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RESUMEN 

Las alteraciones epigenéticas como la metilación aberrante del ADN y patrones 

alterados de modificaciones covalentes de las histonas en el cáncer, son una 

característica más común de lo que se había anticipado. En el presente estudio 

identificamos, por medio de transfecciones transitorias y estables de un 

plásmido con el promotor del gen retinoblastoma humano (Rb1) dirigiendo la 

expresión de un gen reportero (luciferasa o GFP), que la metilación del ADN es 

una modificación epigenética capaz de inducir el silenciamiento del promotor 

del gen Rb1. Así mismo, identificamos al factor CTCF , como un regulador 

positivo del promotor del gen Rb1. Demostramos que la unión de CTCF 

contribuye a la estabilidad epigenética del promotor. Al eliminar o mutar el sitio 

CTCF del promotor  se induce un silenciamiento epigenético muy rápido  en la 

expresión de un gen reportero integrado en el genoma. La unión de CTCF al 

ADN es sensible a la metilación y la metilación de esta secuencia en el 

promotor es reconocida por Kaiso, una proteína que se une al ADN metilado. 

Esta es la primer evidencia que demuestra directa y funcionalmente que la 

metilación de ADN inactiva al promotor del gen Rb1. Además se demuestra 

que CTCF protege al promotor del gen Rb1, una isla CpG clásica, contra la 

metilación del ADN y que cuando dicha región se metila anormalmente, Kaiso y 

probablemente su complejo represor asociado N-CoR, inducen el 

silenciamiento epigenético del promotor correlacionando con los datos de 

diferentes tipos de cáncer donde la metilación del promotor correlaciona con la 

falta de proteína retinoblastoma. Nuestros resultados identifican a CTCF como 

un regulador epigenético del promotor del gen Rb1 humano.
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ABSTRACT 

Epigenetic miss-regulation like aberrant DNA methylation or altered patterns of 

histone covalent modifications, is a more common feature in human cancer than 

previously anticipated. In the present investigation we identified  by means of 

transient and stable transfection of a plasmid harboring the human 

retinoblastoma gene (Rb1) promoter driving the expression of a reporter gene 

(Luciferace or GFP) that DNA methylation is an epigenetic modification capable 

to induce the silencing of the Rb1 gene promoter. We also identified  CTCF, the 

multivalent 11-zinc-finger nuclear factor, as a positive regulator of the human 

retinoblastoma gene promoter. We demonstrate that its binding contributes to 

Rb1 gene promoter epigenetic stability. Ablation of the CTCF binding site from 

the human Rb1 gene promoter induced a rapid epigenetic silencing of reporter 

gene expression in an integrated genome context. CTCF DNA binding is 

methylation-sensitive and the methylated Rb-CTCF sequence is recognized by 

the Kaiso methyl-CpG-binding protein. This is the first evidence that 

demonstrates directly and functionally that DNA methylation can inactivate the 

human Rb1 gene promoter. We also show that CTCF protects the Rb1 gene 

promoter, a classical CpG-island, against DNA methylation and when such 

control region is abnormally methylated, Kaiso and probably its associated 

repressor complex N-CoR, induce epigenetic silencing of the promoter in a 

clear correlation with reports that in different kinds of cancer the methylation of 

the Rb1 gene promoter correlates with the lack or retinoblastoma protein. Our 

results identify CTCF as a novel epigenetic regulator of the human 

retinoblastoma gene promoter. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. LA EPIGENÉTICA 

Las modificaciones epigenéticas han cobrado gran importancia en los últimos 

años ya que se han visto asociadas, además de la regulación normal del 

genoma, a la generación y progresión de procesos neoplásicos1. La 

epigenética engloba a todas aquellas modificaciones que regulan el patrón de 

expresión de un gen sin que ocurran cambios en la secuencia del ADN, 

además de ser heredadas mitoticamente. De manera general, los procesos que 

intervienen en la regulación epigenética son: La metilación del ADN y la 

modulación de la estructura de la cromatina mediada, principalmente, por 

modificaciones en las histonas1. En particular, las alteraciones epigenéticas se 

han relacionado principalmente a la regulación transcripcional de genes tanto 

en condiciones normales como patológicas2.

La regulación epigenética tiene como blanco principal la estructura de la 

cromatina. El ADN de una célula eucarionte mide, de manera “lineal”, entre 

5mm en levadura hasta 1m en humanos o más en otras especies y este ADN 

se organiza al interior de un organelo sub-celular de alrededor de 10 μm de 

diámetro: el núcleo. Para lograr el grado de compactación necesario y permitir 

que el genoma de dicha célula pueda ser contenido al interior del núcleo, el 

ADN se enrolla en segmentos de aproximadamente 146 pares de bases (pb) 

alrededor de octámeros de histonas compuestos por 2 moléculas de las 

histonas H2A, H2B, H3 y H4 formando la unidad fundamental de la cromatina 

que es el nucleosoma3,4. Los nucleosomas tienen la capacidad de organizarse 

a tal grado de formar estructuras tan compactas como los cromosomas que se 

encuentran en la fase M del ciclo celular (Fig. 1). De manera funcional, la 
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compactación del ADN en cromatina tiene consecuencias directas en la 

expresión de los genes, ya que esta compactación hace que muchas 

secuencias regulatorias y por lo tanto información genética clave, no queden 

accesibles, impidiendo el reconocimiento de las mismas por la maquinaria 

transcripcional. Es justamente en estos casos, donde las modificaciones 

epigenéticas, que describiremos más adelante, tienen la capacidad de modular 

la expresión de los genes, ya sea promoviendo la apertura o relajación de la 

estructura de la cromatina  o su mayor compactación5.

10 nm

2 nm

30 nm

300 nm

700 nm

1400 nm

ADN

Fibra de 
10 nm

Fibra de 
30 nm o

solenoide

Asas de 
cromatina

Asas de 
superenrrolladas

Cromosoma en
metafase

Figura 1: Niveles de 
compactación del ADN. El 
ADN se enrolla alrededor de 
un octámero de histonas para 
dar lugar al nucleosoma. El 
cual con la ayuda de la 
histona H1 se organiza en la 
fibra de 30 nm. 
Posteriormente, esta fibra 
forma asas de gran tamaño 
que constituye parte 
fundamental de niveles 
superiores de compactación 
hasta la formación de 
cromosomas metafásicos. 
Imagen inferior. Estructura 
cristalográfica del 
nucleosoma a una resolución 
de 2.5   amstrongs. Esquema 
tomado de Felsenfeld y
Groudine3  e imagen de 
Luger4.
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1.2. LAS MODIFICACIONES POST-TRADUCCIONALES DE LAS HISTONAS 

Uno de los blancos principales de la regulación epigenética son las histonas 

consideradas como los componentes básicos de la cromatina. Estas proteínas 

contienen carga positiva mediada principalmente por aminoácidos como la 

lisina. Dicha carga favorece la fuerte asociación que posee con el ADN el cual 

tiene carga negativa. Por lo que  la inducción de una modificación  en la carga 

de las histonas puede alterar su  asociación con el ADN y la subsiguiente 

relajación o compactación de la misma. 

Las modificaciones en las histonas se dan preferencialmente en los 

extremos N-terminales (Fig. 2). Estos extremos sobresalen del nucleosoma por 

lo que representan un blanco accesible para las enzimas responsables de 

dichas modificaciones  y aunque se han descrito modificaciones en el dominio 

globular de la histona las más estudiadas son las que se dan en el extremo N-

terminal5.

Las principales modificaciones en las histonas son la metilación, 

acetilación, fosforilación, entre otras (Fig. 2). Cada una de estas modificaciones 

tienen un efecto específico en la dinámica de la cromatina y el estatus 

transcripcional de distintas regiones genómicas, siendo la acetilación de 

histonas una marca asociada a cromatina “abierta” y correlacionando con una 

transcripción activa mientras la metilación puede ser marca de activación o de 

represión, dependiendo del aminoácido y la combinatoria de histonas 

modificadas en el nucleosoma (Tabla 1)6.
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Tabla 1. Principales modificaciones post-traduccionales de las histonas. 

Modificación Aminoácidos  
modificados 

Histona Efecto 

Fosforilación Treonina/ Serina H3, H4, H2A y 
H2B 

Condensación de 
cromosomas y 
activación de 
genes

Acetilación Lisina H3, H4, H2A y 
H2B 

Activación de 
genes

Metilación Lisina/Arginina H3, H4, H2A y 
H2B 

Activación y 
represión de 
genes

Ubiquitinación Lisina H2A y H2B Activación de 
genes

Isomerización Prolina H3 Activación de 
genes

Código Acetilación

Metilación + 
Acetilación

Biotinilado

Fosforilación

Citrulinado

Ubiquitinación

Metilación

A.A no idénticosResiduos 
Rojos 

Modificaciones en el extremo amino-terminal de las histonas en humanos

Tomado y modificado de www.abcam.com

Código Acetilación

Metilación + 
Acetilación

Biotinilado

Fosforilación

Citrulinado

Ubiquitinación

Metilación

A.A no idénticosResiduos 
Rojos 

Modificaciones en el extremo amino-terminal de las histonas en humanos

Tomado y modificado de www.abcam.com

Figura 2. Modificaciones post-traduccionales de los extremos amino terminal de las histonas. Se 
presentan las diferentes histonas, así como las isoformas hasta el momento caracterizadas de
estas proteínas. Las modificaciones señaladas en la figura pertenecen a las caracterizadas,
hasta el momento, en humanos.
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1.3. LA METILACIÓN DEL ADN 

La metilación del ADN representa uno de los procesos epigenéticos más 

estudiados y  consiste en la incorporación de un grupo metilo (-CH3) en el 

carbono 5 de las citosinas que se encuentran formando un dinucleótido CmpG,

y en menor grado se puede encontrar la metilación en secuencias del tipo 

CmC(A/T)GG o CmpNpG 7,8. La metilación del ADN está mediada por enzimas 

denominadas  ADN metil-transferasas (Dnmts, por sus siglas en inglés). Las 

enzimas Dnmt3a y Dnmt3b son Dnmts de novo, mientras que la Dnmt1 es de 

mantenimiento, esta última hemi-metila el ADN donde una hebra ya está 

metilada y se encuentra asociada a la maquinaria de duplicación del ADN. La 

metilación del ADN participa de manera normal en la inactivación de 

transposones, secuencias repetidas y secuencias retrovirales evitando su 

movilidad y por ende, manteniendo la estabilidad genómica8. También se ha 

encontrado asociada a eventos de regulación en etapas tempranas de 

desarrollo silenciando genes que no van a volver a expresarse, en la impronta 

genómica y la inactivación del cromosoma X 8.

Las técnicas utilizadas para estudiar la metilación del ADN son variadas 

y van desde las muy generales como la digestión del ADN con enzimas de 

restricción metilo-sensibles (como MspI/HpaII) revelando la zona de interés por 

Southern Blot9 y la PCR específica de metilación (MS-PCR) 10,11 a los métodos 

más sensibles como la PCR mediada por ligación (LM-PCR, por sus siglas en 

inglés) y la secuenciación genómica por bisulfito de sodio12-14.

Dentro del genoma humano se encuentran muy pocos dinucleótidos 

CpGs pero se han caracterizado secuencias genómicas que varían de 100 pb a 

varias kilo bases (kb)  en donde el contenido de Cs y Gs es mayor al 60%, por 
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lo que aumenta la posibilidad de encontrarse dinucleótidos CpGs. A estas 

zonas se les denominó “islas CpGs”15. Estas islas se encuentran 

principalmente en los extremos 5´ de muchos genes coincidiendo con la región 

promotora y con cierta frecuencia los primeros exones. Paradójicamente, en 

condiciones normales, estas islas CpGs no se encuentran metiladas, con 

excepción de las islas relacionadas a genes de expresión tejido específico, 

islas presentes a lo largo del cromosoma X inactivo y genes de expresión 

mono-alélica (improntados) 16-18.

Se ha propuesto que en las islas CpG se da un proceso de “sembrado” 

de la metilación,  es decir que constantemente se metilan las citosinas, pero 

esta marca es borrada durante la transcripción en los genes activos por un 

mecanismo aun desconocido19. Alternativamente se propone que la constante 

unión del factor general de transcripción Sp1 evita la metilación de los 

promotores que regula20,21. Se ha propuesto que Sp1 tiene la capacidad de 

unirse a su secuencia  aun cuando exista CmpG con lo cual favorece la 

estructura abierta de la cromatina y la constante transcripción evita la 

hipermetilación de los promotores. A pesar de ello, Sp1 es incapaz de unirse si 

hay metilación del tipo CmpCmpG  resultando en una zona hipermetilada 22.

1.3.1. MECANISMOS DE REPRESIÓN MEDIADOS POR METILACIÓN DEL 

ADN 

A la fecha se han propuesto tres mecanismos generales para explicar el efecto 

de la metilación del ADN en la inactivación transcripcional de los genes y que 

son aplicables a genes con promotores con alto contenido en CpGs como el 

caso del promotor del gen retinoblastoma humano (Rb1):
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a) Por interferencia: La unión de los factores de transcripción a su secuencia 

blanco que contenga CpGs se ve afectada si la citosina está metilada. 

Excepto para el factor Sp1, el cual se sabe que solo se bloquea cuando hay 

metilación  CmpCmpG (Fig. 3). 

b) Por la unión de proteínas  que reconocen el ADN metilado  denominadas 

“Methyl-CpG-binding proteins”: Su efecto epigenético se encuentra mediado 

a través de la generación de una cromatina compacta y refractaria a la 

actividad transcripcional23. Estas proteínas a su vez son capaces de reclutar 

co-represores los cuales atraen  a desacetilasas de histonas (HDACs)  

favoreciendo una zona de cromatina altamente compacta e incompatible 

con la expresión transcripcional (Fig. 3)24,25. La capacidad de estas 

proteínas para reclutar otras modificaciones epigenéticas ha llevado a 

proponer un “código de histonas” como medio de regulación del remodelaje 

de la estructura de la cromatina6,26,27.  La asociación de este tipo de 

proteínas, como mecanismo de silenciamiento en cáncer, se ha descrito 

ampliamente en el locus p14 / p16 que corresponde a una región genómica 

del cromosoma 9q21, que contiene al gen que codifica para el inhibidor de 

la cinasa dependiente de ciclina p16ink4a y al gen p14ARF 28. Estudios 

recientes realizados in vitro han descrito que la metilación en la secuencia 

de unión del factor E2F presente en la región promotora del gen Rb1 ofrece 

un sitio de unión para la proteína MeCP2 (ver más adelante)29.

c) Por reclutamiento de HDACs mediado por la Dnmt1. Diversos estudios han 

demostrado que la Dnmt1 se une a la HDAC1 (Desacetilasa de histonas 1, 

por sus siglas en inglés) en su porción N-terminal y que al momento de 

metilar una zona del ADN, la HDAC1 va desacetilando las histonas dando 
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como resultado una zona de cromatina más compacta  y represiva para la 

actividad transcripcional. Las Dnmt3a y Dnmt3b también tienen la capacidad 

de reclutar HDACs (Fig. 3)30.

Recientemente  se han podido realizar análisis de múltiples islas CpGs por 

medio de micro-arreglos o Chips de ADN combinados con 

inmunoprecipitaciones de cromatina los cuales han permitido determinar qué 

proteínas tienen la capacidad de unirse a estas zonas al estar metiladas y 

contribuir con el proceso represor de manera global31,32.

1.3.2. METILACIÓN DE ADN Y CÁNCER 

Como se mencionó, en condiciones normales las islas CpGs se encuentran no 

metiladas, pero las células neoplásicas se han caracterizado por presentar un 

patrón de metilación aberrante,2,33-35 definido por una hipometilación 

generalizada. Esto trae como consecuencia la expresión de genes 

normalmente silenciados (por ejemplo los genes improntados), movilización de 

transposones y retroelementos, eventos que inducen una grave e irreversible 

inestabilidad genómica que en ocasiones conlleva a la apoptósis. 

Paradójicamente, también se presenta una hipermetilación específica de islas 

CpGs 36,37. Los genes que más frecuentemente se han encontrado metilados 

son los asociados al control del ciclo celular y la diferenciación celular (Tabla 2) 

entre otros genes cuyas vías de transducción  pueden ser afectadas 38-42.
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Figura 3. Modelo propuestos para explicar el mecanismo de silenciamiento génico 
mediado por metilación del ADN. A) Modelo de interferencia de la unión de factores de 
transcripción. B) Modelo de represión estable mediada por metilación del ADN, unión
de proteínas con dominio MBD y reclutamiento de co-represores y remodeladores de la 
cromatina. C) Modelo de reclutamiento de HDAC1 por la Dnmt1. Para los modelos
mostrados en B) y C) El efecto final tiene que ver con la formación de una estructura de
la cromatina altamente compacta, en particular, a través de la desacetilación de 
histonas

FT

FT

FT

X

X

HDAC1

MeCP2

X

HDAC1

X

Dnmt1

A) INTERFERENCIA

B) UNION DE MBD

C) RECLUTAMIENTO DIRECTO DE HDAC

mSin3A
Ac

Ac

Sp1

Sp1

Sp1

CpG metilado CpG sin metilar

FT

FT

FT

X

X

HDAC1

MeCP2

X

HDAC1

X

Dnmt1

A) INTERFERENCIA

B) UNIÓN DE MBDs

C) RECLUTAMIENTO DIRECTO DE HDACs

mSin3A
Ac

Ac

Sp1

Sp1

Sp1

CpG metilado CpG sin metilar

FT

FT

FT

X

X

HDAC1

MeCP2

X

HDAC1

X

Dnmt1

A) INTERFERENCIA

B) UNION DE MBD

C) RECLUTAMIENTO DIRECTO DE HDAC

mSin3A
Ac

Ac

Sp1

Sp1

Sp1

CpG metilado CpG sin metilar

FT

FT

FT

X

X

HDAC1

MeCP2

X

HDAC1

X

Dnmt1

A) INTERFERENCIA

B) UNIÓN DE MBDs

C) RECLUTAMIENTO DIRECTO DE HDACs

mSin3A
Ac

Ac

Sp1

Sp1

Sp1

CpG metilado CpG sin metilar

A) INTERFERENCIA

B) UNIÓN DE MBDs

C) RECLUTAMIENTO DIRECTO DE HDACs

mSin3A
Ac

Ac

Sp1

Sp1

Sp1

CpG metilado CpG sin metilar



19

Tabla 2. Genes cuyos promotores se han encontrado metilados en cáncer 

y  vía celular que regulan. 

Vía celular afectada Gen 

Ciclo Celular 

Retinoblastoma (RB) 
p16INK4a

p15INK4b

14-3-3σ
p14ARF

MYO18B 

Transducción de señales 
RASSF1 
LKB1/STK11 
APC 

Apoptosis 
“Death- associated protein kinase  (DAPK)” 
Caspasa-8 

Reparación del ADN 
O6-methylguanine-DNA-methiltransferasa  
(MGMT) 
MLH1 
BRCA1 

Metabolismo  
Glutathione S-transferase P1 (GSTP1) 
Calcitonina 

Respuesta hormonal 
Receptor de estrógeno (RE) 
Receptor de progesterona (RP) 
Receptor de ácido retinoico β2 (RAR- β2) 

Senescencia 
TERT 
TERC 

Invasión / Metástasis 
Inhibidor de metaloproteinasa de tejido 3 
(TIMP-3) 
E- Cadherina 
Von Hippel- Lindau (VLH) 

En la actualidad se sabe que gran parte de los genes cuyos promotores 

se encuentran inactivados por metilación de ADN en las células tumorales 

corresponden a genes supresores de tumores (Tabla 2)43. Estos genes son de 

gran importancia ya que como veremos más adelante, la pérdida de expresión 

de sus dos alelos es una condición detonante del desarrollo neoplásico.  
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1.4. LOS GENES SUPRESORES DE TUMORES 

Theodor Boveri, uno de los grandes genetistas de finales del siglo XIX y 

principios del XX, fue el primero que predijo la existencia de los genes 

supresores de tumores, denominándolos “cromosomas inhibitorios”. Postuló 

que estos cromosomas inhibitorios forman parte del mecanismo que mantiene 

a la célula sin dividirse hasta que un estímulo extracelular específico induce su 

división y que estos cromosomas estarían alterados en el cáncer44. Las 

predicciones de Boveri se confirmaron desde antes de que estuvieran 

disponibles las técnicas de biología molecular ya que los estudios 

epidemiológicos mostraron que existían cánceres que tendían a asociarse en 

familias y que el patrón de frecuencia de estos era consistente con la 

susceptibilidad heredada a través de un gen mutado, es decir un “cromosoma 

inhibitorio”45. De lo anterior surge la propuesta que enmarca a los procesos 

tumorales como esporádicos o segregables donde los procesos genéticos y 

recientemente los epigenéticos juegan un  papel central en su origen y 

desarrollo. 

