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RESUMEN 

 

La señal del TGF-β regula diversos procesos celulares como la proliferación y 

diferenciación celular, a través de la activación de Smad2/3, las cuales forman un 

complejo con la proteína Smad4 que capaz de regular la transcripción de genes 

dependientes del TGF-β. SnoN y Smad7 son dos genes blanco del TGF-β. Se sabe 

que las proteínas Smads pueden regular a nivel transcripciónal la expresión de smad7, 

pero poco ha sido estudiado acerca de la regulación de snoN. En este trabajo se clonó 

y analizó la región del promotor de snoN humano, que es regulada por TGF-β. 

Estudios bioinformáticos muestran que el promotor de snoN presenta cuatro regiones 

de respuesta a TGF-β que se encuentran altamente conservadas en rata y ratón. El 

análisis in silico de factores transcripcionales potenciales indica la posible participación 

de Pax 1, 2, 5 y 6,  p53, YY1, Sp1, entre otros como reguladores de la expresión de 

snoN en ciertos contextos  celulares. Estos sitios consenso están sobrelapados o 

aledaños a los SBEs presentes en el promotor de snoN.  Ensayos con genes 

reporteros muestran que TGF-β activa al promotor de snoN en las células HepG2, 

Hek293T y A549. Mediante la técnica de ChIP se demostró el reclutamiento de 

Smad2/3 y Smad4 al promotor de snoN humano en respuesta al estímulo de TGF-β.  

Por lo tanto snoN es un gen blanco de las proteínas Smads, regulado positivamente 

por TGF-β. 
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ABSTRACT 

 

TGF-β regulates diverse cellular processes such as the proliferation and 

differentiation through the activation of Smad2/3, which forms a complex with 

Smad4 protein, in order to regulate the transcription of TGF-β dependent genes. 

SnoN and Smad7 are two TGF-β targets genes. It is known that Smad proteins 

can regulate at transcripcional level the expression of smad7, but little has been 

studied about the regulation of snoN gene. In this work we cloned and analyzed 

the human promoter snoN. Bioinformatics analysis shows that the snoN contains 

four regions responsive to TGF-β, which are highly conserved in rat and mouse. 

Furthermore, our in silico studies identified sites for several of potential 

transcriptionals factors in snoN promoter such as Pax1, 5, and 6, p53, YY1 y 

Sp1. These factors could be regulators of the expression of snoN in certain 

cellular context.  Consensus sites for that FTs are overlapping or bordering to 

SBEs in the snoN promoter. Assays using reporters genes show that TGF-β 

activate the snoN promoter in the HepG2, Hek293T and A549 cells, while using 

of ChIP assays was demonstrated the binding of Smad2/3 and Smad4 to the 

human snoN promoter region sensitive to TGF-β. Therefore, this work shows 

that human snoN is a target gene of Smad proteins, and it is regulated positively 

by TGF-β.  
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1. I N T R O D U C C I Ó N 

 

1.1  Factor de crecimiento transformante beta (TGF-ββββ) 

La superfamilia del Factor de crecimiento transformante beta (TGF-β) está integrada 

por más de 60 miembros, que han sido identificados en diferentes organismos desde 

nemátodos e insectos hasta mamíferos. En general, los miembros de la superfamilia 

del TGF-β se caracterizan por ser citocinas relacionadas estructuralmente con un 

amplio espectro de funciones celulares tales como proliferación, apoptosis, 

diferenciación y migración. Dentro de esta familia se incluyen a los TGF-βs, las 

activinas y las proteínas formadoras de hueso (BMPs), entre otros, siendo el TGF-β el 

miembro prototipo mejor estudiado (10, 20, 22, 23). 

 

Existen cinco isoformas del TGF-β (TGF−β1, −β2, −β3, −β4 y −β5) en diferentes 

organismos. En aves y anfibios se han reportado las isoformas TGF−β4 y TGF−β5 

respectivamente y en mamíferos las isoformas TGF−β1, −β2 y −β3 (18, 21, 29). Las 

tres isoformas del TGF−β en mamíferos son codificadas por genes independientes 

pero presentan una alta similitud en la secuencia de aminoácidos (poseen entre sí el 

80% de identidad). El TGF−β1 es altamente conservado, ejemplo de ello, es que los 

ratones presentan una isoforma con la diferencia de un solo aminoácido con respecto 

a los humanos, razón por la que la isoforma más estudiada es el TGF−β1 (23). 

