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RESUMEN 

El gen de retinoblastoma (RB) es un anti-oncogen o gen 
supresor de tumor que actúa como regulador negativo de la 
proliferación celular. 

El producto de RB, plü5°, es una fosfoproteína que tiene 
afinidad al ADN y cuya actividad funcional es determinada por su 
nivel de fosforilación. La forma desfosforilada está involucrada 
en restringir a la célula en la fase Gl del ciclo celular, 
mientras que las formas fosforiladas inducen la transición a la 
fase s. 

La participación de pl05°0 en el control de la transcripción 
se debe a la formación de un complejo con el factor 
transcripcional E2F que se une a la secuencia consenso TTTGGCGCG. 
Este factor es esencial para la transcripción de genes que 
regulan el ciclo celular y la síntesis de ADN. 

Los productos de oncogenes virales como ElA de adenovirus, 
el antígeno T grande de SV40 y E7 de papilomavirus humano tipos 
6b, 11, 16 y 18, interactúan físicamente con pl05°0

• La región de 
interacción de estas proteínas virales con pl05Rs es esencial 
para su actividad de transformación celular. 

En el desarrollo de este trabajo, inicialmente se 
caracterizó el plásmido pCMV-RB.S mediante digestiones con 
enzimas de restricción, determinando el tamaño del ADNc del gen 
RB clonado dentro del vector de expresión pCMV4-RS, obteniendo 
el mapa físico de pCMV-RB.S. Este plásmido expresó eficientemente 
el producto del gen RB en células de mamífero, lo cual fue 
importante en los ensayos de actividad "in vivo". 

Mediante ensayos de cotransfección transitoria en la línea 
celular C-33A, con construcciones plasmídicas que poseen 
promotores clonados frente al gen reportero CAT (Cloranfenicol 
acetil-transferasa), se analizó la participación del producto de 
RB en la regulación de la transcripción de los genes celulares 
(c-myc humano y albúmina de rata) y virales (Temprano de SV40, 
TK de HSV y HPV-18). 

De esta manera, se determinó que plü5°8 (pCMV-RB.S) reprime 
la actividad transcripcional de los promotores celulares 
estudiados, c-myc de humano y albúmina de rata. El mecanismo de 
regulación por pl05° que se propone es mediante la presencia de 
sitios E2F en el promotor de estos genes. 

Por otra parte pl05° no afecta la actividad transcripcional 
del promotor temprano de SV40 ni de la timidina cinasa del virus 
herpes simple, TK-HSV (pTKm), mientras que reprime la actividad 
transcripcional de la región control (LCR) del papilomavirus 
humano tipo 18 (pl8/42). 

En la U::R de HPV-18 se localizaron dos posibles sitios de 
reconocimiento al factor de transcripción E2F en los nucleótidos 
7568 y 7580, lo que sugiere que el mecanismo de represión por 
pl05° es por E2F. 

Uno de los 
expresión de los 
Papilomavirus, es 

elementos regulatorios importantes para la 
genes con actividad oncogénica (E6 y E7) de 
AP-1. Para analizar la posible participación 
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de este factor en la tegulac.1r pcr plO~~ •n HPV-lS, ~e utilizó 
una construcción en l. que se clan< el sitio hP-1 de la LCR de 
HPV-18 (pAPl), y s~ s~metió a 1a presencia de pl05", 
demostrándose que l :i. activ 1.dad tra 1.scripcional de esta 
construcción es reprimida. Cuando se utilizó el plásmido pSG5c­
FOS, que expresa el gen c-fos (uno de los componentes del 
complejo proteico AP-1), se recuperó la actividad transcripcional 
de esta construcción. 

Esto sugiere otro mecanismo de regulación de p1os- sobre 
HPV-18: la proteína Rb reprime la expresión de c-fos endógeno e 
impide a c-jun formar el complejo proteico AP-1, disminuyendo así 
su actividad transcripcional. 

El conocimiento de los mecanismos moleculares de repres1on 
por pl05- permite entender su función en la regulación de la 
proliferación celular y comprender que la inactivación del gen 
RB o de su producto pl05Rª, es una evento importante durante el 
proceso de carcinogénesis. 
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INTRC>DUCCIC>N 

El cáncer es en este momento uno de los objetivos de 

investigación más importantes tanto para la Medicina moderna como 

para la Biología Molecular. 

La relevancia de tales investigaciones se debe a que el 

cáncer ocupa uno de los primeros cinco lugares como causa de 

defunción en muchos países. En países subdesarrollados, 

aproximadamente el 10% de muertes es debida al cáncer {Fernández, 

1983), y se espera que este porcentaje se incremente debido a la 

erradicación de algunas enfermedades infecciosas y al aumento del 

promedio de vida de la población. 

En términos biológicos el cáncer es la manifestación de 

alteraciones en los mecanismos básicos de control de la 

regulación metabólica, división y diferenciación celular en los 

organismos superiores (Bravo, 1990). 

El cáncer se origina a través de la acumulación de una serie 

de eventos resultado de procesos múltiples que involucran daños 

al ADN, principalmente de genes que poseen un papel vital en la 

regulación de señales positivas o negativas en el crecimiento 

celular (Lee, 1993). 

Los factores ambientales son también parte importante del 

proceso de carcinogénesis, ya que la mayoría de los agentes 

carcinogénicos físicos o químicos, endógenos o exógenos, inducen 

mutaciones en el ADN {Weinberg, 1984). 

Las alteraciones que pueden afectar al genoma incluyen a las 
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mutaciones, pérdida c~ornosóm ca, rearreclcJ en la sec~encias de 

ADN e integración de sec1eLc5.as viral<'!S, etc. Otros cambios 

incluyen la asociación es~able de proteínas especificas con el 

ADN modificando la expresión de algunos genes celulares (Knudson, 

1991). 

Actualmente el conocimiento de la Biología Molecular de los 

virus que inducen tumores en animales y de las técnicas de 

Ingeniería Genética, han conducido a la identificación de los 

genes que contribuyen a la tumorigénesis: los oncogenes y los 

genes supresores de tumor. Este avance permite comprender algunos 

de los mecanismos por los cuales una célula normal se vuelve 

cancerosa y se multiplica en forma descontrolada. 

Los oncogenes son versiones alteradas de genes normales, 

conocidos como proto-oncogenes, cuyas funciones son importantes 

dentro del crecimiento y proliferación celular (Weinberg, 1984). 

Actualmente se conocen mas de 30 proto-oncogenes celulares; 

las proteínas codificadas por estos proto-oncogenes realizan 

funciones específicas tales como factores de crecimiento (e-sis), 

receptores a factores de crecimiento (c-erbB, erbB2, c-fms), 

transductores intracelulares de señal (e-ras, gsp, c-abl, c-mos) 

y factores de transcripción (c-myc, e-fas, c-jun, c-erbA) (Lewin, 

1994). 

Son varios los mecanismos por los cuales los proto-oncogenes 

se transforman en oncogenes (Adame y Gariglio, 1989; Cooper, 

1992) entre los cuales se pueden mencionar los siguientes: 

a) Amplificación génica: Comúnmente en las células 
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tumorales, se encuentran múltiples copias de un gen y en 

consecuencia, existe un incremento en los niveles de ARNm asi 

como de la proteina. Por ejemplo, se ha observado que el gen c­

myc está amplificado en muchos tumores y lineas tumorales 

humanas, incluyendo leucemias, cáncer mamario y cáncer cérvico 

uterino (CaCU) (Nowell et al., 1983; Bonilla et al., 1988; Ocadiz 

et al., 1987, respectivamente) 

b) Rearreglo génico: Las células cancerosas frecuentemente 

presentan translocaciones cromosómicas y en consecuencia, la 

pérdida de la regulación normal del gen afectado. Un ejemplo 

claro es el linfoma de Burkitt, donde el gen c-myc se transloca 

de su locus normal en el cromosoma 8 a uno de los loci del 

cromosoma 14 donde se localiza el gen de las cadenas pesadas de 

las inmunoglobulinas (Hayday et al., 1984). Por otra parte, en 

leucemia mieloide crónica, ocurre la recombinación entre el 

proto-oncogen abl y el gen bcr, codificando asi una proteina de 

fusión estructuralmente diferente (Shtivelman et al., 1985). 

c) Mutaciones puntuales: Estas alteraciones pueden ser el 

resultado de la interacción con algún carcinógeno. Por ejemplo, 

la substitución de un solo aminoácido en una posición crítica del 

sitio catalitico de GTPasa (generalmente en el aminoácido 12), 

hace que la proteina ras permanezca funcional y constitutivamente 

activa (Reddy et al., 1982). 

d) Participación viral: Los virus desempeñan un papel 

relevante dentro de la carcinogénesis en combinación con otros 

eventos. Se conocen algunos de los aspectos moleculares de los 
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virus claramente asociEdos a cánce~, en r~r1icular, la relación 

entre HTLV-I con la le~cemi·i (Poiesz et al., 1980), el virus de 

la hepatitis B con el cáncer hepatico (Ganem y Varmus, 1987), el 

virus Epstein-Barr con el linfoma de Burkitt (Facer y Playfair, 

1989) y algunos papilomavirus humanos (HPVs) con el cáncer 

cérvico uterino (zur Hausen, 1977). 

La actividad de los oncogenes conducen a la célula a 

proliferar y a adquirir otras características de las células 

transformadas (Hu et al., 1990), tales como la inmortalización, 

liberación de factores de crecimiento transformantes (TGF), 

pérdida de la dependencia de anclaje para el crecimiento, cambio 

de la morfología celular, entre otros. 

Es evidente que los oncogenes celulares han atraído la 

atención para entender el funcionamiento de la célula y los 

orígenes moleculares del cáncer. Sin embargo, a fines de la 

década pasada, se descubrió una segunda clase de genes 

involucrados en estos mecanismos, los genes supresores de tumor, 

anti-oncogenes u oncogenes recesivos, que promueven la formación 

de un tumor cuando existe una pérdida o inactivación de éstos o 

de sus productos génicos (Hu et al., 1990; Weinberg, 1991). 

Hay evidencias que sugieren que la función normal de estos 

genes es prevenir o suprimir la oncogénesis, además de que juegan 

un papel en la regulación negativa de la proliferación celular 

(Stanbridge y Nowell, 1990; Marshall, 1991). 

La pérdida de anti-oncogenes se revela en varios tipos de 

tumor por aberraciones cromosómicas, como la pérdida de un 
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segmento específico de algún cromosoma, o por una mutación 

puntual (Weinberg, 1988). De esta manera, la inactivación de 

estos genes está implicada en la generación de diferentes tumores 

humanos. 

Existen tres evidencias que apoyan la idea de que la 

transformación neoplásica involucra alteraciones de los genes 

supresores de tumor: 1) Híbridos celulares, 2) Cáncer familiar 

y 3) Pérdida de heterocigosis en tumores. 

l. Híbridos celulares. Los híbridos celulares generados por 

fusión entre células tumorigénicas y no tumorigénicas, no 

originan tumores cuando se inyectan a un hospedero apropiado, aun 

expresando las características de un fenotipo transformante en 

cultivo. Este fenómeno de supresión que se observa en una 

variedad de combinaciones de células tumorales y normales, puede 

deberse a cambios genéticos recesivos, responsables del fenotipo 

tumoral y complementados por los alelos normales (Marshall, 1991; 

Levine, 1993). 

En híbridos celulares también ha sido posible identificar 

experimentalmente cual es la localización cromosómica de algunos 

de los genes supresores de tumor por los siguientes métodos: a) 

Análisis citogenéticos, b) Fragmentos de restricción de longitud 

polimórfica (RFLP) y c) Experimentos de transferencia usando 

microcélulas (en las cuales llevan o transfieren un solo 

cromosoma derivado de una célula normal a una célula cancerosa). 

Estos resultados revelaron esencialmente que estos genes se 

localizan en diferentes cromosomas (Tabla 1), además de demostrar 
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REGIC>N LINEA CELULAR 
CRC>MC>SC>MICA TUMC>RIGENICA 

Carcinoma cervical (HeLa) 
llpl3 y llpl5 (WT-1) Carcinoma cervical (SiHa) 

Tumor de Wilms 
Carcinoma de mama 

Retinoblastoma 
13q (RB) Carcinoma de próstata 

Carcinoma de vejiga 

Carcinoma colo-rectal (SW480 
5q (APC), 17p (p53) y COKFu) 

Neurofibromatosis (NGP) 

17q (NF-1) Carcinoma colo-rectal 
Neurofibromatosis 

Tabla l. Regiones cromosómicas asociadas a genes supresores o 
anti-oncogenes en diferentes líneas celulares derivadas de tumor, 
las cuales se establecieron por el método de fusión microcelular, 
por análisis citogenéticos o RFLP. 
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por transfere~cia de un cromosoma, que pueden suprimir la 

formación de un tumor dependiendo del origen del tejido 

(Marshall, 1991; Levine, 1993; Anderson y Stanbridge, 1993). 

2. Cáncer familiar. En general, la proporción de este tipo 

de cánceres es bastante bajo. Sin embargo, en ciertas ocasiones 

tales como retinoblastoma, la forma heredable constituye el 40% 

de los casos. 

De Mars (1970) y Knudson (1971) sugieren que la forma 

autosómica dominante en la herencia de cáncer familiar es más 

susceptible a mutaciones recesivas (una heredada y otra 

adquirida) debido a la alteración de los dos alelos silvestres 

y en consecuencia, a la pérdida de función a nivel celular. Lo 

anterior ha originado estudios sobre enfermedades con un patrón 

hereditario tales como retinoblastoma, neurofibromatosis, tumor 

de Wilms, poliposis adenomatosa familiar (FAP) y múltiples 

neoplasias endócrinas, cuyo objetivo principal ha sido aislar el 

gen responsable de estos cánceres familiares (Marshall, 1991). 

3. Pérdida de heterocigosis. En formas heredables, la 

ausencia del material genético heredado de uno de los padres por 

mutación recesiva causada por la pérdida de un fragmento de un 

cromosoma, hace imposible la heterocigosis de determinado locus, 

lo cual puede ser indicador de la presencia de un gen supresor 

de tumor tanto en formas familiares como en cánceres esporádicos 

(Ponder, 1988). 
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GENSS SUPR 'SCiRES DE 'I'TMC'~ 

El gen del tumor Je Wilms (WT-1) 

El tumor de Wilms es un nefroblastoma que afecta 

aproximadamente uno de cada 10,000 niños. Puede presentarse en 

las formas esporádica unilateral (+95%) o heredada unilateral y 

bilateral (Anderson y Stanbridge, 1993). 

En diferentes tumores de este tipo, en un caso familiar 

bilateral asociado al síndrome de WARG, se encontró deletada la 

banda 13p en el cromosoma 11 (Riccardi et al., 1980); los 

asociados al síndrome de Beckwith-Wiedemann revelan la pérdida 

de heterocigosis en la región llpl5.5 (Haber y Housman, 1991); 

sin embargo, en otro tumor de Wilms no involucra ninguno de estos 

loci lo que sugiere que al menos tres genes distintos estén 

implicados en el origen de este tumor. 

Las mutaciones más comunes en el gen WT-1 implican la 

pérdida total de ambos alelos, aunque pequeñas deleciones son 

observadas en las formas heredables. 

Housman y col. aislaron el gen denominado WT-1, de la región 

llpl3. Este gen comprende 10 exones y es transcrito a un ARNm de 

aproximadamente 3 Kilobases (Kb) con sitios de procesamiento 

alternativos (Call et al., 1990). 

El gen codifica para una proteína de 345 aminoácidos, la 

cual contiene cuatro dominios conocidos como "dedos de zinc" y 

una región rica en prolina y glutamina (Gessler et al., 1990). 

Con base en estas características se sugiere que esta proteína 
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posee una actividad de regulador transcripcional. Lo anterior se 

apoya en el hecho de que dos proteínas de mamíferos, EGRl y EGR2, 

las cuales se unen al ADN en una secuencia consenso y regulan el 

crecimiento, muestran homología con la proteína WT-1 (Anderson 

y Stanbridge, 1993). 

El gen WT-1 se expresa en niveles altos en riftón fetal, 

mientras que en riftón adulto se encuentran niveles bajos. Además 

se expresa en gónadas, bazo y útero, sugiriendo que es necesario 

para el desarrollo específico de diferentes tejidos (Gessler et 

al., 1990). 

El gen de Neurofibromatosis (NF-1) 

La enfermedad de Neurofibromatosis 

Recklinghausen ocurre en aproximadamente 

tipo 

1 de 

I o 

cada 

Von 

3500 

individuos. Se presenta en forma heredable y en forma esporádica 

con una alta tasa de mutación (1 x lo-•) (Eng y Ponder, 1993). 

Esta enfermedad, que se caracteriza por lesiones en piel, 

en ojos y en el sistema nervioso central (Riccardi, 1981), se 

asocia con otros cánceres como leucemias, osteosarcomas, tumor 

de Wilms, entre otros (Sorenson et al., 1986). 

El locus que codifica para el gen de neurofibromatosis (NF-

1) se localiza en el cromosoma 17 banda qll.2 (Collins et al., 

1989; Wallace et al., 1990). Cawthon y col. (1990), clonaron este 

gen de 30 Kb, el cual contiene 49 exones que codifican para una 

proteína de 2818 aminoácidos. Esta proteína tiene un dominio 

altamente homólogo al de las proteínas activadoras de GTPasa 
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(GAP) de mamíferos (Xu ~~. a1., l<J9G), que requlan y pued8n actuar 

corno efectores del rroto-oncogen e-ras, al igual que las 

proteínas IRAl e IRA2 de lEvadura (Buchberg et al., 1990), cuya 

función es estimular la actividad de GTPasa de la proteína ras 

de levadura. 

Con base en estas homologías se sugiere que la proteína NF-1 

actúa como transductor de señales involucrada en proliferación 

celular. 

El gen NF-1 se expresa en todos los tejidos, aunque en los 

neurofibromas el gen se encuentra alterado por mutaciones 

puntuales o deleciones (Wallace et al., 1990). 

El gen de la Poliposis Adenornatosa de Colón (APC) 

La Poliposis adenornatosa familiar de colón (FAP) ocurre en 

uno de cada 10,000 individuos en Estados Unidos, Europa y Japón 

(Levine, 1993). Esta enfermedad, se presenta durante la segunda 

y tercera década de vida y se caracteriza por la presencia de 

miles de polipos adenornatosos en el colón. Un pequeño porcentaje 

de estos polipos pueden desarrollar carcinomas en colón, siendo 

más severos en pacientes no tratados clínicamente (Eng y Ponder, 

1993). 

El gen APC asociado a FAP se localiza en el cromosoma 5q21. 