El concepto actual de Genes Supresores de Tumores (GST)  se deriva a 

partir de experimentos de fusión celular  donde una célula normal en cultivo, 

fusionada a una  célula capaz de producir tumores en animales, con frecuencia 

resultaba en  un híbrido capaz de mantenerse en cultivo pero perdía la 

capacidad de producir tumores en animales. En los casos donde la línea 

híbrida llegaba a producir tumores se encontró una asociación con la pérdida 

de cromosomas específicos derivados de la célula no tumorigénica, lo cual 

indicaba la existencia de diferentes loci asociados a la supresión del 

crecimiento tumoral46,47. Estos datos, en conjunto con los estudios 
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epidemiológicos realizados por Knudson en 1971 (ver más adelante) sugirieron 

la existencia de los GST. 

Estudios posteriores basados en numerosas observaciones del cariotipo 

de las células cancerosas apoyaron aun más la idea de la existencia de los 

GST. Con los años, se fueron describiendo diferentes alteraciones 

cromosómicas asociadas al desarrollo del cáncer. Como se explica más 

adelante, el gen Rb1 fue el primer gen supresor de tumores en ser clonado 

como consecuencia de los estudios asociados a las alteraciones en el 

cromosoma 13 presentes en células de retinoblastomas y osteosarcomas. Otro 

claro ejemplo fue el descubrimiento del gen responsable del tumor de Wilm’s 

relacionado con alteraciones en el cromosoma 11. 

A la fecha, son múltiples los genes supresores de tumores que se han 

descrito (Tabla 3), muchos de los cuales fueron identificados por las 

deleciones, translocaciones,  mutaciones o polimorfismos presentes en sus 

regiones promotoras o codificantes capaces de inactivar su expresión o la 

función de su producto proteico, promoviendo la transformación neoplásica48,49.

Así mismo, se demostró que algunos virus son capaces de codificar para 

proteínas que inactivan a las producidas por los GST, tal es el caso de las 

proteínas E6 y E7 del virus del papiloma humano, las cuales inactivan a las 

proteínas p53 y pRb, respectivamente básicamente induciendo su 

degradación47.

   En la última década, se ha visto que el desarrollo del cáncer no solo 

depende de las alteraciones genéticas antes descritas. Se ha acumulado 

evidencia que apoya la participación de defectos en la memoria celular 

asociada a procesos epigenéticos que llevan a una expresión genética anormal 
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y heredable, que es crítica para la iniciación y progresión del cáncer. Estos 

procesos epigenéticos aberrantes se manifiestan tanto en cambios globales a 

nivel del empaquetamiento de la cromatina al interior del núcleo celular, como 

en cambios más locales, en particular aquellos localizados en los promotores y 

primeros exones de diversos genes que influyen en su transcripción y 

promueven el desarrollo neoplásico2,33,50.

Tabla 3. Algunos genes supresores de tumores y tipo de cáncer y 

síndrome asociados a su alteración. 

Gen Supresor de 
Tumores 

Tumores asociados y tejidos 
afectados 

Síndrome asociado 

APC Colon, tiroides, estómago, 
intestino 

FAP 

AXIN2 Colon Polyposis atenuada 
CDH1 (E-
caderina) 

Estómago Carcinoma gastrico 
familiar 

SUFU Piel, meduloblastoma Predisposición a 
meduloblastoma 

VHL Riñón Síndrome Von Hippel-
Lindau 

p53 Múltiples tejidos Síndrome Li-Fraumeni 
WT1 Wilm’s Tumor familiar de 

Wilm’s 
PTEN Glioma, útero, hamartoma Síndrome de Cowden 
CDKN2A 
(p16INK4A, p14ARF)

Melanoma, páncreas Melanoma maligno 
familiar 

CDK4 Melanoma Melanoma maligno 
familiar 

Rb1 Ojo, múltiples tejidos Retinoblastoma 
hereditario 

NF1 Neurofibroma Neurofibromatosis tipo 1
HRPT2 Paratiroide, fibroma de mandíbula Hiperparatiroidismo 
NF2 Meningioma Neurofibromatosis tipo 2
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1.5. EL RETINOBLASTOMA Y LA HIPÓTESIS DE KNUDSON  

El retinoblastoma es una neoplasia pediátrica poco frecuente que se puede 

presentar tanto en formas hereditarias como esporádicas. Ambas formas 

pueden desarrollarse a partir de la misma serie de alteraciones genéticas. En 

1971 Knudson postuló que para el desarrollo del retinoblastoma deberían 

alterarse los dos alelos de un solo gen como causa para la aparición de esta 

neoplasia. En el caso de la variante hereditaria, los cuales representan del 5% 

al 10% de los procesos tumorales51, una de las alteraciones debería 

transmitirse por uno de los padres a través de la línea germinal  teniendo como 

consecuencia que los tumores se presentan a edades más tempranas, 

mientras que en los casos esporádicos, las mismas alteraciones han sido 

adquiridas a lo largo de la vida del individuo. Este postulado  se conoce como 

la hipótesis de los dos “hit´s” de Knudson y es aplicable para todos los genes 

supresores de tumores52.

Tradicionalmente, la inactivación de ambos alelos se había asociado a 

alteraciones genéticas (translocaciones, deleciones, mutaciones, etc.). 

Actualmente, existe un número creciente de evidencias experimentales que 

demuestran que los procesos de inactivación epigenética son capaces de 

silenciar cada uno de los alelos, dando como consecuencia la falta de 

expresión del gen sin que se altere su secuencia genómica2,33.

Recientemente se ha descrito el fenómeno de haploinsuficiencia como 

una alternativa al modelo de tumorigénesis explicado por la hipótesis de 

Knudson53. La haploinsuficiencia implica, básicamente, que la mutación o la 

pérdida de un solo alelo e incluso la inactivación proteica parcial por acción de 

oncoproteínas virales puede ser suficiente para inducir un fenotipo celular que 
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conlleve al desarrollo del cáncer sin la inactivación del segundo alelo. Lo 

anterior ocasiona la disminución de la concentración o  la dosis de la proteína 

en cuestión transgrediendo un umbral que la incapacita para llevar a cabo sus 

funciones normales y puedan incluso, derivarse en cáncer.  Hasta el momento 

se han encontrado al menos trece genes supresores de tumores afectados por 

haploinsuficiencia, entre ellos p53, ATM y p27Kip1, cuya concentración proteica 

anormal, conllevan al desarrollo de tumores54,55. Los tumores causados por el 

fenómeno de haploinsuficiencia generalmente aparecen en individuos con 

edades mayores respecto a los causados por la inactivación del segundo alelo 

(pérdida de la Heterocigocidad o LOH). Hasta el momento no hay reportes de 

que este fenómeno suceda para el caso del gen  retinoblastoma, pero no se 

descarta que pueda participar en la génesis del retinoblastoma.             

                                                                                                  

1.6. LA ENFERMEDAD DE RETINOBLASTOMA 

1.6.1. EPIDEMIOLOGÍA

El retinoblastoma es un tumor pediátrico que se presenta en la retina en 

desarrollo. Se calcula que 1 niño en 20,000 desarrolla la enfermedad, sin 

importar la raza, zona geográfica o nivel de desarrollo socio-económico56. En 

México, del total de pacientes menores de 15 años que desarrollan algún tipo 

de cáncer el 8.5% corresponde a retinoblastoma y el 6.5% a osteosarcoma, y 

estas dos neoplasias están asociadas a la alteración del mismo gen 

retinoblastoma57. La gran mayoría de los casos se presentan antes de los tres 

años de vida y la posibilidad de desarrollar el retinoblastoma disminuye con la 

edad. Se considera que la incidencia edad-específica para el cáncer depende 

de la tasa mitótica de las células blanco, de la tasa mutacional por mitosis, del 
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número de eventos mutacionales necesarios para el desarrollo del cáncer y del 

proceso selectivo que ocurre en cada paso en la evolución de los tumores58.

Como veremos más adelante, los procesos ligados a la regulación epigenética 

del gen Rb1, también pueden participar en el desarrollo de dichos tumores. 

1.6.2. CARACTERÍSTICAS  FÍSICAS, HISTOLÓGICAS Y TRATAMIENTO. 

La mayoría de los retinoblastomas se detectan cuando uno o ambos ojos están 

a tal grado invadidos por el tumor que la pupila se muestra blanca con una 

apariencia de “ojo de gato”. Se han descrito cuatro tipos de desarrollo tumoral: 

1) El  endofítico donde el tumor crece a partir de la superficie interna de la 

retina hacia el vítreo, 2) El exofítico donde el tumor crece a partir de la 

superficie externa de la retina hacia el coroide, 3) El tipo mixto que combina 

ambas características y 4) El tipo difuso o infiltrante donde el tumor crece 

dentro de la retina. Este último es relativamente raro y difícil de diagnosticar59.

Histológicamente las células tumorales del retinoblastoma presentan un 

núcleo basofílico, grande y con poco citoplasma y se asocian alrededor de los 

vasos sanguíneos debido a que los requerimientos nutricionales son muy 

elevados. Además las células se agrupan en las características “rosetas” en un 

intento de diferenciación hacia células fotorreceptoras59. El tratamiento del 

retinoblastoma va desde extirpar totalmente el ojo a cirugías más conservativas 

con láser y crioterapia, combinadas en algunos casos con radiaciones y 

quimioterapia. En los casos en que el tumor se extiende por fuera del ojo la 

mortalidad es mayor56.

Se ha demostrado que la inactivación de la proteína Rb (pRb) es 

universal en las células de retinoblastoma, validando la hipótesis de los dos 
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“hits” de Knudson, es decir que los dos alelos se encuentren inactivados52.

Existen neoplasias que presentan un alto índice de inactivación del gen Rb1

como el carcinoma pulmonar de células pequeñas, con 90% de casos con 

inactivación de Rb1  y cerca del 35% de los cánceres de vejiga60. Otros 

cánceres donde se ha detectado la pérdida o la disminución de expresión del 

gen Rb1 incluyen colon, próstata y mama.  Un dato interesante surgió del 

estudio de líneas celulares de cáncer de mama, donde se demostró que la 

pérdida de la función de la proteína correlaciona con un mayor grado de 

malignidad61.

1.7. El GEN RETINOBLASTOMA (Rb1)

1.7.1. ESTRUCTURA FÍSICA DEL GEN Rb1

Hasta mediados de los 80s solo se tenían datos aportados por estudios de 

citogenética que relacionaban la presencia de la enfermedad con alteraciones 

localizadas en el cromosoma 13q14. Fue hasta 1986 que se aisló por primera 

vez un segmento de ADN complementario (ADNc) correspondiente a la región 

del cromosoma donde se sospechaba residía el gen que predisponía al 

desarrollo del  retinoblastoma y osteosarcoma62. Con la información 

proporcionada por este segmento de ADN cromosómico se pudo determinar, 

antes de conocerse por completo el gen, que el producto se trataba de una 

fosfoproteína nuclear con actividad de unión al ADN  y fue hasta 1989 que se 

conoció la estructura completa del gen presente en ese segmento 

cromosómico denominándolo gen retinoblastoma (Rb1), el cual abarca una 

región genómica de 200 kb63.
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En la actualidad se han descrito otros dos miembros de la familia 

retinoblastoma pRb2, también conocido como p130 cuyo gen reside en el 

cromosoma 16q12.2 y codifica para una proteína de 130 kDa y p107 localizado 

en el cromosoma 20q11.2 cuya proteína es de 107 kDa, ambas proteínas 

presentan similitudes tanto estructurales como funcionales con Rb1 y se 

encuentran conservadas a lo largo de la evolución. Los tres miembros de la 

familia Rb forman parte de la vía de señales de transducción llamada “Rb 

Pathway”, la cual es una de las principales vías dentro del control del ciclo 

celular y por ende una de las vías frecuentemente alterada en eventos 

neoplásicos64. Los tres miembros de la familia comparten muchas propiedades 

biológicas y tienen la capacidad de unirse a la familia de factores 

transcripcionales E2F65.

1.7.2. LA REGIÓN PROMOTORA DEL GEN Rb1

Análisis detallados del costado 3´ no-codificante del gen Rb1 determinaron la 

localización del promotor basal entre –208 y –179 nucleótidos relativos al inicio 

de la transcripción. Esta secuencia de ADN contiene sitios esenciales para la 

actividad del promotor con secuencias de unión para los factores 

transcripcionales ATF, SP1, RBF1, E2F y p53. El promotor del gen Rb1 no 

posee la típica caja TATA y su región promotora  es rica en nucleótidos 

citosinas y guaninas (Fig. 4)66.

La secuencia del sitio RBF-1 presente en el promotor del gen Rb1 es 

reconocida por las proteínas hGABPα y hGABPβ1, además de sobrelaparse 

con una secuencia de unión al factor transcripcional Sp1 aunque este no tiene 

preferencia de unión 67-72.
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La secuencia de unión a ATF es reconocida por dos miembros de la 

familia, ATF-1 y ATF-2. Estudios in vitro revelaron que la mutación de este sitio 

es capaz de abolir la expresión de un gen reportero, demostrando que este 

factor es de gran importancia para la funcionalidad del promotor y como 

veremos más adelante, es donde se han encontrado mutaciones en casos de 

retinoblastoma hereditario 73.

El sitio de unión a E2F presente en el promotor funciona como un 

regulador negativo. Estudios in vitro han demostrado que mutaciones o 

deleciones de esta secuencia incrementa la transcripción de un gen reportero, 

indicando que este sitio reprime al promotor74-77. Estudios preliminares 

realizados en nuestro laboratorio postulan la unión del factor E2F6 como 

regulador negativo en este promotor. 

El factor Sp1 posee otro sitio de unión aparte del compartido con el 

factor RBF-1. En este sitio si se puede unir este factor y se especula que 

pudiera estar participando en la protección contra el “sembrado” de metilación 

de ADN en el promotor. 

Finalmente, el factor transcripcional p53 también reconoce una 

secuencia en el promotor del gen Rb1. A pesar de ello, su función sigue siendo 

poco clara ya que dosis bajas de p53 pueden activar la transcripción del gen 

Rb1 mientras que dosis altas tienden a reprimirla 78.

A pesar de conocerse los sitios de unión para los factores ya 

mencionados, sorprendentemente  aun no queda clara la aportación de cada 

uno de ellos, por lo que no se sabe cual es su contribución en la regulación de 

la expresión del gen Rb1. Incluso, se desconoce si la región promotora de Rb1

descrita es suficiente para dirigir de manera específica la expresión de este gen 
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en los diversos tipos celulares o si se requiere de elementos de regulación a 

distancia tales como silenciadores, potenciadores (enhancers) o elementos de 

control del locus (LCR).  

Aunque existen datos que apoyan la idea de que el gen Rb1 se expresa 

de manera constitutiva en todos los tejidos y sin variaciones aparentes durante 

el ciclo celular, estudios realizados en ratones transgénicos han demostrado 

que el promotor descrito con estos elementos reguladores dirigen la expresión 

del gen Rb1  en el sistema nervioso central y el sistema nervioso periférico, 

incluyendo la retina en desarrollo79. Por otra parte, resultados previos indican 

que el sitio ATF es el responsable de la expresión de Rb1 durante la 

diferenciación miogénica80. A su vez, se plantea la posibilidad de que existan 

otros sitios de regulación que dirijan la expresión de Rb en el sistema 

hematopoyético, en el músculo esquelético y en el hígado en desarrollo. 

  AC     TTAGCGTCCCAGCCCGCGCACCGACCAGCGCCCCAGT 

TCCCCACAGACGCCGGCGGGCCCGGGAGCCTCGCGGACG 

TGAC GCCGCGGGCGGAA GT GACGT TTTCCCGC GGTTGG 

ACGCGGCGCTCAGTTGCC GGGCGG GGGAGGGCGCGTCCG 

GTTTTTCTC      AGGGGACGTTGAAATT ATTTTTGTAA 

CGGGAGTCGGG AGAGGACGG GGCGTGCCCCGACGTGC GCG 

RBF-1

ATF 

E2F

SP1 

SP1

p53

Figura 4: Esquema de la región promotora del gen RB1 y posición de los sitios de unión de los 
factores de transcripción además se indican  los sitios CpG susceptibles de metilación
(indicados con un circulo en la parte superior). Las flechas indican el promotor central.
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En resumen, estos antecedentes demuestra como la mayoría de los 

estudios se han enfocado exclusivamente en la función de la proteína Rb y 

desde la perspectiva neoplásica, en las mutaciones en el cuerpo del gen. 

Además, como se mencionará más adelante, la regulación epigenética puede 

constituir un aspecto central en la expresión del gen Rb1.

1.7.3. LA REGIÓN CODIFICANTE DEL GEN Rb1

El transcrito del gen Rb1 está codificado por 27 exones dispersos a lo largo de 

~200 kb de ADN genómico en el cromosoma 13q14.1. La longitud de cada 

exón varia entre 81 y 1889 pb81. El análisis de su localización genómica sitúa al 

gen de retinoblastoma entre un posible mensajero denominado Loc220425 a su 

costado 5´ y el gen de la proteína “Chromosome condensation 1- like” y se 

desconoce si en las secuencias intergénicas exista algún elemento regulador 

(Fig. 2)82.

En la actualidad se sabe que cerca de un tercio de todas las neoplasias 

presentan alterada la expresión del gen Rb1, o la proteína se encuentra 

mutada. Además, se han descrito múltiples alteraciones genéticas en la región 

codificante las cuales se han relacionado con el desarrollo de procesos 

neoplásicos aunque a diferencia del gen p53, donde se han descrito 

secuencias de tasa mutacional elevada (“hot spots”), en el gen retinoblastoma 

no se ha detectado ninguno y las mutaciones se encuentran dispersas a lo 

largo de la región codificante y al ser tan grande, es muy difícil identificar 

mutaciones en este gen. 
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1.7.4. ALTERACIONES GENÉTICAS DEL GEN Rb1  RELACIONADAS CON 

CÁNCER  

Hasta el momento solo se han descrito 4 mutaciones puntuales en la secuencia 

promotora del gen Rb1, las cuales cambian de manera específica a los sitios 

de unión de los factores Sp1 y ATF des-regulando la transcripción del gen (Fig. 

6)83 . Estas mutaciones se han encontrado en la línea germinal confiriéndole a 

sus portadores predisposición para desarrollar retinoblastoma del tipo 

hereditario67,84. Por otra parte, no se han encontrado deleciones ni inserciones 

de algún tipo en este elemento de regulación 

Figura 5: Esquema de la región genómica del cromosoma 13, q14 donde se encuentra el gen
RB1 y sus genes vecinos. www.d-lohmann.de/Rb/mutations.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?view=graph&val=NT_033922.2&_gene=RB1 
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En lo que corresponde a la región codificante, se han descrito 223 

substituciones de bases tanto en secuencias intrónicas como exónicas83 y 

además se han reportado 96 deleciones pequeñas de entre 1 y 139 pb y 38 

inserciones  en un rango de 1 a 55 pb tanto en intrones como en exones. Por 

otra parte, se han detectado 7 mutaciones complejas presentándose 

deleciones e inserciones, todas ellas en los exones (para la información 

detallada ver Lohmann, 2002)85. La mayoría de las mutaciones afectan los 

sitios de procesamiento y se ha visto que la metilación de dinucleótidos CpGs 

en las secuencias codificantes facilita la transición mutacional de CmpG a TpG, 

creando codones de término prematuros y por lo tanto  proteínas truncadas86.

En resumen, la región genómica que comprende el gen humano Rb1 es el 

blanco de un gran número de defectos genéticos que son altamente complejos, 

de forma proporcional a la organización genómica de este gen. 

Figura 6.: Posición de las mutaciones que han sido reportadas en la región promotora del
gen retinoblastoma. Como se puede apreciar, cada una de las mutaciones puntuales
coinciden con las secuencias de unión a los factores transcripcionales Sp1 (en dos
posiciones distintas) y ATF. www.d-lohmann.de/Rb/mutations.html
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1.8. LA PROTEÍNA RETINOBLASTOMA (pRb) 

El producto proteico del gen Rb1 es la proteína retinoblastoma. Esta es una 

fosfoproteina nuclear de 110 kDa  compuesta por 928 amino ácidos. A pesar de 

encontrarse mayoritariamente en el núcleo, también se ha identificado en el 

citoplasma de las células aunque aun no se le atribuye alguna función en el 

citoplasma87. Los diferentes miembros de la familia Rb difieren en sus patrones 

de expresión caracterizados en distintos tejidos y fases del ciclo celular. El 

primer miembro, pRb, se expresa en todos los tejidos y a lo largo del ciclo 

celular con variaciones mínimas en los niveles de expresión y es regulada por 

fosforilación. El segundo miembro, p107, no se expresa durante la fase G0 del 

ciclo celular y tiene un alto nivel de expresión en células que están en 

proliferación. Por último, p130 se detecta en altos niveles particularmente en 

células no proliferativas88.