 

A pesar de su estrecha similitud estructural, funcional y de vía de señalización, se ha 

demostrado mediante estudios en ratones knockout, que cada isoforma tiene 

funciones específicas y relevantes durante el desarrollo embrionario, debido a que la 

carencia de  cada una de las tres isoformas del TGF-β presenta diferentes fenotipos, 

todos ellos son letales (20, 23, 28). Las isoformas del TGF-β se expresan temporal y 

espacialmente durante la embriogénesis y presentan un patrón de expresión distinto 

durante la morfogénesis. El TGF-β se expresa en la mayoría de los tejidos en el 

adulto, pero con una expresión diferente de una o de las tres isoformas (18, 20). 

 

El TGF-β participa en la regulación de un gran número de procesos celulares durante 

la embriogénesis, así como también en el tejido adulto. De esta forma, el TGF-β, 

dependiendo del tipo y contexto celular, regula funciones celulares como son la 
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proliferación, diferenciación, apoptosis, respuesta inmune, migración y reparación 

tisular, entre otras. Es por ello que alteraciones en la señal del TGF-β para cumplir con 

dichas funciones pueden contribuir a la patogénesis de enfermedades de tipo 

autoinmune, de la fibrosis y del cáncer (28, 29). 

 

1.1.1 Estructura del TGF−β−β−β−β 

El TGF−β es sintetizado como una molécula inactiva unida a una secuencia de 

aminoácidos conocida como péptido asociado a la latencia (LAP), que tiene que ser 

proteolíticamente separado para que el TGF-β maduro pueda unirse a su receptor. 

Esta forma activa o madura del TGF-β es un polipéptido dimérico de 25 KDa (112 

aminoácidos), cuya estructura corresponde a dos unidades monoméricas que están 

unidas por un solo puente disulfuro y por interacciones hidrofóbicas. Cada unidad está 

conformada por 7 residuos altamente conservados de cisteína que establecen un 

anillo cerrado conectado por tres puentes disulfuro intracaterarios denominado “nudo 

de cisteínas”, mediante el cual se unen dos pares de cadenas plegadas tipo beta 

antiparalelas  (18, 20) (Fig.1). 

  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

1.1.2  Vía de señalización 

El TGF-β utiliza dos receptores, denominados tipo I o ALK-5 (RI) y tipo II o TβRII (RII), 

en cuya región intracelular presentan un dominio con actividad de cinasa de residuos 

de serinas y treoninas. La principal diferencia entre ellos, radica en que la cinasa RII 

es constitutivamente activa. Inicialmente el TGF-β se une al RII para reclutar al RI, y 

Figura 1.  Estructura del TGF-ββββ. 
La forma activa del TGF-β es un 

dímero que es estabilizado por 

interacciones hidrofóbicas y 

puentes disulfuro. 
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TGF-ββββ    

CITOPLASMA 

RI 

NÚCLEO 

Smad 2,3 
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Smad 4 
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P 
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P 
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Genes blanco del TGF-ββββ 

formar un complejo heterotetramérico de receptores. La cinasa de RII, fosforila la 

región GS (región rica en residuos de glicinas y serinas) del RI, activando su dominio 

de cinasa, a través del cual son fosforiladas las R-Smads, que entonces se unen a la 

Co-Smad (Smad4). El complejo R-Smad/Co-Smad se transloca al núcleo celular e 

interactúa con otros reguladores transcripcionales modulando positiva o 

negativamente la expresión de genes regulados por el TGF-β (18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.  Vía de señalización canónica  del TGF-ββββ 

TGF-β se une a los receptores tipo II y I, a través de los cuales activa a los intermediarios de la 

vía,  las proteínas R-Smads, las cuales se unen a la Co-Smad para  formar complejos activos 

capaces de translocarse  al núcleo y regular la expresión de genes blanco del TGF-β, al unirse a 

secuencias  de unión a Smads (SBEs). Las Smads regulan positiva o negativamente la expresión 

de sus genes blanco dependiendo de su asociación con FT, coactivadores o correpresores. La vía 

del TGF-β tiene diferentes mecanismos de control, dos de ellos son ejercidos por las proteínas 

Smad7 y SnoN, las cuales además son genes blancos del TGF-β, participando en un asa de 

retroalimentación negativa para el control de dicha señal. 
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1.1.2.1 Smads 

Las proteínas Smad son las mediadoras de las señales de los miembros de la familia 

del TGF-β. El témino “Smad” es el resultado de la fusión de los nombres Mad y Sma 

que reciben las proteínas homólogas presentes en Drosophila y C. elegans 

respectivamente, donde inicialmente fueron identificadas. 