Este gen es de 

( Bodrner et al. , 

aproximadamente 

1987). Codifica 

8. 4 Kb y contiene 15 exones 

para una proteína de 2843 

aminoácidos, que por secuencia primaria no sugiere alguna 

función, aunque presenta una pequeña homología con las proteínas 
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IRAl e IRA2 de levadura, y con una región de unión a proteína 

de un receptor acetil colina tipo rnuscarínico (Groden et al., 

1991). 

El ARNrn del gen APC es detectado en una amplia variedad de 

células y tejidos. Un aspecto relevante es el hecho de que, 

dependiendo la localización de las mutaciones del gen en la forma 

heredable, parece dictar el número de polipos formados (Nagase 

et al., 1992). 

En carcinomas de colón derivados de FAP, Feron y Vogelstein 

(1990), han encontrado mutaciones de otros genes corno p53, DCC, 

y K-ras lo que sugiere que éstos son importantes en el desarrollo 

carcinogénico en el cual participan. 

El gen DCC 

En cáncer colo-rectal y en adenomas benignos es común 

encontrar la pérdida de la región crornosórnica 18q en un 70% y 

50%, respectivamente. Una serie inicial de alteraciones genéticas 

corno mutaciones puntuales en APC y Ki-ras, y posteriormente en 

p53, contribuyen a la progresión de cánceres de colo-rectal 

(Vogelstein et al., 1988). 

Fearon y col. (1990) localizaron el gen DCC (por Deleted in 

colorectal carcinomas) en el cromosoma 18 en la banda q21. Este 

gen es muy grande ya que codifica para un ARNrn de 10-12 Kb, que 

origina una proteína la cual tiene homología con una de las 

proteínas de adhesión celular neural (N-CAM). La proteína DCC 

posee un dominio transmembranal, algunos dominios extracelulares 
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del tipo de las inmunc1lc~ulinas 

fibronectina tipo II (T3naka et 

y mr·tivos 

a.L.' 1991). 

repetidos 

Este tipo 

de 

de 

estructuras sugieren que lu proteína DCC intérviene en adhesión 

y/o invasión metastásica de las células. 

La expresión del gen DCC se encuentra en niveles bajos, en 

una amplia variedad de células y tipos de tejidos, incluyendo al 

tejido del colón. No obstante, se encuentra reducido o ausente 

en más de 85% de líneas celulares colo-rectales (Fearon, 1992). 

El gen p53 

El gen p53 comprende 20 Kb y se localiza en el cromosoma 17 

banda pl3.1 del genoma humano. Contiene 11 exones y su ARNm es 

expresado en todas las células del cuerpo, presentándose altos 

niveles en bazo y timo (Oren, 1985). 

La proteína llamada p53, comprende 393 aminoácidos en 

humano. Es una fosfoproteína nuclear que posee tres dominios 

estructurales: 1) Una región altamente acídica en el extremo 

amino terminal, 2) Una región rica en residuos de prolinas 

altamente hidrofóbica y 3) En la parte carboxilo terminal 

contiene aminoácidos básicos que le confieren la capacidad de 

unión al ADN y de oligomerización (ya que esta proteína funcional 

forma tetrámeros), además contiene su principal señal para 

transporte al núcleo (Shaulsky et al., 1991). 

En general la proteína p53 tiene una vida media corta de 

aproximadamente 20 minutos. Normalmente, suprime el crecimiento 

de células tumorales e inhibe la transformación reduciendo 
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eficientemente la cooperación ~ntre oncogenes tales como e-ras 

y c-myc o ElA (Finlay et al., 1989). Sin embargo, la proteína p53 

mutada actúa como un encogen y coopera con ras activado en la 

transformación de células en cultivo (Eliyahu et al., 1989). Al 

parecer, la estabilidad de la proteína p53 mutada es mayor que 

la de la silvestre, ya que tiene un promedio de vida en horas. 

se sugiere que la proteína p53 actúa supervisando o 

controlando negativamente el ciclo celular, para permitir la 

reparación de daños al ADN o errores en las señales de la 

división celular, ya que se encuentran niveles elevados de esta 

proteína antes de la fase s del ciclo celular en células 

irradiadas o mutagenizadas (Lane, 1992). Este fenómeno no ocurre 

en células en las que p53 está mutado, fijandose así las 

mutaciones y llevando a la célula hacia transformación o muerte 

celular. 

Recientes evidencias sugieren que la función de p53 es 

actuar como un factor de transcripción (Fields y Jang, 1990). Se 

ha observado que p53 silvestre regula positivamente la 

transcripción de genes que contienen en su promotor una secuencia 

consenso (CTGCCTCT) que le permite la unión de esta proteína al 

ADN (Zambetti et al., 1992). Por otra parte, se ha determinado 

la represión transcripcional de algunos genes mediada por su 

interacción con factores que se unen a la caja TATA. 

Gannon y Lane (1987), demostraron que la replicación del 

virus SV40 es bloqueada por p53 normal. Esta inhibición es debida 

a la interacción física de p53 con la ADNpolimerasa a y con el 
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:mtígeno T grande del viruf;. ~ ') ant:21ior •.lpcya la idea ele que p5::; 

pueda unirse al comple io d~; rE:pj icaciói1 controlando el inicio de 

la síntesis del ADN. 

La inactivación de la función de p53 puede ocurrir por 

diferentes mecanismos. El más frecuente es la presencia de 

mutaciones del gen p53, ya que se han reportado este tipo de 

alteraciones en una gran variedad de cánceres humanos (Marshall, 

1991). La gran mayoría de estas mutaciones se localizan en 

regiones altamente conservadas (Levine, 1993). Otro mecanismo 

ocurre cuando alguna de las proteínas virales, antígeno T grande 

de SV40 (Lane y Crawford, 1979), ElB de adenovirus (Sarnow et 

al., 1982) o E6 de papilomavirus humano (HPV) tipo 16 y 18 

(Werness et al., 1990), se unen a p53 e interfieren con su 

función (determinando su degradación en el último de los casos). 

Un tercer camino es la sobreexpresión de la proteína oncogénica 

codificada por el gen mdm-2, la cual aumenta la formación de 

tumor y se une a p53 (Momand et al., 1992). El cuarto mecanismo, 

encontrado en algunos cánceres de mama, es la localización de la 

proteína p53 normal en el citoplasma celular, impidiendo llevar 

a cabo su función en el núcleo (Shaulsky et al., 1991). 

El gen de Retinoblastoma (RB) 

El conocimiento sobre la existencia de los genes supresores 

de tumor, se inició con los estudios epidemiológicos de Knudson 

(1971) en tumores de retinoblastoma, así como los primeros 

mecanismos moleculares de tumorigénesis en formas heredables. Por 
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ello es el prototipo más estudiado en la categoria de los genes 

supresores de tumor. Retinoblastoma es un cáncer poco frecuente 

que afecta uno de cada 20,000 infantes (Weinberg, 1988). Sin 

embargo es el tumor intraocular más común de la niñez. 

Knudson (1971) propuso dos posibles procedencias de los 

genes mutados involucrados: por herencia de un progenitor o por 

mutaciones somáticas (Weinberg, 1988). 

En retinoblastoma familiar, los individuos afectados heredan 

un alelo mutante de padres afectados, ocurriendo una segunda 

mutación en forma somática que inactiva el alelo normal heredado 

del otro padre. Esta forma ocurre en un 40% de los casos en 

infantes de alrededor de 14 meses de edad; estos tumores son 

siempre bilaterales (en ambos ojos al mismo tiempo) y estos niños 

con frecuencia desarrollan posteriormente una segunda neoplasia, 

comúnmente un osteosarcoma. 

En la forma esporádica (60%), se involucran dos eventos de 

mutación somática de los cuales, el segundo ocurre en células 

descendientes que recibieron la primera mutación. Los tumores se 

dectectan en infantes de aproximadamente 30 meses de edad; son 

unilaterales (un solo ojo) y en estos casos por lo general, 

ocurre solo este tipo de cáncer. 

En algunos casos de tumores de retinoblastoma ya sea 

unilateral o bilateral, existe una deleción de la banda q14.1 del 

cromosoma 13 en todas las células somáticas (Francke et al., 

1978, Balaban et al., 1982), lo que sugiere la presencia del gen 

RB en esta región cromosómica. Este locus se localiza junto al 
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gen para la enzima D e~·tcrasa. 

El gen de Retinobl'l.stoJ<.a (R'3) comprende aproximadamente 200 

Kb y contiene 27 exones. El transcrito de ARNm es de 4.7 Kb y 

solo 2.7 Kb del extremo 5' codifican para una proteína, pl05Rs, 

de 928 aminoácidos (Lee et al., 1987a) (Fig. 1). Es una proteína 

nuclear que se encuentra fosforilada o desfosforilada, 

dependiendo de la fase del ciclo celular, y se expresa en todos 

los tejidos (Friend, 1986; Lee et al., 1987b). 

El gen RB se encuentra mutado o deletado en otros tipos de 

tumores humanos y líneas celulares establecidas a partir de 

ellos, que incluyen osteosarcomas {Hansen et al., 1985), sarcomas 

de tejido blando {Horowitz et al., 1990), carcinomas de células 

pequeñas de pulmón {Harbour et al., 1988), cánceres de mama (Lee 

et al., 1988), carcinomas de próstata (Bookstein et al., 1990a) 

o vejiga (Horowitz et al., 1989), algunas leucemias (Furukawa et 

al., 1991) y carcinomas cervicales (Scheffner et al., 1991). Lo 

anterior sugiere que las mutaciones del gen RB están involucradas 

en la oncogénesis en estos casos y que contribuyen al fenotipo 

maligno. 

Existen diferentes tipos de lesiones que parecen estar 

involucradas con la inactivación del locus RB: deleciones grandes 

que abarcan aproximadamente el 30% del gen; alteraciones en el 

procesamiento del ARNm, resultado de la deleción de algún o 

algunos exones; mutaciones puntuales y deleciones pequeñas en el 

promotor (Marshall, 1991) que afectan secuencias posibles de 

reconocimiento a factores de transcripción. 

18 



GEN RB 

w~wn ~u~ ~ 

1 \ i \\'\ s 7~ 91\ 11 1 2 1~ 1e; 2~~/ 2\ \i6J7 ~XONES 2.T:s: < J1 1 / -rt\ d lf 2Jo L 1 11' " 

CODIFICA NO CODIFICA 

- 2.7Kb 21 (b 

ARNm 5' ... .•...... , .. p.··........... 3 ' 
ATG TGA AUUUA 

DOMINIO DE UNION A E2F 

A B SLN 
DOMINIOS 

18000 12800 

p10~RB NH2 t ~- f ~2} ===na; \ • ~~25Cl COOH EXONES 

S T T T S S ~~ SS S T 
1 2492!12 373 ~g eo1a11 928 AMINOACIDOS 

. a::.., 
"'-' ¡:; 



Figura 1. Estructura d€ l ge•1 de c-:-etinoblfü;toma. RB, el transcrito de 

ARNm y de la proteína pl05". El gen es de aproximadamente 200 Kb, 

contiene 27 exones (siendo el último exón el más grande, 1889 pb) 

y 26 intrones que abarcan de 80 a 70500 pb. En el promotor de RB 

existe una secuencia rica en nucleótidos GC, y carece de una caja 

TATA ti pica; este promotor minimo posee si ti os funcionalmente 

importantes para la unión a factores de transcripción como Spl, ATF 

y E2F. 

El ARNm mensajero contiene una región de 2.7 Kb que codifica para 

el producto del gen RB, p105•s, que está flanqueada por una 

secuencia corta no traducida hacia el extremo 5', y por una región 

larga (2 Kb) hacia el extremo 3', donde se encuentran las señales 

y sitios de poliadenilación (AUUUA). 

La proteína Rb de 928 aminoácidos, contiene cinco sitios de 

reconocimiento para la cinasa p34cdc2 en los residuos de serina (S) 

y treonina (T). Existen dos dominios consecutivos denominados A y 

B (aminoácidos 393 a 572 y 646 a 772), esenciales para la unión con 

las proteínas oncogénicas ElA de Adenovirus, antígeno T grande de 

SV40 y E7 de HPV. Estos dominios se encuentran mutados o deletados 

en una variedad de tumores humanos y lineas celulares derivados de 

éstos. Los dominios A y B así como la región carboxilo terminal son 

necesarios para la interacción con el factor E2F. En el exón 25 

está una señal de localización nuclear (SLN). La proteína posee una 

región estructural denominado "cierre de leucina" que se requiere 

para la interacción estable entre proteínas. 
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La inactivación del gen RB, por tanto, está alociada co~ la 

etiología de muchos tipos de cáncer humano y por consiguiente, 

con la progresión neoplásica, lo que clasifica a RB como un anti­

oncogen, oncogen recesivo o gen supresor de tumor (Lee et al., 

1988; Robbins et al., 1990). La introducción y expresión de un 

gen RB exógeno en líneas celulares con deleción o mutaciones en 

el gen RB, da como resultado una inhibición significativa del 

crecimiento en cultivo "in vitro" y la supresión de tumor "in 

vivo" (Banerjee et al., 1992; Bookstein et al., 1990b). 

Las características de la proteína Rb y su función son de 

gran relevancia para este trabajo por lo que se mencionará a 

continuación con mayor detalle. 

ANTECEDENTES 

CARACTERISTICAS DEL PRODUCTO DEL GEN RB (pl05~) 

La proteína p105•0 contiene diferentes regiones importantes 

para su función: 1) exhibe una actividad de unión inespecífica 

al ADN entre los aminoácidos 612 y 928 (Lee et al., 1987b), 2) 

dos regiones ricas en residuos de prolina -codificadas en los 

exones 1 y 23- característico de algunos oncogenes nucleares, 3) 

dos "dedos de zinc" codificados en los exones 17-18 y 20-21, 4) 

cinco residuos de serina y treonina fosforilables y 5) una señal 

de localización nuclear en el exón 25 (Fig. 1). 

Existen dos regiones de la proteína Rb necesarias para la 

interacción estable proteína-proteína. Estas regiones denominadas 

A y B (aminoácidos 393 a 572 y 646 a 772, respectivamente) son 
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importantes para la i!'tc-racc' ón de pl05'" e ::m ciertas proteínas 

celulares y con protei1as de virus onc0génicos (Hu et al., 1990; 

Huang et al., 1990; Kaelin et al., 1990). 

En la mayoría de los tumores, plos•s es afectada en una o en 

las dos regiones conservadas, principalmente por deleción en los 

exones 13 al 17 (Hu et al., 1990; Zacksenhaus et al., 1993). En 

otros casos, ocurren mutaciones puntuales en diferentes regiones. 

Así, Kaye y col. (1990), demostraron que en células pequeñas de 

pulmón una mutación puntual en el codón 706 dentro del exón 21 

de Rb, es suficiente para generar un proteína funcionalmente 

inactiva. 

p105•a es una fosfoproteina nuclear que tiene afinidad al 

ADN y cuyos estados activos funcionalmente están determinados por 

el grado de fosforilación durante el ciclo celular. 

pl05RB Y CICLO CELULAR 

En cada división de una célula eucarionte, en la fase Gl del 

ciclo celular, una señal determina si se continúa a una nueva 

fase de síntesis o indica la salida del ciclo para entrar a un 

estado quiescente o de reposo, denominado GO. 

Estas señales incluyen a los factores de crecimiento y a 

otras factores que activan la expresión de genes específicos para 

promover o restringir la proliferación celular. Una vez que la 

célula comienza una nueva división, se requiere la activación de 

otros genes que regulen la progresión a través del ciclo celular. 

Algunos han sido inicialmente identificados en levaduras y más 
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recientementE ~n células de mamiferos. La expresió~ de proteinas 

cinasas y una serie de ciclinas están involucradas en la 

transición de la fase GO/Gl a S en células de mamifero, o G2/M 

en todas las células eucarióticas (Lees et al., 1991). Tres 

ciclinas de células de mamifero (e, D y E) se expresan en la fase 

Gl, mientras que solo una (A) se expresa en la fase de mitosis. 

FOSFORILACION DE plOSRª 

La fosforilación juega un papel critico en la regulación de 

la actividad de la proteina Rb. Varios investigadores han 

observado que la forma hipofosforilada de plOSRB (estado activo) 

está involucrada en prevenir o restringir a la célula de la 

transición de la fase Gl a s y a división celular (Buchkovich et 

al., 1989; Chen et al., 1989; Cooper y Whyte, 1989). DeCaprio y 

col. (1989), han observado en cultivos celulares sincronizados 

que plOSR" se encuentra hipofosforilada durante la fase Gl, 

incrementando gradualmente el nivel de fosforilación durante la 

mitad de esta fase hasta llegar a la fase S, donde se encuentra 

sólo hiperfosforilada y se mantiene asi en G2/M del ciclo 

celular. En la fase temprana de Gl plOSRB se desfosforila y al 

parecer un estado desfosforilado de plOSRª induce a la célula 

permanecer en estado GO (Fig. 2). 

Este patrón de fosforilación ciclica de plOSRª, se debe a la 

participación de una proteina cinasa, p34 cdc2, cuya actividad 

es regulada por su estado de fosforilación y por la unión a 

proteinas accesorias, las ciclinas (Devoto et al., 1992). La 

expresión de una ciclina en un punto especifico del ciclo aumenta 
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Figura 2. Modelo de regulación de pl05RB en el ciclo celular. El 

modelo describe las fases del ciclo en células normales (flecha 

obscura) e infectadas con adenovirus (flecha clara). En la fase Gl 

del ciclo celular pl05RB se f osf orila gradualmente conforme avanza 

a S, donde se encuentra hiperfosforilada (forma inactiva), 

manteniendose así en G2 y M. Después una posible fosfatasa retorna 

al estado no fosforilado de pl05RB, permitiendo a las células entrar 

a un estado de reposo (GO). Sólo en la fase Gl, la proteína Rb 

hipofosforilada (forma activa) es capaz de interactuar con el 

factor de transcripción E2F en células normales, o con la proteína 

ElA en células infectadas con adenovirus. La interacción de Rb con 

E2F inhibe la expresión de genes que son regulados por este factor, 

mientras que una activación sucede por la disociación de este 

complejo proteico ya sea por la hiperfosforilación de pl05RB (flecha 

obscura) o por la asociación con ElA (flecha clara). En la fase 

S/G2, E2F se asocia con otras proteínas celulares (pl07, ciclina A, 

cinasa p33cdk2), desconociendo su efecto en la transcripción. ElA 

también puede asociarse a pl07 modificando la actividad de E2F en 

células infectadas. Se sugiere pl05RB interactúa con otros factores 

(pX) inactivando la transcripción de otros genes. 
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la actividad cinasa :::de qu .~ond,_,ce a fos;orilación de 

sustratos específicos. Est;1s protei~as fosforiladas son capaces 

de permitir a la célul¿ progresar a la siguiente fase del ciclo 

celular. La activación de las cinasas de Rb ocurre justo antes 

o posiblemente con la replicación del ADN. (DeCaprio et al., 

1989). Por otro lado, poco se ha estudiado referente a las 

proteínas que participan en la desfosforilación de Rb para entrar 

a la siguiente fase Gl, aunque no se descarta la participación 

de una fosfatasa específica (Hamel et al., 1992). 