La función general de la pRb es la de regular la transición entre la fase 

G1 y la fase S del ciclo celular, permitiendo a la célula pasar a la siguiente fase 

o impidiendo su progresión a la fase duplicativa del ciclo celular, de manera 

dependiente de su estado de fosforilación básicamente a través de regularla 

negativamente, reprimiendo la expresión de genes promotores del ciclo (ver 

más adelante)89,90.

1.8.1. DOMINIOS ESTRUCTURALES DE LA pRb 

La pRb se estructura en varios dominios funcionales (Fig. 7): 

El dominio N-terminal: En esta región se encuentran los sitios de fosforilación 

responsables de regular la actividad de la proteína a lo largo del ciclo celular. 

Además, con este dominio tiene la capacidad de interaccionar con proteínas 
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como MCM7 que es un co-factor asociado al proceso de duplicación del ADN, 

entre otras funciones91. De manera complementaria, se ha visto que la re-

introducción del gen Rb1 carente del dominio N-terminal en ratones mutantes 

para el gen Rb1, retrasa la letalidad embrionaria causada por un fenotipo Rb -/-

pero no la previene, sugiriendo que la región N-terminal es crítica para la 

función in vivo de la proteína durante el desarrollo embrionario92.

Dominios A/B: Los dominios A y B situados en la parte central de la pRb 

conforman el denominado dominio  “pocket” característico de los tres miembros 

de la familia. Estos dominios estructurales están altamente conservados en 

distintos organismos que van desde las plantas hasta los humanos. En esta 

región, p107 y p130 comparten una identidad a nivel de residuos de amino 

ácidos cercana al 50%, siendo evolutivamente más relacionados entre ellos 

que con la pRb, con el cual solo comparten entre un 30 y 35% de identidad, 

respectivamente88. Este dominio es en donde recae en gran medida la función 

supresora de la pRb y es en esta región donde se localizan los sitios de unión 

de diversas proteínas virales, tales como la oncoproteína E7 del Virus del 

Papiloma Humano, la proteína E1A del Adenovirus, el antígeno T grande de 

SV40 y otras proteínas  con motivos peptídicos tipo LXCXE. Estas proteínas 

virales tienen la capacidad de inactivar a la pRb desencadenando diferentes 

procesos tumorales o están involucradas en el silenciamiento de genes 

regulados por la  pRb93,94.

Dominio C–terminal: El otro dominio funcional de la pRb es la región C-

terminal, y es ahí donde se localizan los dominios de unión de oncoproteínas 

como MDM2 y cAbl 95. Además, es en este dominio, junto con la región 
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“pocket” donde se unen los miembros de la familia de factores de transcripción 

E2F. 

En resumen, la pRb presenta múltiples interacciones peptídicas con 

reguladores tanto positivos como negativos que modulan el funcionamiento de 

la misma72, la alteración de estas interacciones puede dar como consecuencia 

una mala función de la proteína y desencadenar un proceso neoplásico. 

1.8.2. LA PROTEÍNA Rb Y EL CICLO CELULAR 

La progresión del ciclo celular está regulada por una compleja red de 

mecanismos tanto intracelulares como extracelulares. El ciclo celular consta 

básicamente de cuatro fases (G1 – S - G2 - M) y la transición de una fase a 

otra está finamente coordinada por diversas proteínas reguladoras del ciclo 

celular. Como se había mencionado previamente, la transición entre las fases 

G1 – S del ciclo celular está regulada en gran medida por la acción de la pRb. 

Figura 7: Estructura de la proteína retinoblastoma. Los sitios de interacción con otras proteínas
se encuentran indicados. Cabe resaltar los dominios de unión a oncoproteínas virales (SV40 y
E7) y en particular, proteínas involucradas en el remodelaje de la cromatina como Suv39H1,
Hp1 y HDAC´s. 
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Durante la mayor parte de la fase G1, la pRb se encuentra en estado 

hipofosforilado y formando un complejo proteínico con factores 

transcripcionales de la familia E2F y la proteína heterodimerica DP (estos 

factores tienen la capacidad de unirse al ADN)65. La formación de dicho 

complejo permite que los genes que se regulan por los factores E2F puedan 

ser activados en una etapa precisa  del ciclo celular. La visión clásica sugiere 

que durante la transición de la fase G1 – S, E2F es liberado por la fosforilación 

de la pRb y activa genes necesarios para la fase duplicativa del ciclo.  

Se sabe que de los seis miembros de la familia  E2F y sus heterodímeros DP1, 

DP2 y DP3, la pRb interactúa con E2F -1,-2,-3 y -4. El miembro p130 de la 

familia Rb, interactúa con E2F-4 y -5 y por último p107 interactúa con E2F-496.

E2F-6 es el único miembro de la familia que carece del dominio de unión a la 

pRb y por consiguiente del dominio de trans-activación, y su función está más 

enfocada a la regulación negativa de la transcripción de ciertos genes blanco 

de los miembros activadores de la familia E2F, presumiblemente reclutando 

complejos el tipo Polycomb cuya función es la de generar una estructura 

cromatínica represora para la actividad transcripcional97. Hacia el final de la 

fase G1, y solo si la célula está lista para dividirse, la proteína p53 permite la 

fosforilación de pRb en los motivos de serina/treonina-prolina mediada por 

cinasas dependientes de ciclinas, principalmente por el complejo ciclina 

D1/Cdk4/6, aunque no se descarta la participación de los complejos ciclina 

E/Cdk2 o ciclina A/Cdk298,99 (Fig.8). Esta fosforilación rompe la interacción de 

la pRb con el complejo E2F-DP, los cuales tienen la capacidad de activar la 

transcripción de múltiples genes involucrados en la progresión del ciclo celular 

tales como: c-myc, c-myb, dehidrofolato reductasa (DHFR), timidín cinasa (TK), 
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timidín sintetasa, DNA polimerasa α100,101, y genes involucrados en mitosis y  

apoptosis entre otros, permitiendo la progresión controlada del ciclo 

celular72,102,103.

Por el contrario, si las condiciones tanto intrínsecas de la célula como del 

ambiente (nutrientes, señales de crecimiento, etc) no favorecen la división 

celular, p53 induce la expresión de la proteína p21, la cual es un inhibidor de 

las ciclinas dependientes de cinasas (Cdks) manteniendo a la pRb en un 

estado hipofosforilado lo cual no permite la liberación del complejo E2F-DP  y 

esto en conjunto, frena el ciclo celular en la fase G1104-106.

Esta regulación tan fina del ciclo celular demuestra la importancia de la 

pRb y explica la estrecha relación entre la falta de la pRb y su contribución en 

el desarrollo del cáncer. Esta relación se ve ejemplificada con la generación de 

modelos en ratón en los cuales la inactivación de la pRb en células de retina, 

mediada por proteínas virales ocasiona la formación de Retinoblastomas72.

Pero los fenotipos más notorios se dan en ratones heterocigotos (Rb+/-) los 

Figura 8. Visión clásica de la regulación del ciclo celular por pRb. La fosforilación de pRb por el
complejo CDK4/6/ciclina D permite la liberación del factor transcripcional E2F, lo que inicia la 
transcripción de genes indispensables para la síntesis de ADN. 
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cuales  desarrollan diversos tumores, principalmente de sistema nervioso 

central (SNC), mientras que  los efectos más severos se ven en ratones Rb-/-

los cuales mueren en los primeros días de gestación107. En contraste, los 

fenotipos p107-/- y p130-/- no tienen ningún efecto en la viabilidad, estos datos, 

en conjunto con la baja incidencia de mutaciones de estos dos genes en los 

cánceres humanos, ha llevado a pensar que p107 y p130 no se comportan 

como genes supresores de tumores clásicos, aunque actualmente su 

contribución dentro del ciclo celular sigue siendo controversial65. Con esto, 

queda clara la importancia de la pRb en el desarrollo de los organismos y el 

papel que juega en los procesos tumorales a partir de su papel central en el 

control de la progresión del ciclo celular. 

1.8.3. MECANISMOS DE REPRESIÓN GÉNICA MEDIADO POR LA pRb 

La represión de la transcripción génica mediada por la formación del complejo 

pRb-E2F, va más allá del simple secuestro del factor E2F y su incapacidad 

para activar la transcripción. Diversos estudios demuestran que el complejo 

pRB-E2F se une a las regiones promotoras de los genes regulados por  

miembros de la familia de factores transcripcionales E2F y ejercen su acción 

represiva reclutando diversos factores y co-factores que influyen sobre la 

estructura de la cromatina favoreciendo la represión transcripcional de manera 

regulada durante las distintas etapas del ciclo celular. Entre estos factores se 

incluyen desacetilasas de histonas las cuales tienen la capacidad de 

desacetilar los extremos N-terminal de las histonas que sobresalen de los 

nucleosomas, además de la proteína Rbp2 que desmetila la H3k4me3 

resultando en la compactación de la cromatina 108,109.
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También se ha demostrado la interacción de la pRb con miembros de la familia 

de genes tritorax, entre ellos el gen humano relacionado a brahma (BRG1) y el 

miembro de esta familia hBRM, el cual posee actividad represora sobre la 

Figura 9: Funciones de la proteína Rb:
Represión: p21 inhibe la fosforilación de pRb manteniendo el complejo pRb-E2F-DP el
cual se sitúa sobre los promotores que regula y se recluta a la desacetilasa de histonas 1
(HDAC1), a los complejos remodeladores de la cromatina como SWI/SNF con lo cual se
compacta la cromatina en la zona, además de la Rbp2 que desmetila la H3K4me3 que es
una marca de activación. Posteriormente la HDAC1 es reemplazada por la
metiltranferasa de histonas SUV39H1, la cual metila la lisina 9 de la región amino-
terminal de la histona H3 creándose un sitio de unión para la proteína de heterocromatina
1 (HP1) dando como resultado la represión transcripcional del locus. Estas señales  se
dan principalmente en regiones promotoras y pueden propagarse a lo largo del cuerpo
del gen65.
Activación: La cinasa dependiente de ciclina CDK4 fosforila a pRb liberando al complejo
E2F-DP el cual se une a sus sitios consenso en los promotores de diversos genes.
Posteriormente se recluta la proteína p300, la cual es una acetil-transfersa de histonas, lo
que provoca un relajamiento en la estructura de la cromatina, dando como consecuencia
una activación transcripcional65.
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estructura de la cromatina65. Recientemente se ha demostrado que la pRb es 

capaz de interactuar con metiltransferasas de histonas (SUV39H1) y con 

remodeladores de la cromatina ATP-dependientes como SWI/SNF, 

favoreciendo la formación de heterocromatina. Estas asociaciones dan como 

resultado una inactivación a nivel transcripcional donde la estructura de la 

cromatina posee un papel represor esencial65 (Fig. 9). 

Uno de los genes donde se ha descrito este tipo de regulación es el gen 

dehidrofolato reductasa (DHFR). Se sabe que la región promotora de DHFR es 

regulado positivamente por los factores de la familia E2F encontrándose 

silenciado durante la fase G1 temprana para ser activada de manera regulada 

durante la transición G1-S110.  Estudios in vivo demostraron una disociación 

progresiva de la desacetilasa de histonas 1 (HDAC1) al promotor del gen 

DHFR durante la transición G1-S y que a la vez se da un incremento en el nivel 

de acetilación de la histona H4110. Otros promotores donde se ha descrito este 

fenómeno incluyen al de la Ciclina E  (entre otros) donde las modificaciones 

son tan específicas que se dan en un solo nucleosoma111.

En los últimos años se ha ahondado en el estudio de los mecanismos de 

control de la expresión génica, enfocándose a las modificaciones post-

traduccionales de las histonas con efectos directos sobre la modulación de la 

estructura de la cromatina. Se ha visto que mientras la fosforilación de la serina 

10 y la acetilación de la lisina 9 presentes en la región N-terminal de la histona 

H3 tienen que ver con la activación de la expresión génica, la metilación de la 

lisina 9 de la histona H3 se ha relacionado con silenciamiento112. La metilación 

de este dominio peptídico de la histona H3 la llevan a cabo enzimas 

denominadas metiltransferasas de histonas (no confundir con las DNMTs que 
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metilan al ADN)  y la primera proteína de este género descrita fue la 

Suv39H1113. El efecto inmediato de la metilación de la lisina 9 de la histona H3 

es la inhibición de la fosforilación de la serina 10, generando un silenciamiento 

génico. Además, la marca H3k9me3 favorece la unión de la proteína de 

heterocromatina 1 (HP1), la cual a través de su cromodominio, es capaz de 

reconocer y unirse a la H3k9me3  de manera estable y establecer el estado 

silenciado114.

Por otro lado, se ha descrito recientemente una estrecha relación entre 

la metilación del ADN y la metilación de las histonas en el hongo filamentoso 

Neurospora crassa y en la planta Arabidopsis Thaliana. En este organismo se 

descubrió una mutante en el gen dim-5 que borra toda la metilación del ADN 

genómico, pero lo sorprendente es que dim-5 codifica para una 

metiltransferasa de la H3k9 lo cual revela una dependencia de la metilación del 

ADN en la metilación de las histonas115.

Hasta el momento, en mamíferos no se ha demostrado una dependencia 

entre ambas modificaciones epigenéticas, pero si se ha visto que la  H3k9me3 

y HP1 no están confinados únicamente a las regiones de heterocromatina 

constitutiva sino que también participan en el silenciamiento de genes 

eucromatínicos. Este es el caso del gen de la ciclina E, donde la pRb (capaz de 

unirse a HP1 y a Suv39H1 a través de su dominio “pocket”) atrae la metilación 

de la H3k9, reclutando a Suv39H1 y además en el mismo complejo incorpora a 

la HP1, lo cual induce la represión vía una cromatina altamente compacta de 

este gen eucromatínico116. Además, si tomamos en cuenta que en este mismo 

promotor  se demostró la presencia del complejo pRb-E2F-HDAC1 como medio 

de represión, se podría especular que E2F dirige el complejo E2F-pRb-HDAC1-
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Suv39H1-HP1 hacia el promotor de la ciclina E y lo reprime111. Ahora bien, 

surge una nueva pregunta ¿Por qué se necesitan varios procesos epigenéticos, 

aparentemente redundantes, para silenciar epigenéticamente un gen? Esta 

pregunta sigue sin tener una respuesta clara actualmente.  

En resumen, la visión asociada al secuestro de la familia E2F por pRb y la 

subsiguiente liberación mediada por la fosforilación de pRb, es parcial. En gran 

medida las funciones de la vía de Rb asociadas al control del ciclo celular  se 

encuentran íntimamente relacionadas a procesos epigenéticos donde la 

modulación negativa de la estructura de la cromatina es un proceso 

preponderante. 

1.8.4. LA pRb,  SENESCENCIA Y LA FORMACIÓN DE 

HETEROCROMATINA. 

Datos recientes demuestran que la familia Rb (Rb1, p107 y p130) junto con el 

gen p53, además de sus funciones clásicas, son de los principales reguladores 

del proceso de senescencia celular117,118. Las células senescentes se 

caracterizan por un freno en su ciclo celular acompañada por la interrupción en 

su capacidad duplicativa. Las células senescentes aunque se mantienen 

metabolicamente activas, presentan cambios morfológicos y fisiológicos 

incluyendo cambios en su patrón de expresión génico, en particular, estas 

células no expresan genes ligados a  la proliferación celular. Uno de los 

métodos más utilizados para definir si una célula se encuentra en estado 

senescente es la actividad de β-galactosidasa asociada a este estado (SA-β-

Gal, del inglés: Senescence-associated  β-galactosidase activity)117.
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Un estudio reciente demuestra la participación de la pRb en la formación 

de células senescentes, mediante la promoción de la formación de centros de 

heterocromatina que engloban a todo el genoma, lo cual favorece un estado 

senescente permanente e irreversible principalmente sobre genes regulados 

por los factores E2F118. Diversos estudios moleculares y de 

inmunocitolocalización, han demostrado cambios al interior del núcleo de una 

célula senescente, donde se forman agregados de  ADN en diversos 

conglomerados de heterocromatina  dentro del núcleo denominados SAHF (del 

inglés: “Senescence Associated Heterochromatin Foci”). Los SAHFs de las 

células senescentes se caracterizan por presentar marcas de heterocromatina 

(H3k9me3 y HP1) y la formación de estos centros de formación de 

heterocromatina está dada por la participación de la pRb, lo que constituye el 

primer mecanismo descrito para el control y arresto del ciclo celular en una 

célula senescente y dicho proceso resulta ser dependiente de la vía de  pRb118

aunque se especula que los otros miembros de la familia (p107 y p130) 

pudieran estar asociados a este proceso mediante la heterocromatinización de 

sus genes blanco 118-120.

Finalmente, debemos recordar que una célula senescente tiene per se

características anti-tumorales al ya no permitir la proliferación de la célula 

afectada, consecuentemente, el entender los mecanismos de control de la 

senescencia, que además utiliza mecanismos epigenéticos, resulta ser un 

aspecto relevante que pudiera llevarnos a contrarrestar el desarrollo de un 

proceso neoplásico con posibles perspectivas terapéuticas. 

En resumen, la funcionalidad del gen Rb1 es necesaria para mantener la 

regulación de la división celular e inhibir la formación de tumores. Como hemos 
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mencionado, las modificaciones epigenéticas han probado ser una vía alterna a 

las alteraciones genéticas para la inactivación de genes supresores de tumores 

desencadenando diversos procesos neoplásicos. 

En este contexto y dado que el la inactivación del gen Rb1 se ha 

asociado a alteraciones epigenéticas, decidimos estudiar cuales son estas 

alteraciones y como afectan a este gen. El presente trabajo está organizado en 

dos partes. En la primera, nos enfocamos a estudiar el efecto de la metilación 

de ADN en la funcionalidad del promotor del gen Rb1. En la segunda parte nos 

enfocamos a buscar algún elemento responsable de mantener al promotor en 

un estado libre de metilación y probar que su desregulación provoca el 

silenciamiento epigenético. 
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2. RESULTADOS 

2.1. PRIMERA PARTE: EFECTO DE LA METILACIÓN DEL ADN Y 

MODIFICACIONES DE LAS HISTONAS EN LA FUNCIONALIDAD DEL 

PROMOTOR DEL GEN Rb1 HUMANO 

2.1.1. ANTECEDENTES 

Como se mencionó previamente, la inactivación del gen Rb1 es un evento 

determinante en el desarrollo de un proceso neoplásico. Esta inactivación se ha 

descrito que puede llevarse acabo por alteraciones genéticas sobre la región 

promotora del gen o su región codificante, y a nivel de proteína, por la 

inactivación de la pRb por unión de proteínas de origen viral107. Sin embargo, 

las alteraciones genéticas no son las únicas capaces de inactivar al gen Rb1,

actualmente, además de los defectos genéticos, se han reportado casos donde 

el promotor del gen retinoblastoma se encuentra metilado, correlacionando con 

la ausencia de la proteína. Por otra parte, al no encontrarse mutaciones ni 

deleciones tanto en la región promotora como codificante podemos pensar en 

una relación entre la metilación del promotor y la represión transcripcional por 

mecanismos epigenéticos121 . 

 La inactivación epigenética del gen Rb1 parece ser específica en ciertos 

tipos de cánceres, ya que se conocen diversas neoplasias donde no se ha 

encontrado la participación de la metilación de ADN del promotor del gen Rb1

como mecanismo de su inactivación, como es el caso de las leucemias 

mieloides y linfoblásticas, mientras que en otros tipos de cáncer como los 

retinoblastomas y los tumores de sistema nervioso central, la metilación de la 

región promotora es un evento común y en todos los casos se ha descrito una 
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estrecha correlación con la ausencia de la proteína122-150. Esta correlación se 

ha demostrado en diversos tipos de tumores (Tabla 4) y además se ha 

encontrado que en glioblastomas la metilación del promotor es un evento tardío 

ya que a mayor grado de la enfermedad es mayor la frecuencia de 

hipermetilación145. Por otro lado y de manera totalmente opuesta, en el 

carcinoma hepatocelular se ha visto que la hipermetilación del promotor de Rb1 

y de otros genes reguladores del ciclo celular como son p15, p16 y p18, se da 

en etapas muy tempranas, incluso en cirrosis que es un estado que puede 

evolucionar a cáncer146, apoyando la idea que la hipermetilación de las 

regiones promotoras de diversos genes puede ser un evento tanto de causa 

como de consecuencia del cáncer151.