 

De acuerdo a su estructura y funcionalidad han sido clasificadas en tres tipos: 

• R-Smad o Smads activadas por el receptor (Smad 1,2,3,5 y 8) 

• Co-Smad o Smad común (Smad 4) 

• I-Smad o Smad inhibitorias (Smad 6 y 7) 

 

En la señal del TGF-β participan la Smad 2 y Smad3, la Smad4 y la Smad7.  Las R-

Smads y la Co-Smad presentan en su estructura dos dominios conservados 

denominados MH1 y MH2. El MH1 está localizado en el extremo amino terminal (N-

terminal) y el MH2 en el carboxilo terminal (C-terminal). Ambos dominios están 

conectados por una región menos conservada llamada linker o puente. Las I-Smads 

posee solamente una mínima secuencia similar con el MH1, contrario a esto, el 

dominio MH2 es altamente conservado entre todas las Smads (19-21). 

 

El domino MH2 de las R-Smads presenta el motivo SXS en el extremo carboxilo, el 

cual es fosforilado por la cinasa del RI. Por otro lado, la Co-Smad y las R-Smads se 

unen a secuencias de DNA vía su dominio MH1, a través de una estructura β-hairpin u 

horquilla beta, con excepción de la Smad2 que no tiene la capacidad de unirse a DNA, 

debido a que posee una inserción del exón 3 que codifica para un péptido de 30 

aminoácidos en el dominio MH1, y que se localiza entre la β-hairpin de unión al DNA y 

la hélice H2 (19, 21, 27). 

 

El dominio MH2 es una región multifuncional que permite el reconocimiento con 

diferentes proteínas.  En este dominio se presenta una asa L3, que difiere en sólo dos 

aminoácidos entre las R-Smad, y que interacciona con el asa L45 localizada en el 

dominio de cinasa del RI. A través del dominio MH2, es posible además la 

oligomerización de las Smads activadas formando un heterotrímero. También 
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Figura 3.  Representación de los diferentes dominios estructurales y motivos  de las Smads 
En el MH1 de Smad3 y Smad4 se observa el dominio de unión a DNA (beta-hairpin u orquilla 

beta). En el linker se encuentran el motivo de interacción con la  ligasa de ubiquitina Smurf (PY) y 

sitios de fosforilación para MAPKs. En el caso de Smad4 se identifica una señal de exportación 

nuclear (NES, Nuclear  export signal), mientras que las R-Smad presentan secuencias de 

localización nuclear (NLS, Nuclear localization sequence). En Smad4 hay una región de 

interacción con activadores y represores transcripcionales (SAD, Smad4 activation domain). El 

MH2, es multifuncional debido a que presenta una asa L3 (loop L3), a través de la cual 

interacciona con el RI del TGF-β, y se encuentra el motivo SXS en las R-Smads que es fosforilado 

por la cinasa del RI, además el dominio MH2 es importante para la activación transcripcional y la 

oligomerización con Smad4. Modificado de Kaivo-oja et al, 2006. 

mediante su dominio MH2, así como con el MH1, las Smads pueden interaccionar con 

una diversidad de factores transcripcionales (28, 29). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La región linker  es rica en residuos de prolina y serina, lo cual es importante porque 

un motivo PY (prolina-tirosina) presente en esta región en las R-Smads y en las I-

Smads permite la interacción con los dominios WW de las ligasas de ubiquitina Smurf1 

y Smurf2, lo cual es importante para la degradación vía el sistema ubiquitina-

proteosoma (11, 13, 18). 