Por todo lo anterior, es claro que la regulación de la 

fosforilación de pl05R8 pueda actuar por sí misma como un 

regulador de la transición de Gl a s del ciclo celular. Debido 

a esto, la forma activa suprime el crecimiento y la inactivación 

de pl05Rs conduce a un descontrol del crecimiento celular. 

Interesantemente, pl05Rs se asocia a algunas proteínas 

únicamente en su forma hipofosforilada, como el antígeno T grande 

de SV40 (Ludlow et al., 1989) lo que sugiere que bloquea la 

actividad supresora de Rb, en la fase Gl. 

se han descrito interacciones de pl05R8 con proteínas 

producidas por virus tumorales de ADN, sugiriendo que los 

productos de genes supresores de tumor regulan la expresión de 

genes involucrados en la proliferación o diferenciación celular, 

o controlando los mecanismos bioquímicos que regulan el inicio 

de la síntesis del ADN (Marshall, 1991). 
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lNTERACCION CON PFOTEINAS VIRALES 

Evidencias recientes muestran que el gen RB y su producto, 

están involucrados en un segundo mecanismo de la tumorigénesis: 

oncoproteínas específicas de tres virus tumorales de ADN 

adenovirus, virus de simio 40 ( SV40) y papilomavirus humano 

(HPV)-, forman complejos con pl05Rs (Hu et al., 1990). 

Diversos autores han demostrado que pl05RB interactúa 

directamente con las proteínas transf ormantes ElA de adenovirus 

(Whyte et al., 1988), el antígeno T grande de SV40 (DeCaprio et 

al., 1988) y E7 de HPV tipos 6b, 11, 16 y 18 (Gage et al., 1990; 

Münger et al., 1989). 

Actualmente se conoce que estas proteínas virales poseen 

regiones necesarias considerablemente homólogas, para interactuar 

con p105•s a través de un motivo LXCXE (donde X es cualquier 

aminoácido). Los aminoácidos 99 al 117 comprenden la región CR2 

en el antígeno T grande de SV40 (Ewen et al., 1989); del 

aminoácido 37 a 60 y 118 a 137 de la proteína ElA corresponden 

a los dominios CRl y CR2, respectivamente (Egan et al., 1988; 

Dyson et al., 1992); y del aminoácido 18 al 37, en E7 de HPV-16, 

la región CR2 (Dyson et al., 1989). Estas regiones CRl y CR2, son 

también requeridas para la actividad transformante de las 

oncoproteínas (Fig. 3). 

Existen dos regiones de la proteína Rb para una interacción 

estable proteína-proteína (Hu et al., 1990; Huang et al., 1990; 

Kaelin et al., 1990). Una de estas regiones predice un posible 

"cierre de leucina" (Fig. 1), una estructura que está implicada 
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Figura 3. Regiones homólogas entre las proteínas de virales ElA de 

adenovirus, antígeno T grande de SV40 y E7 de Papilomavirus humano 

(HPV). Las regiones de la proteína ElA (denominadas CRl y CR2), son 

necesarias para diferentes funciones: a) la unión a p105= y otras 

proteínas celulares que participan en la regulación del ciclo 

celular; b) la actividad transformante de la proteína viral y c) la 

disociación del factor de transcripción E2F en los complejos 

proteicos p105=-E2F y Ciclina A-E2F. Los aminoácidos relacionados 

entre las tres proteínas oncogénicas se localizan en regiones 

conservadas (principalmente el dominio LXCXE en CR2, donde X es 

cualquier aminoácido) para la interacción con la proteína Rb como 

se indican en los recuadros. 
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en la capacidad de al gunas p1:·ot.~inas par a formar hetero- t'. 

homodimeros. 

Probablemente los vires infecten células en estado de reposo 

y durante las primeras fases infectivas es posible que estimulen 

a la célula a entrar en un estado proliferativo que les permita 

llevar a cabo su replicación. A pesar de que cada virus codifica 

para proteínas que permiten ciertos aspectos de su replicación, 

se requiere en general de la maquinaria celular de síntesis de 

ADN. Lo mismo ocurre durante la infección por los virus tumorales 

de ADN (Adenovirus, SV40 y HPV). 

La actividad transformante de los virus mencionados ocurre 

en cooperación con algunos oncogenes celulares como e-ras o c­

myc. No obstante, un evento importante de esta actividad consiste 

en que los productos proteicos de genes transformantes al formar 

un complejo con la proteína Rb únicamente en su forma 

hipofosforilada, antagoni zen su función supresora del ciclo 

celular, permitiendo a la célula infectada entrar a la fase S e 

iniciar la replicación del ADN viral (Ludlow et al., 1989). 

Experimentalmente se ha demostrado que el complejo con 

p105"ª es esencial en la capacidad de estas oncoproteínas para 

transformar cultivos celulares primarios (Horowitz et al., 1990) 

e iniciar tumores en animales. 

Este mecanismo se observa claramente en líneas celulares de 

carcinoma cervical de humano que poseen HPV, en las cuales pl05~ 

se expresa normalmente, mientras que en aquellas que no poseen 

HPV, se han encontrado mutaciones en el gen RB que afectan la 
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fosforilación y la unión de las oncoproteínas virales a las que 

se une p105" (Scheffner et al., 1991). 

Al parecer las proteínas virales actúan como inhibidores 

competitivos bloqueando la interacción entre pl05Rª y un sustrato 

importante (proteína celular). Esta hipotesis es comprobada por 

la unión de E2F con Rb. 

Varios 

identificado 

pl05~ Y MECANISMOS DE ACCION 

grupos de 

al menos 8 

investigadores han 

proteínas celulares 

demostrado e 

con las que 

interactúa pl05Rª. Algunas de estas proteínas interactúan con los 

dominios A y B de Rb con los que se unen el antígeno T grande y 

ElA, lo que puede inactivar su función por alteraciones en dicho 

dominio o por la unión a un seudoestrato (Kaelin et al., 1991; 

DeFeo-Jones et al., 1991; Huang et al., 1991). 

Al respecto, sólo se han clonado tres ADNc que codifican 

para proteínas RBPl, RBP2 y RBPJ que son capaces de unirse a 

pl05RB "in vi tro" únicamente. Aunque estas proteínas poseen 

propiedades similares entre sí, aún se desconoce su función 

(Kaelin et al., 1992). 

Para algunos investigadores, la asociación "in vitro" de 

pl05Rs y la proteína c-myc, sugiere que ambas proteínas cooperan 

para controlar el ciclo celular (Rustgi et al., 1991). sin 

embargo, sigue siendo desconocida la relación y la interacción 

entre estas proteínas "in vivo". 

Existen evidencias que han demostrado que la proteína Rb 
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interactúa con protef,d3 ce! 1lares que :etul2n la tra~scripción 

de genes implicados e.1 el ~ontrol del crecimiento (Chellappan et 

al., 1991). 

INTERACCION CON FACTORES DE TRANSCRIPCION 

La regulación de la expresión de los genes eucarióticos está 

determinada principalmente por la unión de ciertas proteinas a 

secuencias especificas del ADN (potenciadoras o "enhancer") 

dentro de la región promotora de determinado gen. Estas proteínas 

de unión al ADN se denominan factores de transcripción. 

La proteina Rb forma un complejo con un factor 

transcripcional que se une al ADN celular, E2F (Chellappan et 

al., 1991) o DRTF (Bandara y La Thangue, 1991). Este factor se 

asocia a una o más proteinas celulares y puede unirse directa o 

indirectamente con p105•s, lo que sugiere que el producto del gen 

RB está involucrado en la regulación de la transcripción de genes 

celulares. 

DRTF fue definido como un factor de transcripción 

desregulado durante la diferenciación de células F9 de carcinoma 

embrionario (La Thangue y Rigby, 1987), mientras que E2F fue 

definido con una actividad inducida en células HeLa después de 

la infección con adenovirus (Kovesdi et al., 1986). Estas 

proteínas se unen al ADN en secuencias muy similares (secuencia 

consenso: TTTGCGCGCC) y además forman complejos con las mismas 

proteinas. Si bien E2F y DRTF pueden estar muy relacionadas, los 

conocimientos sobre su función se han enfocado mayoritariamente 
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a E2F. 

E2F fue identificado originalmente corno un factor necesario 

para la transcripción del gen E2 de adenovirus (Bagchi et al., 

19 8 9) . Actualmente se sabe que E2F está involucrado en la 

regulación de la expresión de genes celulares que controlan el 

crecimiento celular, posiblemente en las fases Gl y S del ciclo 

celular (Helin et al., 1992). 

El factor de transcripción E2F posee un dominio de unión al 

ADN que comprende del aminoácido 89 al 191. Por otro lado, la 

asociación de E2F con pl05Rs abarca una región cercana a su 

extremo carboxilo terminal entre los aminoácidos 409 y 426 (Helin 

etal., 1992). 

Un posible mecanismo de la regulación por E2F es mediante 

la interacción con pl05Rs. A este respecto, E2F forma un complejo 

con p105•s exclusivamente en la fase GO/Gl y desaparece conforme 

sucede la fosforilación de Rb (Chellapan et al., 1991; Mudryj et 

al., 1991). La interacción de E2F con otras proteínas celulares 

tales corno ciclina A dependiente de cinasa cdk2, pl07, cinasa 

p33cdk2 ocurre sólo en la fase S (Shirodka et al., 1992). 

Probablemente todo el complejo esté participando en eventos de 

replicación del ADN, sin embargo no se ha demostrado con certeza 

esta posibilidad (Mudryj et al., 1991; Devoto et al., 1992). 

Interesanternente, las proteínas oncogénicas ElA (Bagchi et 

al., 1990), antígeno T grande o E7 pueden disociar los complejos 

E2F-Rb (Chellappan et al., 1992) y E2F-Ciclina A (Mudryj et al., 

1991), secuestrando a Rb en Gl o a ciclina A en s y liberando a 
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E2F del complejo (Fig. <). 

Por lo tanto, Rt· es capa~ de mod'.!lar lé\ acción de este 

factor en una célula normal inactivando su función cuando se 

encuentra formando el complejo Rb-E2F (Weintraub et al., 1992), 

lo cual es un importante evento en la proliferación celular. 

Mediante ensayos de transfección transitoria se ha observado 

que la proteína Rb puede reprimir la transcripción de genes 

celulares importantes asociados con la proliferación, como c-fos 

(Robbins et al., 1990) y c-myc (Pietenpol et al., 1990). 

La expresión de otros genes que codifican para el Factor B 

de crecimiento transformante (TGF-Bl), también se ve afectada por 

pl05RB. Kim y col. (1991) proponen que la regulación por Rb 

incluyendo a c-fos, es a través de un elemento control de 

retinoblastoma (RCE) en los promotores. En estos sistemas, se 

sugiere que la regulación de la transcripción por la proteína Rb 

no involucra al factor E2F, y que el efecto de pl05"ª pueda 

ocurrir de manera indirecta o previniendo la unión de otros 

factores celulares (Hamel et al., 1993). 

Es significativamente más apoyada la idea de que el 

mecanismo de regulación negativa de la expresión de genes por 

pl05"ª sea mediante la interacción con E2F, posiblemente debido 

a que el complejo E2F-Rb inhibe la transcripción (Hiebert et al., 

1992). 

Nevins y col. (1992) indican que E2F es importante para la 

regulación de la transcripción de varios genes virales así como 

algunos genes celulares involucrados en la replicación del ADN 
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y proliferaclón celular, los cuales poseen sitio~ de unión a E2F 

en su promotor. Estos genes se incluyen en la Tabla 2 (Hiebert 

et al., 1991). Sin embargo, sólo se ha demostrado activación 

transcripcional por E2F en los genes c-myc y DHFR (Hamel et al., 

1992; Hiebert et al., 1992). Es posible que pl05~ controle la 

expresión de c-myc a través de los sitios de unión a E2F. (Bagchi 

et al., 1991). 

El mecanismo de la regulación de la transcripción por pl05Rª 

aún no se conoce totalmente. No obstante, es de gran interés 

demostrar si realmente pl05Rª pueda actuar como regulador 

negativo de la transcripción en otros genes virales o celulares 

importantes mediante ensayos de expresión "in vivo". 

OBJETIVO GENERAL 

Demostrar la participación del producto del gen RB en la 

regulación de la transcripción de genes celulares y virales. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

Caracterizar el plásmido pCMV-RB.S. 

Analizar el efecto de Rb sobre la actividad transcripcional 

de promotores celulares (albúmina y c-myc) y virales (Temprano 

de SV40, TK de HSV y HPV-18). 
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GEN SECUEN POSI ACTI 
CIA C::IC>N VI DAD 

Dihidrof olato TTTCGCGC +2/+9 *b* 
reductasa (DHFR) TTTGGCGC +13/+6 

Timidina c inasa TTTGCCGC -105/ -112 *b* 

ADN polimerasa a TTTGGCGC -128 / -13 5 *b* 

c-myb TTTGGCGG -278/-271 *ª* 

c-myc TTTCCCGC -58 / -65 *ª* 

N-myc TTTCGCGC -130 / -137 *ª* 
TTTGGCGC -142 / -134 
TTTCGCGC -126 / -119 

cdc2 TTTGGCGC -128/-1 21 *ª* 

RB TTTCCCGC -186 / -179 *ª* 

E2 de Adenovirus TTTCGCGC -67/ -60 *c* 
TTTCGCGC -36/-43 

Tabla 2. Sitios de unión al factor E2F en promotores de genes 
celulares que participan en el control del crecimiento (*a*) y 
síntesis del ADN (*b*), además de promotores virales (*c*). La 
posición de estos sitios se localizan cerca del inicio de la 
transcripción, excepto c-myb. 
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La primera parte de este trabajo fue la caracterización del 

plásmido pCMV-RB.S (Fig. 4). Esta caracterización consistió en 

realizar cortes con endonucleasas de restricción para delimitar 

el tamaño del fragmento de ADN (ADNc) correspondiente al gen de 

RB dentro del plásmido. Lo anterior se realizó con la finalidad 

de determinar si este ADN clonado, permite la expresión de la 

proteína p 1 .05RB con los sitios importantes para llevar a cabo su 

función biológica. 

CARACTERIZACION DEL ADN 

Digestión del ADN con enzimas de restricción 

El ADN se puede fragmentar previamente al corrimiento 

electroforético empleando endonucleasas de restricción, las 

cuales cortan en un sitio y secuencia específica. Las condiciones 

óptimas de reacción son la temperatura de incubación y la 

composición de la solución tampon o amortiguador (adecuado al 

tipo de enzima), que tienen que ser controladas estrictamente. 

El plásmido pCMV-RB.S se digirió con diferentes enzimas de 

restricción determinando el número de sitios de corte para cada 

una de ellas. Después el fragmento del ADNc de RB clonado, se 

separó del vector (pCMV4-RS) cortando con la enzima Hind III. 

Estos fragmentos linearizados se purificaron y se cortaron 

nuevamente con las enzimas anteriormente usadas (Fig. 4). De esta 

manera se indicó la longitud exacta del ADN digerido y separado 
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Figura 4. Estrategía de clonación del plásmido pCMV-RB.S realizada 

por Efraín Garrido G. y Nobuo Horikoshi en 1991. El ADNc del gen RB 

fue clonado en el sitio Hind III del vector pCMV4-RS, el cual se 

caracteriza por tener el promotor de Citomegalovirus (CMV) que se 

expresa eficientemente en células eucariontes, un potenciador o 

"enhancer" transducional del virus del mosaico 4 de alfalfa (A), 

una región con múltiples sitios de reconocimiento para enzimas de 

restricción, señales de poliadenilación y terminación de la 

transcipción del gen para la hormona del crecimiento (hgH), los 

origenes de replicación del virus SV40 y del baceteriófago f l y el 

gen de resistencia a ampicilina (Ampr). En pCMV4-RS y en el ADNc de 

RB se señalan los sitios que se conocen para algunas enzimas de 

restricción. 
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de acuerdo al tamailo por elE -:tro:éoresis er, geles de agarosa. 

Electroforesis e,~.es dg__agarqsa 

La separación de mo~éculas a través de un soporte inerte 

como la agarosa, se realiza al someterla a un campo eléctrico en 

donde la migración depende de la masa y la carga de la misma 

molécula. El corrimiento de la muestra se puede visualizar en el 

gel de agarosa empleado un colorante como bromuro de etidio al 

colocarlo en una fuente de luz ultravioleta. 

De acuerdo a la concentración deseada, se pesa una cantidad 

de agarosa (Sigma) y se agrega a un volumen determinado de tampon 

de TBE (Tris-HCl 89mM pH 7.9, ácido bórico 89mM, EDTA 2mM). 

Posteriormente se disuelve en una fuente de calor, dejándose 

gelificar (con 0.05 µg/ml de bromuro de etidio) en un carro para 

electroforesis con un peine formador de pozos; después se retira 

el peine y el gel se coloca en una cámara de electroforesis 

horizontal que contiene TBE. 

Las muestras de ADN se colocan con una mezcla de colorantes 

indicadores de corrida (Azul de bromofenol 0.02%, xilen-cianol 

0.02%, glicerol 50%) en los pozos y se aplica un voltaje 

constante que depende de la concentración y tamaño del gel; 

después se visualizan las bandas exponiendo el gel en una fuente 

de luz ultravioleta de onda larga. 

Purificación de fragmentos de ADN a partir de geles 

Como paso inicial se realiza la digestión del ADN utilizando 

enzimas de restricción para separar el fragmento de interés. 

Después se realiza la electroforesis en geles de agarosa en 
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tampon de TAE; la extración de fragmentos de ADN se lleva a cabo 

por el método "Gene Clean" (extracción por perlas de vidrio) 

( Fig. 5). 

Se prepara un gel de agarosa al 1.0% en tampon de TAE (Tris­

base 40mM pH 7.9, acetato de sodio 20mM, EDTA lmM) y se corre 

electroforéticamente en el mismo tampon. Se cortan los fragmentos 

deseados colocándolos en un tubo estéril para microfuga con 1 ml 

de solución Ioduro de sodio (Nal 6.06M saturada con Naso,) y se 

incuban a 37°C hasta que se disuelva la agarosa. Se agrega 1 µl 

de perlas de vidrio por cada µg de ADN y se resuspende con vortex 

incubándose en hielo durante 20 min; se centrifuga a velocidad 

máxima (13,000 revoluciones por minuto (rpm]) durante 30 seg y 

se retira el sobrenadante con trampa al vacío. Después se agrega 

1 ml de solución de Nal saturada agitándose con vortex y se 

centrifuga durante 30 seg; se elimina el sobrenadante y se 

repiten los tres pasos anteriores con 1 ml de etanol al 70%. 

