ha demostrado que algunas de estas interacciones involucran la región que 

conserva homología con la región transactivadora de E2F-L Estas observaciones, pennitieron 

generar la hipótesis de la posible interacción de E2F-l, con los mismos factores de la maquinaria 

transcripcional basal que utiliza p53 para activar la transcripción. 

De esta manera, se inició la búsqueda de la posible interacción de E2F-1 con el factor hTAFn3l. 
Las proteínas E2F-l yhTAF n3J, interactúan con una eficiencia comparable a aquella con la que lo 
hacen E2F-1 y pRO. Aunque el heterodimero E2F-IIDPI también se asocia a hTAFu31, esta unión 
es aparentemente menos eficiente que la unión con E2F -1 por sí solo (Fig. I A Y lB 
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copias de) artículo). También se determinó que DPI no contribuye:l la "ni"n ... ,:,,~ ~!.A5,,2~ ~::.;;-.::. 

cuando E2F-1 y DPI se usaron por separado para interactuar con hTAFn31, la asociación sólo 

ocurrió en el caso de E2F-I. 

La unión entre E2F-1 y hTAFu31 es más estable que la unión entre p53 y hTAF II31, ya que 

tratando los complejos E2F-1I hTAFu31 y p53/ hTAFn31 con diferentes concentraciones de NaCI, 

el análisis por Westem Blol mostró que a una concentración de I.OM de NaCI, E2F-l se mantiene 

unido con hTAFu31, mientras que p53 comienza a disociarse de hTAFn3l a una concentración 

O.6M de Nael. 

El factor E7F-l activa un promotor que contiene sitios de unión para este factor 

regulando al gen de la luciferasa (plásmido pE2F-Luc). Los resultados de las transfecciones 

indican la actividad del gen reportero por medio de la emisión de luz generada cuando reacciona la 

luciferasa con su sustrato luciferil-CoA. Dependiendo de su actividad será mayor o menor la 

emisión de luz. Dado que pE2F-Luc tiene un promotor artificial con cuatro sitios E2F, se debía 

demostrar que el plásmido pCMVE2F que expresa a la proteína E2F-I, era capaz de activar al gen 

reportero cuando se une a su promotor. Además, era necesario conocer la concentración óptima de 

E2F-1 que indujera la mejor activación del plásmido con la menor variación entre un ensayo y otro. 

Para analizar la actividad de ambos elementos se transfectó I jlg del plásmido pE2F-Luc para 

establecer la actividad basal del mismo. Posteriormente se adicionaron diferentes concentraciones 

de E2F-1 (desde 12.5ng hasta 500ng) y se observó que 25ng de E2F-1 no solo indUCÍa una mayor 

actividad sino que además era constante su efecto sobre la actividad del gen reportero (Fig. 2). 

Después de obtener estos resultados, las demás transfecciones se realizaron usando Ijlg del 

plásmido pE2F-Luc (actividad basal) y 25ng de E2F-1 (segunda basal). En otro ensayo se utilizó al 

plásmido pE2FM-Luc que tiene mutados los sitios E2F en el promotor, estas mutaciones son 

responsables de que E2F-l no sea capaz de unirse al DNA y por ello tampoco pueda activar la 

transcripción (Fig. 2). Cabe mencionar que aunque la actividad basal de ambos plásmidos tanto 

pE2F-Luc y pE2FM-Luc está representado en porcentaje de activación, la actividad de pE2FM-Luc 

en unidades relativas de luminiscencia es de 20 a 30 veces menor que la actividad de pE2F-Luc. 
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250% 

200% 

150% 

100% 

50% 

0% 

E2F-Luc I ¡tg + + + + + + + 

E2FM-Luc I ¡tg + + 

CMVE2F 12.5ng 25ng 50ng IOOng 250ng 500ng 25ng 

Fig. 2 pCMVE2F activa la lIanscripción de! promotor E2F·luc pero no al plásmido E2FM-Luc. Se muestran diferentes 

concentraciones de E2F-1 donde 25ng inducen la mayor activación con una variación menor entre ensayos. En otro 

ensayo se transfectó al plásmido pE1FM-Luc que tiene mutados los sitios ElF, donde se observa que dichos sitios son 

necesarios para la activación mediada por E2F -l. 
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E2F-l se une a bTAFn31. Tomando en cuenta que hTAFII31 se asocia a p53 y que dicha 

mteracclon es necesaria para la activación mediada por p53, se cree que hTAFlI31 pudiera asociarse 

de fonna semejante con E2F-1. El siguiente resultado pennitió establecer el efecto de hTAFII31 

sohre la actividad transcripcional de E2F-I. Al iguallJue en el ensayo anterior, primero se transfectó 

pE2F-Luc por si solo, después se le agregó E2F-1 y finalmente se adicionaron diferentes 

concentraciones de hTAFu31 (desde 12.5ng hasta 100ng). Los resultados de este ensayo muestran 

que 250g de hTAFIJ31 causan un ligero incremento en la actividad del gen reportero. Sin embargo, 

al aumentar la concentración de hTAFu31 la actividad disminuye gradualmente (Fig. 3). 