 

Otros motivos estructurales son las señales de localización nuclear (NLS) en el 

dominio MH1 de las R-Smads, y señales de exportación nuclear (NES) en el dominio 

de MH2 de las R-Smads y algunas en la región linker de las Co-Smads (19). 
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1.2 Regulación transcripcional de genes blanco del TGF-ββββ 

  

1.2.1 SBE (Elementos de unión a las Smad) 

La acción transcripcional de las Smads activadas es posible debido a que en la región 

promotora de los genes de respuesta al TGF-β se encuentra una secuencia consenso 

a la cual se une el complejo de Smads denominada Elemento de unión a Smad y 

conocido por sus siglas como SBE (Smad Binding Element). Los SBEs consisten en 

secuencias palindrómicas que inicialmente fueron identificadas como CAGATCTG, sin 

embargo, se ha demostrado que las Smad pueden unirse óptimamente con la 

secuencia de 5 bp CAGAC e incluso son suficientes las 4 bp CAGA (9,18,19). 

 

Se ha calculado que la secuencia CAGAC está presente cada 1024 bp en el genoma o 

por lo menos una vez en la región de regulación de un gran número de genes. En 

general los genes que responden a TGF-β presentan uno o más SBEs en sus 

promotores. Sin embargo, cabe mencionar que existen estudios, que señalan que no 

todos los genes blanco de las Smad presentan SBEs en su promotor, tal es el caso del 

gen goosecoid en ratones. Además, se ha reportado, aunque de forma limitada, que 

las Smads pueden unirse a secuencias ricas en guaninas y citosinas y no 

necesariamente a secuencias SBEs (18-20). 

 

A pesar de que las Smads pueden unirse a SBEs, esta unión exclusiva no puede llevar 

a cabo la activación de los genes blanco del TGF-β, debido a que se caracteriza por 

ser una unión débil por su baja afinidad y selectividad. Bajo estas circunstancias, la 

asociación de factores transcripcionales, juega un papel muy importante, al dar una 

mayor afinidad y especificidad a la unión de las Smads con el DNA (20-21). 

 

1.2.2 Activación y represión transcripcional por TGF−β−β−β−β    

El TGF-β puede activar o reprimir la expresión de ciertos genes. La activación 

transcripcional mediada por TGF-β se debe principalmente a la unión del complejo 

activo Smads a los SBE, con la participación de factores transcripcionales activadores 

y ciertos coactivadores. 
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La represión de la expresión de un gen puede darse de diferentes formas, una de 

ellas, consiste en que el complejo de Smads activadas se una a los SBEs y la 

presencia o ausencia de factores transcripcionales específicos medie la inhibición de 

la expresión de ese gen. Además se ha observado el reclutamiento de correpresores 

como SnoN y Ski que pueden a su vez reclutar toda una maquinaría represora que 

contribuyen a la compactación de la cromatina reprimiendo por tanto la expresión de 

dichos genes. 

 

No obstante, se han propuesto secuencias diferentes a los SBEs llamadas TIE, 

(elementos inhibitorios del TGF-β) o recientemente los SIE (elementos de inhibición de 

las Smads), a los cuales se ha visto que se unen Smad3/Smad4 y diversos factores 

transcripcionales, teniendo un efecto inhibitorio en la expresión del gen, ejemplo de 

ello es la unión de Smad3/4, E2F4 y p107 al TIE del promotor del gen c-myc, que 

confiere una represión transcripcional en respuesta a TGF-β (24).  

 

En los últimos años, se han incrementado las evidencias de otro mecanismo por el 

cual el TGF-β regula la expresión de algunos genes, a través de su vía canónica, en 

donde proteínas del complejo de Smads interactúan con dominios de ciertos factores 

transcripcionales clave para la activación de cierto gen, liberándolo de su unión al 

DNA. Ejemplo de ello es como el TGF-β reprime la expresión del gen Pax-6 al prevenir 

la autorregulación de su propio promotor por la interacción de Pax-6 con Smad3 en el 

núcleo (35). 

 

Se han caracterizado diversos factores de unión a DNA con los que interaccionan las 

Smads, para la regulación transcripcional de genes específicos en respuesta a TGF-

β  (Tabla 1). Las R-Smads usan diferentes factores, muchos de los cuales son 

expresados solamente en ciertos tipos celulares, confiriendo especificidad celular para 

respuestas mediadas por TGF-β, además de que un mismo factor transcripcional 

puede ser multifuncional y dependiendo de su unión con otros coactivadores o 

correpresores se determina la especificidad de su respuesta (20). 