Posteriormente se agregan 10 µl de tampon TE (Tris-HCl lOmM pH 

8, EDTA lmM), se incuban a 37°C durante 30 min, centrifugando 30 

seg para recuperar el TE que contiene el ADN de interés. 

La segunda parte del desarrollo experimental consistió en 

la siguiente estrategía: 

Se realizaron ensayos de cotransfección en una línea celular 

de mamífero con una construcción que permitió obtener niveles 

elevados del producto de RB y utilizando como blanco de su 

actividad construcciones que poseen los promotores mencionados 

regulando la expresión del gen reportero CAT (Cloranfenicol 
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SEPARACION DE BANDAS EN GELES DE AGAROSA 

RESTRICCION DEL PLASMIDO pCMV-RB.S CON LA ENZIMA HIND III 

37°C, 2 HRS. 

ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA AL 1% 

20 VOLS 12 HORAS 

CORTAR FRAGMENTOS DE ADN ESPECIFICOS 

PURIFICACION DEL ADN POR EL METODO DE EXTRACCION CON PERLAS DE 

VIDRIO ("GENE CLEAN") 

DIGESTION DE LOS FRAGMENTOS DE ADN CON ENZIMAS DE RESTRICCION 

ESPECIFICAS 

Figura 5. Protocolo de separación de fragmentos de ADN 
específicos (ADNc del gen RB y el vector pCMV4-RS) del plásmido 
pCMV-RB.S con la enzima Hind III. A partir de un corrimiento 
electroforético en un gel de agarosa al 1%, se separan las bandas 
de ADN y se purifican por el método de "Gene Clean". 

42 



a c etil-transferasa). 

LINEAS CELULARES 

Para los ensayos de transfección se utilizó la línea celular 

C-33A ( establecida a partir de un carcinoma cervical de humano). 

Esta línea celular crece en monocapa y se cultiva en un medio 

Eagle modificado por Dulbecco y medio de cultivo Fl2 

(proporciones 1: 1), suplementado con 10 % de suero fetal de 

ternera. 

Pasaje y mantenimiento de líneas celulares 

Se elimina el medio de las cajas de cultivo y se lavan las 

monocapas dos veces con 5 ml de PBS (NaCl 137mM, KCl 3mM, Na,Po. 

2mM, KH, PO, 2mM, pH 7. 4). Se les añaden 7 ml de solución de 

tripsina (Tripsina 0.05 %, NaCl 0.8%, KCl 0.04%, Dextrosa 0.1 %, 

NaHCO, 0.058%, EDTA 0.02%) y se incuban a 37°C por 5 minutos para 

permitir el desprendimiento de las células. La suspensión celular 

se coloca en un tubo falcon conteniendo 1 ml de suero fetal, y 

se centrifuga por 5 minutos a 3,000 rpm para empastillar las 

células. Se retira 41 sobrenadante y la pastilla se resuspende 

en medio Dulbecco-F12 con antibióticos (Penicilina 50 unidades 

por ml, Estreptomicina 100 µg por ml, Gentamicina 50 µg por ml), 

suplementado con glutamina 2mM y con 10% de suero fetal de 

ternera. 

A las cajas nuevas se les colocan 10 ml de medio completo 

y se siembran las células a una densidad de 3 a 4 x 10• por cada 

caja de cultivo p-100 (100 mm diámetro). Las cajas sembradas se 

43 



mantienen en i -icubaci )n a 3 7 e con '.5% de CC· 2 durante c~nco o sej_s 

dias hasta que la monccapa alcance la sonfluencia deseada, ya sea 

para ser utilizadas en algún experimento o bien para continuar 

con los pasajes de mantenimiento. 

Para cajas p-60 (60 mm de diámetro) se utiliza la mitad del 

volumen de los medios y soluciones y se siembran a una densidad 

de 1 a 2 x 106 células por caja, las cuales son utilizadas para 

ensayos de transfección. 

PLASMIDOS 

A. Plásmidos del grupo l. 

Este grupo tiene en común el poseer regiones de algún gen 

que codifica para algún producto proteico, bajo el control de 

promotores fuertes y/o secuencias potenciadoras ("enhancer") que 

permiten obtener una elevada expresión de éstos en células 

eucarióticas. 

El plásmido pCMV-RB.S posee el ADN complementario del gen 

de retinoblastoma, el cual fue clonado (en sentido 5'-3') dentro 

del sitio Hind III del vector pCMV4-RS (por Efrain Garrido G. y 

Nobuo Horikoshi en 1991). Este vector contiene el promotor 

temprano de Citomegalovirus, una copia de un segmento de ARN del 

virus de mosaico 4 de alfalfa que contiene un "enhancer" 

transduccional, una región con múltiples sitios de corte para 

enzimas de restricción ( "polylinker"), señales de poliadenilación 

y terminación transcripcional del gen para la hormona del 

crecimiento y el origen de replicación de ADN del virus SV40 y 
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s e c ue ncias "enhancer" de la región temprana. Además contiene un 

gen de resistencia a ampicilina de Escherichiq coli y el origen 

de replicación de AON del bacteriofago fl (Andersson et al., 

198 9) (Fig. 4). 

El plásmido pRSV B-gal contiene el gen que codifica para la 

enzima B-galactosidasa teniendo corno promotor el LTR del virus 

del sarcoma de Rous (RSV) (Gorman et al., 1982b). Este plásrnido 

sirvió corno indicador de la eficiencia de transfección para 

normalizar los ensayos de CAT. 

El plásmido pSG5c-FOS contienen el gen que codifica para la 

proteína c-fos, clonado en un vector de expresión eucariótico 

(Green et al., 1988). 

B. Plásrnidos del grupo 2. 

Este grupo consiste en construcciones que poseen el promotor 

de algún gen eucariótico, ya sea celular o viral, clonados al 

frente del gen reportero CAT que codifica para la enzima 

cloranfenicol acetil-transferasa. 

Este gen reportero codifica para una actividad enzimática 

única que se distingue de la mezcla de proteínas intra o 

extracelulares. 

La capacidad transcripcional de los promotores probados es 

estimada cuanti ta ti vamente de la actividad "in vi tro", 

generalmente de manera proporcional, del producto del gen 

reportero en un medio de cultivo o derivado de un extracto 

celular mediante un ensayo rápido, sensible y muy estable. Por 

lo tanto, la actividad del producto del gen reportero comprueba 
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el efecto de elemer,tos dE. .--:ontrol rec;ulatorio o elementos 

potenciadores transcr ipcionales de los ADN a estudiar (Alam y 

Cook, 1990). 

La región promotora de los 

considerada como posible blanco 

retinoblastoma. 

plásmidos del 

del producto 

grupo 2, 

del gen 

es 

de 

El plásmido pE, contiene la región de -156 a +16 (Eco RI-

HincII) del promotor del gen que codifica para la albúmina de 

rata (Heard et al., 1987). 

El pMYC-CAT, contiene el fragmento de -100 a +71 con 

respecto al sitio de inicio de transcripción Pl del gen de c-myc 

humano (Pietenpol et al., 1990). 

El plásmido pGC9, construído por Sonogosti y col. en 1982 

(Takahashi et al., 1986), posee el sitio de poliadenilación y el 

intrón del antígeno t pequeño de SV40. 

El p18/42, contiene como promotor a la Región Larga de 

Control (LCR) natural del papilomavirus humano tipo 18, que 

abarca la región de -6929 a +124 (fragmento HindIII-BamHI) 

(Thierry et al., 1987). 

El plásmido pTKm, contiene las secuencias que abarcan un 

fragmento de -109 a +55 (Sau 3A-BglI) del promotor de la timidina 

cinasa del virus herpes simple (TK-HSV), clonado en el vector de 

expresión pSBl (Thierry et al., 1990). 

El pAPl, es una construcción en la que utilizando como base 

el plásmido pTKm, se clonó un sitio APl (5'-TGACTGA-3') del LCR 

de HPV-18 en el extremo 5' del promotor TK (Thierry et al., 
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1992). 

La construcción básica de estos plásmidos fueron descritos 

por Gorman y col. ( 1982a), que incluyen tanto el intrón del 

antígeno t pequeño de SV40 situado en el extremo 3' de CAT como 

el origen de replicación y el gen de resistencia a ampicilina de 

pBR322. 

Como plásmido acarreador, se utilizó pGEM-4Z o pUC 19 para 

completar la cantidad total de ADN en µg a transfectar. El pGEM-

4Z posee 2800 pb, contiene el gen de resistencia a ampicilina y 

un sitio de restricción múltiple al igual que el plásmido pUC 19, 

el cual posee 2686 pb. (Yanish-Perron et al., 1985). 

Preparación de Plásmidos. 

A. Bacterias competentes 

La preparación de bacterias competentes, así como su 

transformación con ADN plasmídico y la purificación de éste, se 

realiza esencialmente como lo describen Maniatis y col. (1982). 

Todos los plásmidos se mantienen en bacterias Escherichia coli 

de la cepa DH5a. Previamente a la transformación, es necesario 

la preparación de bacterias competentes, ya que E_,_ coli no es 

normalmente permisiva a la entrada de ADN extraño y requiere para 

ello un tratamiento con iones como ca•• o Mg++. De esta manera, 

las bacterias se precultivan toda la noche a 37°C en medio SOB 

(Bacto-triptona 2%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 0.05%, pH 

7.5) en presencia de Mgso. lOmM. Posteriormente se inoculan 500 

µl de este precultivo a 50 ml de medio SOB en presencia de Mgso. 
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lümM, continuándose la incubación en agitación a J 7 ºe hasta 

alcazar la densidad ó9ticu de 0.5 a 550 nm. Luego se transfiere 

el cultivo a tubos estériles tipo falcan y se refrigeran un 

mínimo de 10 minutos. Se empastillan las bacterias a 2500 rpm 

durante 12 min. a 4°C y se elimina totalmente el sobrenadante. 

La pastilla se resuspende en 16 ml de amortiguador RFl (KAc 30mM, 

RbCl 2 lOOmM, CaCl 2 lOmM, MnCl 2 50mM, glicerol 15%, pH 5.8) y se 

incuba por 15 min en hielo. Se vuelve a empastillar a las mismas 

condiciones anteriores y se resuspende la pastilla en 4 ml de 

amortiguador RF2 (MOPS {3-[N-Morfilino] ácido propano sulfónico} 

o PIPES { piperazina-N, N' -bis [ 2-ácido etanosulfónico]; 1, 4-ácido 

piperazina dietanosulfónico} lOmM, CaCl 2 75mM, RbCl 2 lOmM, 

glicerol 15%, pH 5.0), incubándose nuevamente a 4°C por 15 min 

y se distribuyen en alícuotas de 200 µl, en tubos estériles 

preenfriados almacenándolos a -80°C. 

La preparación de soluciones y la realización de este método 

se llevan a cabo en condiciones estrictas de esterilidad. 

B. Transformación de bacterias ~ coli 

A una alicuota de 200 µl de suspensión de bacterias 

competentes, se añaden 1 a 10 ng del ADN plasmidico y se incuba 

en hielo durante 20 min. La mezcla se incuba a 42°C por 90 seg, 

e inmediatamente se regresa al hielo dejándolo por 2 min. Se le 

adicionan 800 µl de medio SOC (SOB complementados con glucosa 

o. 4% y Mgso. lOmM) y se incuba en agitación durante 50 min a 

37°C. se espatula directamente con 50 µl este cultivo en cajas 

con medio agar-luria con el antibiótico correspondiente (para el 
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que le proporcione resistencia la presencia del plásrnido); el 

resto del cultivo se centrifuga durante 3 min y la pastilla se 

s iembra de igual manera. Se incuban las cajas por un minimo de 

10 horas a 37°C y se seleccionan las colonias transformantes. 

De las bacterias transformadas, se crecen minicultivos y se 

realiza la extracción de ADN, purificándolo con extracciones 

fenólicas y etanólicas y realizando digestiones con enzimas de 

restricción para corroborar la presencia del plásmido empleado 

para la transformación. 

Una vez seleccionadas las colonias transformantes se 

realizan cultivos en gran escala para obtener la mayor cantidad 

de ADN plasmídico. Este ADN debe tener la mayor pureza posible 

para los ensayos de transfección de células eucarióticas, por lo 

cual se someten a una doble purificación en un gradiente 

isopicnico de Cloruro de cesio (CsCl). La cuantificación de ADN 

se realiza por espectrofotometria a una densidad óptica de 260 

nm según Maniatis y col . (1982). 

TRANSFECCION Y ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA 

El dasarrollo reciente de técnicas para transfección de ADN 

de cultivos celulares ha contribuído a examinar la función de 

varios genes de mamíferos. Esto ha sido posible debido al 

desarrollo de vectores de expresión adecuada que permiten el 

correcto procesamiento de proteínas para su función. 

La capacidad de examinar la actividad transcripcional de 

secuencias de ADN después de la introducción de estos elementos 
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a células apropiadcis, rermirer, Ecritende~ La regulacii'm de la 

transcripción de genes de ~~mifero. 

Ensayos de Transfeccicm Transitoria 

Las transfecciones se efectuaron en células C-3JA, sembradas 

24 horas antes a una densidad de 5 x 105 por caja p-60 en 5 ml de 

medio Eagle modificado por Dulbecco y Fl2 (1:1), suplementado con 

10% de suero fetal de ternera. Dos horas antes de la transfección 

se retira el medio de las cajas sembradas y se agrega medio 

fresco para mantener un pH neutro que se requiere para la 

formación del precipitado. La cantidad de ADN total a transfectar 

es de 10 µg siguiendo la metodología de precipitación con Fosfato 

de Calcio (Wigler et al., 1977). 

La cantidad total de ADN antes mencionada incluye alguno de 

los plásmidos con promotores celulares o virales clonados frente 

a CAT, corno indicador de la eficiencia de transfección al pRSV 

B-gal, en los casos indicados los posibles transreguladores pCMV­

RB.S y pSG5c-FOS; como plásmido acarreador pUC19 o pGEM 4Z si es 

necesario (Fig. 6). 

Los plásmidos se colocan en el fondo de un tubo poliestireno 

estéril y se les adiciona 425 µl de tampón HeBS (NaCl 137mM, KCl 

5mM, Na 2 HPO. 0.7mM, glucosa 6mM, HEPES 2lmM, pH 7.05) y se agita 

con vortex 3 a 4 veces y manteniendo en reposo hasta llegar a los 

10 min; posteriormente se agregan 25 µl de CaCl 2 2M por goteo 

lento, agitando con vortex continuo durante 10 min. Una vez 

realiza do lo anterior, se deposita lentamente el precipi tacto 

formado, tratando de que se distribuya homogéneamente en las 
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Figura 6. Protocolo de Transfección transitoria en células 

eucarióticas mediante fosfato de calcio. La cantidad total de ADN 

a transfectar incluye a los plásmidos con promotores celulares y 

virales frente a CAT (blanco de actividad de la proteína Rb), al 

indicador de la eficiencia de transfección (control), a los 

transreguladores y a los acarreadores cuando es necesario. 

El protocolo de transf ección por fosfato de calcio y la obtención 

de extracto citoplasmático (48 hrs post-transfección) se realizan 

de acuerdo a Wigler y col. (1977). La cuantificación de proteína 

(Bradford, 1976) se realiza antes de ensayo B-galactosidasa 

(Herbomel, et al., 1984) para normalizar el volumen de extracto 

citoplasmático en los ensayos de Cloranfenicol acetil-transferasa 

(Kingston, 1991). La cuantificación de la actividad de CAT (formas 

mono- y di-acetiladas del "C-cloranfenicol) se determina a partir 

de un contador en líquido de centelleo (cpm). 
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caja,;. Después de incubar por 16 hrs a 37°C en un ambiente del 

3% co~, 

adiciona 

las monocapas se 

medio completo 

lavan dos veces con PBS y 

manteniéndolas por 24 hrs 

incubación a 37°C con 5% C02 • 

se les 

más en 

En ensayos de transfección transitoria la expresión de los 

elementos genéticos se analizan entre 48 y 72 hrs post­

transfección ya que el ADN transf ectado no se intregra al genoma 

celular. 

Obtención de Extractos celulares 

Tanto la obtención de extractos celulares como la evaluación 

de las actividades de B-galactosidasa y Cloranfenicol acetil­

transferasa, se realizaron por las metodologías descritas por 

Herbomel y col. (1984) y Kingston (1991), respectivamente (Fig. 

6). 

48 hrs después de la transfección, las monocapas celulares 

se lavan dos veces con 5 ml de PBS a temperatura ambiente y se 

adiciona 1 ml de solución TEN (Tris-HCl 40mM, EDTA lmM, NaCl 

150mM), manteniendo las cajas durante 5 min en hielo. 

Posteriormente se cosechan las células con la ayuda de un 

fragmento de hule estéril y se transfieren a un tubo estéril para 

microfuga. La suspensión celular se centrifuga (13,000 rpm) por 

un minuto a 4ºc y se elimina el sobrenadante para resuspender la 

pastilla en 100 µl de Tris-HCl 0.25M pH 7.5. Luego se obtiene el 

lisado celular por tres ciclos de congelamiento (5 min en hielo 

seco) y descongelamiento (5 minen baño a 37°C). El lisado se 

coloca en hielo para enfriarse, se centrifuga durante 5 mina 4°C 
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y se rescata el sobrE nadantt• dejandolo aLriacenado a -20 ºe hasta 

el momento de llevar a cabo la cuantificación de proteína, los 

ensayos de B-galactosidasa y Cloranfenicol acetil-transferasa. 

Una vez realizado lo anterior, se requiere que todos los 

extractos de un protocolo contengan la misma concentración de 

proteína para poder realizar los ensayos enzimáticos. 

Cuantificación de Proteína por el Método de Bradford 

El método (Bradford, 1976) (Fig. 6) permite determinar entre 

1 y 100 µg de proteína en un volumen menor de 0.1 ml. 

Se toman 5 µl del extracto celular y se ajusta a 0.1 ml con 

el tampon Tris-HCl 0.25M pH 7.5, en el que se encuentra este 

extracto celular. Se adiciona 1 ml del reactivo de Bradford (Azul 

brillante de Coomasie G-250 O. 01%, etanol 4. 7% 50 ml, ácido 

fosfórico 8. 5%), se agita con vortex y después de 2 min de 

reposo, se lee a 595 nm en cubetas para espectrofotómetro de 1 

ml, teniendo como blanco de reacción 0.1 ml del tampon mas 1 ml 

del reactivo. Para determinar los valores de concentración de 

proteína se usa una curva estándar de concentración de albúmina 

sérica bovina como referencia. 