,----~ 

i 300% 

250% 

200% 

150% 

100% 

50% . 

0% .1 111 
2 3 4 5 6 

1 
E2F-Luc Il'g + + + + + + 

CMVE2F25ng + + + + + 

hTAF II31 12.5ng 25ng 50ng IOOng 

Fig. 3 hTAFII31 coopera en la activación mediada por E2F-!. Al agregar diferentes concentraciones de hTAFu31 es 

posible observar que la actividad del promOlor tiene un ligero incremento con 25ng de hTAF1I31; sin embargo este 

fenómeno no es dosis-dependiente porque al aumentar la concentración de hTAFn31 la actividad del promotor regresa a la 

activación inducida únicamente por E2F-I. 

E2F-l se asocia con hTAFu80. Siendo TAF80 una proteína que también presenta 

homología con las histonas al igual que hTAFu31, se decidió probar la posible interacción con 

hTAFII80 y determinar el efecto que tiene esta asociación sobre la actividad de E2F-1. El ensayo se 

realizó igual que con hTAFI[31 y los resultados mostraron que hTAFn80 interactúa con E2F-1 de 

fonna similar que hTAF1l31 porque 25ng de hTAFu80 también causan un ligero incremento en la 

actividad y cuando se aumenta su concentración, la actividad disminuye hasta alcanzar la actividad 

que induce solo E2F-1 sobre el gen reportero (Fig. 4). Después de obtener estos resultados se 
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decidió usar también 25ng de hTAFn31 Ó 25ng de hTAF"RO r.mmno pon ":"~ ~~::~': :: :-:';0.;;';""<1 "'''0 

concentración constante de uno o del otro. 
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E2F-Luc lllg + + + + + + 

CMVE2F25ng + + + + + 

hTAFII80 12.5ng 25ng 50ng IOOng 

Fig.4 hTAF Il80 también coopera con E2F-1 en la activación transcripcional del promotor. De igual fonna que hTAFn31, 

25ng de hT AFu80 aumentan ligeramente la transcripción del gen reportero mediado por E2F-I, 

El extremo carboxi-terminal de E2F-l es responsable de la unión con bTAFu3L Al 

transfectar E2F-1 y hTAFn31 junto con pG4E2F, el cual expresa una proteína quimérica que consta 

del extremo amino-tenninal de Gal 4 y del extremo carboxi-terrninal de E2F-I, se observó que el 

extremo carboxi-terminal de E2F es la región involucrada en la interacción con TAF31. Aunque 

G4E2F puede asociarse con los factores de transcripción por presentar el extremo carboxilo de E2F-

1, no es capaz de unirse al DNA y tampoco le es posible activar la transcripción. Por esta razón 

G4E2F compite con E2F-l por hTAFn31. El resultado de este ensayo muestra que hTAFu31 se une 

al extremo carboxi-terrninal de E2F-1 porque al aumentar la concentración de G4E2F tiende a 

suprimir la activación inducida por la cooperación de E2F-1 y hTAFII31 (Fig. 5). hTAFn80 también 

interactúa con el extremo carboxilo de E2F-l. porque al realizar un ensayo similar al anterior pero 

sustituyendo a hTAFu31 por hTAFn80 también se observó que G4E2F compite con E2F-1 por 

hTAFI1 80 de fonna similar a como sucede con hTAF II31. Otra aportación que nos brinda este 

resultado es que G4E2F secuestra a hTAFII80 por completo desde el primer momento que se 

introduce al sistema. La rapidez con la que actúa G4E2F indica que la afinidad que tiene E2F-1 por 

hTAFII80 es menor que la que presenta por hTAFn31 dado que en el ensayo anterior se requiere de 
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una mayor concentración de G4E2F en el .. ¡ .. tpm" ¡::.::~:. ............. " .... ~u .... pul l.:ulIlpieto a 

hTAF"J I (Fig. 5). 
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Fig. S El extremo carboxi-terminal de E2F-1 es responsable de la asociación con hTAFn31 Y con hTAFn80. G4E2F 

compite con E2F-) por los TAF"s. En la gnHica superior se observa que G4E2F secuestra a hTAFu31. por lo que la 

actividad del promotor tiende a reducirse. En la gráfica inferior es posible apreciar que no es necesario utilizar altas 

concentraciones de G4E2F para secuestrar a hTAFn80. lo que sugiere que la afinidad de E2F-1 por hTAFlI80 es menor 

que por hT AFn31. 
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hTAFu31 Y hTAFn80 participan en conjunto durante la activación transcripcional 

mediada por E2F-1. Manteniendo constante la concentración de uno de los TAF's y variando la 

concentración del otro, pudo observarse la participación conjunta de ambos factores en la 

regulación mediada por E2F. En el primer ensayo se transtectaron 25ng de hTAFn80 y se 

adicionaron concentraciones crecientes de hTAFn31 (desde 12.5ng hasta 250ng). Lo interesante de 

este resultado fue que la actividad del gen reportero aumentó de fonna dependiente a la 

concentración de hTAFn31 lo que nos indica una cooperación de ambos TAF's en la actividad de 