Tabla 4. Metilación del promotor del gen Rb1 en diferentes tipos de cáncer 

Tipo de cáncer Metilación 
en Rb1 

Referencias121-149

Leucemia Linfoblástica Aguda (LLA) en 
niños, adultos y reincidencia en niños. 

0% Yang Y, et al. 2006 
Matsushita C, et al. 2004 
Chim CS, et al. 2003 

Leucemia Mieloide Aguda (LMA) 0% Chim CS, et al. 2003 
Melki JR, et al. 1999 

Mielofibrosis con metaplasia mieloide 0% Kumagai T, et al. 2005 
Osteosarcoma 0% Otte C, et al. 2004
Carcinoma Hepatocelular 0% Park HJ, et al. 2006 
Cáncer de Vejiga (tumores y líneas 
celulares) 

0% Dulaimi E, et al. 2004 

Sarcomas de tejidos blandos 2% Kawaguchi K, et al. 2006 
Tumores de cerebro (1 meningioma y 1 
Hemangioma) 

4% Yin D, et al. 2002 

Carcinoma de células escamosas 
cutáneas 

5% Murao K, et al. 2006 

Astrocitoma Maligno 6% Ohta T, et al. 2006 
Retinoblastoma esporádico unilateral 6.6% - 13% Sakai T, et al. 1991 

Greger V, et al. 1994 
Ohtani-Fujita, et al. 1997 
Joseph B, et al. 2004 

Síndrome Mielodisplásico 14% Hofmann W, et al. 2006 
Neurofibromas / Neurofibromatosis 14% González-Gómez P, et al. 2003 
Schwannomas 15% González-Gómez P, et al. 2003 
Liposarcoma dediferenciado 15% Takahira T, et al. 2005 
Cáncer de mama esporádico 17% Zemliakova VV, et al. 2003 
Gliomas astrocíticos (dependiendo del 
tipo) 

10%-40% González-Gómez P, et al. 2003 

Glioblastomas                         Primario 14% Nakamura M, et al. 2001 
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                                            Secundario 43% 
Hígado                                     Cirrosis 
                      Carcinoma hepatocelular 

12%
21%

Roncalli M, et al. 2002 

Tumores del sistema nervioso 20% González-Gómez P, et al. 2003 
Cáncer de esófago 40% Li H, et al. 1998 
Carcinoma de glándula salival 41.7% Kishi M, et al. 2005 
Carcinoma gástrico 42% Zhao Y, et al. 2003 
Adenoma Pituitario 60% Simpson D, et al. 2000 

2.1.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Hasta la fecha, aunque se han descrito múltiples tipos de cáncer donde la 

metilación de la región promotora del gen Rb1 correlaciona con la falta de la 

proteína, son escasos los experimentos funcionales que los vinculen 

directamente y más aun, no se conocen los posibles mecanismos que estarían 

participando en la represión del gen Rb1 mediado por la metilación del ADN de 

su región promotora. 

2.1.3 OBJETIVO 

Evaluar el efecto de la metilación del ADN de la región promotora del gen Rb1

sobre la expresión de un gen reportero. 
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2.1.4. RESULTADOS PARTICULARES. 

2.1.4.1. EFECTO DE LA METILACIÓN DEL ADN EN EL PROMOTOR DEL 

GEN Rb1

La región promotora del gen Rb1 se encuentra embebida en una isla CpG. Este 

promotor contiene 27 dinucleótidos CpGs potencialmente metilables  y varios 

de ellos coinciden con la secuencia de unión de los diferentes factores 

transcripcionales que regulan su expresión, por lo que decidimos evaluar si la 

metilación de estos sitios induce el silenciamiento del promotor (Fig. 10A). 

Para estudiar el efecto de la metilación del ADN en la región promotora 

del gen Rb1, se construyó el plásmido pGLRb el cual contiene el promotor del 

gen Rb1 humano (posición genómica 1634-2020, del número de acceso 

L11910 del GenBank)  frente al gen reportero de Luciferasa (Luc). Este 

plásmido fue metilado in vitro a diferentes tiempos utilizando la enzima SssI, la 

cual agrega un grupo metilo en el dinucleótido 5’-CmpG-3’, con la finalidad de 

obtener un gradiente de metilación y correlacionarlo con el grado de expresión 

del reportero (Fig. 10B). Una vez metilados, los plásmidos fueron transfectados 

de manera transitoria en células HeLa y 48 horas después se prepararon 

extractos totales de proteínas para evaluar la actividad de luciferasa. Los 

resultados mostraron que a mayor tiempo de incubación con la enzima SssI, lo 

que equivaldría a mayor grado de metilación, la actividad de luciferasa 

detectada es menor (Fig. 10C), sugiriendo que a mayor metilación del plásmido 

la actividad transcripcional inducida por el promotor se ve disminuida. 
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Dado que en este experimento la enzima tuvo la capacidad de metilar 

todo el plásmido, se procedió a hacer una secuenciación genómica con bisulfito 

de sodio sobre la región promotora en particular, para comprobar que esta 

secuencia estuviese metilada y que la disminución en la expresión del reportero 

correlacionara con la ganancia de metilación en ella. 

La secuenciación del promotor demostró que a mayor tiempo de incubación 

con la enzima, la cantidad de CpGs metilados, detectados por la secuenciación 

Figura 10: Efecto de la metilación del ADN sobre el promotor del gen Rb1. A, Esquema del 
promotor del gen Rb1 (Rb1p) y posición de los sitios CpGs. B, Esquema del plásmido utilizado 
para las transfecciones transitorias conteniendo la región promotora y el gen reportero de la 
luciferasa, este plásmido se metiló a las horas indicadas. C, Cuantificación de luciferasa de los 
plásmidos metilados y transfectados en células HeLa. D, Resultado de la secuenciación 
genómica con bisulfito de sodio. Los círculos claros representan CpGs no metilados mientras 
que los negros representan a los metilados. 
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es mayor y a las 8 horas de incubación, la mayoría de los 27 sitios CpGs se 

encontraron metilados, demostrando una relación directa entre la metilación in 

vitro del promotor y el silenciamiento epigenético del gen reportero. 

Pero el hecho de que todo el plásmido estuviera siendo metilado en el 

experimento anterior nos planteó la duda sobre si la metilación en el resto 

plásmido pudiera alterar de alguna forma el resultado obtenido. Lo anterior 

debido a que la reducción de la expresión se debiera, por ejemplo, a que la 

región codificante del gen Luc se hubieran metilado provocando dicho 

silenciamiento y no la metilación de la región promotora. Para ello procedimos 

a hacer la metilación diferencial de la región promotora y se ligó de manera 

direccional al resto del plásmido para después transfectarse transitoriamente 

en células HeLa. Como controles  se incluyeron el plásmido completo sin 

metilar y metilado. 

Los resultados obtenidos demuestran que la metilación del promotor es 

capaz de silenciarlo epigenéticamente, causando una falta de activación del 

gen reportero.  
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El siguiente paso consistió en demostrar que este mecanismo estuviese 

operando en  un contexto cromatínico ya que es como se encuentra 

normalmente operando este promotor. Para ello, sustituimos al gen reportero 

de la luciferasa por el del gen que codifica para la proteína verde fluorescente 

(GFP del inglés, Green fluorescent protein) en cuyo plásmido se incluye un gen 

de resistencia a neomicina, lo que nos permitió transfectarlo de manera estable 

en las células HeLa. Nuevamente, el plásmido fue metilado in vitro de manera 

diferencial, conteniendo el promotor metilado y no metilado. Ambas 

construcciones fueron transfectadas de manera estable en células HeLa y 

después de ser seleccionadas y se evaluó la expresión del reportero por 

citometría de flujo.  

Se encontró nuevamente que la metilación del promotor es capaz de 

silenciarlo inhibiendo la expresión del gen reportero en un contexto cromatínico, 

Figura 11: Efecto de la metilación del ADN sobre el promotor del gen Rb1. Metilación diferencial 
del plásmido y efecto de la metilación en la expresión del reportero. 
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mientras que cuando no se metila las células tienen la capacidad de expresarlo 

(Fig. 12). 

Para corroborar que la falta de expresión del transgén se debía a la 

metilación del promotor y no a que no se hubiese transfectado establemente, 

las células que incorporaron el transgén con el promotor metilado fueron 

cultivadas en presencia del inhibidor de la metilación de ADN 5-aza-2-

deoxicitidina (5-AzadC) y con  el inhibidor de desacetilasas de histonas 

Tricostatina A (TSA) además de la combinación de ambos  inhibidores por un 

periodo de 3 días (Fig. 13). Transcurrido el tiempo de tratamiento, las células 

Figura 12: Efecto de la metilación del ADN sobre el promotor del gen RB1 en transfecciones 
estables. A, Plásmido transfectado sin promotor, las células presentan resistencia a Neomicina
pero no expresan a la GFP por que esta no tiene promotor. B, Células trasfectadas con el 
promotor sin metilar, las células que expresan la GFP aparecen en la parte M2 del histograma 
del citómetro de flujo. C, Células transfectadas con el plásmido con el promotor metilado. No hay
células que expresen GFP. Cabe resaltar que al metilar diferencialmente el promotor, hay que 
transfectar las ligaciones por lo que hay células que solo adquieren el gen de resistencia a
neomicina en todos los casos sin la parte de la GFP como en el panel A. Eco01091 es la enzima 
con la que se lineariza el plásmido.
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se analizaron por citometría de flujo, mostrando que el TSA no tiene la 

capacidad de reactivar al transgén por si solo, pero la 5-AzadC lo reactiva en 

un 50%, demostrando que el silenciamiento fue inducido por la metilación del 

promotor y que este silenciamiento es reversible con el tratamiento con 5-

AzadC (Fig. 13). 

Con estos resultados podemos concluir que la metilación del ADN de la región 

promotora del gen Rb1 lo silencia epigenéticamente tanto en trasfecciones 

transitorias como en un contexto cromatínico. 

Figura 13: Reactivación de la expresión del transgén por el tratamiento con 5-AzadC. A, Las 
células con el promotor metilado fueron tratadas con 5-AzadC por 3 días (3μM). Se detecta a 
través del citómetro a la población que expresa nuevamente a la GFP. B, Fotografía de 
epifluorescencia de las células tratadas y no tratadas. Se muestra la expresión de GFP en las
tratadas con 5-AzadC. C, Cuantificación de la reactivación de las células. 
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2.1.4.2. BÚSQUEDA DE UNA LÍNEA CELULAR  CON EL PROMOTOR 

ENDÓGENO DE Rb1 METILADO.  

La siguiente parte del trabajo se concentró en la búsqueda de una línea celular 

de cáncer humano donde se encontrara metilado el promotor del gen Rb1  de 

manera endógena para poder corroborar y confirmar los datos obtenidos in 

vitro.

Para este fin, se realizó una PCR específica de metilación (MS-PCR) en 

diferentes líneas celulares de cánceres humanos (Fig. 14). Esta técnica se 

basa en la amplificación de la región promotora del gen Rb1 a partir de ADN 

genómico tratado con bisulfito de sodio con oligoanucleótidos diseñados 

específicamente para reconocer la secuencia metilada o no metilada.  Los 

resultados mostraron la existencia de líneas que eran sugestivas de presentar 

el promotor metilado, dado que la mayor amplificación se obtuvo con los 

oligonucleótidos que amplificaban ADN metilado, como es el caso de las líneas 

MDA-MB-231 (Cáncer de mama) y U373-MG (astrocitoma) (Fig. 14).  

M  U    M   U    M   U   M    U    M   U   M    U   M   U    M  U

M  U    M   U    M   U    M    U    M   U  

HeLa Linfos U2OS SW480 U373MG MCF-7
MDA-MB

231 HT1080

CaLu Jurkat Kb PC3 K562

Figura 14: Búsqueda de una línea celular de cáncer con el promotor endógeno de Rb1 metilado.
Se realizó una PCR específica de metilación  sobre el ADN genómico de diferentes líneas
celulares tratado con bisulfito de sodio. M – Metilado, U – No metilado. 
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Dado que los resultados obtenidos con la MS-PCR no fueron concluyentes, se 

procedió a hacer una inmunofluorescencia para detectar a la pRb en las líneas 

MDA-MB-231 y U373-MG, que eran sugestivas de tener el promotor metilado y 

que en la literatura no se encontró reportado si expresaban o no a la pRb. 

Como control se utilizaron las líneas MCF-7 (cáncer de mama) y HeLa (cáncer 

cervicouterino). En caso de que el promotor estuviera metilado, las líneas no 

expresarían la pRb. 

Los resultado de inmunofluorescencia mostraron que las 4 líneas 

celulares son positivas a la pRb (Fig. 15), lo que descarta que el promotor se 

encuentre metilado. Cabe resaltar que los oligonucleótidos utilizados para el 

experimento de MS-PCR solo pueden detectar 4 de los 27 sitios posibles de 

metilación, por lo que la amplificación pudo deberse a una metilación residual 

presente en los CpGs estudiados con esta metodología. 

Desafortunadamente, de todas las líneas celulares de los diferentes 

tipos de cáncer a las que se tuvo acceso, ninguna presentó metilación en la 

región promotora del gen Rb1 por lo que aun no se han podido corroborar los 

resultados de los experimentos in vitro con los de algún promotor endógeno. 

Actualmente, hemos conseguido diferentes líneas celulares de glioblastomas, 

donde se ha reportado la metilación del promotor Rb1 en 60% de los casos, y 

estamos evaluando si estas poseen el promotor metilado para continuar con el 

estudio en un promotor endógeno. 
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2.1.5. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

El gen supresor de tumores Rb1 se encuentra mutado en un tercio de los 

tumores humanos y los restantes poseen alteraciones en algún componente de 

la vía de Rb1, lo que indica que la pérdida de la función de Rb1 es crítico para 

el proceso de tumorigénesis152.

En la actualidad, el silenciamiento epigenético del gen Rb1 por 

metilación del ADN, está tomando gran importancia, debido a que puede 

constituir un nuevo mecanismo de represión que pueda dar como resultado la 

falta de la proteína Rb y el subsiguiente desarrollo neoplásico. Hasta la fecha, 

los datos proporcionados por los estudios clínicos, muestran una clara 

HeLa

Contraste de
Fases 

DAPI α- Rb (C-15) Sobreposición

MCF-7

U373 MG

MDA-MB
231

Figura 15: Expresión de la proteína Rb en diferentes líneas celulares. La detección fue positiva
en las líneas sugestivas de tener metilado el promotor indicado por la MS-PCR. Nótese que en la 
línea celular HeLa la proteína Rb es citoplásmica consistente con el secuestro de esta por la 
proteína E7 del VPH. 
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correlación entre la metilación de la región promotora del gen Rb1 y la falta de 

la pRb (Tabla 4).  Además se ha demostrado que en transfecciones transitorias 

la metilación del promotor correlaciona con la falta de expresión de un reportero 

aunque los sitios específicos de metilación no fueron definidos153.

En el presente estudio, demostramos que la metilación de los 27 sitios 

CpGs presentes en la región promotora del gen Rb1 tiene la capacidad de 

inactivar al promotor en transfecciones transitorias, corroborando los estudios 

previós153, pero además se demostró que este silenciamiento también se da en 

un contexto cromatínico a través de transfecciones estables. Este 

silenciamiento es parcialmente reversible al tratar a las células con un inhibidor 

de la metilación del ADN como la 5-AzadC, pero la incapacidad para reactivarlo 

completamente indica la participación de otras marcas epigenéticas 

involucradas en el proceso de silenciamiento, como pueden ser modificaciones 

post-traduccionales en las histonas como la metilación de la lisina 9 de la 

histona H3 o la participación de otros componentes como los miembros de 

polycomb34,151. Estudios in vitro han demostrado que los factores ATF, RBF-1 y 

E2F presentes en la región promotora de Rb1, no tienen la capacidad de unirse 

cuando su secuencia se encuentra metilada153, pero a la secuencia de E2F se 

puede unir la proteína de unión a ADN metilado denominada MeCP2, la cual es 

capaz de reclutar a otras proteínas represoras como Desacetilasas de histonas 

y metiltransferasas de histonas29, lo que correlacionaría con la formación de 

una estructura compacta en la región promotora de Rb1 incompatible con la 

trascripción. 

Con el objetivo de caracterizar la estructura de la cromatina en el 

promotor del gen Rb1 silenciado por metilación del ADN, nos dimos a la tarea 
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de identificar una línea celular de cáncer humano que presentara el promotor 

silenciado por metilación de ADN. Desafortunadamente de 12 líneas celulares 

estudiadas, ninguna presentó el promotor metilado y todas expresaban la pRb. 

Actualmente, nos encontramos estudiando otras líneas celulares; además 

estamos iniciando con los experimentos de inmunoprecipitación de cromatina 

en las líneas transfectadas establemente con el promotor metilado y no 

metilado, para tener una primera caracterización de la región promotora del gen 

Rb1 silenciado por metilación de ADN. 

Recientemente, se reportó un modelo para el estudio del retinoblastoma 

en Drosophila154, el cual, de manera sorpresiva, induce la metilación del 

promotor del gen Rbf (homólogo a Rb1). En este estudió, se utilizó una cepa de 

Drosophila que sobre-expresa al ligando Delta del receptor Notch. Se sabe que 

la señalización mediada por este receptor juega un papel importante en el 

desarrollo del ojo de la Drosophila y que la sobre- actividad de esta cascada 

induce un sobre-crecimiento del ojo conocido como el fenotipo de “ojo grande”. 

Los autores demostraron que la sobre-activación de la señalización mediada 

por la sobre-expresión del ligando Delta de Notch, en conjunto con la sobre-

expresión de dos silenciadores epigenéticos del grupo de proteínas Polycomb

llamados longitudinal lacking (lola) y pipsquek (psq) inducen el silenciamiento 

del gen Rbf mediado por la metilación de su región promotora, resultando en 

mayor crecimiento del tumor e incluso metástasis154,155. Cabe mencionar que 

no se sabe si la vía de señalización de Notch participe en la regulación del gen 

Rb1 en humanos y que este mecanismo pudiera estar operando en los casos 

de cáncer donde el promotor se encuentra metilado. 
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Pero, como se mencionó previamente, el promotor del gen Rb1 se encuentra 

normalmente en un estado no metilado, y esta alteración solo se ha identificado 

en procesos neoplásicos, lo que sugiere la existencia de algún elemento de 

protección de este promotor contra la metilación aberrante, por lo que la 

segunda parte de este trabajo está enfocada en la identificación de este 

elemento de protección. 
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2.2. SEGUNDA PARTE: IDENTIFICACIÓN DE CTCF Y KAISO COMO  

NUEVOS REGULADORES EPIGENÉTICOS DEL GEN Rb1

2.2.1. ANTECEDENTES 

Como se mencionó previamente, en los últimos años se ha demostrado que las 

alteraciones epigenéticas tienen un papel muy importante en el origen y 

progresión del cáncer. Un gran número de investigaciones han demostrado que 

la ganancia o pérdida de la metilación del ADN y patrones alterados de 

modificaciones en las histonas ocurren en la mayoría de los cánceres, sin 

embargo, existen pocos reportes acerca de la regulación normal de estos 

mecanismos epigenéticos, principalmente los enfocados a explicar por qué en 

una célula normal una isla CpG no se metila, como es el caso del promotor del 

gen Rb134,151.

Hasta la fecha, los mecanismos epigenéticos que controlan la expresión 

del gen Rb1 no se han elucidado. Se sabe que su promotor de manera normal 

nunca se encuentra metilado para garantizar su constante y ubicua expresión. 