Ensayo de actividad de B-Galactosidasa 

Este ensayo se realiza para determinar la eficiencia de 

transfección en cada caja de células transfectadas, y obtener un 

valor confiable en el ensayo de CAT. 

B-galactosidasa es una enzima que hidroliza los B-D­

galactosidos, como sustratos incoloros, los cuales al 

hidrolizarse producen productos coloreados {Miller, 1974). 
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Se toman 25 µl del extracto celular ajustad~ por proteina 

mas 50 µl de tampón de fosfatos (KCl lümM, Mg2 Cl lmM, Na2 HPO, 

60mM, NaH,PO, 40mM, pH 7.0). Se le agregan 1 µl de B­

mercaptoetanol 50mM y 200 µl de ONPG (Ortonitrofenil­

tiogalactosido 4 mg por ml en tampon de fosfatos pH 7.0) como 

sustrato de la enzima. Esta mezcla se incuba a 37°C hasta la 

aparición de un color amarillo, adicionando 500 µl de Naco, lM 

para detener la reacción ya que este reactivo eleva el pH de la 

reacción a 11, en el cual es inactiva la enzima. Posteriormente 

se lee en espectofotómetro a 420 nm y se calcula la actividad de 

B-galactosidasa (unidades de B-gal) del extracto por medio de la 

siguiente fórmula: 

% Actividad O.O. x Factor de dilución x 100 

tiempo en hrs. 

Ensayo de actividad Cloranfenicol Acetil Transferasa (CAT) 

El volumen de extracto a usar en estos ensayos, está en 

función de la actividad de B-galactosidasa observada. 

En un tubo de microfuga se coloca el extracto ajustando a 

un volumen de 120 µl con tampon Tris-HCl 0.25M pH 7.5 y se añade 

secuencialmente 5 µl de una solución de 20mM de Acetil coenzima 

A (Sigma, almacenada a -20°C durante una semana como máximo) y 

2 µl de "C-Cloranfenicol (O. 5 µci) , mezclando suavemente e 
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inc ubando durante un<> }'ora ' 37° C (es t 1nco f! n e J tü·mpo de la 

fase lineal de la r"acci.5n). Es est:a reacción la enzima CAT 

cataliza la acetilaci ón del cloranfenicol en posición 1,3 usando 

la acetil CoA como sustrato. Al término de e s te tiempo, s e 

adi c ionan 500 µl de acetato de etilo para detener la reacción y 

se agita vogorosamente con vortex durante un minuto. Se 

centrifuga a máxima velocidad en la microfuga por 5 mina 4 °C y 

se recupera la fase orgánica, la cual s e pasa a otro tubo 

(teniendo extremo cuidado de no extraer la fase acuosa), dejando 

evaporar el acetato de etilo por dos horas en un desecador al 

vacio (Speedvac). Posteriormente la pastilla se resuspende en 30 

µl de acetato de etilo agitando vigorosamente, se centrifuga unos 

segundos y se resuspende con micropipeta (5 veces). Cada muestra 

se aplica en una placa de sílica gel (fase fija) en puntos 

trazados previamente (1.5 cm de distancia entre cada uno y 2 cm 

del extremo inferior); esta placa se coloca en un tanque para 

cromatografía, el cual contiene una mezcla de cloroformo y 

metanol en proporción 19: 1 equilibrada 24 horas antes (fase 

móvil), se corre la cromatografía por espacio de 1.5 hrs y se 

expone en una placa radiográfica por 24 hrs mínimo. 

Después se revela la placa, en la cual se observan las 

formas acetiladas y no acetiladas del 14C-Cloranfenicol debido a 

sus diferentes solubilidades en estos solventes orgánicos. Se 

marcan y se cortan las manchas en la placa de sílica gel 

correspondientes a dichas formas del ,.C-Cloranfenicol; se coloca 

cada muestra en un vial con 5 ml de líquido de centelleo (PPO 
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{2,5-Difeniloxasol} 0.02M, POPOP {l,4-bis-2-[5-feniloxasolil]­

Benceno} 8x10-•M) para cuantificarlo en un contador de centelleo 

y obtener el porcentaje de acetilación. Esta actividad de la 

enzima CAT refleja la actividad basal del promotor así como el 

efecto del transregulador sobre éste. 
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CARACTERIZACION DEL 'E'LASMIDO pCMV-RB. S 

El plásmido pCMV-RB.S tiene un tamaño de aproximadamente 

9220 pares de bases y contiene el ADNc del gen de retinoblastoma, 

clonado frente al promotor de Citomegalovirus, lo que permite una 

alta eficiencia de expresión del producto proteico en células de 

mamífero. Esta característica fue sumamente importante para el 

desarrollo de este trabajo. 

Este plásmido fue construído por Efraín Garrido y Nobuo 

Horikoshi en el Instituto Wistar de Philadelphia, Pensylvania 

U.S.A., en 1991 y la estrategía de clonación se muestra en la 

figura 4. 

El plásmido pCMV-RB.S se caracterizó mediante digestiones 

con enzimas de restricción, determinando así el tamaño del 

fragmento del ADNc insertado. Este ADNc está clonado en sentido 

5'~3', dentro del vector de expresión pCMV4-RS que posee todas 

las características (señales de expresión) necesarias para 

replicar, transcribir y traducir un gen clonado de interés en una 

célula eucariótica (ver Metodología). 

Con el programa de computadora PC GENE se obtuvo de la base 

de datos "GenBank", la secuencia del gen RB humano reportada por 

Lee y col. (1987a), además de la representación de sitios de 

corte para diferentes endonucleasas de restricción señalados a 

lo largo de la secuencia. Este ADNc se obtuvo a partir del ARNm 

completo del gen RB que comprende 4600 pb aislado de una genoteca 
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de retina fetal o placenta. 

El vector pCMV4-RS posee una región con múltiples sitios de 

clonación ( "polylinker") y se cuenta con un mapa que presenta los 

sitios únicos de corte para diferentes enzimas. 

Para digerir el pCMV-RB. S se usaron diferentes endonucleasas 

de restricción, evitando utilizar aquellas que generaban gran 

número de bandas ( Acc I, Alu I, Dde I, Pac I) , debido a que 

poseen múltiples sitios de reconocimiento en la secuencia del gen 

RB, y aquellas que cortan el ADN en secuencias diferentes de 

reconocimiento. 

El ADN se incubó con las diferentes enzimas bajo las 

condiciones óptimas de reacción durante dos horas, se realizó la 

electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se tomó una 

fotografía instantánea en blanco y negro. Posteriormente, se 

midió la distancia de corrimiento de cada banda (cm) y tomando 

como referencia las distancias de corrimiento de un patrón de 

restricción ya conocido, se graficaron e interpolaron los datos 

para obtener el tamaño (pb) de cada banda. 

En la figura 7 se observa el patrón de restricción de pCMV­

RB. S con las endonucleasas de restricción Cla I, Sac II, Eco RV, 

Xho I, Kpn I, Apa I, Hind III, Xba I, Sma I, Eco RI, Pst I, Bgl 

II y Ban I. 

La digestión con las enzimas Cla I, Sac II, Eco RV, Xho I 

y Kpn I generan una sola banda de aproximadamente 9200 pb (Fig. 

7 carriles 2 al 7, respectivamente). Esto significa que cortan 

en un sólo sitio por lo quP. con estas enzimas de restricción, es 
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PATRON DE RESTRICCION DEL PLASMIDO 
pCMV-RB. S 

M 
(pb) 

5090...___ 
4072-
3054-

2036-

1636---

1018-

506/517 -

1 -pCMV-RB. S 
2-=C La I 
3-Sac Il 
4- Eco RV 
5- Xho I 
6-Kpn 
7-Apa 
8-Hind ill 
9-Xba I 

10-Sma I 

11-Eco RI 
12-Pst 1 

13-8<;¡ L II 
14-Ban 1 

Figura 7. Patrón de restricción del plásmido pCMV-RB.S con 
diferentes endonucleasas. La fotografía del gel de agarosa al 1%, 
muestra los fragmentos de ADN obtenidos de pCMV-RB. S (carril 1) 
para cada una de las enzimas de restricción que s e indican en la 
lista presente (correspondientes a los carriles 2 al 14). En el 
extremo izquierdo del gel se muestra el corrimiento del marcador de 
peso molecular (M de 1 Kb) con sus respectivos tamaños (pb). 
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posible linearizar el pCMV-i·B.S (compaianlo con el carril 1 no 

digerido), lo cual es una condición esencial para determinar el 

tamaño de cualquier ADN pl~smidico. Sin embargo, al menos en esta 

fotografía no fue posible señalar el tamaño de este ADN por el 

corrimiento estrecho de los fragmentos de mayor peso molecular 

del marcador de peso (lKb DNA Ladder de GIBCO BRL). 

Con la enzima Hind III se observan dos bandas de 

aproximadamente 4900 y 4317 pb (Fig. 7 carril 8) que corresponden 

al vector pCMV4-RS y al fragmento del ADNc del gen RB, 

respectivamente. De acuerdo con la estrategia de clonación para 

obtener el plásmido pCMV-RB.S (Fig. 4), el vector se linearizó 

con la enzima Hind III, mientras que en el extremo 5' del ADNc 

de RB se adiciona una secuencia de ADN de reconocimiento para 

varias enzimas de restricción ("polylinker") de aproximadamente 

35 pb, dejando extremos cohesivos para su ligación. 

Por otra parte, en el plásmido pCMV-RB.S, de acuerdo a los 

resultados del patrón de restricción, se obtuvo un fragmento de 

4317 pb aproximadamente, contrario al tamaño del ADNc completo 

de 4600 pb que es lo que se esperaría. 

En la posición 4023 del fragmento de RB se señala un sitio 

de corte para Hind III (Fig. 4). Es posible suponer que 

probablemente exista una mutación puntual en este sitio que 

impide el reconomiento para esta enzima. 

Haciendo un análisis detallado de la secuencia del gen RB, 

se denota que en el sitio 4313 existe una secuencia similar a la 

secuencia consenso de reconocimiento para Hind III (cambio de una 
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A por un Gen la tercera posición), lo que permite sugerir que 

probablemente este sitio es el extremo 5' del gen RB clonado. 

Cuando el plásmido se digiere con las enzimas Xba I y Sma 

I, se obtienen dos bandas de aproximadamente 5000 - 4200, y 4950 

- 4320 pb, respectivamente (Fig. 7 carriles 9 y 10) mostrando el 

mismo patrón de bandas que con Hind III. 

Al respecto, es posible suponer que en el "polylinker" de 

35 pb arriba mencionado, se encuentren secuencias de 

reconocimiento para estas dos enzimas. Además en la región 

"polylinker" del vector se encuentran los sitios de corte para 

Xba I y Sma I cercanos al sitio Hind III, quedando hacia el lado 

3' del fragmento de ADNc de RB cuando éste ha sido clonado. De 

esta manera, se sugiere que también se separan el vector y el 

fragmento cuando se digiere pCMV-RB.S con Xba I y Sma I. 

La digestón con Eco RI, genera tres fragmentos de 

aproximadamente 4340, 3650 y 1260 pb. Este patrón sugiere que 

existe un sitio único de corte dentro de la secuencia del gen RB 

y dos en el vector. 

El resto de las enzimas generan cuatro fragmentos de peso 

molecular aproximados de: 3900, 2100, 1980 y 1230 pb para Pst I; 

5500, 1750, 1300 y 850 pb para Bgl II; y 5800, 1220, 1150 y 1060 

pb para Ban I (Fig. 7 carriles 12, 13 y 14). De estas tres 

enzimas se desconocen sus sitios de restricción dentro del 

plásmido completo. 

Para conocer específicamente el patrón de restricción para 

las enzimas Eco RI, Pst I, Bgl II y Ban I dentro del fragmento 
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clonado o del vector, SE prosiguió a separar el fragmento del 

ADNc del gen RB del vector pCMV4-RS mediante la digestión con la 

enzima Hind III. 

Una vez purificados estos fragmentos de ADN por el método 

de purificación con perlas de vidrio ("Gene Clean"), se 

sometieron a la digestión con las mismas endonucleasas para 

determinar el sitio de corte posible para estas enzimas y el 

tamaño de los fragmentos generados en el ADNc de RB, 

principalmente. 

En la figura 8 se muestra el patrón de restricción del 

fragmento de ADNc del gen RB y del vector pCMV4-RS. El fragmento 

purificado se digirió con las enzimas Sac II, Eco RV, Xba I, Eco 

RI, Pst I Y Bgl II; mientras que el vector, con las enzimas Xho 

I, Kpn I, Apa I, Xba I, Sma I, Eco RI, Bgl II, Ban I y Cla I. 

Esta distribución de enzimas se realizó de acuerdo a la posición 

de los sitios de restricción mencionados. 

La digestiones del fragmento con Sac II y Xba I (Fig. 8 

carriles 3 y 5 respectivamente) muestran una sola banda que 

corresponde al corrimiento del fragmento sin digerir (carril 1). 

El sitio de restricción para Sac II se localiza en el nucleótido 

53 de la secuencia de RB y para Xba I se localiza en el 

"polylinker" de 35 pb añadido al extremo 5' del fragmento. 

Con lo anterior se sugiere que: 1) Bajo las condiciones de 

corrimiento electroforético en geles de agarosa al 1% no es 

posible distinguir fragmentos de ADN menores de 100 pb, que se 

supone se generan de la digestión con estas enzimas, y 2) Es 

63 



M 
(pb) 

6108......._ 
5090-
4072---
'3054--

20'36-
16'36-

1018-

506/517"­
'396'­
'344-
298,.....-

PATRON DE RESTRICCION DEL FRAGMENTO 
DE. ADNC DEL GEN RB Y DEL VECTOR 

pCMV4-RS 

1- pCMV-RB.S Hind ID 
2- Fragmento 
3-Soc Il 
4-Eco RV 
5- Xba I 
6-Eco RI 
7-Pst I 
a-091 n 
9-pCMV- RB S Hind ill 

io-vector 
11-Xho l 
12-Kpn I 
13-Apa I 
14- Xba I 
15-Smo I 
16-Eco RI 
17-Bg l II 
18-Bon I 
19-Cla I 

Figura 8. Patrón de restricción del fragmento de ADNc del gen RB y 
del vector pCMV4-RS. La fotografía del gel de agarosa al 1%, 
muestra los fragmentos de ADN obtenidos del ADNc de RB (carril 2) 
y de pCMV4-RS (carril 10) para cada una de las enzimas de 
restricción que se indican en la lista presente (carriles 3 al 8 y 
11 al 19, respectivamente). La obtención de ambos fragmentos a 
partir de la digestión de pCMV-RB. S con la enzima Hind III, se 
señalan en los carriles 1 y 9. En el extremo izquierdo del gel se 
muestra el marcador de peso molecular (M de 1 Kb) con sus 
respectivos tamaños (pb). 
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necesario utilizar geles de agarosa de otra concentración o geles 

de acrilamida para AON que permitan lograr mejor y mayor 

resolución de bandas de bajo peso molecular. Por lo tanto, a 

pesar de los resul tactos, no se descarta la presencia de los 

sitios de restricción para Sac II y Xba I. 

En la figura 8 (carriles 4 y 6) se observan dos bandas del 

tamaño esperado de acuerdo a los sitios de corte para Eco RV y 

Eco RI que se localizan respectivamente en los nucleótidos 543 

y 903 de la secuencia del gen. 

Con la enzima Pst I (carril 7) se observan dos bandas de 

aproximadamente 2280, 2200. Ya que se esperaban fragmentos de 

2280, 1860 y 260 pb de acuerdo a los sitios de restricción de la 

secuencia de RB localizados en los nucleótidos 1805 y 2065, el 

resultado sugiere que se trata de una digestión parcial, y que 

la enzima sólo cortó en un sitio (posiblemente en el 2065). 

Con la enzima Bgl II, se obtienen 4 bandas de 

aproximadamente 1980, 1400, 790 y 250 pb. Con ello se deduce que 

existen tres secuencias de reconocimiento de esta enzima dentro 

del fragmento, las cuales se presentan en los nucleótidos 990, 

1834, y 3631 de la secuencia del ADNc del gen RB. 

Por otra parte, las digestiones del vector con las enzimas 

Kpn I, Apa I, Xba I, Sñta I, Bgl II y Cla I (Fig. 8 carriles 12 

al 15, 17 y 19, respectivamente) generan un patrón de restricción 

similar al vector sin restringir (carril 10). No obstante, los 

sitios de restricción de estas enzimas se localizan a pocos 

nucleótidos del sitio Hind III flanqueando hacia el lado 5' (957 
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Bgl II, 963 Kpn I, 97 > C:lu I, y hada el 3' (1005 Xba i, 1016 sma 

I, 1180 Apa I) y form~ndo parte del "polylinker" del vector (Fig. 

4). 

La digestión con la enzima Eco RI (Fig. 8 carril 16), genera 

dos bandas de aproximadamente 3600 y 1300 pb. El fragmento más 

grande es resultado de una digestión parcial, ya que se 

esperarían tres bandas de acuerdo al patrón de restricción del 

plásmido completo obtenido con esta misma enzima. Tomando en 

cuenta además el tamaño de las bandas obtenidas del fragmento de 

RB cortado con Eco RI, se sugiere que los dos sitios de 

restricción se localizan aproximadamente en los nucleótidos 1252 

y 2512 del vector. 

La enzima Xho I también genera dos bandas (carril 11) que 

coinciden con el sitio de restricción localizado en el nucleótido 

2007 del vector. 

Por último, la restricción con Ban I genera cuatro bandas 

de peso aproximado de 1600, 1400, 1350 y 1280 pb. Considerando 

el patrón de restricción del plásmido completo, se esperarían 

únicamente tres bandas para el vector; sin embargo debido a los 

tamaño cercanos de las bandas, es probable que hubiera ocurrido 

una digestión parcial correspondiente a cualquiera de estas 

bandas. Por ello es recomendable analizar en detalle la secuencia 

del vector y determinar los sitios de restricción que por el 

momento no sería correcto inferir. 

Con base en los patrones de restricción anteriormente 

descritos y tomando el sitio 1 a partir del origen de 
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replicación de ADN del bacteriofago fl dentro del vector pCMV4-RS 

(Fig. 4), se determinó y elaboró el mapa de restricción de pCMV­

RB.S que se muestra en la figura 9. 