E2F-I (Fig. 6). 
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Fig. 6 hTAFlI31 Y hTAFIl80 participan en la activación transcripcional del promotor mediada por E2F-!. hTAFu80 

incrementa ligeramente la actividad del gen reportero, al agregar a hT AFII3l al sistema la actividad del promotor aumenta 

de forma dependiente a la concentración de hTAFn31. Esto indica que se requieren ambos TAF's en el mecanismo de 

activación transcripcional mediado por E2F-I. 
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En bajas concentraciones bTAFII80 participa en la activación transcripcional mediada 

por E2F-l junto con hTAFI131; en concentraciones mayores bTAFn80 compite con E2F-l por 

bTAF,,31. Este ensayo se hizo de forma inversa al anterior, hTAFIl31 se mantuvo constante y las 

concentraciones de hTAF1l80 se manejo a concentraciones crecientes. Inicialmente se esperaba un 

efecto de activación similar al anterior dado que hTAF Il31 y hTAFIl80 por separado se comportan 

de forma muy parecida cuando actúan junto con E2F-J. Sin embargo, cuando se variaron las 

concentraciones de hTAF1l80 se presentó un efecto de incremento hasta una concentración dada, 

después de la cual la actividad decae hasta llegar a la segunda basal (Fig. 7). Este comportamiento 

observado sugiere que hTAFn80 puede estar compitiendo con E2F-1 por hTAFIJ31 o tal vez después 

de cierta concentración, hTAFn80 este saturando el sistema y por eso disminuye la actividad. 
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CMVE2F25ng + + + + + + + 

hTAFII3125ng + + + + + + 

hTAFII80 12.5n 25n 50n 

Fig. 7 Un exceso de hTAF II80 compite con E2F-1 por hTAFnJI. La actividad de hTAFIl80 tiene un comportamiemo 

activador hasta ciena concentración. en esta figura se muestra que 50ng de hTAFII80 inducen una mayor actividad a la 

que provoca hTAFIlJI. Al aumentar la concentración de hTAFn80 la actividad del promotor se reduce debido a este 

aumento lo cual sugiere que altas concentraciones de hT AFu80 secuestren a hT AFIIJ I del sistema 
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El extremo carboxi-tennioal de E2F-l se asocia al h,.tprn"'í_~~ !':~;;.~.; ¡;O.::.. 

hTAFlI31 y hTAF .. 80. En este experimento se usaron concentraciones fijas de ambos TAF's 

(concentraciones cercanas al punto máximo de activación) para inducir la activación del promotor, 

para después agregar diterentes concentraciones del competidor G4E2F (250ng, 500ng y lllg). Los 

resultados mostraron que al igual que en los ensayos de competencia anteriores, G4E2F compite 

con E2F·] por el heterodímero hTAF[[311 hTAF[J80 (Fig. 8). 
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Fig. 8 El extremo carboxi·terminal de E2F-l está involucrado en la unión con el heterodlmero hTAFn311 hTAFn80. En el 

momento en que se agrega al plásmido G4E2F. la actividad del gen reportero diminuye. cuando se duplica la 

concentración de G4E2F, la actividad vuelve a caer hasta llegar al nivel de activación inducido únicamenlc: por E2F-I. Se 

observa que al volver a duplicar la concentración de G4E2F la actividad del gen reportero se mantiene, lo que puede 

significar que altransfectar a hTAFIl31 y hTAFIl80 se: está generando un factor transcripcional capaz de iniciar la síntesis 

de RNA. 
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La activación del plásmido pE2F-Luc se debe a la interacción de E2F-l con bTAFn31 

y h I AtulJU. para pOder corroborar que la activación de E2F-Luc por E2F se debe a la interacción 

con los TAF's, se realizó un ensayo de transfección usando los parámetros en los cuales se obtenía 

un efecto de activaci6n pero sustituyendo a pE2F-Luc por pE2FM-Luc. Dado que E2F-l no se 

puede unir al promotor de este plásmido, trae comO consecuencia que no se exprese el gen de la 

luciferasa. Los resultados de este ensayo nos muestran que efectivamente E2F-1 y los TAF's son 

necesarios para la actividad de la luciferasa dado que los valores están por debajo de la actividad 

basal (Fig. 9). 
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Fig. 9 La presencia del sitio E2F-1 es necesaria para la activación mediada por ElF y los TAFs. Este eX¡>erimento sirve 

de control para mostrar que los resultados de los ensayos anteriores son dependientes de la presencia de sitios ElF-1 y de 

su asociación con los T AF· s. En esta figura se observa que aún cuando están presentes todos los elementos necesarios 

para la activación del promotor, si E2F-1 no puede acarrear a [os TAFs hacia el DNA Y mantenerlos ahl no se iniciará la 

s[ntesis del RNA. 
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DISCUSIÓN 