Sin embargo, existen diversos tipos de cánceres donde la metilación del 

promotor del gen Rb1 es común y más aun, que el grado de metilación puede 

correlacionar con la progresión del cáncer121. El gen Rb1 presenta un patrón de 

hipermetilación cáncer específico, es decir, mientras en algunos tipos de 

cáncer como las leucemias y osteosarcomas no se ha reportado metilado, hay 

otros como los tumores de sistema nervioso central donde la metilación es muy 

común. Estos datos, aunados al hecho de que de manera normal este promotor 

nunca se encuentra metilado, nos llevaron a preguntarnos si existía algún tipo 

de elemento que proteja contra la metilación del ADN de la región promotora 
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del gen Rb1 y que la falla en este mecanismo desencadenara el silenciamiento 

epigenético de este gen en cáncer. Por medio de análisis detallados de la 

literatura escogimos al factor CTCF (CCCTC-binding factor) como un posible 

candidato  para llevar a cabo dicha función protectora. CTCF se caracterizó 

inicialmente como un regulador tanto positivo como negativo de diferentes 

genes como c-myc y el gen de la apolipoproteína156. También se demostró que 

es una proteína ligada al funcionamiento de los “insulators” donde es la 

responsable de la actividad de bloqueo de enhancer156,157, pero las evidencias 

más directas sobre la protección contra la metilación del ADN provienen de la 

participación de CTCF en la regulación de los genes improntados. 

La impronta genómica se puede definir como la regulación epigenética 

de un loci específico donde solo un alelo de un gen es expresado mientras el 

otro es silenciado158. La regulación diferencial para la expresión de los alelos 

depende principalmente de un elemento de regulación denominado “región de 

control del imprinting” (ICR por sus siglas en inglés) o también conocido como  

“dominio de metilación diferencial” (DMD por sus siglas en inglés). Este sitio 

funciona básicamente  por la unión de CTCF cuando no se encuentra metilado 

pero este reconocimiento no se da cuando la zona se metila18. Uno de los loci 

más estudiados es el Igf2/H19 donde CTCF interacciona con el DMD materno 

induciendo un bloqueo en la activación del gen Igf2 por su enhancer y 

permitiendo la expresión del gen H19 (Fig. 16). En contraste , el DMD paterno 

se encuentra hipermetilado inhibiendo la unión de CTCF y esta metilación se 

extiende hasta la región promotora de H19 silenciándolo y por ende, esto 

permite la activación de Igf2 por su enhancer, por lo que se plantea que CTCF 

se encuentra protegiendo al alelo materno de la hipermetilación18,158.
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Pero la protección de CTCF contra el silenciamiento epigenético no solo 

incluye la metilación del ADN, sino que también se encuentra participando en la 

creación de límites de silenciamiento en el cromosoma X inactivo, permitiendo 

que un bajo porcentaje de genes presentes en este cromosoma (entre un 10 y 

20%) escape de la inactivación  transcripcional159. La unión de CTCF a zonas 

cercanas de estos genes crea una ambiente epigenético permisivo a la 

expresión, mediado por un incremento local en la acetilación de las histonas y 

la ausencia de marcas represoras como la H3k9me3 y la H3k27me3 entre 

otras, además de la ausencia de metilación del ADN160.

Por otra parte, se sabe que la sobre-expresión de CTCF inhibe el 

crecimiento celular y estudios de micro-arreglos de expresión, han relacionado 

indirectamente a CTCF con la regulación de genes involucrados en el control 

Figura 16: Ejemplo de regulación de genes improntados por CTCF. En el alelo materno, CTCF
se une al DMR inhibiendo la acción del enhancer (ENH) sobre el gen Igf2, el cual permanece 
inactivo. En el alelo paterno, el DMR se encuentra metilado por lo que CTCF no puede unirse.
Esta metilación invade la región promotora del H19 silenciándolo. En este caso, el enhancer
tiene la capacidad de activar al Igf2.
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del ciclo celular  como p19ARF, p16INK4a, BRCA1, p27, p53, E-caderina, TERT,

entre otros y lo que llama la atención es que las regiones promotoras de estos 

genes se encuentran anormalmente metilados en diversos tipos de cáncer161.

En el caso específico del promotor de BRCA1 existe un sitio de unión para 

CTCF que funciona como una barrera para evitar la expansión de la metilación 

de ADN proveniente de las secuencias río arriba, lo que permite que la 

expresión de BRCA1 sea normal162-164. La proteína CTCF también se ha 

encontrado alterada en algunos cánceres como tumores de Wilm’s o cáncer de 

mama y en estos últimos la falta o inactivación de CTCF correlaciona con una 

mayor agresividad del tumor, aunque no se ha estudiado si aumenta la 

cantidad de metilación de ADN en estas muestras165.

Basados en todos estos antecedentes, decidimos estudiar a CTCF como 

un posible candidato para proteger la isla CpG que contiene al promotor del 

gen Rb1 contra la metilación de ADN aberrante. 
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2.2.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Hasta la fecha, no se conoce cuales son los mecanismos epigenéticos que 

regulan al promotor del gen Rb1, se sabe que este promotor es sensible a la 

metilación del ADN y que dicha modificación epigenética se ha encontrado en 

diversos tipos de cáncer. Sin embargo, de manera normal, este promotor nunca 

se metila, por lo que sugerimos que debe existir algún mecanismo de 

protección contra la metilación aberrante. 

Los datos de la literatura nos hacen pensar que la proteína CTCF 

pudiera estar llevando a cabo esta protección dado que se ha encontrado 

presente regulando epigenéticamente a genes improntados, además de 

encontrarse asociada a zonas libres de metilación del ADN. 

2.2.3. OBJETIVOS 

-Investigar si existen sitios de unión al factor CTCF en la región promotora del 

gen Rb1. 

-Estudiar si CTCF está participando en la regulación epigenética del promotor 

del gen Rb1 protegiéndolo contra la metilación aberrante. 
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2.2.4.  RESULTADOS PARTICULARES 

2.2.4.1. UNIÓN DEL FACTOR CTCF IN VITRO A UNA SECUENCIA 

CONSERVADA PRESENTE EN EL PROMOTOR DEL GEN Rb1 HUMANO  

Para investigar la posible participación de CTCF en el control transcripcional 

del gen Rb1 humano, se hizo un análisis de la secuencia nucleotídica a lo largo 

de 2 kb río arriba del sitio de inicio de transcripción del gen. Dado que la 

proteína CTCF no posee un sitio consenso de unión, ya que su interacción con 

el ADN está mediada por distintos números y combinatorias de sus 11 dedos 

de zinc166, se utilizó como punto de referencia la secuencia del “insulator” 

presente en el locus β-globina de pollo denominado cHS4-FII (solo FII de aquí 

en adelante) en la cual se ha demostrado que CTCF tiene la capacidad de 

unirse157,167. Como criterio principal de búsqueda, se tomó en cuenta el motivo 

5’-CTAG-3’ de la secuencia FII y se encontró un posible sitio de unión 

inmediatamente rió arriba de los factores transcripcionales conocidos presentes 

en el promotor Rb (Fig. 17). Esta secuencia se comparó, además, con otras 

secuencias que previamente se habían caracterizado que unían a CTCF y 

aunque la identidad fue muy poca, se encontraron algunos puntos de 

concordancia lo que ejemplifica claramente la variedad de secuencias que es 

capaz de reconocer este factor (Fig. 17B). 

Una vez identificada la secuencia, se procedió a demostrar si CTCF 

tenia la capacidad de unirse in vitro esta. Para ello, se sintetizó un par de 

oligonucleótidos  complementarios con la secuencia de 53 pb (Rb-CTCF), que 

es el promedio de bases reconocidas por CTCF, para hacer experimentos de 

movilidad electroforética retardada (EMSA, por sus siglas en inglés). 
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En una primer aproximación, la sonda Rb-CTCF se incubó con extractos 

nucleares de células HeLa en cantidades crecientes y se observó la formación 

de un complejo que era dependiente de la cantidad de extracto (Fig. 18). Para 

ver si dicho complejo se formaba por la unión de CTCF a la sonda Rb-CTCF, 

se usó la sonda FII como competidor específico en la condición de mayor 

concentración de extractos y se observó que tenia la capacidad de competir 

específicamente al complejo formado con la sonda Rb-CTCF lo que sugería 

que CTCF era la proteína responsable de la formación del complejo en la 

sonda Rb-CTCF (Fig. 18 comparar carriles 8 y 9). 

Figura 17: Interacción de CTCF en el promotor del gen Rb1. A, Esquema del promotor del gen 
Rb1 donde se muestran los sitios de unión a los diferentes factores de transcripción, el sitio de
unión de CTCF y la posición de los dinucleótidos CpGs. B, Comparación entre el sitio de unión 
de CTCF en el promotor del gen Rb1 (Rb-CTCF) y otros sitios identificados. C, Comparación 
entre el sitio de unión Rb-CTCF y el sitio de unión de CTCF presente en el locus β−globina de 
pollo cHS4-FII. 
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Para demostrar que la formación del complejo se debía a la unión de CTCF a la 

sonda Rb-CTCF, se llevaron a cabo experimentos de competencias específicas 

y de súper-retardos.  Como se esperaba, las secuencias Rb-CTCF y FII, sin 

marcar radiactivamente, fueron capaces de competir la formación del complejo, 

mientras que la sonda consenso para el factor Sp1 no tuvo la capacidad de 

hacerlo (Fig. 19). Para demostrar la presencia de la proteína  CTCF en el 

complejo, se hizo un experimento de súper-retardo utilizando un anticuerpo 

policlonal elaborado en nuestro laboratorio (α−CTCF[86-233])157 y un 

anticuerpo α−Sp1 como control. Se observó una clara reducción en la 
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Figura 18: Unión in vitro de CTCF al sonda Rb-CTCF. Experimento de EMSA donde la sonda 
Rb-CTCF fue incubada con cantidades crecientes de extractos proteicos nucleares de células
HeLa y se observó la formación de un complejo dependiente de la cantidad de extractos. Este 
complejo es competido específicamente y en la mas alta concentración de extractos por la sonda
FII, que se sabe une a CTCF. * representa un complejo no específico. 
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intensidad de la banda cuando se utilizó en anticuerpo contra CTCF pero no en 

el de Sp1, lo que indica la asociación de CTCF al complejo formado (Fig. 19A 

comparar carriles 6 y 7). Para corroborar este resultado, se repitió el 

experimento utilizando dos anticuerpos comerciales contra CTCF (α−CTCF N-

17 y α− CTCF BD). Se observó el mismo resultado, pero en este caso se formó 

una banda de súper-retardo con el anticuerpo α−CTCF N-17 (Fig. 19B flecha 

interna).  
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Figura 19: Unión in vitro de CTCF al sonda Rb-CTCF. A, Experimento de EMSA mostrando 
competencias específicas y súper-retardos utilizando un anticuerpo específico contra CTCF. B,
Experimento de súper-retardo utilizando un juego complementario de anticuerpos contra CTCF
la flecha interna indica la banda de súper-retardo formada por el anticuerpo contra CTCF.  
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Para complementar los estudios in vitro, se hizo un experimento de 

“footprinting” con DNasa I y se encontró una ventana de protección que abarca 

los 53 pb que habíamos definido en el análisis de secuencia y confirmado por 

interacciones in vitro de proteína-ADN (Fig. 20). Este resultado fue corroborado 

por datos de la literatura donde,  con un “footprint” de mayor resolución, los 

autores reportaron  4 ventanas de protección dentro de los 53 pb que habíamos 

definido, lo cual interpretamos que son los puntos de contacto formados por 

una combinatoria específica de dedos de zinc de CTCF (Fig. 20). Cabe 

mencionar que en ese trabajo, los autores no reportaron la unión de ninguna 

proteína a esa zona168.

En resumen, nuestros datos in vitro y los de la literatura, apoyan la idea 

de la interacción de CTCF con el promotor del gen Rb1.
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2.2.4.2. LA UNIÓN DE CTCF SE DA IN VIVO EN EL PROMOTOR DEL GEN 

Rb1

Para investigar la unión de CTCF con el promotor del gen Rb1 en células 

normales y transformadas, se llevaron a cabo experimentos de 

inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) utilizando el anticuerpo α−CTCF N17 

y se evaluó por PCR sobre la región promotora y el exón 27 del gen Rb1 como 

control negativo. 

Los resultados mostraron que CTCF se encuentra asociado in vivo al promotor 

del gen Rb1 en células HeLa y en linfocitos humanos de sangre periférica 

quiescentes y ciclando (estimulados con fitohemaglutinina) y no se encuentra 

asociada a la secuencia genómica correspondiente al exón 27 utilizada como 

control negativo (Fig. 21). En conclusión, CTCF interactúa in vitro en una 

secuencia de 53 pb (Rb-CTCF) presente en el promotor del gen Rb1 y su 

asociación también se da in vivo en el promotor endógeno de la línea celular 

HeLa y en linfocitos de sangre periférica. 
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muestra la unión de CTCF en la región 
promotora del gen Rb1 y como control 
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DNA genómico total, Perlas, control 
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para la inmunoprecipitación. 
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2.2.4.3. CONTRIBUCIÓN FUNCIONAL DE CTCF EN LA ACTIVIDAD DEL 

PROMOTOR DEL GEN Rb1

El estudio del efecto de CTCF sobre el promotor de Rb1 se abordó en primera 

instancia a través de transfecciones transitorias utilizando el plásmido pGLRb ( 

el cual contiene el promotor de Rb1 dirigiendo la expresión del gen reportero de 

luciferasa) y experimentos de trans-activación sobre-expresando la proteína 

CTCF mediante la co-transfección con el plásmido pCI-7.1, el cual contiene el 

ADNc de CTCF (Donado por la Dra. Elena Klenova, Universidad de Essex, 

Reino Unido). Con estos experimentos, se observó un incremento de 2 veces 

en la expresión del gen reportero al sobre-expresar a CTCF (Fig. 22; 

Rb+CTCF). Posteriormente se probó el plásmido pGLRbΔCTCF, en el cual se 

eliminó un fragmento de ADN de aproximadamente 200 pb río arriba del factor 

RBF-1, para omitir al sitio de unión de CTCF pero dejando intacta las 

secuencias de reconocimiento de los otros factores asociados al promotor. 

Demostramos que la carencia del sitio CTCF muestra una reducción modesta 

en la expresión del gen reportero (Fig. 22;  RbΔCTCF). De manera sorpresiva, 

este plásmido es capaz de ser trans-activado al sobre-expresar el ADNc de 

CTCF, lo que sugeriría que quizá CTCF tiene la capacidad de interactuar con 

alguno de los otros factores asociados al promotor, lo que explicaría su 

capacidad de trans-activación (Fig. 22; RbΔCTCF+ CTCFcDNA). 

Para ahondar en esta caracterización funcional, al plásmido 

pGLRbΔCTCF, se le integró el fragmento Rb-CTCF usado en los experimentos 

de EMSA en una y dos copias (pGLRbΔCTCF1X y pGLRbΔCTCF2X) y ambos 

fueron transfectados solos y sobre-expresándoles el ADNc de CTCF 

encontrándose que los dos responden a la trans-activación de manera lineal 
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(Fig. 22). Como control se utilizó el plásmido pGLRbΔCTCF-FII, el cual 

contiene la secuencia del “insulator” β-globina (FII) y este no tiene la capacidad 

de responder a la trans-activación de CTCF como con la secuencia Rb-CTCF, 

aunque los dos unen a la proteína (Fig. 22). 

Estos resultados sugieren que CTCF requiere de un contexto específico 

dentro del promotor del gen Rb1 para llevar a cabo su función, posiblemente 

interactuando con otros co-factores, lo que determinaría el uso de las diferentes 

combinatorias de los dedos de zinc para unirse a  la secuencia del promotor del 

gen Rb1.

Para demostrar la especificidad de tales interacciones, se diseñaron 7 

mutaciones diferentes sobre la secuencia de 53 pb del promotor que une a 
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Figura 22: Contribución funcional de CTCF en la actividad del promotor Rb1. Transfección 
transitoria en células Hela de las diferentes construcciones del promotor de Rb1 y trans-
activación con CTCF en los puntos indicados con CTCFcDNA. Las barras indican la desviación 
estándar, n= 12. 
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CTCF, basadas en nuestro experimento de “footprinting” y el reportado en la 

literatura168. Estas mutaciones fueron probadas primero en experimentos de 

EMSA, donde se demostró que las mutaciones E y G no compiten por la unión 

de CTCF (Fig. 23). 
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secuencias mutantes (mostradas con letras minúsculas) A-G se usaron como competidores y 
la mutación E se escogió para los siguientes experimentos funcionales.  
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Posteriormente, la mutación E fue incorporada en el contexto del 

promotor completo y se demostró que esta mutación causa una disminución de 

2 veces en la expresión del reportero en transfecciones transitorias y la tasa de 

trans-activación con CTCF es menor que la del promotor normal (Fig. 24). 

Debido a que la trans-activación es baja, lo que sugiere un efecto no especifico, 

se utilizó como control al promotor del gen p53 y se demostró que este no tiene 

la capacidad de ser trans-activado por CTCF validando nuestros resultados 

(Fig. 24). 

Figura 24: Efecto de la mutación E del sitio CTCF a la actividad del promotor del gen Rb1. A,
transfección transitoria  de los plásmidos reporteros con el promotor completo y con la mutación
E mas la trans-activación con CTCF. Como control negativo se usó el promotor del gen p53 que
no es activado por CTCF. B, Western Blot para mostrar la sobre-expresión de CTCF en los 
puntos indicados. 
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Para complementar los resultados anteriores, se utilizó un ARN de 

interferencia (ARNi) contra CTCF para abolir la presencia de la proteína y otro 

contra GFP como control negativo. Una vez que las células presentaron una 

disminución en la cantidad de proteína CTCF, fueron transfectadas con el 

plásmido pGLRb y se vio que la falta de CTCF provoca una disminución en la 

expresión del reportero (Fig. 25). 

Figura 25: ARN de interferencia contra CTCF y su efecto en a la actividad del promotor del gen
Rb1. La disminución de la proteína CTCF por ARNi causa un modesto decremento en la
expresión del reportero con el promotor completo. En la parte inferior se muestra un western blot 
para corroborar el decaimiento en la cantidad de proteína CTCF. 
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En resumen, aunque los resultados de las transfecciones transitorias 

apoyan un papel regulador por parte de CTCF sobre el promotor del gen Rb1

humano también parecen favorecer la idea de que CTCF no está jugando un 

papel de un activador transcripcional clásico dado que la eliminación o 

mutación de su secuencia de reconocimiento, o el ARNi afectan la expresión 

del reportero de manera modesta (de 1 a 2 veces la expresión). Debido a esto, 

nos interesó saber si CTCF estaba jugando otro papel en la regulación del 

promotor, básicamente a través de la modulación de la estructura de la 

cromatina169, por lo que decidimos explorar si CTCF tenia alguna función 

epigenética en el promotor del gen Rb1.

2.2.4.4. EFECTO DE CTCF EN LA ACTIVIDAD DEL PROMOTOR DEL GEN 

Rb1 EN UN CONTEXTO CROMATÍNICO   

Dado que CTCF se ha encontrado regulando epigenéticamente diversos loci, 

decidimos probar si estaba ejerciendo este efecto a través de transfecciones 

estables. Para ello, se generaron una serie de líneas celulares estables en 

células K562  (eritroleucémia humana) usando a la GFP como gen reportero y 

con el promotor en sus versiones: completa (Rb), carente de todo el sitio de 

unión a CTCF (ΔCTCF), y completo con la mutación E que inhibe la unión de 

CTCF (RbmutE) (Fig. 26). Como primer punto, quisimos saber si existía alguna 

diferencia en el nivel de expresión del gen reportero para las diferentes 

versiones del promotor. Para ello, se evaluó la media de expresión de cada 

transgén por citometría de flujo y se encontró que cuando la secuencia de 

CTCF es removida (ΔCTCF) o mutada (RbmutE), la media de expresión del 

transgén es menor y la fluorescencia de las células se extiende a lo largo de la 
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escala de intensidad logarítmica, comparado con los valores de las células con 

el promotor completo (Fig. 26). 

Este resultado sugiere que CTCF está contribuyendo con la formación de un 

ambiente cromatínico local que contribuye a la regulación apropiada del 

promotor. 