Si bien es necesario encontrar aun más sitios de corte para 

diferentes endonucleasas de restricción, es importante también 

determinar su posición en el mapa que permita usar posteriormente 

este plásmido para subclonaciones que consigan introducir algunas 

deleciones o mutaciones puntuales localizadas que alteren el 

producto del gen de retinoblastoma dentro de algunos de los 

dominios importantes para su función. 

ENSAYOS DE TRANSFECCION TRANSITORIA Y ENSAYOS ENZIMATICOS 

Para demostrar la participación del producto del gen RB en 

la regulación de la transcripción de genes celulares y virales, 

se realizaron ensayos de transfección transitoria por el método 

de fosfato de calcio en la línea celular C-33A. Esta metodología 

permite examinar la actividad transcripcional de secuencias de 

ADN después de la introducción de estos elementos a células 

apropiadas. 

C-33A es una línea celular derivada de un carcinoma cervical 

humano, que expresa una proteína Rb mutada. Mediante un análisis 

de los productos de PCR (Reacción en Cadena de la Polimerasa) 

para esta línea celular a partir del ADNc del gen RB, se encontró 

una deleción de 12 pares de bases en el extremo 5' del exón 20 

(Scheffner et al., 1991). Este exón se localiza dentro de la 

región de la proteína Rb necesaria para unirse a la proteína ElA 
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Figura 9. Mapa de restricción del plásrnido pCMV-RB. S. El mapa 

central muestra la representación 1 ineal de pCMV-RB. S donde en 

sitio 1 corresponde al origen de replicación del bacteriofago fl, 

e indicando el ADNc del gen RB dentro del vector pCMV4-RS (barras 

grandes). A partir del sitio 1 y de acuerdo a los sitios de 

restricción del ADNc de RB y de pCMV4-RS ya establecidos, se 

señalan la posición para cada una de las enzimas de restricción en 

pCMV-RB.S. 
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de Adenovirus. 

A) Eficiencia d~ Transfección 

La eficiencia de transfección de cada caja de cultivo 

celular es variable dependiendo de la concentración de ADN 

plasmídico que haya entrado a la célula como precipi tacto de 

fosfato de calcio. 

El plásmido pRSV B-gal que posee el gen que codifica para 

la enzima de B-galactosidasa, sirvió como marcador de la 

eficiencia de transfección detectando la actividad de su producto 

proteico 48 horas post-transfección mediante un ensayo 

enzimático. 

Para determinar la cantidad óptima de plásmido pRSV B-gal 

que se debe utilizar en cada transfección en la línea celular c-

33A, se realizaron ensayos de transfección en cultivos en cajas 

de 60 mm de diámetro (p60) utilizando concentraciones crecientes 

de pRSV B-gal ( 1, 2, 3 y 5 µ.g de ADN) y completando a una 

concentración final de 10 µ.g de ADN totales con el plásmido pUC 

19 para completar por cada caja de cultivo. Se realizaron tres 

repeticiones de este protocolo. 

En este ensayo, los extractos celulares se ajustaron a la 

misma concentración de proteínas totales entre las muestras 

transfectadas con la misma cantidad de ADN. Para monitorear la 

actividad enzimática de 8-galactosidasa, resultante de la 

degradación del ONPG en galactosa y orto-nitrofenol, se midió la 

densidad óptica a 420nm. Con estos valores junto con el tiempo 

de incubación (2.5 hrs.) y el factor de dilución de la reacción 
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(10), se calculó la actividad en unidades de B-gal (ver 

Metodología). 

En la gráfica 1 se observa la expresión del plásrnido pRSV 

B-gal transfectado en células C-33A. El gráfico ilustra que los 

valores de actividad enzimática de B-galactosidasa aumentan 

porporcionalrnente con la concentración de ADN transfectado. Así, 

las unidades de B-gal resultantes son de 64, 90, 132 y 297 con 

1, 2, 3 y 5 µg de ADN transfectados, respectivamente (Tabla 3). 

A pesar de que se esperaría obtener un pico de actividad 

enzimática con cantidades bajas de pRSV B-gal, corno se ha 

observado transfectando otras líneas celulares tales corno cos y 

SW13 (Guido, 1991), en la línea C-33A aún es posible utilizar 

hasta 5 µg de ADN sin observar un decaimiento en la actividad de 

B-galactosidasa. 

Para los posteriores ensayos de transfección transitoria, 

se usaron 2 µg de ADN de pRSV B-gal siendo la concentración menor 

que permitió detectar una apreciable actividad enzimática bajo 

las condiciones de reacción realizadas (ver Metodología). Esta 

actividad no se encuentra afectada cuando se cotransfectan otro 

grupo de plásrnidos (ver ~ás adelante), incluyendo a pUC19 que se 

utilizó en todos los ensayos corno plásrnido acarreador para 

completar 10 µg de ADN totales. 

De esta manera, midiendo la concentración de proteínas 

totales y con los valores de actividad B-galactosidasa, se 

normalizaron los volurnenes de extractos utilizados en el ensayo 

CAT, reflejando así las diferencias en la expresión de promotores 
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EXPRESION DEL PLASMIDO pRSV 13-gal TRANSFECTADO EN CELULAS C-33A. 

/ 
350/ 
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Concentración de ADN de pRSV B-gal (µg). 



Gráfica l. Expresión del plásmido pRSV B-gal transfectado en 

células C-33A. El pRSV B-gal que contiene el gen que codifica para 

la enzima de B-galactosidasa, se utiliza como control para 

determinar la eficiencia de transfección. La gráfica indica que la 

concentración de ADN transfectada (µg de ADN) está en relación con 

la actividad de la enzima (unidades B-gal). 
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CONCENTRACION DENSIDAD OPTICA ACTIVIDAD 
(µg/µl) (420 nm) {U. B-gal) 

1 0.160 64 

2 0.225 90 

3 0.330 132 

5 0.742 297 

Tabla 3. Obtención de la concentración óptima necesaria del 
plásmido pRSV B-gal para utilizar como control de la eficiencia de 
la transfección en la linea celular C-33A. La cantidad de pRSV B­
gal se completó con el plásmido pUC19 a una concentración de ADN 
total de 10 µg por caja de cultivo p-60 (60mm) transfectada. Para 
monitorear la actividad enzimática de B-galactosidasa (unidades de 
B-gal), se midió la densidad óptica a 420 nm, tomando en cuenta 
además, el factor de dilución de la reacción (10) y el tiempo de 
incubación ((2.5 hrs} {ver metodología}). 
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de los genes estudiados. 

B) Efecto de pCMV-RB.S en la transcripción de genes 

celulares y virales. 

La participación de la proteína de retinoblastoma (p105•5
) 

en la regulación de la transcripción de genes celulares se ha 

demostrado básicamente por dos evidencias: 1) Mediante ensayos 

de transfección transitoria se observó que pl05RB reprime la 

transcripción de genes celulares como c-fos (Robbins et al., 

1990) y c-myc (Pietenpol et al., 1990), y 2) En ensayos de 

interacción de proteinas "in vitro" e "in vivo", se demostró la 

interacción de la proteina Rb con el factor de transcripción E2F 

(Chellappan et al., 1991). 

Es probable que pl05RB esté regulando algunos otros genes 

importantes para el crecimiento celular. Cuando una célula ha 

sido infectada por un virus, es posible que pl05"0 también regule 

la expresión de los genes virales en el hospedero apropiado. 

Para demostrar la función regulatoria de la proteína Rb 

sobre la expresión transcripcional de genes celulares y virales, 

se realizaron cotransfecciones en la linea celular C-33A. Para 

ello, se utilizaron construcciones plasmídicas que poseen 

promotores de interés clonados frente al gen reportero CAT, con 

el plásmidü pCMV-RB.S que expresa en altas concentraciones a la 

proteina d~ retinoblastoma. 

En la figura 6 se muestra la lista de los plásmidos 

empleados con sus correspondientes promotores clonados. 

Inicialmente para determinar la concentración óptima de los 
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plásmidos (pMY r: -CAT, -:>E, pGC'1, p l 8,' 4 2 , pT}.m y pAPl ) o utilizar 

para obtener una ac~ .i vi e ad detectatile de cada promotor, se 

cotransfectaron en la line• celular C-33A con 3 , 4 y 5 µg de cada 

ADN plasmídico, junto con 2 µg de pRSV B-gal y para completar a 

10 µg totales con pUC 19. 

En este ensayo se ajustaron los valores para el ensayo CAT 

únicamente midiendo la eficiencia de la transfección (Ensayo B­

gal ) . 

Los resultados mostraron que con 5 µg de ADN de pMYC-CAT, 

pE y plB/42 y con 3 µg de pGC9, pTkm y pAPl transfectados son 

necesarios y suficientes 

transcripcional basal (Fig. 

para observar una actividad 

10). Esta actividad se determinó 

monitoreando la actividad de la enzima CAT, la cual transforma 

el cloranfenicol ("C-Cm) en derivados mono y di-acetilados, que 

se distinguen fácilmente en una cromatografía de placa fina en 

sílica gel. 

Al cuantificar la radiactividad (cprn) de las formas 

acetiladas con respecto a la forma no acetilada del 

cloranfenicol, se calcularon los valores de porcentaje de 

acetilación de la actividad enzimática de CAT, lo que permitió 

comparar cuantitativamente sobre la actividad transcripcional de 

los promotores. 

Posteriormente se realizaron los ensayos de cotransfección 

con el transregulador pCMV-RB. s, con los plásmidos que poseen los 

promotores celulares y los virales. 

En un ensayo de transfección transitoria en células C-33A, 
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ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL BASAL DE 
PROMOTORES CELULARES Y VIRALES 

A B C D E F ...... 
• •• 
• • • "····· 

• • • 

A.- pMYC-CAT Sug 
B.- pE Sug 
C.- pGC9 3ug 
D.- p18/42 5ug 
E.- pTKm 3ug 
F.- pAPl 3ug 



Figura 10. Actividad transcripcional basal de los promotores 

celulares y virales. La cantidad de ADN transfectado en células C-

33A para observar una actividad transcripcional basal son de 5 µg 

para pMYC-CAT, pE y pl8/42 y 3µg para pGC9, PTKm y pAPl. Esta 

actividad se determina monitoreando la actividad de la enzima CAT, 

la cual transforma el cloranfenicol ("C-Cm) en derivados mono- y 

di-acetilados. Cada construcción plasmídica posee los promotores de 

interés clonados frente al gen reportero CAT (Cloranfenicol acetil­

transferasa). 
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se cotr-ansfectaron 5 µ.:J de Ar1N del pl isr. ido pM :c-cAr (el cual 

posee el promotor ce .. ular del gen c-myc), sin y con 3 µg de ADN 

del plásmido transregulactor pCMV-RB.S, que como ya se mencionó 

posee el gen de RB. 

Los resultados de los ensayos de la actividad enzimática de 

CAT en pMYC-CAT demostraron que cuando se cotransfecta junto con 

pCMV-RB.S se abate la actividad de CAT (comparada con pMYC-CAT 

únicamente), visualizada por una disminución en la proporción de 

cloranfenicol mono-acetilado (Fig. 11). Estos resultados se 

representan cuantitativamente en la gráfica 2, donde el 20.55% 

y el 4.7% de acetilación corresponden a la actividad de CAT en 

ausencia y presencia de pCMV-RB.S transfectado (Tabla 4). 

Este resultado sugiere que pl05-, la cual se expresa con 

alta eficiencia por pCMV-RB.S, disminuye eficientemente la 

transcripción de ese promotor y por tanto, la expresión de la 

enzima CAT. Además es probable que pl05- por algún mecanismo 

regule la expresión en el promotor de c-myc. 

Este ensayo resultó ser un control 

Pietenpol y col. (1990) observó que 

positivo, ya 

p105- reprime 

que 

la 

transcripción de c-myc en ensayos de transfección transitoria. 

Cuando se cotransfectaron 5 µg del plásmido pE (promotor del 

gen de la albúmina de rata) junto con 3 µg de pCMV-RB.S, también 

se observó una disminución de la actividad de CAT (Fig. 11). Los 

valores de acetilación corespondientes son de 8.60 y 3.98 sin y 

con pCMV-RB.S (Gráfica 2, Tabla 4). 

Estos resultados sugieren que la proteína Rb actúa sobre el 
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EFECTO DE pCMV-RB.S SOBRE LA ACTIVIDAD 
TRANSCRIPCIONAL DE PROMOTORES 

CELULARES 

pMYC-CAT pE 

·-
• 

·- -· 
- + - + 

3 ug ADN pCMV-RB.S 



Figura 11. Efecto de pCMV-RB.S sobre la actividad transcripcional 

de los promotores celulares. pl05RB (3µg de ADN de pCMV-RB.S), 

reprime la transcripción del promotor c-myc humano (pMYC-CAT) y el 

de albúmina de rata (pE). Esta represión se determinó monitoreando 

la actividad de la enzima CAT. 
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Gráfica 2. Efecto de pCMV-RB.S sobre la actividad transcripcional 

de promotores celulares y virales. La gráfica muestra los valores 

de actividad de CAT (%de acetilación) obtenidos de la actividad de 

los promotores celulares de c-myc humano (pMYC-CAT) y de albúmina 

de rata (pE), así como del promotor temprano de SV40 (pGC9), de la 

región control de HPV-18 (p18/42), del promotor de la timidina 

cinasa de HSV sin y con el sitio AP-1 de HPV-18 (pTKm y pAPl, 

respectivamente). Esta actividad se compara en ausencia (expresión 

basal) o en presencia (pCMV-RB.S) de pl05~. 
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PLASMIOOS CAT PROMOTOR pCMV-RB.S % ACETILACION 

pMyc-CAT c-myc - 20.5 
+ 4.7 

pE albúmina de - 8.3 
rata + 3.5 

pGC9 LTR temprano - 89.0 
SV40 + 91.0 

pl8/42 LCR HPV-18 - 27.6 
+ 4.5 

pTKm LTR TK de HSV - 40.6 
+ 42.2 

pAPl APl de HPV-18 - 22.7 
en pTKm + 12.3 

Tabla 4. Valores de actividad de CAT obtenida de extractos 
citoplasmáticos de células C-33A cotransfectadas con plásmidos 
cuyas construccciones poseen promotores celulares o virales 
frente al gen reportero CAT, sin (-) y con (+) el plásmido 
tranregulador pCMV-RB.S, que expresa con alta eficiencia el 
producto del gen de RB. El % de acetilación se obtiene de la 
relación de la radiactividad (cpm) de 14C-cloranfenicol en su 
forma acetilada entre el total de radiactividad (que incluye 
tanto las formas acetiladas y no acetiladas del cloranfenicol), 
multiplicado por 100. 
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promotor del gen de albúmina de rata regulandCI la actividad 

transcripcional. 

Por otro parte, se realizaron los ensayos de cotransfección 

transitoria en las células C-33A con los plásmidos pGC9, pl8/42, 

pTKm y pAPl, cuyas construcciones poseen regiones regulatorias 

virales (Tabla 4) sin y con el plásmido transregulador pCMV-RB.S. 

En la Figura 12 se observa que cuando se cotransfectan 3 µg 

de ADN de este plásmido transregulador con 3 µg de pGC9 o con 3 

µg de pTKm, no afecta la actividad transcripcional de los 

promotores, comparando con la expresión basal (sin pCMV-RB.S). 

Mientras que, una disminución de la actividad CAT se observa 

con el plásmidos pl8/42 (5 µg) y pAPl (3 µg) cuando se 

cotransfectan con pCMV-RB.S (3 µg). Los valores cuantititivos de 

la actividad CAT se muestran en la tabla 4 y se representan en 

la gráfica 2. 

El plásmido pGC9 posee el promotor temprano (LTR) del virus 

SV40. Weintraub y col. ( 1992) demostraron que la actividad 

transcripcional de pSVCAT (Promotor/"enhancer" de SV40) no se ve 

alterada por pl05~ en las líneas celulares CCL64 (de epitelio de 

pulmón de visón) y L (de ratón). 

Este resultado es importante ya que sirvió como control 

negativo del efecto de pl05"ª sobre la actividad transcripcional 

del promotor temprano de SV40 en estos ensayos de funcionalidad. 

En el laboratorio donde se realizó este trabajo, se realizan 

estudios con el HPV tipo 18 de al to riesgo. Este virus se 

encuentra relacionado con el cáncer cérvico uterino. 
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EFECTO DE pCMV-RB.S SOBRE LA ACTIVIDAD 
TRANSCRIPCIONAL DE PROMOTORES VIRALES 

pGC9 p18/42 pTKm pAPl nnnn 
........ ;-·- ••• 

•••••••• 
+ + - + + 

3ug ADN pCMV-RB.S 



Figura 12. Efecto de pCMV-RB.S sobre la actividad transcripcional 

de promotores virales. pl05Rs (pCMV-RB.S) abate la actividad 

transcripcional de la región control del papilomavirus tipo 18 

(pl8/42) y de AP-1 de HPV-18 en el promotor de la timidina cinasa 

del virus herpes simple (pAPl), mientras que no afecta la actividad 

de promotor temprano de SV40 (pGC9) ni del promotor de la timidina 

cinasa únicamente (pTKm), comparada con la expresión basal. 
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TJno de los principales temas de investigación ha sido 

entender la regulación transcripcional por los productos de sus 

propios genes (E2) (Guido et al., 1992) así como por factores 

celulares ( AP-1, NFl) . Por el lo se ha tomado como modelo al 

plásmido pl8/42 que posee la Región Larga de Control (LCR) 

natural del HPV-18, que regula la expresión de los oncogenes del 

virus. 

En la figura 12 se observa el abatimiento de la actividad 

de la enzima CAT de pl8/42 cuando p105•s se expresa en las 

células C-33A. Los valores de actividad de CAT correspondientes 

al porciento de acetilación son de 27. 60 y 4. 50 cuando se 

transfecta sin y con pCMV-RB.S (Gráfica 2, Tabla 4) 

Estos resultados sugieren que p105•s afecta negativamente la 

expresión génica viral, actuando como un regulador 

transcripcional sobre la Región Larga de control del HPV-18. 

Para entender un poco más acerca del efecto de la proteína 

Rb sobre HPV-18, se utilizó el plásmido pAPl que fue construído 

insertando un sitio AP-1 en el extremo 5' de la región 

regulatoria del gen de Timidina cinasa del Virus de Herpes simple 

(TK-HSV). También se uso el plásmido pTKm que únicamente posee 

esta región regulatoria frente al reportero CAT. 

Cuando se cotransfecta 3 µ.g del el plásmido transregulador 

pCMV-RB. S con 3 µ.g pAPl se observa una disminución de la 

actividad transcripcional, comparado con la expresión basal. Sin 

embargo, cuando se cotransfecta con 3 µ.g del pTKm, no se observa 

ningún efecto sobre la actividad transcripcional sin y con 3 µ.g 
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de pCMV-RB.S, lo cual rE:sultc, ser un bw,n ·~ontrol pare. comparar 

el efecto de pl05Rª S·1laml~nte sobre ~a secuencia AP-1 en estE> 

promotor. 