Existe una variedad de genes celulares que poseen en sus promotores sitios de unión para el 

factor E2F-I, como son los genes de las ciclinas A y E, el de la cdc2, el de B-myb, el de la 

dihidrofolato reductasa, el de la timjdina cinasa, el de la DNA polimerasa n. e incluso el propio 

E2F-1 (Verona el al., 1991). Sin embargo, todos estos promotores además de poseer sitios de unión 

a E2F. contienen también secuencias para la unión de muchos otros factores reguladores de la 

transcripción. (Lu y Levine, 1995 y Takahashi et al., 2000). Cuando se desea disectar el mecanismo 

de regulación de un factor transcripcional, si se utiliza un promotor complejo, existe una elevada 

probabilidad de que el efecto de todos estos factores pueda enmascarar la actividad de regulación de 

nuestro factor de interés (E2F-I, en nuestro caso). Por esta razón para el presente trabajo se decidió 

utilizar un promotor en el que de manera artificial se insertaron cuatro sitios de unión para el factor 

E2F-I (ITrCGCGC), con la certeza de que el único regulador transcripcional que actuará sobre la 

construcción E2F-Luc será E2F-1 (Helin el al., 1993). Por otra parte, también se usó el plásmido 

pE2FM-Luc como control para asegurar que la activación del gen reportero se debía a la unioo de 

E2F al promotor. El plásmido pE2FM-Luc tiene mutados los sitios E2F en doode se sustituyen dos 

nucleótidos (TTCGGCGC). Este cambio de bases provoca Que E2F-l no reconozca este sitio en el 

promotor y por tanto no sucede la activación transcripcionaJ del mismo (Helin et al, 1993). 

La actividad basal del promotor se obtiene introduciendo únicamente al plásmido pE2F-Luc 

a la célula. Se sabe que el plásmido se está transcribiendo y traduciendo porque es posible medir la 

actividad del gen reportero. Esta actividad se debe a que existen niveles endógenos de E2F-I, y que 

el factor reconoce los sitios ElF en el promotor. y una vez unido el factor recluta a la maquinaria 

basal transcripcional de la célula para iniciar la síntesis del RNA (Fig. 10). 

El ténnino segunda basal se aplica cuando se adiciona al sistema un plásmido que posee el 

cDNA para el factor E2F-l, permitiendo así la expresión de E2F-1. De esta forma, la actividad 

transcripcional del plásmido pE2F-Luc será regulada por los niveles endógenos (expresado 

normahnente por la célula) y del E2F-l exógeoo (aportados por el plásmido de expresión de E2F), 

razón por la cual la actividad del promotor se verá incrementada (Fig. 11). La activación del 

promotor no tiene un comportamiento dependiente de la cantidad del plásmido de expresión de 

E2F-1 que se transfecta. Ya que en la célula muchos de los genes con sitios E2F en sus promotores 

son reguladores del crecimiento y del ciclo celular y un exceso de E2F-1 puede desregular estos 

prcce'"...c:; y a sü """6X activar rnecaniSJilOS altt:JIIaiivos para impedir que se ocasionen daños 
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irrep.mbles en la célula (Black y Azizkhau-Clifford, 1999). Se sabe también que un exceso de E2F-

eX 
TATA 

eX 
TATA 

Fig. 10 Actividad basal del promotor. Aquí se esquematiza la forma en que las concentraciones endógenas de Elf-I se 

UDt.'n para activar a1 promotor E2F-Luc. 

rrrrcGCGC TATA 

Fig. 11 Segunda Basal La actividad del gen reportero awnenta al introducir ElF-l exógeno a lacélula que también activa 

al promotor. 

Varias lineas de evidencias demuestran que hTAF[J31 interactúa con el dominio 

transactivador de p53 (Lu y Levine. 1995). Similitudes presentes en la región transactivadora de 

E2F- i pennitieron preriecir ia posibie asociación entre hTAfn] I Y E2F-1. Ensayos in vi/ro 



brindaron evidmcias suficientes sobre la interacción fisica mtre E2F-l Y hTAF[J31, mostrando 

.;.:.!.;. .. ..;,'" "'l. .... ...:.;~IV Ullllpit:jo es estable aun en presencia de altas concentraciones de NaCl (Garrido, 

el: al., artículo en preparación). Los experimentos realizados en este trabajo prueban que E2F-I y 

h T AF n31 forman Wl complejo funcional que induce en el promotor W1a actividad transcripcional 

superior a la inducida únicamente por E2F-I (Fig. 12). 

La proteína hTAFn80 contiene una región homóloga con la histona H4 así como hTAFn31 

tiene un dominio conservado de la histona H3, estas secuencias de tipo histona permiten que 

hTAFu31 y hTAFn80 formen heterodímeros (Hisatake, et al., 1995). A causa de esta relación entre 

ambos TAF's se decidió analizar también la manera en que hTAFn80 podría participar en la 

activación transcripcional mediada por E2F-1. E2F-I se asocia con hTAFn80 de manera similar 

como sucede coo hTAFu31, ya que el complejo E2F-IIhTAFn80 (formado por la co-transfecciérJ de 

ambos pIasmidos de expresión), aumenta de forma notable la actividad del gen reportero (Fig. 12). 