2.2.4.5. CTCF PROTEGE AL PROMOTOR DEL GEN Rb1 DEL 

SILENCIAMIENTO EPIGENÉTICO

Para ahondar en la función de CTCF dentro del promotor del gen Rb1, las 

líneas estables con los promotores Rb, ΔCTCF, y RbmutE  se mantuvieron en 

cultivo continuo en ausencia del antibiótico de selección  y se vio que los 

transgenes que contenían al promotor del gen Rb1 completo tuvieron la 

capacidad de mantener su expresión por más de 140 días en cultivo continuo 
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Figura 26: Contribución funcional de CTCF en la actividad del promotor Rb1 en un contexto 
cromatínico. Gráfica de puntos que muestra la media de fluorescencia de 22 clonas 
independientes conteniendo un transgén con el reportero de GFP y las diferentes modalidades 
del promotor Rb1. Se muestra un histograma de citometría de flujo representativo de cada 
condición. Nótese  el decrecimiento y el perfil variegado de la intensidad en el punto RbΔCTCF y 
el decrecimiento de intensidad en el punto RbmutE. 
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(Fig. 27). Por el contrario, los transgenes con los promotores ΔCTCF, y 

RbmutE, además de presentar la disminución en los niveles de expresión, 

sufren un silenciamiento muy rápido (15 días en promedio) (Fig. 27). Este 

silenciamiento es causado por factores epigenéticos ya que las clonas 

silenciadas, al tratarse con 5-AzadC recuperan parcialmente la expresión del 

transgén, sugiriendo que CTCF protege al promotor del gen Rb1 contra un 

silenciamiento epigenético progresivo. 
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Figura 27: Silenciamiento rápido del transgén con el promotor del gen Rb1 cuando el sitio CTCF 
está eliminado o mutado. A, Resultados del análisis por citometría de flujo de la expresión de 
GFP a los 140 días con el promotor completo o 40 días con los mutantes. Se muestran cuatro 
líneas representativas de un total de ocho. B, La gráfica resume el silenciamiento epigenético a 
través del tiempo. Nótese la diferencia de expresión entre el transgén con el promotor completo 
a los 140 días con los mutantes a los 15 días consistente con el fenotipo de variegación. 
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2.2.4.6. EL PROMOTOR DEL GEN Rb1 SE ASOCIA A LA MATRIZ 

NUCLEAR

Dado que CTCF tiene la capacidad de regular epigenéticamente al gen Rb1,

quisimos ver que mecanismos estarían participando es esta regulación. 

Estudios previos indican que CTCF tiene la capacidad de interactuar con la 

proteína Nucleofosmina170,171. Esta proteína es constituyente de la matriz 

nuclear, lo que permite que CTCF reclute a las secuencias que regula a estas 

zonas. Además se sabe que en estas zonas existe mayor actividad 

transcripcional lo que permitiría que el gen Rb1 mantuviera su estabilidad de 

expresión. 

Para abordar este punto llevamos a cabo experimentos de asociación a 

la matriz nuclear en células HeLa (Fig. 28). Se encontró que tanto la región 

promotora del gen Rb1, como el exón 27, se encuentran asociados a esta 

estructura nuclear y proponemos que esta asociación le permite la estabilidad 

de expresión al gen Rb1.
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Figura 28: Interacción del promotor del gen Rb1 con la matriz nuclear. A, Esquema del protocolo 
de asociación a matriz nuclear. Las células son tratadas con soluciones hipertónicas para extraer
la matriz nuclear y el ADN asociado (representado por las asas de ADN), estas son digeridas 
con diferentes cantidades de Dnasa I (representado por las flechas) y posteriormente el ADN 
asociado a la matriz nuclear y el liberado por la digestión con Dnasa I es recuperado y purificado 
para los análisis por PCR. B, PCR de la región del promotor RB1 y el exón 27 que muestra 
mayor amplificación en el ADN perteneciente a la fracción unida a matriz nuclear que a la no 
unida. 
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2.2.4.7. GENERACIÓN DE UNA LÍNEA CELULAR ESTABLE PARA EL 

ESTUDIO DEL SILENCIAMIENTO EPIGENÉTICO DEL PROMOTOR Rb1

Dado que la metilación anormal de los promotores de los genes supresores de 

tumores es un fenómeno frecuente en cáncer, decidimos investigar cual 

pudiera ser el papel de CTCF en la regulación del promotor Rb en condiciones 

de silenciamiento epigenético. Para abordar este objetivo, generamos líneas 

estables en células HeLa con un transgén conteniendo el promotor Rb1

completo. Estas líneas se mantuvieron en cultivo continuo por más de 100 días 

hasta que se aisló una clona que presentó un patrón  de expresión bifásico del 

gen reportero GFP (Fig. 29A). Nuestro grupo y otros  han demostrado que la 

expresión de un transgén va disminuyendo cuando las células se mantienen en 

cultivo continuo en ausencia de antibióticos de selección, lo cual es atribuible  a 

cambios epigenéticos en la estructura de la cromatina tales como 

desacetilación de histonas, metilación de histonas y metilación de 

ADN167,172,173.

Una vez identificada la clona bifásica, las poblaciones positivas y 

negativas a GFP fueron separadas mediante dos rondas de “sorter” en el 

citómetro de flujo para tener poblaciones puras de células positivas y negativas 

(Fig. 29A). Para corroborar que la falta de expresión del transgén se debía a 

procesos epigenéticos y no ha que el promotor hubiera sufrido alguna mutación 

o la eliminación de todo el transgén durante el proceso de cultivo indefinido, las 

células fueron tratadas con 5-AzadC y con TSA. Los resultaron demostraron 

que el TSA por si solo es incapaz de reactivar a las células con el transgén 

silenciado. Por el contrario, el tratamiento con 5-AzadC resultó en una 

reactivación del 60% de células (Fig. 29B). El hecho de que la reactivación 
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fuera parcial refleja, posiblemente, la presencia de otras marcas represivas que 

no son influenciadas por el TSA o la 5-AzadC. 

Para confirmar la participación de la metilación del ADN en el 

silenciamiento del transgén, la región promotora de ambas poblaciones fueron 

secuenciadas con el método de bisulfito de sodio. Se encontró un aumento en 

la metilación del ADN en el promotor de la línea silenciada en comparación con 

la activa (Fig. 30A). De manera sorprendente, la metilación no fue tan extensa 

como se esperaba, reflejando que aunque el transgén se encuentra silenciado, 

las marcas epigenéticas aun no se establecen por completo y que quizá otras 

modificaciones epigenéticas están participando en el silenciamiento del 

transgén. 

Figura 29: Sistema experimental para estudiar el silenciamiento epigenético del promotor del
gen Rb1. A, Se generó una línea estable en células HeLa con el promotor del gen Rb1 completo
y el reportero de GFP y se mantuvo en cultivo por 100 días hasta alcanzar un patrón de 
expresión bifásico. Basado en esto, se dieron dos rondas de separación por sorter en el
citómetro de flujo de las poblaciones con expresión positiva y negativa. B, La población negativa 
se trató con TSA y 5-AzadC para reactivar la expresión y comprobar la integridad del transgén. 
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Para estudiar las modificaciones epigenéticas presentes en las histonas 

del promotor de estas clonas, se llevaron a cabo una serie de experimentos de 

inmunoprecipitación de cromatina sobre las líneas estables, activas y 

silenciadas. Interesantemente, solo se encontraron diferencias drásticas en los 

niveles de acetilación de la histona H3 (acH3) y la di-metilación de la H3 lisina 4 

(H3K4me2) y en menor grado, en la presencia de Sp1 que son marcas de 

activación (Fig. 30B). No se encontraron diferencias en otras marcas represivas 

como la mono-, di- o tri-metilación de la lisina 9 de la H3 (H3K9me1, H3K9me2, 

H3K9me3) o la tri-metilación de la lisina 27 (H3K27me3). Los anticuerpos 

contra histonas metiladas fueron donados por el Dr. Thomas Jenuwein 

(Instituto de Investigación en Patología Molecular, Viena, Austria). 

Figura 30: Caracterización
de marcas epigenéticas
presentes en el promotor del
transgén silenciado. A,
secuenciación genómica
con bisulfito de sodio para
identificar la metilación en
los 27 sitios CpGs presentes
en el promotor del gen Rb
del transgén. Doce clonas
independientes de las
poblaciones positivas y
negativas fueron
secuenciadas. B, Perfil de
modificaciones covalentes
en las histonas en la región
promotora del transgén
identificadas por
inmunoprecipitación de
cromatina.  
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Estos resultados nos llevan a concluir que la hipo-acetilación de la H3, la 

pérdida de la H3K4me2 y la metilación del ADN son las marcas epigenéticas 

responsables del silenciamiento del transgén en la población negativa. 

2.2.4.8. LA UNIÓN DE CTCF ES SENSIBLE A LA METILACIÓN Y ESTA 

MARCA ES RECONOCIDA POR KAISO

Con el objetivo de determinar si la unión de CTCF al promotor del gen Rb1 es 

sensible a la metilación del ADN (ya que existen 9 dinucleótidos  CpG en su 

secuencia de unión) la sonda Rb-CTCF fue metilada in vitro y se hicieron 

experimentos de retardo en gel utilizando extractos nucleares de células HeLa. 

Mediante el uso de una sonda parcialmente metilada, pudimos observar la 

formación de un complejo de menor movilidad electroforética que el complejo 

formado por la unión de CTCF (Fig. 31A). Este complejo fue competido 

específicamente por la sonda Rb-CTCF  metilada in vitro y no marcada (Fig. 

31A carril 3) en contraste, cuando se utiliza una sonda no-metilada como 

competidor, solo el complejo CTCF es competido y el complejo de menos 

movilidad permanece (Fig. 31A carril 4), lo que indica que mientras la unión de 

CTCF es sensible a la metilación, al estar presente esta modificación existe 

otra u otras proteínas capaces de unirse de manera dependiente de metilación. 

Como se mencionó anteriormente, existe diversas proteínas que poseen 

dominios de unión a ADN metilado23 que pudieran ser las responsables de la 

formación de dicho complejo, pero un análisis más detallado de la zona 

destacó la presencia de la secuencia 5’-CGCG-3’, la cual al ser metilada (5’-

CmGCmG-3’) forma el sitio de unión para la proteína Kaiso174. Kaiso es una 

proteína con la capacidad de unirse al ADN metilado y es la única que 
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reconoce a una secuencia específica (5’-CmGCmG-3’). De manera 

complementaria, Kaiso tiene la capacidad de reclutar al complejo represor N-

CoR, al cual se asocian desacetilasas de histonas y metil-transferasas de 

histonas principalmente de H3K9me3, por lo que el silenciamiento se ve 

reforzado174.

Figura 31: La unión de CTCF a la sonda Rb-CTCF es sensible a la metilación y esta marca es 
reconocida por Kaiso. A, La sonda Rb-CTCF se metiló parcialmente in vitro, corroborado por la
digestión con Hpa II/Msp I (la flecha muestra la metilación parcial). La sonda parcialmente 
metilada se utilizó para EMSA y se encontró la formación simultanea de 2 complejos, el ya
caracterizado formado por CTCF y un segundo complejo de menor movilidad electroforética que
es competido solo con la sonda metilada. B, La unión de Kaiso se demostró por transcripción y
traducción in vitro de esta proteína y el posterior experimento de EMSA. En el carril 5 se muestra
un súper-retardo usando un anticuerpo contra Kaiso. 
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Con estos datos, decidimos explorar si Kaiso tenia la capacidad de unirse in 

vitro a esta secuencia. Utilizando un plásmido que contiene el ADNc de Kaiso, 

donado por el Dr. Jieming Wong (Baylor college of Medicine, Houston, TX) 

hicimos una transcripción y traducción in vitro de la proteína para usarla en un 

gel de retardo. Con esto, encontramos la formación de un complejo específico 

al incrementar la concentración de proteína y se corroboró la especificidad de 

la unión con un súper-retardo utilizando un anticuerpo α−Kaiso (Fig. 32). 

Figura 32: Kaiso es la única proteína de unión a ADN metilado que reconoce el sitio Rb-CTCF 
cuando está metilado. Experimento de EMSA con extractos nucleares de HeLa. Se muestran
competencias específicas y súper-retardos contra diferentes proteínas de unión a ADN metilado.
Solo se observa un súper-retardo con el anticuerpo contra Kaiso.  
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Para explorar la posibilidad de que otras proteínas de unión a ADN 

metilado pudieran unirse a la misma zona del gen Rb1, realizamos otros 

experimentos de súper-retardo utilizando anticuerpos α−MeCP2, α−MBD2 y α−

Kaiso, con extractos nucleares de células HeLa, pero el único anticuerpo con el 

que se observó un súper-retardo claro fue el α−Kaiso (Fig. 32). Dado que 

habíamos sugerido que CTCF pudiera estar implicado en la protección del 

promotor Rb contra la metilación de ADN, decidimos explorar la presencia in 

vivo tanto de CTCF como de Kaiso en las líneas celulares estables activa y 

silenciada por ChIP. Como esperábamos, CTCF se encontró enriquecido en el 

promotor de las células activas pero ausente en las silenciadas (Fig. 33). En 

contraparte, Kaiso no estuvo presente en las células activas, pero si en las 

silenciadas (Fig. 33). 

En conclusión, hemos demostrado la existencia de un nuevo sitio 

regulador presente en el promotor del gen Rb1 humano. Este sitio es capaz de 

ser reconocido por la proteína CTCF y protege al promotor de la metilación del 

ADN además de crearle un contexto cromatínico y epigenético permisivo para 

su propia regulación. Esta protección se pierde cuando esta zona se metila de 

manera aberrante, como sucede en los procesos neoplásicos, y ahora, la 

Figura 33: La unión de Kaiso se da 
en las poblaciones silenciadas. 
Inmunoprecipitación de cromatina 
contra CTCF y Kaiso. CTCF está 
presente solo en la población activa 
mientras que Kaiso solo en la 
silenciada. 
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misma zona es reconocida por la proteína Kaiso, la cual recluta co-represores 

silenciando epigenéticamente al gen Rb1.

Estos resultados abren nuevas expectativas para el estudio de los 

mecanismos de protección de los promotores contenidos en islas CpGs contra 

el silenciamiento epigenético. 

2.2.5. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

Actualmente, se sabe que existen numerosas alteraciones epigenéticas 

incluyendo la hipermetilación de las regiones promotoras de genes supresores 

de tumores, capaces de silenciar genes y desencadenas el desarrollo de 

diversos cánceres en humanos. En la búsqueda de nuevos reguladores 

epigenéticos del gen Rb1 humano, decidimos estudiar los posibles 

mecanismos responsables de mantener la región promotora de este gen en un 

estado hipometilado. 

Descubrimos que la proteína CTCF está involucrada en la regulación del 

promotor del gen Rb1 y proponemos que CTCF está participando en el 

mantenimiento de este promotor en un estado libre de metilación de ADN. Los 

experimentos funcionales demostraron que CTCF influye de manera positiva al 

promotor cuando éste está controlando al gen reportero de la luciferasa. 

Diferentes experimentos in vitro e in vivo determinaron que CTCF tiene la 

capacidad de reconocer y unirse a una secuencia de 53 pb, presente en la 

región 5’ del promotor inmediatamente  río arriba de los sitios de unión a los 

factores de transcripción que previamente se habían reportado para este 

promotor (Fig. 17). Al remover o hacer mutaciones puntuales en el sitio de 

unión a CTCF, se encontró que los genes reporteros presentaron un patrón de 
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expresión variegado en transfecciones estables, además de estar sujetos a un 

rápido silenciamiento epigenético. 

Asimismo, se demostró que la unión de CTCF en el contexto del 

promotor del gen Rb1, es sensible a la metilación del ADN dado que esta 

proteína se encontró interactuando con el promotor en las líneas celulares con 

el transgén activo, pero no cuando este se había silenciado por metilación de 

ADN. En lugar de CTCF, la proteína Kaiso es la que reconoce la misma 

secuencia pero en su estado metilado y su unión, junto con su capacidad de 

reclutar al complejo represor N-CoR174, contribuye al silenciamiento epigenético 

del gen Rb1.

La contribución de CTCF a la regulación epigenética del promotor del 

gen Rb1 parece estar más ligada a proveerle a éste un ambiente cromatínico 

permisible para la expresión y protegerlo contra la metilación del ADN, más que 

estar participando como un factor transcripcional clásico, ya que la mutación 

del sitio de unión, la depleción de la proteína por ARNi  o la sobre-expresión de 

CTCF, no afectan drásticamente la expresión de los genes reporteros pero si 

afectan la estabilidad de su expresión a lo largo del tiempo. 

En la actualidad existe una gran cantidad de reportes concernientes al 

rol de CTCF en la regulación de genes improntados, en particular, en la 

habilidad de CTCF para mantener uno de los alelos libre de metilación y 

también en la regulación de los genes que escapan al silenciamiento del 

cromosoma X, donde CTCF mantiene zonas de cromatina abierta, permitiendo 

la expresión de estos18,160,169,175,176.

Pero CTCF también puede estar participando en la protección contra la 

metilación de zonas no improntadas, ya que se ha encontrado unido en más de 
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200 sitios del genoma que no corresponde a genes improntados y que están 

libres de metilación de ADN177. Las evidencias más recientes que implican a 

CTCF con una función protectora contra el silenciamiento epigenético están 

presentes en el gen DM1, el cual está relacionado al desarrollo de distrofia 

miotónica inducida por una amplificación de repetidas CTG en la zona 

promotora y el posterior silenciamiento epigenético. En este gen, la unión de 

CTCF se encuentra restringiendo la producción de un transcrito intergénico 

bidireccional, la incorporación de marcas represoras en las histonas, entre ellas 

la H3K9me3, además de proteínas accesorias al silenciamiento como la HP1 y 

evitando la metilación de ADN en la zona, manteniendo la estabilidad de la 

región intergénica y las cantidades normales de las repetidas CTG178.

Los resultados presentados en esta tesis, tienen una relevancia 

particular ya que estructuran un modelo en el que CTCF tiene la capacidad de 

proteger a un loci dado contra el silenciamiento epigenético progresivo y 

proponemos que es un mecanismo para mantener una isla CpG libre de 

metilación. Este modelo es consistente con el modelos del “fenotipo metilador 

de islas CpG”  propuesto por Jean Pierre Issa, donde plantea la existencia de 

centros de expansión de la metilación del ADN en todo el genoma, a partir de 

los cuales se extiende esta marca invadiendo a las islas CpG, por lo que 

debería existir un mecanismo de protección contra tal invasión179. La función de 

CTCF en el promotor del gen Rb1 seria la de protección contra este tipo de 

invasión de la metilación169 (Fig. 34). 

Otro aspecto interesante de nuestra investigación, es la demostración de 

que la proteína de unión a ADN metilado, Kaiso, tiene la capacidad de 

interactuar en la misma zona de unión de CTCF en el promotor del gen Rb1



90

cuando la secuencia se encuentra metilada (Fig. 34). Este descubrimiento es 

relevante en términos del mecanismo de silenciamiento epigenético, dado que 

estudios previos reportaron que Kaiso tiene la capacidad de interactuar con el 

complejo represor N-CoR174, el cual contiene proteínas con actividad de 

desacetilasas de histonas y metiltransferasas de histonas, las cuales participan 

en la creación de zonas de cromatina represiva a la transcripción. 

Nuestros resultados se ven complementados con los estudios en el gen

asociado a metástasis 2 (MTA2), en el cual la unión del complejo Kaiso/N-CoR 

a su región promotora induce la presencia de H3K9me3 y metilación del ADN, 

desencadenando el silenciamiento de este gen174.  Basado en esto, 

proponemos que  Kaiso y sus complejos represores asociados pueden 

contribuir con el silenciamiento epigenético del gen Rb1 en los diferentes 

tumores donde el promotor de este gen se ha encontrado hipermetilado. Como 

se mencionó previamente, CTCF también se ha encontrado participando en la 

actividad de “insulator”, por lo que no descartamos que otra función dentro del 

promotor del gen Rb1 sea la de regular la acción de secuencias reguladoras a 

larga distancia sobre la región central del promotor de Rb1, ya que existen 

estudios que sugieren la existencia de estos posibles enhancers, aunque no se 

han descrito hasta el momento79.
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Con todo esto, este trabajo muestra uno de los primeros modelos de 

cómo una isla CpG  puede ser protegida contra el silenciamiento epigenético y 

proponemos que CTCF pueda jugar un papel relevante en mantener a este y 

quizás otros  promotores contenidos en islas CpGs en estados libres de 

metilación. 

Promotor Rb1

Exon 27

X

Exon 27

CTCF

Kaiso

Promotor Rb1

Membrana nuclear

Dnmts

Dnmts

Gen Activo Gen Silenciado

Figura 34: Modelo de regulación epigenética del gen RB1 mediada por CTCF. Cuando el gen se
encuentra activo, CTCF lo recluta cerca de la matriz nuclear e inhibe la metilación del promotor, lo
que le garantiza una expresión estable. Por el contrario, en los padecimientos neoplásicos, la 
metilación aberrante del promotor inhibe la unión de CTCF, lo que lo separa de la matriz nuclear y
es reconocido por Kaiso, lo que induce el silenciamiento epigenético del gen. 