 

Algunos ejemplos de la importancia de la asociación de las Smads con ciertos factores 

transcripcionales para regular la expresión de genes blanco son los siguientes: La 
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autorregulación de TGF-β3, en donde CREB-1, ATF-2 y c-Jun se unen 

constitutivamente al sitio CRE en el promotor de TGF-β3 y son requeridos para la 

expresión basal de éste. Después de la estimulación con TGF-β3, Smad3 fosforilada 

es también reclutada al sitio CRE, y junto con los otros factores aumenta la 

transactivación de este promotor, incrementando la producción de TGF-β3. Otro 

ejemplo interesante es el complejo formado de Smads con el factor transcripcional 

Sp1, que media la inducción transcripcional temprana de Smad7 por el TGF-β en 

células de cáncer pancreático (36). 

  

Cofactor  Gen Blanco 

FAST Mix2, Nodal, Lefty2 

Mixer Goosecoid 

TFE3 PAI-1 

CBFA3 IgA 

Jun c-Fos 

Lef1/TCF Xtwn 

 

 

 

1.3 Regulación de la señal del TGF−β−β−β−β    

La vía de transducción del TGF-β es regulada por diferentes mecanismos a varios 

niveles de la cascada de señalización, como por ejemplo: 

 

1) Degradación de diferentes componentes de la vía, a través de la ubiquitinación 

y la vía el proteosoma. 

2) Smad7, una Smad inhibitoria que bloquea la activación de las R-Smad. 

3) Interacción de Smads con correpresores transcripcionales como Ski y SnoN. 

 

Las proteínas Smad2/3 activadas y los receptores del TGF-β, son degradados 

mediante el proteosoma, que constituye un importante mecanismo de control, ya que 

detiene la vía de señalización. La degradación de estos componentes requiere que 

éstos sean ubiquitinados mediante ligasas E3 de ubiquitina, que pueden ser Smurf2 

(Smad ubiquitin regulatory factor) o APC (Anaphase-Promoting Complex), las cuales 

pueden actuar sólo cuando las Smads están fosforiladas. De esta forma, cuando las 

Tabla 1. Ejemplos de diferentes cofactores utilizados con Smad 2 y 3 para regular la expresión 

de algunos genes blanco del TGF-β. 
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proteínas Smads interactúan con otros componentes de la vía como son los 

receptores y con las mismas Smads, las ligasas E3 de ubiquitina realizan su función 

conduciéndolos a degradación vía proteosoma. Cabe señalar que el proteosoma 

puede degradar a correpresores de la vía, como Ski y SnoN, pero en este caso 

manteniendo la señal encendida (11,13). 

 

Con relación a Smad7, a pesar de no poseer un motivo de fosforilación, ésta puede 

unirse al RI, evitando la asociación de éste con las R-Smad y por lo tanto también con 

Smad4. Otro aspecto importante, es que Smurf2 interacciona constitutivamente con 

Smad7, a través del motivo PY, pero la activación del TGF-β resulta en un 

reclutamiento de Smurf2 dependiente de Smad7 al receptor de TGF-β para promover 

la degradación a través del proteosoma (9, 11). A nivel transcripcional un mecanismo 

de regulación de la vía, es la inhibición de la función transcripcional de las Smads por 

los correpresores Ski y SnoN. 

  

 

1.4 SNON  

 

1.4.1 Características estructurales de Ski y SnoN  

Ski y SnoN son dos miembros altamente conservados de la familia de 

protooncoproteínas Ski. Fueron identificadas por su homología con el producto del 

oncogen retroviral Sloan Kettering (v-ski) que causa la transformación de fibroblastos 

embrionarios de pollo e hipertrofia muscular en ratón. Ski y SnoN se han identificado 

en  ratón, Xenopus, pollo, tilapia y humano, entre otros (5, 15). En el caso de sno se 

han descrito cuatro isoformas en humano que corresponden a SnoN, SnoN2, SnoA y 

SnoI, resultado de “splicing” alternativo, mientras que en el ratón se presentan sólo 

dos isoformas  que son SnoN y SnoN2 (5).  