Esta comparación se observa claramente cuando se cuantifica 

la actividad de CAT obteniendo un 40.60 y 42.20% de acetilación 

resultado de la actividad del promotor de TK-HSV en ausencia y 

presencia de p105RB. En cambio los valores de actividad de CAT 

disminuyen del 27.70 al 12.30% cuando la proteína Rb afecta la 

actividad del mismo promotor con una secuencia APl (Gráfica 2, 

Tabla 4). 

Con lo anterior se sugiere que la proteína Rb afecta la 

actividad transcripcional de APl en las células C-33A. 

El sitio AP-1 es una secuencia de ADN de reconocimiento para 

los factores de transcripción c-fos y c-jun, que se localiza en 

muchos promotores de genes celulares eucarióticos. 

Para entender el mecanismo de represión de pl05RB sobre HPV-

18, se realizaron ensayos de transfección utilizando además el 

plásmido transacti vador pSG5c-FOS, el cual expresa eficientemente 

la proteína celular c-fos. 

En células C-33A se cotransfectaron 5 µg de ADN del plásmido 

pMYC-CAT y 3 µg de pAPl, cada uno con 5 µg del transregulador 

pCMV-RB.S y con 5 µg de este último mas el plásmido pSG5c-FOS. 

Los resultados se muestran en la figura 13. En estos se 

observa que pl05RB reprime la transcripción de TK-HSV que posee 

el sitio AP-1 del HPV-18 (plásmido pAPl). Sin embargo, la 

expresión del producto de c-fos estimula la actividad 
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EFECTO DE pSGSc-FOS SOBRE LA ACTIVIDAD DE 
pCMV-RB.S EN PROMOTORES CELULARES Y 

VIRALES 
pMYC-CAT pAPl 

•• 

• 1 • • 
+ + + + 
Sug ADN pCMV-RB.S 

+ + 
3ug ADN pSGSc-FOS 



Figura 13. Efecto de pSG5c-FOS sobre la actividad de pCMV-RB.S en 

promotores celulares y virales. La expresión de c-fos (pSG5c-FOS) 

estimula la actividad transcripcional de AP-1 de HPV-18 aun en 

presencia de pl05~ (pCMV-RB.S), mientras que no se recupera la 

actividad transcripcional en el promotor celular de c-myc (pMYC­

CAT). 
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transcripcional de AP··l m~f similar al estaio de expresión basal, 

como se determina con los valores de porciento de acetilación de 

15.12 y 15.11, respectivamente en los ensayos de CAT (Gráfica 3, 

Tabla 5). 

Estos resultados sugieren que posiblemente exista una 

inhibición de la expresión del gen e-fas endógeno por pl05Rª, y 

que esto sea un resul tacto de la disminución en el nivel de 

actividad de APl, que se recupera cuando hay suficiente e-fas 

endógeno. 

En cambio, la sobreexpresión de e-fas no altera la actividad 

transcripcional del promotor celular c-myc (Fig. 13), lo cual es 

esperado ya que no posee secuencias AP-1 capaces de estimular su 

actividad. 

Como ya se ha demostrado pl05RB reprime considerablemente el 

promotor de c-myc en las células C-33A (Gráfica 2). De acuerdo 

a los valores de actividad de CAT obtenidos en este protocolo 

(Gráfica 3, Tabla 5), se observa una ligera reducción cuando se 

ca-expresan pl05RB y c-fos. Probablemente la presencia de otros 

factores de transcripción estimulados por e-fas alteren la 

expresión del promotor de c-myc, aun en presencia de la proteína 

Rb. 
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EFECTO DE pSG5c-FOS SOBRE LA ACTIVIDAD TRANSCRIPCIONAL DE pCMV-RB.S EN DIFERENTES PROMOTORES. 
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Gráfica 3. Efecto de pSG5c-FOS sobre la activida d transcripcional 

de pCMV-RB. S en diferentes promotores. La gráfica muestra los 

valores de actividad de CAT ( % de acetilación) obtenidos de la 

actividad del promotor c-myc (pMYC-CAT) y de AP-1 de HPV-18 en TK­

HSV (pAPl) en ausencia y presencia de pl05RB (pCMV-RB.S) y de c-fos 

( pSG5c-FOS). 
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PLASMIDOS CAT pCMV-RB.S pSG5c-FOS % ACETILACION 

pMyc-CAT - - 48.81 
+ - 8.26 
+ + 3.60 

pAPl - - 15.12 
+ - 6.58 
+ + 15.11 

Tabla 5. Valores de actividad de CAT obtenida de extractos 
citoplasmáticos de células C-33A cotransfectadas con plásmidos 
cuyas construccciones poseen promotores celulares (c-myc) o 
virales (TK de HSV) frente al gen reportero CAT, sin (-) y con 
( ·r) el plásmido transregulador pCMV-RB.S, que expresa con alta 
eficiencia el producto del gen de RB. y el pSG5c-FOS que expresa 
el producto del gen c-fos. El % de acetilación se obtiene de la 
relación de la radiactividad (cpm) de 14C-cloranfenicol en su 
forma acetilada entre el total de radiactividad (que incluye 
tanto las formas acetiladas y no acetiladas del cloranfenicol), 
multiplicado por 100. 
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El ADN complementari0 (ADNc) de un gen eucariótico contiene 

solo las secuencias de nucleótidos que son traducidas en el 

producto proteico correspondiente, ya que este es obtenido "in 

vitre" a partir del ARN mensajero celular. 

La Ingeniería Genética ha hecho posible clonar el ADNc 

específico de un gen en vectores plasmídicos que generalmente 

están constituidos por elementos que les confieren la capacidad 

de replicarse en bacterias, por algún promotor viral que les 

permite transcribir el ADNc en células eucariotas, y señales de 

expresión necesarias para la traducción correcta a una secuencia 

de aminoácidos. Este tipo de construcciones han permitido 

expresar un ADNc específico en células eucarióticas con todas las 

modificaciones post-traduccionales que se requieren para llevar 

a cabo su función. 

El plásmido pCMV-RB.S posee las características antes 

mencionadas, y se caracterizó mediante digestiones con 

endonucleasas de restricción. Con base en el patrón de 

restricción obtenido del pCMV-RB.S y de los fragmentos 

purificados correspondientes al ADNc del gen RB y al vector 

pCMV4-RS, además de la posición conocida de sitios de 

reconocimiento de las enzimas de restricción, se obtuvo el mapa 

de restricción de pCMV-RB.S. 

En la figura 9 se muestra el mapa físico de pCMV-RB.S, donde 

el sitio 1 corresponde al origen de replicación del bacteriófago 
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fl, localizado dentro del vector. A partir de esta sefial, se 

indican las posiciones de los siguientes sitios de restricción: 

963 Kpn I; 957 Bgl II; 975 Cla I; 981 Hind III; 1005 Xba I; 1016 

Sma I; 1069 Sac II; 1559 Eco RV; 1919 Eco RI; 2006 Bgl II; 2821 

Pst I; 2850 Bgl II; 3081 Pst I; 4647 Bgl II; 5298 Hind III; 5322 

Xba I; 5333 Sma I; 5497 Apa I; 5569 Eco RI; 6829 Eco RI; 6324 Xho 

I. 

El plásmido pCMV-RB.S contiene un fragmento de ADNc del gen 

RB de 4220 pb (el transcrito de ARNm de RB es de 4700 pb) (Lee 

et al., 1987b). A pesar de ello, con esta construcción fue 

posible expresar pl05RB, y observar sus características 

funcionales, detectadas mediante ensayos de actividad de 

Cloranfenicol acetil-transferasa (CAT). 

La secuencia de nucleótidos del ADNc de RB completo de 

células normales, comprende los 27 exones que dan origen a la 

proteína Rb funcional (Lee et al., 1987b; Hong et al., 1989). Por 

otra parte, McGee y col. (1989) han descrito la organización 

genómica del gen RB, que comprende aproximadamente 200 Kb, donde 

se muestra toda la secuencia del locus de RB, detallándose el 

tamafio y la posición tanto de los exones y como de los intrones. 

Con base en estas dos secuencias de nucleótidos, se encontró 

que el exón 27 (el exón más grande del gen RB de 1889 pb), posee 

las secuencias que codifican para los últimos 24 aminoácidos del 

extremo carboxilo terminal de la pl05RB, y una región larga no 

traducida que incluye los sitios y sefiales de poliadenilación. 
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El ARNm de 4. 7 Kli, c0:it::_ere una secue1 cia corta nü traducida 

hacia el extremo 5', seguida de la región codificadora de 2.7 Kb 

que da origen a una proteína de 928 aminoácidos, y finalmente, 

una región grande de 2 Kb no codificadora hacia el extremo 3' 

(Lee, et al., 1987b). 

Con estos datos se determinó que la región codificadora 

abarca hasta el nucleótido 2789 del ADNc del gen RB, donde se 

localiza el codón de terminación de la traducción. Por lo tanto, 

se puede inferir que el fragmento de 4220 pb del ADNc del gen RB 

clonado en el plásmido pCMV-RB. S incluye toda la secuencia 

codificadora, sin afectar en absoluto la estructura y expresión 

de pl05RB. 

Aunque no se ha discutido claramente la función de la 

secuencia grande no codificada "in vivo", se sugiere que puede 

tener un papel importante en la estabilidad del ARNm debido al 

tamaño tan grande del transcrito, aumentando así la eficiencia 

de traducción. 

Las investigaciones en relación al gen RB se impulsaron de 

manera sobresaliente con el descubrimiento de los genes 

supresores de tumor o anti-oncogenes. La inactivación del gen RB 

por mutaciones o deleciones en ambos alelos y en consecuencia, 

la pérdida funcional de la proteína Rb como un regulador negativo 

de la proliferación celular, sugieren que está asociado con el 

desarrollo de diferentes tumores humanos donde se encuentra 

frecuentemente alterado. 

Actualmente algunos de los aspectos más estudiados de pl05RB 
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es su papel como regulador negativo del ciclo ce~ular. 

Los ensayos de transfección transitoria realizados en la 

línea celular C-33A permitieron analizar algunos de los aspectos 

moleculares de pl05RB como regulador negativo de la transcripción 

de genes celulares y virales. 

La línea celular C-33A derivada de un carcinoma cervical 

humano, fue un buen sistema de trabajo debido a su alto potencial 

para ser transfectado por el método de fosfato de calcio y sobre 

todo, por poseer el gen RB mutado, lo cual favoreció en 

determinar que el efecto de represión transcripcional de pl05RB 

es debido exclusivamente al ADN introducido a estas células que 

le permitieron expresar una proteína Rb funcional. 

Los resul tactos obtenidos respecto a la actividad de CAT 

demostraron efectivamente que pl05RB reprime con alta eficiencia 

la transcripción de los dos genes celulares analizados, el 

promotor de c-myc y el promotor de la albúmina de rata. 

El gen c-myc es un proto-oncogen bien caracterizado que 

codifica para un factor transcripcional que está involucrado en 

la activación la proliferación celular. Este gen frecuentemente 

se encuentra alterado en una gran cantidad de tumores. Sin 

embargo, actualmente poco se conoce sobre los elementos 

regulatorios en el promotor de c-myc. 

Los mecanismos de represión transcripcional de pl05RB ya han 

sido analizados por ensayos de transfección transitoria en otros 

sistemas experimentales. A este respecto se sugiere que la forma 

hipofosforilada de pl05RB, la forma activa, reprime la 
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transcripción de c-my.·; (';e ten. ende El ciclo celuli:i.C ( pj etenpol et 

al., 1990). 

Un elemento de regulación por el factor TGF-fH ( TCE) 

localizado en el promotor Pl de c-myc, es también utilizado por 

pl05- para reprimir la transcripción (Pietenpol et al., 1991), 

aunque no se conoce claramente el mecanismo. 

Existe otro mecanismo de regulación por la proteína Rb en 

el promotor P2 de c-myc, a través de un elemento de unión al 

factor E2F, necesario para la transcripción de c-myc (Hamel et 

al., 1992). La interacción de pl05- con E2F forma un complejo 

que impide la unión directa de E2F a la secuencia de 

reconocimiento en el ADN TTTCGCGC, decrementando la transcripción 

de promotores regulados positivamente por E2F. 

De esta manera, se sugiere que pueden presentarse al menos 

dos maneras diferentes de control de la expresión del gen c-myc 

por pl05-, que dependen de algun modo del ambiente celular donde 

se esté expresando c-myc. 

La regulación de c-myc es importante para el transición 

normal a través del ciclo celular, donde plo5- puede regular la 

actividad transcripcional de E2F durante la fase Gl y S. 

Recientemente se ha demostrado que pl05- interactúa 

físicamente con la proteína c-myc, lo que sugiere que puede 

existir otra vía de regulación a nivel post-traduccional. 

Otro de los genes importantes que regulan el crecimiento 

celular es c-fos. Cuando se sobreexpresa pl05-, regula 

negativamente la transcripción de este gen a través de un 
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elemento de control a retinoblastoma (RCE) en su promotor, 

diferente al sitio E2F y al elemento de control por TGF-81 

(Robbins et al., 1990). 

Durante el desarrollo de este trabajo se intentó demostrar 

el efecto de p105Rs sobre el gen de c-fos en la línea celular c-

33A, sin embargo no se logró expresar el plásmido que posee el 

promotor de c-fos frente al gen reportero CAT. Existen diferentes 

posibilidades para explicar este comportamiento: probablemente 

es necesaria la presencia de factores esenciales para la 

activación de c-fos, que no son expresados en cantidades 

suficientes en la línea celular C-33A; también es posible que 

algunos factores presentes en esta línea celular actúen como 

supresores, impidiendo la expresión de c-fos. 

El gen de albúmina de rata ha sido estudiado debido a que 

es un modelo atractivo para analizar la expresión de genes tejido 

específico, ya que se expresa normalmente en el hígado de 

organismos adultos. 

En el promotor de albúmina de rata se han identificado, 

además de la caja TATA, otros elementos regulatorios como el 

elemento proximal (PE), la caja CCAAT, y los elementos distales 

I, II y III (DELI, DELII y DELIII, respectivamente) (Blumenfeld 

et al., 1989). Se han caracterizado algunas de las proteínas que 

reconocen a estos elementos. Una de ellas, APF, se expresa 

específicamente en tejido hepático, mientras que otras, como 

ACF/NFY, C/EBP y NF-1, se expresan en diferentes tejidos 

(Cereghini et al., 1987). 
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Curiosamente el fa~tcr •ransvripcilna. NF-1 reconoce una 

secuencia consenso muy similar nl factor E2F (TTTGGCAA), que en 

el promotor de la albúmin,•. de rata se localiza a -120pb del 

inicio de la transcripción. Por lo anterior, se sugiere que esta 

secuencia pudiera ser un sitio posible de reconocimiento para 

E2F, y que el mecanismo de represión que se observó en los 

ensayos de actividad CAT, se deben a que p105Rs puede interactuar 

con el E2F celular endógeno y de esta manera, impedir la unión 

de E2F en el promotor para activar la transcripción del gen de 

albúmina. 

Para determinar si p1os= tiene el mismo efecto sobre la 

actividad transcripcional del promotor de albúmina en un contexto 

natural, sería necesario utilizar una línea celular derivada de 

hígado, en donde se encuentran los demás factores que normalmente 

se unen al promotor de este gen. 

Los virus de ADN han permitido conocer gran parte de los 

mecanismos del control transcripcional eucariótico, ya que 

utilizan la maquinaria de transcripción celular. 

Estos virus infectan por lo general tipos celulares en un 

estadio temprano de diferenciación. Esto les permité iniciar su 

replicación estimulando a las células a entrar en una fase de 

proliferación contínua, para continuar con su ciclo de vida. 

Se ha determinado que los virus de ADN denominados 

tumorales, poseen un papel importante en el proceso de la 

carcinogénesis. 
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Cada virus contiene genes que codifican para proteínas con 

actividad oncogénica, que alteran el control de la proliferación 

celular y promueven la transformación de una célula normal en 

cancerosa. 

Los papilornavirus humanos que generalmente se asocian a 

carcinoma cervical, poseen una región que regula la expresión de 

los genes tempranos, incluyendo aquellos con actividad 

oncogénica. Esta región contiene sitios de interacción para 

diferentes factores de transcripción (celulares y virales), que 

controlan las primeras fases de la infección. 

Durante la progresión del proceso de carcinogénesis, con 

frecuencia los genes que codifican para estos factores 

reguladores de la transcripción (algunos de ellos, productos de 

oncogenes y anti-oncogenes celulares), son alterados por 

mutaciones, deleciones, inserciones o rearreglos. En 

consecuencia, la transcripción de los genes virales tempranos se 

descontrola, expresándose así de manera consti tu ti va y 

manteniendo el estado transformado de las células. 

De esta manera, se consideró importante analizar el efecto 

de anti-oncogenes corno Rb sobre la actividad transcripcional de 

los promotores de los virus tumorales de ADN SV40, HPV y TK-HSV. 

La actividad transcripcional del promotor temprano (LTR) del 

virus SV40 no se vió afectada por la presencia del producto del 

gen RB (pl05RB). 

Esta misma observación se ha realizado en otras líneas 

celulares corno CCL64 (epitelio de pulmón de visón) y L (de 
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ratón), donde :_a act.ividad t· anscripcio1tal del 

promotor/"enhancer" d! SV40 no se afecta por pl05RB (Weintraub et 

al., 1992). En estas lineas celulares, que expresan la proteína 

Rb silvestre, solamence cuando se insertaron dos sitios de unión 

al factor E2F en el promotor temprano de SV40 frente al gen 

reportero CAT, existió una considerable disminución en su 

actividad. Estos resul tactos apoyan fuertemente el modelo de 

represión transcripcional de pl05RB por E2F. 

Construcciones que poseen el promotor temprano de SV40, han 

sido utilizados con frecuencia para insertar sitios de 

reconocimiento a factores reguladores de la transcripción y 

demostrar su actividad, ya que este promotor posee elementos 

potenciadores que le permiten tener una alta expresión en células 

eucariontes, como se observó en los resultados de la actividad 

enzimática CAT, en la que se obtuvo alrededor del 100% de 

acetilación. 

Es muy probable que si se insertan secuencias blanco para 

E2F en el promotor temprano de SV40 analizado en este trabajo y 

se analiza el efecto de pl05ª8 en células C-33A, se tendrían 

resultados similares o idénticos a los obtenidos en la linea 

celular CCL64. Por otra parte, la actividad transcripcional de 

la región regulatoria del papilomavirus humano tipo 18 (HPV-18) 

es claramente reprimida por pl05RB en las células C-33A. Hasta el 

momento, en ningún tipo de HPV se ha reportado esta observación. 