Envoltura Nuclear
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3. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES GENERALES 

En el presente estudio se demostró funcionalmente que la metilación del ADN 

en la región promotora del gen Rb1 tiene la capacidad de inactivarlo, dándole 

gran soporte a la hipótesis sugerida ampliamente por los estudios clínicos, 

donde la metilación de los promotores de diferentes genes correlaciona con la 

falta de la proteína correspondiente permitiendo el desarrollo neoplásico43.

Sin embargo, lo que llama la atención es que de manera normal estos 

genes no se encuentran metilados, lo que sugirió la existencia de algún 

mecanismo que protegiera a estos promotores de la metilación aberrante y que 

dicho mecanismo de protección se viera alterado en el cáncer179.

Para el promotor del gen Rb1, que es de los que normalmente se 

encuentra en un estado no metilado, encontramos que la proteína CTCF es la 

encargada de proveerle dicha protección. La unión de CTCF al promotor de 

Rb1 le permite expresarse de manera estable y la protege contra la invasión de 

marcas epigenéticas represoras, sugiriendo que su presencia contribuye al 

mecanismo que le permite a este gen expresarse constitutivamente en todos 

los tejidos.  

De manera complementaria, diversos estudios han descrito que los 

cromosomas al interior de un núcleo en interfase se encuentran organizados en 

regiones definidas del núcleo, denominándolos territorios cromosomales y que 

estos territorios tienen la capacidad de regular la actividad transcripcional de 

los genes contenidos en el cromosoma180. Esta regulación está mediada por la 

posición de los genes en el contexto del territorio cromosomal. Los genes que 

se están transcribiendo, generalmente se encuentran en la periferia del 

territorio donde la cromatina es más laxa y cerca de las “fábricas de 
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transcripción”, que son zonas del núcleo donde se acumulan los factores 

necesarios para dicha función entre ellos la ARN polimerasa II (ARNpol 

II)180,181. Por otro lado, los genes que no se van a transcribir se encuentran 

hacia el centro del territorio cromosomal, donde la cromatina es más compacta 

y los factores transcripcionales no son tan accesibles180,181.

Para el caso del gen Rb1, estudios previos indican que este gen se 

encuentra cerca de la envoltura nuclear y en la periferia del territorio del 

cromosoma 13182, incluso, se ha llegado a plantear que se forma una asa de 

cromatina que sale del territorio cromosomal situándose en el espacio 

intercromosomal que es donde hay mayor tasa de transcripción182 y dado que 

nuestros resultados muestran que el promotor esta asociado a la matrix 

nuclear, planteamos que CTCF, mediante la unión al promotor,  es el 

responsable de relocalizar al gen Rb1 del centro del territorio del cromosoma 

13 y dirigirlo a la periferia del territorio mediante la interacción de CTCF con 

nucleofosmina, que es componente de la matriz nuclear170,171. Asimismo, CTCF 

tiene la capacidad de interactuar con la ARNpol II183, lo que sugiere que CTCF 

tendría la capacidad de relocalizar al gen a zonas  de transcripción activa en la 

periferia del territorio cromosomal, lo que le permitiría su expresión constante y 

ubicua en todos los tejidos. Estos datos se ven apoyados por reportes de casos 

clínicos de pacientes que sufren translocaciones entre el cromosoma 13 y el 

cromosoma X. Se han reportado casos donde en la t(X;13) se mantiene intacto 

al locus del gen Rb1, pero estos pacientes desarrollan retinoblastoma184.

Estudios moleculares detallados encontraron que el cromosoma derivativo 13 

t(X;13) es inactivado por la célula al identificarlo como un cromosoma X extra y 

la inactivación de la sección correspondiente al cromosoma X se extiende 
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sobre la sección del cromosoma 13 inactivando al gen Rb1 por metilación de 

ADN. A nivel de territorios cromosomales se observó que el gen Rb1 se 

encuentra en el centro del territorio del cromosoma derivativo, lo que induce su 

inactivación epigenética mediada por metilación de ADN y modificaciones post-

traduccionales en las histonas184,185.

En resumen,  este trabajo demuestra funcionalmente el efecto de la 

metilación en el silenciamiento del promotor del gen Rb1 y aporta un nuevo 

regulador epigenético del promotor del gen Rb1 . 

La potencial reversibilidad de los patrones aberrantes de metilación de 

ADN en conjunto con la restauración de patrones de acetilación de histonas,  

sugieren que son un blanco viable para el tratamiento del cáncer. Un objetivo 

específico de la terapia epigenética seria restaurar los patrones normales de 

metilación del ADN y prevenir que las células adquieran mas metilación del 

ADN que pudiera dar como resultado el silenciamiento de genes cruciales para 

el funcionamiento normal de la célula186. Actualmente, existen diferentes tipos 

de compuestos diseñados para inhibir la metilación del ADN y a las 

desacetilasas de histonas, los cuales se encuentran siendo probados desde 

fases pre-clínicas como la Zebularina (inhibidor de metilación del ADN) y el 

TSA (inhibidor de las desacetilasas de histonas), a fases clínicas I, II y III como 

es el caso de la 5-Azacitidina y el butirato. Incluso, ya se han reportado 

estudios donde se  utilizan este tipo de compuestos (hidralazina y valproato de 

magnesio, que inhiben metilación de ADN y HDACs respectivamente) en 

conjunto con agentes de quimioterapia clásica (ciclofosfamida y doxorubicina) 

para el tratamiento de cáncer de mama con resultados prometedores187.
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Para finalizar, consideramos que estudios como el presentado en esta 

tesis doctoral, donde se empieza a conocer los mecanismos de silenciamiento 

epigenético de genes supresores de tumores, permitirá a mediano y largo plazo 

diseñar nuevas estrategias terapéuticas basadas en la epigenética altamente 

específicas. 
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4. MATERIAL Y MÉTODOS 

4.1. CONSTRUCCIÓN DE LOS PLÁSMIDOS 

La región promotora del gen Rb1 humano (posición genómica de 1634 a 2020, 

número de acceso en GeneBank L11910) se amplificó por PCR a partir de ADN 

genómico extraído de linfocitos de sangre periférica de un donador sano (Ver 

protocolo de extracción de ADN en anexo 1) utilizando los oligonucleótidos Fp-

Rupp. Para la construcción del plásmido pGLRb, que contiene el promotor 

completo frente al gen reportero de Luciferasa (Luc), el fragmento del promotor 

se ligó en el vector pGL3 (Promega). El plásmido pGLRbΔCTCF se construyó 

amplificando el promotor del gen Rb1 con los oligonucleótidos FTRb-Rupp cuyo 

fragmento carece del sitio CTCF presente en la región promotora. Para los 

plásmidos pGLRbΔCTCF+1X, pGLRbΔCTCF+2X y pGLRbΔCTCF+FII, los 

fragmentos RbCTCF y FII utilizados en los experimentos de EMSA fueron 

clonados río arriba del promotor carente del sitio CTCF, pGLRbΔCTCF. Los 

fragmentos del promotor completo y el carente del sitio CTCF (Rb y RbΔCTCF 

respectivamente) también fueron clonados en el plásmido pEGFP1 (Clontech) 

para tenerlos con el gen reportero de GFP (green fluorescent protein) y seguir 

la actividad del reportero por citometría de flujo. Para la construcción de los 

plásmidos con el promotor conteniendo la mutación E frente a los reporteros 

Luc y GFP, la mutación en el contexto del promotor completo se realizó 

mediante PCR de 2 pasos utilizando los oligonucleótidos diseñados para el 

EMSA. El plásmido pGLp53 fue donado por el Biol. Ernesto Soto-Reyes (IFC-

UNAM, México) y contiene la región pormotora del gen supresor de tumores 

p53 clonado frente al reportero Luc. Todos los plásmidos fueron secuenciados 
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para corroborar la integridad de los fragmentos clonados. Las secuencias de 

todos los oligonucleótidos se encuentran en el anexo 2. 

4.2. CULTIVO CELULAR 

Las diferentes líneas celulares utilizadas en el presente estudio fueron 

cultivadas con las condiciones que se presentan en la siguiente tabla, todas a 

37°C , 5% de CO2 y el medio conteniendo 10% de Suero Fetal Bovino y 1% de 

penicilina/ estreptomicina. Los medios de cultivo, antibióticos y suero son de 

Gibco. 

Línea celular Origen Medio de cultivo 
Linfocitos humanos Aislados de sangre RPMI 1640  
Kb Carcinoma epidermal de 

boca
DMEM-F12 

U-2OS Osteosarcoma Mac Coy’s 
SW-480 Adenocarcinoma 

colorectal 
DMEM 

HT 1080 Fibrosarcoma DMEM 
HeLa Adenocarcinoma de 

cervix 
DMEM 

MDA-MB-231 Adenocarcinoma de 
mama 

DMEM-F12 

MCF-7 Adenocarcinoma de 
mama 

DMEM-F12 

U373MG astrocitoma DMEM-F12 
CaLu Cáncer de pulmón DMEM 
PC3 Cáncer de próstata DMEM 
K562 Eritroleucemia IMEM 
Jurkat Leucemia linfoblastica  DMEM 

Los linfocitos humanos fueron aislados de sangre periférica de un donador 

sano utilizando el método de centrifugación diferencia con Ficoll-paque plus 

(Amersham). Para inducir los linfocitos a proliferación, estos fueron tratados 

con fitohemaglutinina durante 3 días. 
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4.3. ANÁLISIS DE LA METILACIÓN DEL ADN 

El análisis de metilación mediante conversión del ADN por bisulfito de sodio y 

posterior secuenciación y/o MS-PCR se llevó a cabo utilizando el método 

presente en el anexo 1.  Los oligonucleótidos utilizados para amplificar el 

promotor de las líneas estables (EGFPbis 1-4) se diseñaron sobre secuencias 

de los plásmidos para evitar la amplificación de los promotores endógenos. 

Para el promotor endógeno se utilizaron los oligonucleótidos A1- A4. en todos 

los casos se hicieron PCRs anidadas utilizando para el primer ciclo de 

amplificación el juego de oligonucleótidos 1 y 2 mientras que para el segundo 

ciclo los oligonucleótidos 3 y 4. Para el análisis de MS-PCR  primero se 

amplificaron las secuencias endógenas con los oligonucleótidos A1- A4, se 

purifico la banda y sobre ese templado se utilizaron los oligonucleótidos 

específicos para MS-PCR. Para los análisis de secuenciación, los productos de 

PCR fueron clonados en el vector pGEM11zf (promega) y secuenciados 

utilizando el oligonucleótido T7. 

4.4. TRANSFECCIONES TRANSITORIAS Y ESTABLES EN CÉLULAS HELA 

Y K562 

Para las transfecciones transitorias de los plásmidos con el reportero de luc, en 

células HeLa, se utilizaron cultivos 80% confluentes. En todos los casos se 

transfectaron 1 μg del plásmido con el reportero y 50 ng del plásmido pRL-CMV 

que contiene el reportero de Renilla reniformis utilizado para la normalización. 

Para las co-transfecciones con CTCF se añadió 500ng del plásmido pCI-7.1, el 

cual contiene el ADN complementario de CTCF humano. Todas las 

transfecciones se llevaron a cabo con Lipofectamina 2000 (Invitrogen) 
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siguiendo las indicaciones del producto. Las unidades relativas de luciferasa se 

midieron en el luminómetro TD 20/20 (Turner Designs) utilizando el Kit dual de 

luciferasa (Promega) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Las 

construcciones estables en células HeLa y K562 se realizaron con los 

plásmidos que contienen el gen reportero de GFP además del gen de 

resistencia a neomicina. En todos los casos el plásmido se linearizó con la 

enzima Eco0109 y se transfectó con lipofectamina 2000. Las células 

transfectadas  se mantuvieron durante 15 días con el antibiótico de selección y 

posteriormente las clonas resistentes fueron aisladas y analizadas por 

citometría de flujo. Las clonas fueron mantenidas en cultivo en medio sin 

antibiótico de selección de 2 a 23 semanas según el caso, para inducir un 

silenciamiento epigenético. En los experimentos de reactivación de las clonas 

silenciadas, estas fueron tratadas con  el inhibidor de la metilación de ADN 5-

aza-2’-deoxicitidina (3 μM), con el inhibidor de desacetilasas de histonas 

Tricostatina A (5 ng/ml) o ambos durante 3 días cambiándoles el medio y 

añadiendo el fármaco diariamente. Al menos 3 experimentos de reactivación 

independientes se llevaron a cabo. 

4.5. TRANSFECCIÓN TRANSITORIA DE ARNi EN CÉLULAS HELA

La transfección de ARNi en células HeLa se llevó a cabo como se describe en 

el  anexo 1. Las células fueron transfectadas con el ARNi contra CTCF (Santa 

Cruz Biotecnology) o contra la proteína verde fluorescente siGFP-443 como 

control. El ARNi contra GFP fue donado por el Dr. Luis Vaca (IFC-UNAM, 

México). Las células HeLa fueron transfectadas con 10mM de cada siRNA 

cada 24 horas durante 3 días usando lipofectamina 2000. En el día 3, la 

transfección incluyó, además de los siRNAs a los plásmidos pGLRb y pRL-
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CMV para evaluar la falta de CTCF sobre la expresión del gen reportero Luc

controlado por el promotor completo de Rb1. Las células fueron cosechadas al 

día 4  y los extractos proteicos totales fueron analizados para medir la actividad 

de luciferasa. 

4.6. WESTERN BLOT 

Los extractos proteicos totales provenientes de los análisis de luciferasa (50 μg

por muestra) fueron aislados para evaluar la presencia de la proteína CTCF 

siguiendo el protocolo presente en el anexo 1. Para detectar la proteína CTCF 

se utilizó el anticuerpo α−CTCF N17 en dilución 1:500 y como control de carga 

el anticuerpo α−actina (H300) en dilución 1:1000 (ambos de Santa Cruz 

Biotechnology) los anticuerpos secundarios anti-cabra y anti-conejo contra 

CTCF y actina, respectivamente se utilizaron en concentración 1:10000 (ambos 

de Zymed). 

4.7. TRANSCRIPCIÓN Y TRADUCCIÓN IN VITRO

El plásmido pKaiso, que contiene el ADN complementario completo de la 

proteína Kaiso, fue transcrito y traducido in vitro usando el kit -TnT reticulocyte 

lysate-coupled system- (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
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4.8. EXPERIMENTOS DE RETARDO DE MOVILIDAD ELECTROFORÉTICA 

(EMSA) 

Los EMSA y la obtención de extractos de proteínas nucleares se llevaron a 

cabo como se describen en el anexo 1. Las competencias específicas se 

llevaron a cabo utilizando 200pmoles de sondas no marcadas 

radioactivamente. En los experimentos de metilación in vitro las sondas se 

metilaron con la enzima SssI (New England Biolabs) la cual agrega un grupo 

metilo en los dinucleótidos CmpG. La metilación de las sondas se determino por 

la digestión con las enzimas HpaII/MspI. Los experimentos de súper-retardo se 

llevaron acabo añadiendo 1 μg de los siguientes anticuerpos: CTCF clone 48 

(BD biosciences), CTCF-IFC (86-23), producido en nuestro laboratorio, CTCF 

(N-17), MBD2 (N-18), Sp1 (pep 2) (todos de Santa Cruz Biotechnology), Kaiso 

(clona 6F) y MeCP2 (ambos de Upsate). La secuencia de las sondas se 

encuentra en el anexo 2. 

4.9. INMUNOPRECIPITACIÓN DE CROMATINA (CHIP) 

El ChIP se llevo a cabo como se describe en el anexo 1, utilizando 4 μg de 

anticuerpo contra las proteínas α−CTCF (N17) y α−Kaiso. Para las marcas 

epigenéticas de activación en las histonas se utilizaron anticuerpos contra la 

acH3 y H3K4me2 (Upstate) y para las marcas epigenéticas de represión en las 

histonas se utilizaron anticuerpos contra H3K9me1, H3K9me2, H3K9me3 y 

H3K27me3. El ADN inmunoprecipitado fue analizado por PCR utilizando pares 

de oligonucléotidos específicos para amplificar el promotor endógeno (Fp-

Rupp) o el exón 27 del gen Rb1 como control y oligonucleótidos situados sobre 

secuencias plasmidicas para los promotores transfectados establemente (Fp-
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Hec02r) para discriminar al promotor endógeno. Para los experimentos de ChIP 

semi-cuantitativo se realizaron PCRs duplex con los oligonucleótidos del 

promotor del gen Rb1 y oligonucleótidos que amplifican una sección del gen 

MyoD o β-Actina.
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PROTOCOLO 1: 

EXTRACCIÓN DE DNA GENÓMICO 

• Centrifugar  1 ml de células  (3*106 aprox) 
• Resuspender el pellet en 250 μl de mix I 
• Lisar las células añadiendo 250 μl de mix II 
• Incubar a 50°C durante 1hora 
• Añadir 500 μl de fenol-cloroformo y dar vortex por 3 min. 
• Centrifugar a 13,000 rpm por 10 min. Y recuperar la fase orgánica 

(arriba) en un tubo nuevo. 
• Repetir la limpieza con fenol – cloroformo 
• Limpiar una vez con cloroformo 
• Recuperar la fase orgánica en un tubo limpio 
• Añadir 500 μl de isopropanol y dar vortex hasta ver el pellet 
• Centrifugar el pellet y retirar cuidadosamente el sobrenadante 
• Lavar el pellet con 500 μl de etanol al 70% 
• Centrifugar y retirar nuevamente el sobrenadante 
• Dejar evaporar el alcohol residual evitando que se seque mucho el pellet 
• Resuspender el pellet (DNA) en 50μl de TE o  H2Obd
• Cuantificar el ADN 

Mix I MixII 
200 mM de Tris pH: 
8.5
400 mM NaCl 

0.4% de SDS 
10 mM de EDTA 
50 μg de RNAsa (añadir en el momento de lisar) 
50 μg de proteinasa K   (añadir en el momento de 
lisar) 
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PROTOCOLO 2: 

MINIEXTRACTOS A PARTIR DE UN NÚMERO 
PEQUEÑO DE CÉLULAS 

Tomado de Schereiber et al. Nuc Acid Res 17(15):6419. 1989. 

1. Se hace un pellet de aproximadamente 500,000 células 
2. Se resuspende en 1 ml de PBS y se centrifuga a max. Velocidad por 15 

segundos. Se elimina el PBS. 
3. La pastilla celular se resuspende en 400ul de Buffer A frío por pipeteo 

suave.
4. incubar durante 15 min. en hielo para que las células se hinchen. 
5. agregar 25μl de NP-40 al 10% y vortexear vigorosamente el tubo por 10 

seg.
6. centrifugar a máx. Velocidad por 30 seg. 
7. resuspender la pastilla nuclear en 50 μl de de buffer B frio y agitar por 15 

minutos a 4ºC . 
8. centrifugar  5 min. a 4ºC  a 8,000 rpm. 
9. El sobrenadante es el extracto nuclear, usar inmediatamente o guardar a 

–70ºC 

Buffer A 

10   mM HEPES pH 7.9 
10   mM KCL 
0.1 mM EDTA 
0.1 mM EGTA 
1 mM DTT 
0.5 mM PMSF 

Buffer B 

20   mM HEPES pH 7.9 
0.4  M    NaCL 
1     mM EDTA 
1     mM EGTA 
1     mM DTT 
1 mM PMSF 

Agregar el DTT y PMSF fresco, antes de usar . 

Puede usarse un cóctel de inhibidores de proteasas a la par del PMSF. 
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PROTOCOLO 3: 

CUANTIFICACIÓN DE PROTEINAS POR BRADFORD 

Soluciones stock para la curva: 

BSA 100 ng/μl                                                   BSA 500 ng/μl
2 μl de BSA                                                          10 μl de BSA 
198 μl de agua                                                     190 μl de agua 

CURVA DE BSA 

Carril  (ng) BSA(μl)  Agua(μl) 

A 0 0 20 
B 200 2 18 
C 300 3 17 
D 500 5 15 
E 1000 10 10 
F 2000 20 0 
G 5000 10(500) 10 
H 10000 20(500) 0 

Añadir a cada pozo 200μl de Bradford diluido 1:5 

Todas las muestras se hacen por duplicado 

Para las muestras usar 1μl añadir 19μl de agua y el bradford. 

Leer en el Elisa con el filtro 4 (570 nm) 
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PROTOCOLO 4: 

GEL DE ACRILAMIDA  AL 5% 

Preparación de acrilamida al 30% 

• 29g de acrilamida 
•  1g de bis-acrilamida 

Añadir 50 ml de agua estéril, agregar una mosca y disolver con agitación suave 
y calor bajo hasta que este la solución transparente. 
Aforar a 100 ml con agua estéril y filtrar. 
Guardar a  4°C en un frasco ámbar o cubierto con papel aluminio. 