La interacción de hTAFu31 con p53 se atribuye a los residuos TFSGLWen el dominio 

transacbvador (Lu y Levine, 1995), y se ha mostrado que este péptido también es responsable de la 

asociación de p53 con MDM2 (Martin, et al., 1995). La "secuencia TFSGLWen p53 tiene una 

participación muy importante en su unión a MDM2 y hTAFn31. porque cuando son mutados los 

aminoácidos T y F se pierde por completo la afinidad de p53 por MDM2 y hT AFn31. En el dominio 

transactivador de E2F-1 la secuencia con mayor similitud con p53 es el péptido DFSGLL que 

también está involucrado al la wIióo de E2F-lcon MDM2 (Martin. et al., 1995). A pesar de que no 

existm reportes de que el péptido DFSGLL esté involucrado en la asociación de E2F-I con alguno 

de los TAF's. se sabe que el dominio transactivador de E2F-l es indispensable para su actividad 

transcripcional, porque cuando se elimina o se bloquea este dominio, la habilidad de E2F-I para 

activar la transcripción se suprime por completo (Hagemeier. et al., 1993). El plásmido G4E2F 

codifica para el dominio carboxi-tenninal (transactivador) de E2F-I y el dominio de unión al DNA 

del factor transcripcional Ga14. Este plásmido al expresarse. pennite que su producto fimcione como 

un competidor en los ensayos de transfección. Estos ensayos muestran que hT AFn31 al igual que 

hTAFII80 se asocian al extremo carboxi-tenninaJ de E2F-1 y es posible que sea el dominio 

transactivador de E2F-Ila región relacionada con esta interacción (Fig. 13). 



Fig. 12 Cooperación del hTAFn31 Y hTAFIlSO en la activación transcripcional. Se cree que cuando hTAFn31 y hTAFlJSO 

son ro-translectados forman Wl complejo que sustituye a TFllD y ocasiona Wl awnento en la actividad del promotor. 

Fig. J3 hTAFu31 Y hTAFIlSO se Wlen al extremo carboxilode ElF-I. La proleinaquimérica Gal4E2F-1 compite con ElF-

1 por hTAfn31 Y hTAFnSO dado que no presenta el dominio de unión al DNA secuestra a los TAF's y no activa la 

lmnscripción. 
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El factor de transcripción TFIID esta formado por la proteína TBP y entre ocho v diez 

¡acLOres asociados (TAF's). Se ha mostrado también que las interacciones TAF-TAF son 

importantes para poder ensamblar al factor TFIID (Albright y Tjian, 2000). Varios estudios sobre 

hTAF Il80. han indicado que presenta al menos tres dominios que le permiten interactuar con TBP y 

diferentes TAF's. El extremo amino-tenninal de hT AFn80 está involucrado en la unión con la 

región amino-terminal tanto de hTAF II31 como de hTAFu20. Es Unpo~ mencionar la relación 

de secuencia que existe entre el dominio arrüno-tenninal de hT AFn80 Y la región globular de la 

historIa H4, el extremo amina de hTAFn31 y la región globular de la histona H3, y entre el dominio 

amino-terminal de hT AFn20 y la región gJobular de la histona H2B. ya que se cree que la 

asociación entre hTAFn80. hTAFn31 y hTAFIl20 funna una estructura slmilar al complejo que 

ensamblan las histonas (complejo <'histone-like") a través de interacciones paralelas a aquellas 

observadas en el nucleosoma (Hisatake et al., 1995). Esta interacción fue uno de los antecedentes 

más directos que nos lIevaroo a decidir usar a hTAF u31 yhTAFn80 junto coo E2F-I, para analizar 

su actividad sobre el promotor. 

La relación tan cercana que se presenta entre hTAFn80 y hTAFn31 puede ser la causa de 

que ambos TAF's participen en la activación transcripcional mediada por E2F-1. Particularmente, 

cuando se mantiene constante la coocentración de hTAFn80 Y se incrementan los niveles de 

hTAFn31, la actividad del promotor aumenta con respecto a la concentración de hTAFn31 hasta un 

punto donde la actividad se mantiene constante aunque se introduzcan cantidades mayores de 

hTAFIl31 al sistema. La razón de que a mayor concentración de hTAFn31 sea mayor la actividad 

del promotor, se puede deber a la fuerte afinidad que tiene hTAFn31 por E2F-l. es posible que de 

alguna manera hTAFn31 participe como proteína iniciadora del complejo transcripcional y con la 

ayuda de hTAFn80 una vez asociados a E2F-I sean capaces de acarrear otros factores de la 

maquinaria basal transcripcional hacia el promotor favoreciendo el inicio de la síntesis del RNA 

(Fig. 14). 