Es importante mencionar, que el análisis funcional realizado 

mediante los ensayos de actividad de CAT, se efectuaron en una 
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línea celular que no expresa Rb funcional y t1ue además es 

derivada de un carcinoma cervical (sin HPV). 

En general, los papilomavirus humanos se encuentran 

asociados a lesiones benignas {HPV de bajo riesgo) infectando 

epitelios escamosos de piel o mucosas. Sin embargo, existen 

algunos tipos que pertenecen a otro grupo, denominado de alto 

riesgo, que han sido detectados principalmente en neoplasias 

intraepiteliales y carcinomas cervicales originadas a partir de 

un epitelio estratificado de la mucosa genital (zur Hausen, 

1987). 

El HPV-18 es uno de los mas importantes tipos de 

papilomavirus asociados con cáncer cervical, encontrándose con 

frecuencia integrado al genoma celular en tumores cérvico 

uterinos y en diferentes líneas celulares derivadas de ellos. 

La región promotora de los genes tempranos de este HPV {LCR) 

regula la transcripción de los genes E6 y E7, que son las 

proteínas con potencial oncogénico y transformante. Este promotor 

es el más estudiado entre los distintos promotores del virus, 

respecto a los elementos regulatorios que posee y los factores 

celulares y virales que interactúan con ellos. 

Se ha sugerido que la inactivación de la proteína Rb, ya sea 

por mutación o por la formación de un complejo con la 

oncoproteína E7 de HPV-18 pueda ocurrir en diferentes etapas de 

la infección por HPV. Esto explica que la unión entre ambas 

proteínas sea un paso esencial en la carcinogénesis de los 

carcinomas cervicales. 
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Como se ha mencio rn.Jc E· F puede acti v; · r genes que promueven 

el crecimiento y algunos utros que poseen funciones esenciale5 

para la replicación del A~N. 

El mecanismo de regulación de pl05"8 sobre la región larga 

de control del HPV-18 es más compleja. Esto se debe a que la 

oncoproteína transformante E7 del virus puede disociar el 

complejo proteico de Rb con E2F, conduciendo a la activación 

transcripcional de promotores celulares que responden a este 

factor. 

Sin embargo, el enfoque principal en este trabajo fue 

determinar cual es el mecanismo de regulación negativo de pl05"8 

sobre la actividad transcripcional del LCR de HPV-18. 

Para determinar si la represión involucraba al factor E2F, 

primeramente se buscó mediante un programa de computadora, 

posibles sitios de reconocimiento a E2F en la secuencia de la 

LCR, tomando en cuenta la secuencia consenso TTTGGCGC de N-myc. 

De esta forma, se localizaron dos sitios en los nucleótidos 7568 

y 7580 con un 87.5% y 75% de homología, respectivamente. 

Aunque se necesitan otras evidencias para determinar si 

realmente la represión de pl05"ª sobre el HPV-18 es mediante 

estos dos posibles sitios de unión a E2F, se propone el mecanismo 

de represión de pl05"ª por E2F sobre el LCR de HPV-18 es el 

establecido en los modelos de los genes celulares c-myc y 

albúmina de rata. 

Algunos de las ideas experimentales que apoyarían este 

modelo de represión involucrarían eliminar ambos sitios posibles 
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de reconocimiento a E2F en el LCR, ya sea por deleción cortando 

el fragmento de ADN definido con enzimas de restricción, o por 

mutación sitio dirigida. Otra opción sería transferir el 

fragmento de ADN que comprende los dos posibles sitios E2F 

únicamente del LCR de HPV-18, a un promotor distinto como del 

SV40 o del TK-HSV (cuya actividad transcripcional no es 

modificada por Rb), para observar si estos sitios les confieren 

la responsividad a Rb. Ambas estrategias serían realizadas 

mediante ensayos de tranfección transitoria en la línea celular 

C-33A y analizadas por ensayos de actividad CAT. 

Otros sitios de unión para factores nucleares se han 

localizado en la región regulatoria del HPV-18. Algunos de estos 

factores son CTF, OCTl, AP-1 y SPl, los cuales mantienen la 

transcripción temprana de este promotor. 

AP-1 es un complejo proteico constituido por heterodimeros 

que pertenecen a productos de las familias de genes c-jun y c­

fos. Estos modulan la transcripción por su unión a la secuencia 

TGA C/G TCA en la región promotor/"enhancer" de una gran cantidad 

de genes. 

En un estudio previo, se demostró la importancia de los dos 

sitios AP-1 en el promotor mínimo del HPV-18, encontrándose que 

la alteración por mutación en cualquiera de ellos, decrementa 

drásticamente la actividad trancripcional del promotor, en 

diferentes líneas celulares incluyendo a C-33A. 

Con base en lo anterior, se propone un segundo modelo de 

regulación negativa de la proteína Rb en el LCR del HPV-18. 
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Debido a que pl05R' reprii.e la t:._·ansc.ri¡,ción del gen c-fos, 

disminuye directamente la tunción de activador transcripcional 

de AP-1, posiblemente interfiriendo en la unión de este factor 

al promotor (Robbins et al., 1990). 

Esto fue demostrado al observar que p105RH reprime la 

transcripción del promotor de la timidina cinasa del virus herpes 

simple (TK-HSV) cuando se le coloca el sitio AP-1 del LCR del 

HPV-18. 

Los resultados de transfección transitoria en las células 

C-33A, cuando se expresa pl05"" junto con el producto del gen c­

fos, incrementan la actividad transcripcional del promotor AP-1 

TK-HSV. Este incremento no se observa cuando el análisis se 

realiza en el promotor celular c-myc donde naturalmente no 

existen secuencias AP-1. 

Con base en lo anterior, se propone que pl05"8 reprime el 

gen c-fos endógeno impidiendo formar el heterodimero jun/fos para 

interactuar en el sitio AP-1 del LCR del HPV-18 y activar la 

transcripción. De esta manera, pl05"" regula negativamente la 

transcripción del HPV-18 por una reducción en el nivel de 

actividad de AP-1, resultado de una disminución en la expresión 

de c-fos. 

Lo anterior se demuestra cuando se realizan ensayos en los 

que se eleva la cantidad de c-fos en la célula (mediante la 

expresión de c-fos exógeno) y se favorece su interacción con c­

jun endógeno; aumentando por tanto la capacidad de formar el 

complejo AP-1 y activando la transcripción, aun en presencia de 
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pl05"ª . 

Es necesario acumular aún más evidencias experimentales para 

determinar con certeza este segundo mecanismo de represión por 

pl05RB• 
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La Investigación en Fiologia y Medicina se ha beneficiado 

enormemente con el desarrollo de la Biología Molecular. Esto ha 

permitido iniciar el entendimiento de los mecanismos moleculares 

de regulación de la expresión genética. 

Evaluar el efecto de pl05~ sobre la actividad 

transcripcional de los promotores celulares y virales, es una 

pequeña aportación sobre la definición de los mecanismos básicos 

de regulación que establecen el control de la división celular 

y un soporte fuerte para entender los mecanismos que originan el 

cáncer. 

Los estudios moleculares de la participación de los genes 

supresores de tumor o anti-oncogenes, han contribuido a 

establecer algunos de los eventos importantes durante la 

carcinogénesis, principalmente la inactivación de los genes y la 

perdida de la función de sus productos. 

Con la caracterización del plásmido pCMV-RB.S se 

determinaron los sitios de corte para diferentes enzimas de 

restricción, dentro del gen RB. A partir de esta construcción 

plasmídica, es posible ahora aislar o modificar algunos de los 

dominios importantes para la función del producto del gen RB, 

p105R8
• 

Los ensayos de funcionalidad como las transfecciones 

transitorias en cultivos celulares eucarióticos, permiten 

determinar la actividad de la proteína Rb sobre la transcripción 
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de genes específicos, en un ambiente natural que permite 

comprender mejor su ~omportamiento "in vivo". 

La línea celular C-33A es un sistema apropiado para analizar 

la actividad de pl05RB, ya que posee el gen RB mutado y no 

contiene integrado en su genoma secuencias de HPV. 

pl05RB reprime la transcripción de los genes celulares c-myc 

humano y albúmina de rata. 

Los mecanismo moleculares por los cuales pl05RB inhibe, son 

apoyados por las características de cada promotor, donde la 

mayoría establece un modelo de regulación que involucra al factor 

de transcripción E2F. 

pl05RB no afecta la expresión del promotor temprano de SV40 

ni el de la Timidina cinasa de HSV, mientras que regula 

negativamente la transcripción de la región control del 

papilomavirus humano tipo 18. 

En el caso del LCR de HPV-18, se establecen dos mecanismos 

de regulación: uno involucra la presencia de dos sitios posibles 

de reconocimiento para el factor E2F y otro mediante la 

disminución en la actividad de AP-1, ocasionada por la ausencia 

de uno de los componentes que forman este complejo proteico, c­

fos. 

De esta manera, el efecto de pl05RB sobre la actividad 

transcripcional de los promotores celulares y virales, permitió 

definir algunos de los mecanismos básicos de control 

transcripcional. 
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c;r.c SA1~Io 

ADN complementario (Af,Nc): Molf>cula d·~ ADN que se sintetiza a 
partir de un ARNm, pcr lo que no contiene intrones. El ADNc 
determina la secuencia de aminoácidos de una proteína. 

ADN genómico: Secuencia de ADN que comprende la región promotora, 
los exones e intrones de un gen. 

Alelo: Forma alternativa de un gen. En una célula diploide cada 
gen tiene dos alelos ocupando la misma posición ( locus) en 
cromosomas homólogos. 

Autosomal recesivo: Descripción de una característica genética, 
no ligada al sexo, que puede ser heredable de ambos padres para 
ser expresada a nivel fenotípico. 

Caja TATA: Secuencia consenso en la región del promotor de muchos 
genes eucarióticos en la que se une un factor general de 
transcripción, lo cual especifica la posición de inicio de la 
transcripción. 

Cáncer esporádico: Forma de cáncer que ocurre, entre otros 
eventos, por la inactivación de los dos alelos de un gen supresor 
de tumor o anti-oncogen en una misma célula somática. 

Cáncer familiar: Forma de un cáncer que puede ser heredable, 
debido a la susceptibilidad de mutaciones en el único alelo 
normal de un gen supresor de tumor o anti-oncogen heredado de uno 
de los padres. 

Carcinogénesis: Secuencia de eventos que convierte una célula 
normal en carcerosa. 

Carcinógeno o carcinogénico: Agente químico o físico que causa 
cáncer. 

Carcinoma: Cáncer de células epiteliales. Tumor maligno de origen 
mesodermal. 

Ciclo celular: Secuencia ordenada de eventos por los cuales la 
célula duplica su contenido y se divide en dos. 

Cierre de leucina: Dominio estructural presente en muchas 
proteínas que se unen al ADN, que consiste de varias leucinas 
esparcidas a intervalos regulares, para permitir la formación de 
un dímero proteico con un dominio similar en otras proteínas. 

Clonación de genes: Inserción de un fragmento de ADN en un vector 
de expresión para producir una molécula de ADN recombinante. 

Codón: Secuencia de tres nucleótidos en el ARNm que especifica 
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un s o lo un aminoácido en las proteínas. 

Competente: Término usado para describir células que son capaces 
de permitir la introducción de ADN extraño dentro de ellas. 

Cotransfección: Transfección simultánea de diferentes plásmidos. 

Cromosoma: Estructura nucleoproteica que contiene los genes 
ordenados de una célula. 

Cromatografía: Téc nica 
sustancias o moléculas 
propiedad bioquímica. 

que permite 
de a c uerdo a 

separar una mezcla de 
su carga, tamaño u otra 

Dedos de zinc: Dominio estructural de varias proteínas de unión 
al AON, que consiste de dos ci s teínas y dos histidinas unidas por 
un ión de zinc. 

Deleción: Pérdida de un segmento de un cromosoma o de una región 
pequeña de un gen. 

Diferenciación celular: Proceso por el cual una célula va 
adquiriendo características estructurales y funcionales 
específicas, para llegar a ser un tipo celular especializado. 

División celular: Separación de una célula parental en dos 
células hijas. En células eucariotes la división de los núcleos 
es seguida por la división del citoplasma. 

Dominancia: Manifestación de un gen en un fenotipo observable de 
un individuo. 

Dominio: Porción de una proteína que tiene una estructura 
terciaria independiente del resto de la molécula . 

"Enhancer" (potenciador): Región del ADN que presenta sitios de 
reconocimiento para proteínas que estimulan fuertemente la tasa 
de transcripción de un gen. 

Enzima de restricción (endonucleasa): Nucleasa que corta en un 
sitio interno de la molécula de ADN de doble cadena, reconociendo 
secuencias específicas de nucleótidos. 

Electroforesis: Método de separa.ción de .m0léculas de acuerdo a 
su carga, tamaño o forma, a medida que migran en un campo 
eléctrico a través de un gel. 

Exón: Secuencia de un gen euc ariote que codifica para aminoácidos 
en una proteína. 

Expresión genética: Manifestación fenotípica de los genes, 
generalmente la síntesis de proteínas. 
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Factor de transcripciün: Cua:Lq11ier proteí::a requerida para el 
inicio y regulación de la 7ra'1scripción ~n células eucariontes. 

Fragmentos de restricción de longitud polimórfica (RFLP): Una 
variación en el número de si ti os de corte para dete,-minada enzima 
de restricción en un locus genético, re~ultando una diferencia 
en la longitud de los fragmentes producidos por el corte de la 
enzima. 

Fusión celular: Proceso por el cual la membrana plasmática de dos 
células se rompen en un punto de contacto entre ellas, 
permitiendo la unión del citoplasma. 

Genoma: La información genética total que lleva una célula o un 
organismo. 

Gradiente isopícnico: Una solución de ADN, cloruro de cesio y 
bromuro de etidio la cual tiene homogéneamente una misma 
densidad. 

Heterocigosis: Manifestación de uno de los alelos diferentes de 
un locus genético dado en cromosomas homólogos. 

Homocigosis: Manifestación de uno de los alelos idénticos en un 
locus genético. 

Inmortalización: Proliferación ilimitada de células para la 
formación de una línea celular en cultivo. 

Intrón: Secuencia de un gen que no codifica para una proteína. 

Híbrido celular: Una célula somática formada por la fusión de dos 
células parentales de diferentes origenes. 

Kilobase (Kb): 1000 pares de bases. 

Línea celular: Población de células derivadas de un tejido, de 
origen animal o vegetal, capaces de dividirse indefinidamente en 
cultivo. 

Locus: Plural loci; lugar en el mapa genético en el que reside 
un gen particular. 

Mapa de restricción: Representación gráfica de una molécula de 
ADN que indica los sitios de corte para diferentes enzimas de 
restricción. 

Metástasis: Esparcimiento o migración de células cancerosas de 
su sitio de origen (de un tumor primario) hacia otro sitio en el 
cuerpo, frecuentemente a través del flujo sanguíneo o linfático. 

Modificación post-traduccional: Una serie de cambios que ocurren 
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en ura proteína recien sintetizada, por ejemplo glicosilación, 
fosforilación, fragmentación, etc. 

Motivo: Un dominio estructural pequeño que p~ede ser reconocido 
en una variedad de proteínas. 

Mutación: Cambio heredable en la secuencia de nucleótidos de un 
gen en el cromosoma. 

Mutación puntual: Cambio en un sola base en la secuencia de 
nucleótidos de un gen. 

Oncogénesis: La formación de un tumor. 

Par de base (pb): Una purina o pirimidina de diferentes cadenas 
en una doble hélice, que interactúan por puentes de hidrógeno. 
La distancia a lo largo de una molécula de ADN es medida en pares 
de bases. 

Plásmido: Molécula pequeña de ADN circular que se replica 
independientemente del genoma celular de su hospedero (bacteria) • 

"Polylinker": Múltiples sitios de clonación en una región de un 
vector de clonación, que contiene varios sitios de restricción 
contiguos. 

Progresión Tendencia de los tumores a convertirse en malignos 
a medida que crecen. 

Promotor: Secuencia de nucleótidos en el ADN donde se une la ARN 
polimerasa para iniciar la transcripción. 

Proteína regulatoria: Generalmente cualquier proteína que se une 
en una secuencia esecífica en el ADN alterando la expresión de 
un gen. 

Proteína oncogénica: Molécula que puede transformar una célula 
normal en cancerosa. 

Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR): Técnica para la 
amplificación de regiones específicas del ADN mediante múltiples 
ciclos de desnaturalización, alineamiento de oligonucleótidos 
que flanquean esta región y polimerización del ADN. 

Recesivo: Manifestación de un gen que no expresa su fenotipo 
cuando el alelo dominante está presente, debido a la inactivación 
o ausencia del producto del alelo recesivo. 

Regulación de la transcripción: Control de la expresión de un 
gen. 
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Sarcoma: Cá~cer de tejij, cc~ectivu. 

Secuencia consenso: Sec .ier,ci a com·in de nucleótidos o de 
aminoácidos, en la e ial cada posición repr•?senta la base más 
frecuentemente encontrada en comparación con otras secuencias. 
Esta región es capaz de mantener una misma f~nción en diferentes 
moléculas. 

Silvestre: Forma no mutada de un gen específico de un organismo. 

Sitio de restricción: Una secuencia de pares de bases que es 
reconocida y cortada por enzimas de restricción. 

Transcripción: Síntesis de ARNmensajero (ARNm) a partir del ADN. 

Transfección: Introducción de moléculas de ADN dentro de una 
célula eucariótica, permitiendo la expresión de uno o más genes 
del ADN introducido. 

Transformación: Adquisición de nuevos marcadores genéticos por 
la incorporación de ADN en bacterias. En cultivos de células 
eucarióticas se refiere a la adquisición de las características 
tumorigénicas debido a un tratamiento con un virus tumoral o un 
carcinógeno. 

Translocación: Relocalización de una parte de un cromosoma dentro 
del mismo cromosoma o en un cromosoma diferente. 

Transregulador: Plásmido que contiene un gen que codifica para 
una proteína capaz de alterar la tasa de transcripción de un gen. 

Twnorigénico: Capacidad de una proteína para causar tumores en 
animales. 

Vector de expresion: Elemento genético, usualmente un virus o 
plásmido, que contiene secuencias de un gen clonado que codifica 
para una proteína capaz de expresarse dentro de una célula 
apropiada. 

Virus oncogénicos: Partículas que consisten de moléculas de ADN 
o ARN encapsuladas con una cubierta proteica. Estos virus son 
capaces de replicarse dentro de una célula hospedero y producir 
un tumor debido a que poseen genes que codifican para proteínas 
con actividad oncogénica. 
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