TBE 5X 

• 27 g de Tris 
• 13.75 g de ácido bórico 
• 10 ml de EDTA 0.5M pH: 8 

Llevar a 500 ml con agua y esterilizar. 

Persulfato de amonio (PSA) 

• 1g de persulfato de amonio. 
• 10 ml de agua. 

Guardar a 4° C. 

Gel de acrilamida. 

• 38.81 ml de agua  
• 8.3 ml de Acrilamida 30% 
• 2.5 ml de TBE 5X 
• 350 μl de PSA 
• 15μl de TEMED 

Correr el gel a 150V con buffer TBE 0.25X  (50ml de TBE 5X + 950 ml de agua) 

NOTA:   Al pesar la acrilamida y bis acrilamida usar guantes, bata y 
cubrebocas. 
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PROTOCOLO 5 

INMUNOPRECIPITACIÓN DE CROMATINA (ChIP) 

1) CÉLULAS: Para realizar este protocolo se necesitan crecer las células 
en 6 cajas de 150mm con una confluencia del 80%. 

2) CROSSLINKING: Una vez obtenido la cantidad de células necesarias se 
adiciona 2ml de buffer crosslinking Mix directamente al medio de las 
células (nota: su volumen debe de ser de 20 ml) para que quede al 1% 
de formaldehído. Se dejan moviendo las células por 10 minutos. 

3) DETENER EL CROSSLINKING: Una vez transcurrido el tiempo se 
detiene la reacción de crosslinking con la adición de 1ml de glicina 2.5M 
teniendo una concentración final de 125mM. Se dejan 5minutos agitando 
las células. 

4) LAVADO DE LAS CÉLULAS: Se retira el medio de crosslink y se  lavan 
las células 3 veces con PBS frío. 

5) LISIS: Posteriormente se remueve el PBS y se adicionan 1ml de Buffer 
de Lisis a cada una de las cajas, y se incuba a 4ºC de 3-5 minutos. 
Transcurrido el tiempo se cosechan las células con un gendarme y se 
pasan a un tubo de 50ml. 

6) SONICACIÓN: Para sonicar las células se toma la cromatina y se coloca 
el tubo en un vaso con hielo, para que se mantenga frío y no produzca 
mucha espuma. (como ejemplo de sonicación para HeLa se sonica con 
el programa 3 que tienen 30 segundos pulso 2.0 0.5 amplitud 35%). 
Mientras se puede guardar la cromatina a 4ºC. 

7) EVALUACIÓN DE LA SONICACIÓN: Para determinar si la sonicación 
fue adecuada, se toman 50ul de muestra y se le adicionan 5ul de RNAsa 
y proteinasa K, se deja por 30 minutos y posteriormente a 65ºC por 
mínimo 5 horas u O/N. Después se hacen 2 fenoles cloroformos (llevar  
la muestra a 400ul para ello) y se precipita el DNA (añadir 1ml de ET-0H 
al 100% mas 165ul de acetato de amonio 10M (0.33 VOL)). 
Posteriormente se corre un gel al 1% para evaluar el tamaño de la 
cromatina que debe estar entre 500-700pb. 

8) CROMATINA: Una vez que ya se tiene estandarizada la cromatina se 
puede medir la concentración de proteína del lisado, y se puede ajustar 
a 1ug/ul adicionando buffer de lisis (Esto se puede guardar a 4ºC por 
varios meses). 

9) INMUNOPRECIPITACIÓN: Para llevar a cabo la inmunoprecipitación se 
centrifugan 420μl (yo usé en los últimos ChIPs 1ml de cromatina) de la 
cromatina por 5 minutos a máxima velocidad, se puede hacer en la 
centrífuga no refrigerada. Con cuidado se toma 400ul  de la cromatina y 
se lleva a un volumen fina l de 4ml de una mezcla de 9 partes de Dilution 
Buffer y 1 parte de Buffer de lisis todo con inhibidores de proteasas (todo 
esto en un tubo falcon de 15ml). 

10) ANTICUERPOS: Se adicionará 4μg de anticuerpos por cada IP que se 
pretenda realizar y se deja rotando a 4ºC por mínimo 6hrs u O/N. 
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11) PREPARACIÓN DE PERLAS: Se toman 0.2 g de proteina A (Amersahm 
Protein A sepharose CL-4B) y 100ul de perlas  poteína G (Ge Healthcare 
protein G sepharose) en un volumen final de 2ml de Buffer de dilución 
9:1:lisis Buffer (1.8ml de buffer de dilucion 9:1 y 200μl de Lisis Buffer). A 
esta mezcla se le adicionan 100μg/ml de BSA (20ul de BSA al 10%) y 
500ug/ml de esperma de salmón (50μl de esperma a 10μg/ul) y se dejan 
rotando a la par con los AB de las IPS. Al día siguiente se retira el buffer 
de las perlas y se lavan dos veces con buffer de dilución y se 
resuspenden e un buffer de 9:1 de buffer de dilución y buffer de lisis (2ml 
vol final).  

12) AÑADIR PERLAS A LAS IP’s: Se ponen 50ul de perlas  a cada uno de 
los flacon y se incuban 2hrs mientras están rotando a 4ºC. 

13) LAVADO DE PERLAS: Se centrifugan los falcon a 2000rpm por 2 
minutos y con mucho cuidado se quita el sobrenadante. Se llevan las 
perlas con 1ml de Buffer Wash y se transfieren a un tubo eppendorf. Se 
lavan las perlas adicionándoles 3 veces más 1ml de Buffer de Wash 
(total de lavados 4 con Buffer Wash)  y finalmente se  lava 1 vez con 1ml 
de Final Wash (NOTA: No se aspire el líquido, pues se pueden perder 
las perlas y las centrifugaciones entre lavados es de 2 minutos a 
2000rpm). 

14) ELUCION DEL DNA: Para eluir las IPs se adicionan 450μl de Elution 
Buffer y se adicionan proteinasa K y RNAsa A (500μg/ml cada una) y se 
incuba a 37ºC por 30 minutos.  

15) TOMAR EL INPUT: Para ello de la cromatina restante se toman 400μl
de esta y se tratan de la misma forma que las IP’s 

16) REVERTIR EL CROSSLINKING: Se dejan las muestras a 65ºC por 6 
horas u O/N. 

17) LIMPIEZA DEL DNA: Se harán Fenoles/Cloroformo  de las IP y se 
pueden precipitar usan 20μg de glicógeno, o también se pueden utilizar 
las columnas de Qiagen mini-elute para obtener el DNA.  

18) RESUSPENDER DEL DNA: Se resuspende el DNA con 50μl de agua 
esteril. Incubando a 37ºC por 30 minutos y posteriormente se procede a 
realizar la PCR. 

NOTA: El INPUT se puede diluir 1/100 a 1/400  y de ahí utilizar 2 ul por 
PCR.
BUFFERS 

CROSLINKING MIX 
11% Formaldehido 

     100mM NaCl 
0.5mM de EGTA 
50mM de HEPES, pH 8.0 

DILUTION BUFFER 
1% de Triton X-100 
150mM de NaCl 
2mM de EDTA pH 8.0 
20mM de Tris-HCl pH 8.0 

FINAL WASH 
1% de Tritón X-100  
0.1% de SDS 
500mM de NaCl 
2mM de EDTA pH 8.0 
20mM de Tris-HCl pH 8.0 

LYSIS BUFFER 
1% de SDS 
10mM de EDTA, pH 8.0 
50mM de Tris-HCl pH 8.0  

WASH BUFFER 
1% de Triton X-100 
0.1% de SDS 
150mM de NaCl 
2mM EDTA, pH 8.0 
20mM de Tris-HCl pH 8.0 

ELUTION BUFFER 
1% de SDS  
100mM NaHCO3 
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Protocolo 6: 

PROTOCOLO DE BISULFITO DE SODIO 

1. Digerir de 200ng a 1.5μg de ADN con una enzima de restricción adecuada ( es 
decir que no corte en la secuencia deseada) en un volumen de 18 μl por 6hrs. 

2. Calentar por 2 min a 95°C y pasar inmediatamente a hielo por 2 - 5 minutos. 
3. Desnaturalizar el ADN en un volumen final de 20μl añadiendo a la restricción 

2μl de NaOH 3M ( 0.12g en 1ml de agua) (concentración final 0.3M) e incubar 
5 minutos a 37°C  

4. Durante los pasos 2 y 3 o algunos minutos antes preparar una solución  de 
Hidroquinona (Sigma, H-9003) 100mM (0.022g en 2ml de H20 bidestilada) y de 
bisulfito de sodio (Sigma, S-8890)  2M (3.8g en 10 ml de H2O bidestilada) 
ajustar el bisulfito a pH=5 con NaOH 10M (0.8g en 2ml de agua). El bisulfito 
tarda unos minutos en disolverse, se recomienda prepararlo en un tubo de 15 
ml y mezclar muy suavemente, tratar de evitar que le de la luz y mantenerlo 
cerrado la mayor parte del tiempo. 

5. Agregar 12μl de hidroquinona 10 mM (diluir el stock preparado 1:10) al ADN 
desnaturalizado, Mezclar con la pipeta (la solución se pone ligeramente 
amarilla) posteriormente añadir 208μl de la solución de Bisulfito de Sodio  
mezclar ligeramente con el vortex y añadir 100μl de aceite mineral. 

6. Incubar a 55°C por 16 horas en obscuridad. 
7. Retirar el aceite mineral (congelar a -70°C y retirar el aceite no congelado) 
8. Remover el bisulfito  pasando la muestra por las columnas Wizard (Promega, 

A- 7280) y eluir en 50μl de agua bidestilada 
9. Añadir 5.5μl de NaOH 3M e incubar 15min a 37°C 
10. Añadir 20μg de glicógeno para precipitar y 33.3μl de acetato de amonio 5M pH 

7.0 mezclar por vortex y añadir 300μl de etanol 100%. precipitar por 4 horas a -
70°C  

11. Centrifugar a 13,000 rpm por 1hr a 4°C, retirar el etanol, lavar el pellet con 
300μl de etanol 70%, dejar secar el pellet (no demasiado ya que es difícil de 
resuspender) y resuspender la muestra en 30 μl de H2O bidestilada. 

12. Guardar a -20°C 
13. Analizar por PCR. 

NOTAS: 
• Todas las soluciones deben de prepararse en el momento (excepto el acetato 

de amonio que puede ser de varios días) 
• Usar 10μl del final para la PCR 
• Diseñar los oligos para que reconozcan la secuencia cambiada 
• Hacer una PCR anidada de 35 ciclos C/U  
Usualmente en la primer PCR no se ve la banda esperada, pero tomar 10μl de la 
reacción y hacer la segunda PCR con los oligos internos. 
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Protocolo 7: 

TRANSFECCÍON DE siRNA CON OLIGOFECTAMINA 

Consideraciones iniciales 
• Las células a transfectar deben estar al 30-50% de confluencia y > 90% de 

viabilidad. 
• No usar antibióticos durante la transfección ya que inducen muerte celular. 
• El stock de trabajo del siRNA se recomienda en 10pmol/μl. 
• Este protocolo está diseñado para transfecciones en cajas de 6 pozos. 

Día 1: Sembrado de células. 

• Sembrar 200,000 células en cajas de 6 pozos con 1.5 ml de medio sin 
antibióticos (la cantidad de células es importante ya que al día siguiente 
debe estar entre el 30-50% de confluencia) 

Día 2: Transfección 

Para cada muestra que vaya a ser transfectada preparar los complejos de siRNA y 
oligofectamina como se indica a continuación: 

• Diluir 20μl de siRNA (stock a 10μM) en 180μl de medio solo (sin 
antibióticos ni SFB). Mezclar suavemente. 

• Mezclar la oligofectamina suavemente antes de usar y diluir 10μl en 30μl de 
medio solo. Mezclar suavemente e incubar por 5 minutos a temperatura 
ambiente. 

• Después de los 5 minutos de incubación, combinar el siRNA diluido con la 
oligofectamina diluida (el volumen total es de 240μl). Mezclar suavemente e 
incubar por 20 minutos a temperatura ambiente para permitir la formación 
del complejo siRNA: Oligofectamina. 

• Durante esta incubación, retirar el medio a las células, lavarlas con 1ml de 
medio solo y dejarlas con 800μl de medio solo.

• Añadir los 240μl del complejo siRNA: Oligofectamina a las células que 
están en 800μl de medio solo. Añadirlo gota a gota con movimiento 
constante para que se mezcle perfectamente con el medio. 

• Incubar las células durante 6 horas y pasado este tiempo retirar el medio de 
transfección y reemplazarlo con 2ml de medio con 10% de SFB sin 
antibióticos.

• Incubar las células durante aproximadamente 72 horas (o estandarizar el 
tiempo) y llevar a cabo los experimentos necesarios para determinar el 
silenciamiento de gen deseado. 
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Protocolo 8:  

WESTERN BLOT 

Electroforesis: 
• Armar los vidrios con los separadores 
• Preparar el gel de acrilamida con el gel de resolución abajo, la 

concentración dependerá de la proteína a detectar, para CTCF (180 kd) 
usamos el 10%. Para el gel de separación Arriba siempre se usa al 3%. 

 3% 
(stacking) 

7.5% 
(Resolving) 

10% 
(Resolving) 

12% 
(Resolving) 

Resolving Buffer ------ 1.25 ml 1.25ml 1.25ml 
Spacer buffer 1.25ml ------- ----- ----- 
Acrilamida(40%) 0.75ml 1.875ml 2.5ml 3ml 
SDS (10%) 100 μl 100 μl 100 μl 100 μl 
Agua 7.8ml 6.67ml 6.04ml 5.54ml 
PSA(10% 100 μl 100 μl 100 μl 100 μl 
TEMED 30 μl 30 μl 30 μl 30 μl 

• Utilizar entre 30 y 40μg de proteína en un volumen no mayor a 25μl  
• A cada  muestra se le añade 5μl de bufer de carga y 1μl de DTT ajustar a 

30μl volumen final. 
• Calentar la muestra a 100 ºC durante 5 min. y de ahí incubar en hielo 

rápidamente. 
• Correr las proteínas a 100V hasta que alcance el gel de resolución, una vez 

ahí aumentar el voltaje a 200. 

Transferencia: 
• Cortar la membrana PVDF (Millipore) al tamaño del gel  y ponerla a remojar 

en metanol por 1 minuto esto para volver hidrofílica a la membrana. 
Enjuagar en agua. Colocarla en el buffer de transferencia por lo menos 15 
min. a 4 ºC antes de usarla. 

• Para armar el sándwich se hace lo siguiente todo en un recipiente de 
plástico con buffer de transferencia: 

Arriba 
Parte clara del cassette 

Esponja 
Papeles filtro 
Membrana 

Gel 
Papeles filtro 

Esponja  
Parte negra del cassette 

Abajo 
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•  Se transfiere a 500mA por 2 horas en cuarto frío con agitación. Si es 
overnight se deja a 75-90 mA. 

Detección con anticuerpos: 

• Desmontar el sándwich con mucho cuidado. Lavar la membrana con TBS 
pH7.5 

• Sumergir la membrana en buffer de bloqueo por 2 hr. A temperatura 
ambiente con agitación. 

• En buffer de bloqueo, añadir el anticuerpo primario a la dilución requerida. 
Incubar ON a 4ºC 

• Desechar el buffer y lavar 5 veces por 5 min con TBS-Tween 0.1%. Esto en 
agitación 

•  Añadir el anticuerpo secundario con la diluciòn requerida diluido en buffer 
de bloqueo e Incubar en agitación durante 1 hora a ºRT. 

• Lavar 5x5 min con TBS-Tween 
• Enjuagar con TBS sólo por 5 min. 

Revelar por quimioluminiscencia. 

Soluciones: 

Buffer de 
Transferencia 

192mM Glicina 
25mM Tris-HCl 
20% Metanol  

Buffer de lavado 
TBS-Tween 0.01%

Buffer de Corrida 
Tris-HCl 250mM 
Glicina  
SDS 10% 

Buffer de bloqueo 
5% leche en polvo 
descremada  
1% BSA 
TBS-Tween 0.01% 
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6.2. TABLA DE 
OLIGONUCLEÓTIDOS 

UTILIZADOS 
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Nombre Secuencia Función

Fp 5´-CGGGATCCAGACTCTTTGTATAGCC-3´ FWD para amplificar el 
promotor del gen Rb1

Rupp 5´-CGGGATCCCGAGCTGTGGAGGAG-3´ REV para amplificar el 
promotor del gen Rb1

FTRB 5´-CGGGATCCTCGCGGACGTGACGC-3´ FWD para amplificar el 
promotor del gen Rb1 DCTCF

RTRb-F     5´- AAGTACCCATCTAGTACT   -3´ FWD para amplificar el exón 
27 del gen Rb1

RTRb-R 5´- AAGTTACAGCATCTCTAAA  -3´ REV para amplificar el exón 
27 del gen Rb1

A3 5´CGGGATCCTTAGGTTTTTTAGTTTAATTTTTTATGA
T-3´ 

FWD  para Bisultito de sodio 
sobre RB interno 

A4 5´CGGGATCCAACTATAAAAAAACCCCAAAAAAAAC-
3´ 

REV  para Bisultito de sodio 
sobre RB interno 

EGFPbis1 5´-TTTGGTTTTTTGTTGGTTTTTTGT-3´ FWD  para Bisultito de sodio 
sobre GFP externo 

EGFPbis2 5´-AAATAAACCAAAACACCAACAAC-3´ REV  para Bisultito de sodio 
sobre GFP externo 

EGFPbis3 5´-CGGGATCCTTTTTTTTGTGTTATTTTTTG-3´ FWD  para Bisultito de sodio 
sobre GFP interno 

EGFPbis4 5´CGGGATCCAAATCAACTTACCCTAAATAAC-3´ REV para Bisultito de sodio 
sobre GFP externo 

RBCT53 5´CGCCCCAGTTCCCCACAGACGCCGGCGGGCCC
GGGAGCCTCGCGGACGTGACG-3´, 

Sonda RbCTCF para EMSA 
(solo top strand) 

FII 5 CCCAGGGATGTAATTACGTCCCTCCCCCGCTAGG
GGGCAGCAGGCGCGCCT-3

Sonda FII para EMSA 
(solo top strand) 

Sp1 5´- ATTCGATCGGGGCGGGGCGAGC-3´. Sonda Sp1 para EMSA (solo 
top strand) 

HEC02R 5´-ACCATGGTGGCGACC-3´ REV sobre GFP para ChIP 
RbCTCF
mutA 

5’CGCCCCAGTTCCCCACAGACGCCGGCGGGCCCG
GGAGCCTAACTTACGTGACG-3’ 

Sonda RbCTCF para EMSA 
(solo top strand) con 
mutación A 

RbCTCF
mutB 

5’CGCCCCAGTTCCCCACAGACGCCGGCGGGCCCG
GGAGCCTCGCGGAAGTGTAT-3’ 

Sonda RbCTCF para EMSA 
(solo top strand) con 
mutación B 

RbCTCF
mutC 

5’CGCCCCAGTTCCCCACATTGTCCGGCGGGCCCG
GGAGCCTCGCGGACGTGACG-3’  

Sonda RbCTCF para EMSA 
(solo top strand) con 
mutación C 

RbCTCF
mutD 

5’CGCCCCATGGAAACACAGACGCCGGCGGGCCCG
GGAGCCTCGCGGACGTGACG-3’ 

Sonda RbCTCF para EMSA 
(solo top strand) con 
mutación D 

RbCTCF
mutE 

5’CGCCCCAGTTCCCCACATCATAAGGCGGGCCCG
GGAGCCTCGCGGACGTGACG-3’ 

Sonda RbCTCF para EMSA 
(solo top strand) con 
mutación E 

RbCTCF
mutF 

5’CGCCCCAGTTCCCCACAGACGCCGGCGGGCCCG
GGCTAAGATATTACGTGACG-3’ 

Sonda RbCTCF para EMSA 
(solo top strand) con 
mutación F 

RbCTCF
mutG 

5’CGCCCCATGGAAACACATCATAAGGCGGGCCCG
GGAGCCTCGCGGACGTGACG-3’ 

Sonda RbCTCF para EMSA 
(solo top strand) con 
mutación G 

RbCTCF
mutH 

5’CGCCCCAGTTCCCCACATCATAAGGCGGGCCCG
GGAGCCTAACTTACGTGACG-3’ 

Sonda RbCTCF para EMSA 
(solo top strand) con 
mutación H 
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