Durante la síntesis del RNA se ha visto que la unión de hTAFn31 con E2F-l no es 

suficiente para inducir la transcripción del promotor porque requiere de la intervención de hTAFn80 

para la activación transcripcional. Sin embargo, como lo reportan los resultados, cuando se tiene un 

exceso de hT AFu80 en el sistema la actividad del prom~or disminuye considerablemente. Este 

comportamiento indica que el exceso de hTAFIl80 interfiere de alguna forma en la transcripción. Es 

posible que hTAFII80 esté secuestrando a hTAFII31 impidiendo que se asocie con E2F-1 a causa de 

u.~~ m;::;yor afu,idad pUl hTArll3 i. que ia que tJ(~ne hTAFu31 por E2F-l. Otra explicación para este 
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componamiento puede ser que hT AFn80 esté bloqueando al promotor impidiendo la unión de la 

Fig. 14 hTAFII3! presenta una participación importante en la activación transcripcional. Los resultados del tmbajo 

sugieren que hTAFu31 promueve la formación de 1m complejo transcripcional activo que requiere de hTAFnSO para darle 

estabilidad. 

Fig. 15 En exceso hTAFII80 reprime la tronscripción. Se creé que hTAlnSO tiene dos mecanismos para inhibir la 

II1lllScJ'ipción: el primero plantea que el incremento de hTAlll80 sutura el sistema impidiendo que se tmanlos factores de 

transcripción al DNA, yel segundo sugiere que hTAFIlSO secuestra a hTAFn31al competir con E2F-1. 
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La transcripción de Wl promotor por medio de la RNA polimerasa JI requiere del ensamble 

::!: -;:.;-¡ .... ~ ;a.....wl~ De imclaclon para formar al complejo de preiniciaciÓll que se compone de los 

fuetores generales de transcripción (GTF) TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF, TFIIH Y la RNA 

polimerasa Il Oa asociación entre los GTF y la RNA polimerasa IJ se conoce como la holoenzima 

Poi 11). Experimentos in vitro han demostrado que la fonnación del complejo de pre-iniciacióo se 

logra a través de una serie de pasos sucesivos; sin embargo, otros ensayos coinciden en que el 

reclutamiento de la holoenzima Poi Il in vivo se realiza a partir de Wl solo paso (Coulombe, 1999). 

Se pensaba que la formación de este complejo tenía como pilar a la proteína de Wlión secuencia

específica TBP exclusivamente. En la actualidad, se ha aislado y caracterizado Wl complejo 

muhiprotéico que carece de TBP o Wl factor similar a TBP, pero se compuesto por varios T AF' s y 

otras proteínas. Este complejo puede sustituir a TFUD en promotores que cattienen a la caja T ATA 

Y a aquellos que carecen de la caja TATA. Este nuevo complejo se ha nombrado complejo 

contenedor de TAF's n libre de TBP (TFI'C) Y los TAF's más importantes que lo componen son 

hTAFu20, bTAFu30, hTAFu31, bTAFn55, hTAFu80, hTAFuIOO y bTAFnI35 (Wieczorek, et al., 

1998). Cuando G4E2F secuestra al complejo formado por hTAFn31 y hTAFu80 la actividad del 

promotor se ve afectada disminuyendo, pero este decremento no iguala a la actividad basal, sino que 

se mantiene cercana al nivel de activación inducido por E2F-I. Es posible que hTAFn31 y hTAFn80 

estén ensamblando Wl complejo independiente a TFIID que no tenga Wla afinidad tan fuerte con el 

promotor como TFIID, posiblemente porque el competidor al solo suprimir la actividad 

incrementada por la cooperación de hT AFu31 y hT AFn80 no secuestra a la maquinara basal 

transcripcional de la célula que utiliza E2F-l cuando actúa por sí solo. 

El primer modelo de la síntesis del RNA planteaba que la holomzima Poi 11 se Wlía sobre el 

promotor linearizado para iniciar la transcripción, hasta que surgió Wl problema en el modelo. La 

longitud del promotor va generabnente desde la base -60 basta la +40 (3Onm aproximadamente), y 

que la Poi 11 se acerca al promotor en diferentes regiones entre los nucleótidos -40 y +]3. Esta 

región mide alrededor de 18nm de DNA y es más largo que la holoenzima (14nm). También se 

detectó al fuetor TFIIF a lo largo del trayecto -56 a +34 del promotor (3Onm). La única razón por la 

cual se pcxlía explicar esto era si el promotor envolviera al complejo de pre-iniciación. Por medio de 

microscopía electrónica, se corroboraron estas hipótesis ya que las imágenes mostraron al DNA 

envolviendo al complejo, concluyendo que se requiere de 120 bases para poder envolver por 

completo a la holoenzima Poi 11 (Coulombe, 1999). 



Algunos experimentos han revelado que el DNA del promotor se envuelve ,,1......4~':'! ~::! 

~.::.~: ;:-::~ ;'VIIU<1llaO una estructura muy similar al complejo que ensambla la holoenzima CCIl el 

promotor. Ambas estructuras envueltas ocupan la misma región dentro del promotor, lo cual sugiere 

que ambos complejos no pueden co-existir. Se estipula que el promotor envuelve primero al factor 

TFIID y posteriormente lo sustituye por la holoenzima Poi II (Oelgeschlager, et aL, 1996 y 

Coulombe, 1999). 

Analizando estas observaciones y los resultados obtenidos en este trabajo es posible 

plantear un modelo donde se explique el fenómeno antes mencionado: 

Durante la fase tardía Gl, el complejo ciclinaD-CDK4/6 inicia la fosforilaciÓD de la 

proteina RB, subsecuentemente el complejo ciclinaE-CDK2 hiperfosfurila a RB lo que causa la 

liberación de la proteína transactivadora E2F-l. E2F-Ilibre se asocia con la proteína DP, funnando 

Wl heterodímero que tiene mayor afinidad por los sitios E2F en los promotores celulares. Una vez 

Wlido el heterodímero al promotor, E2F-I recluta al factor TFIID debido a la afinidad que presenta 

por hTAFu31 y bTAFn80 y TFIID a su vez se une a la caja TATA del promotor por medio de TBP. 

De fonna alternativa, E2F-I podria reclutar al complejo TFTC en lugar de TFIID dado que 

hTAFu31 y hTAFn~O también fonnan parte de esta estructura. E2F-I puede ocasionar el 

doblamiento del DNA. aunque no se ha probado se cree que el dominio de la caja marcada es 

responsable de que el promotor envuelva a TFIID o a TITC. Una vez e:nvuehos los complejos 

formando una estructura semejante a la del nucleosoma. se comiooz.a el acarreo de la holooozima 

Poi 11 por medio de interacciones proteina-proteina. Dado que el factor TFOD y el complejo de pre

iniciación no pueden ocupar el mismo espacio dentro del promotor, se ha propuesto un modelo en 

donde se reemplaza a los TAF's por los factores generales de la transcripción junto con la RNA 

polimerasa 11. De manera que cuando queda envuelta la holoenzima Poi 11, es posible iniciar la 

síntesis del RNA. 

Otros factores que pueden estar interviniendo en la activación transcripcional mediada por 

E2F -1 son p300 y CBP. CBP y p300, las cuaJes son proteinas co-activadoras transcripcionales muy 

relacionadas entre sí, que pueden estimular la actividad de diferentes factores de transcripción. 

Tanto CBP como p300 se unen a E2F-1 a traves de un sitio en el dominio transactivador de E2F-I. 

Experimentos de co-expresión han revelado que CBP y p300 pueden aumentar la actividad 

transcripcional de E2F-1. Tanto CBP como p300 tienen una fwtción de histona acetilasa y además 

pueden reclutar a la histona acetilasa P/CAF. La l!.r-:ió~ de eop y p30ú con E2F-1 Y su habilidad de 



acarrear proteínas con actividad histona·acetilasa, representa un importante mecanismo para 

contrarestar la represión transcripcional ocasionada por la interacción E2FIRB que recluta histona

des.acetilasas (frouche, .. al., 1996 y Lee, .. al., 1998). 
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CONCLUSiÓN 

Los resultados de este trabajo demuestran que el factor transcripcional ElF-l interactúa con 

los co-activadores hTAF1l31 y hTAFn80, y que el extremo carboxi-tcrminal (dominio de activación 

transcripcional) de E2F-l es la región responsable de dicha asociación. 

También se muestra que la unión de E2F-l con hTAFn31 y hTAFn80 es lUla interacción 

funcional, ya que la asociación de hT AFn3 J con hT AFo80 coopera Cfl la activación transcripcional 

mediada por E2F-!. 

Los diferentes comportamientos que causan bTAFu31 Y bTAFuSO cuando eooperan con 

E2F-l m la activación transcripcional, permiten especular que E2F-I presenta mayor afinidad por 

bTAFu31 que por bTAFu80 y que bTAFu80 es más.fin por bTAFu31 que por E2F-!. 
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GLOSARIO 

Adenosin 5'~trifos(ato (ATP): Es un nucleótido que contiene dos enlaces fosfoanhidro de aha 

energía. Es la moIecula que participa en la captura y transferencia de energía en todas las células. 

Aparato de Golgi: Organelo celular compuesto de estructuras membranosas que se encarga de 

procesar y arreglar a las proteínas y lípidos destinadas a otros compartimentos celulares. 

Apoptosis: Muerte celular programada. 

Caja TATA: Secuencia consenso en la región del promotor de diferentes genes eucariotas en la que 

se unen factores generales de transcripción. 

Carcinoma: Tumor maligno derivado de células epiteliales. 

Ciclinu: Un grupo de proteínas relacionadas cuyos niveles varían dependiendo del ciclo celular y 

que son necesarias para activar a las CDK's. 

Cinssas dependientes de cietinas (CDIú): Un grupo de protein~inasas que requieren de las 

cielinas para ser activadas y participan en el progreso del ciclo celular. 

Cinetocoro: Una estructura proteica localizada cerca del centromero de los cromosomas y del cual 

se extienden microtubulos que participan en el movimiento cromosomal durante la anafase. 

Cromátides Hermanas: El par de cromosomas homólogos fonnados en la fase S. 

Cromosoma: Es la unidad estructural del material genético en eucariotas y se confonna de DNA de 

doble cadena y proteínas asociadas. 

Diferenciaci6n: Proceso que involucra cambios en la expresión de genes por el cual una célula 

precursora se convierte en un tipo de célula especializada. 

Dimerización: Unión de dos proteínas que pueden ser iguales (homodimeros) o diferentes 

(heterodímeros). 

DNA polimerasa: Enzima que se encarga de copiar la hebra guia del DNA. 

Dominio: Región de una proteína que tiene una estructura terciaria independiente al resto de la 

molécula. 

Drosophi/a: El género de la mosca de la fruta. 

Eucariota: Célula que presenta un núcleo organizado. 

Extremo amino-tenninal: Es el extremo de la que tiene libre el grupo amino del primer 

aminoácido. 

E:xtremo carboxi.tenninal: Es el extremo de la que tiene libre el grupo carboxilo del último 

aminoácido. 

Factores asociados a TBP (TAF"s): Son protemas co-activadoras que aparentemente estabilizan a 

los factores de transcripción por medio de su unión con TBP. 
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F osfatasa: Enzima que separa grupos fosfato de las proteínas. 

r'ulJiUl iiaciún; rroceso en el cual una cmasa agrega grupos fosfato a las proteínas. 

Gen: Unidad funcional y fisica de la herencia que lleva la información de una generación a otra. 

Genoma: La infonnación genética total de una célula u organismo. 

Hebra guía: Es la cadena de DNA que sirve de templado para su replicación. 

"istona: Un grupo de proteínas conservadas que se asocian a la cromatina para formar al 

nucleosoma. 

Homología: Similitud de secuencia de una proteína o ácido nucleico que refleja un mismo origen 

evolutivo. 

Huso Mitótico: Es el conjwtto de microtubulos necesarios para la separación de los cromosomas 

durante la mitosis. 

Inhibidor: Aquel factor que bloquea o interrumpe la función de otro. 

Maquinaria basal transcripcional: Un grupo de proteínas necesarias para iniciar o regular la 

transcripción. 

Mciosis: Un tipo especial de división celular compuesto de dos divisiones celulares sucesivas y una 

sola ronda de síntesis de DNA que da por resuhado a cuatro células con la mitad de la información 

genética (células haploides). 

Mitosis: Proceso por el cual una célula se divide para dar origen a dos células hijas geneticamente 

iguales. 

Mutante: Una proteína o ácido nueleico que ha sufrido una variación en su secuencia y ocasiona lDl 

cambio o perdida en su funcionamiento normal. 

Nemátodo: Un grupo de gusanos que presootan su cuerpo redondeado. 

Nucleosoma: Una pequeña unidad estructural de la cromatina que consta de un núcleo formado por 

varias histonas y está rodeado por un segmento de DNA. 

Oncogén: El producto de un gen involucrado ya sea en la transformación celular o en la inducción 

del cáncer. 

Péptido: Un polímero pequeño que usualmente contiene alrededor de 30 aminoácidos. 

Plásmido: Una pequeña molécula de DNA circular extracromosomal capaz de replicarse y son 

usados comúnmente comO vectores de clonación. 

Procariota: Aquellas células que carecen de un núcleo estructurado. 

Proliferación: Cuando una o lUl grupo de células son inducidos a crecer progresivamente. 

Promotor: Una secuencia de DNA que determina el sitio de inicio de la transcripción del RNA. 

Proteína de unión con la caja TATA (TBP): Proteína que forma parte de la maquinaria basal 

tram.:cripC:onal qüc rcco..oca y 5~ Wle d lit W:lja TATA. 
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Proto-oncogén: Un gen norma] cuya alteración puede promover la formación de tumores. 

\,tuiescente: t..:uando una célula ha salido del ciclo celular y se mantiene en OO. 

Regulador: Factor que regula la expresión de un gen. 

Replicación del DNA: Proceso por el cual se duplica lUla doble cadena de DNA. 

RNA polimerasa 11: Enzima que se encarga de sintetizar una cadena de RNA a partir de un 

templado de DNA. 

Setuencia: El orden lineal de monomeros de las proteínas y ácidos nucleieas principalmente. 

Senesencia: Termino que se aplica a las células viejas. 

Sobrexpresión: Cuando el producto de un gen se sintetiza por arriba de los niveles normales. 

Transactivación: Aquellas proteínas que reconocen y activan secuencias en el DNA que codifican 

proteínas difusibles que controlan genes del mismo cromosoma o diferentes. 

Transcripción: Proceso por el cual se sintetiza una cadena de RNA a partir de un templado de 

DNA 
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