 

En general, todos los miembros de la familia Ski, muestran una región altamente 

conservada en el extremo N-terminal de aproximadamente 270 aminoácidos, mientras 

que la región C-terminal muestra una mínima homología, presentando en algunos 

casos los dominios necesarios para la homo o heterodimerización de varios miembros 

de la familia. No obstante, sólo la región homóloga es necesaria y suficiente para su 
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actividad de transformación y diferenciación. Dentro de esta misma región, se exhibe 

además el dominio conservado SAND, el cual mediante una asa llamada I-loop 

interactúa con el asa L3 de Smad4 constitutivamente (4-9, 15). Ski y SnoN tienen la 

capacidad de interactuar, a través de una secuencia de aproximadamente 97 

aminoácidos en la región N-terminal, con el dominio MH2 de Smad2 y Smad3 de 

manera dependiente de la señal del TGF-β, es decir con Smad2 y 3 activadas (12,13, 

16,19). 

 

A pesar de que SnoN y Ski son altamente similares, su expresión es regulada por 

diferentes mecanismos y al parecer no siempre tienen la misma función, sino que en 

ciertos contextos cada una de estas proteínas puede tener funciones específicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Unión a Smad2/3  

Unión a Smad 4 

P 

Figura 4. Representación de la estructura de los miembros de la familia de 
protooncoproteínas Ski.  
Todos los miembros de esta familia tienen su región N-terminal altamente conservada y 

presentan una secuencia suficiente para la actividad transformante de estas proteínas. En la 

región C-terminal existen dominios de homo-heterodimerización. (Modificada de Luo, 2004) 
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1.4.2  El papel de SnoN 

SnoN es una proteína expresada en bajos niveles virtualmente en todos los tejidos 

adultos y embrionarios, sin embargo, existe una desregulación de sus niveles de 

expresión en algunos estados fisiológicos específicos y en diversas patologías. 

 

 

1.4.2.1 SnoN en la tumorigénesis 

La función de SnoN en la tumorigénesis ha sido discutida, debido a que varios 

estudios muestran que SnoN es una oncoproteína, porque su sobreexpresión resulta 

en una transformación oncogénica de fibroblastos embrionarios de pollo, además de 

que también se observa su sobreexpresión en diferentes tipos de cáncer y líneas 

celulares tumorales humanas derivadas de melanoma, de cáncer de seno, pulmón, 

esófago, estómago y próstata (3, 22, 24, 26).  

 

Estudios con ratones deficientes del gen snoN, muestran un incremento en la 

susceptibilidad a carcinógenos químicos, mientras que en ratones knockout la 

ausencia de snoN es letal para la embriogénesis (2, 4, 5, 15). Tales resultados indican 

el papel dual que SnoN puede tener como oncogen o supresor de tumores 

dependiendo del tipo celular, y  por tanto su relevancia en mantener la homeostasis 

celular.  

 

Recientemente se ha demostrado dicho papel dual de SnoN en la tumorigénesis. En 

experimentos con ratones desnudos, se ha visto que la inyección de células A549 

(adenocarcinoma de pulmón humano) que presentan niveles elevados de SnoN, 

favorece la formación de un tumor, mientras que esto no ocurre en ratones a los que 

se les inyectan las mismas células con los niveles de SnoN abatidos por RNAi. Sin 

embargo, a pesar de que la ausencia de SnoN evita el desarrollo del tumor, favorece 

la metástasis de estas células hacia hueso y pulmón (45). 

 

La complejidad de la función de SnoN se ha relacionado con el rol dual que también 

presenta el TGF-β, debido a que se sabe que en células no transformadas y en 

estados tempranos de oncogénesis, las Smads inhiben el crecimiento, pero en 

presencia de mutaciones en los receptores del TGF-β o cuando hay una 

sobreexpresión de oncogenes tales como ras, disminuye la respuesta inhibitoria del 
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TGF-β y da pie al crecimiento del tumor. Además las células tumorales pierden su 

habilidad para responder al TGF-β y progresan a un estado maligno. La estimulación 

por TGF-β causa en estas células una transición de epitelio a mesénquima 

conduciendo a un incremento de la metástasis e invasión. En estos eventos la 

regulación de los niveles de Ski y SnoN puede estar implicada (10, 22). 

 

La razón por la cual existe la sobreexpresión de SnoN en diversos tipos de cáncer, ha 

tratado de ser esclarecida. Se ha reportado que en líneas celulares de cáncer de 

esófago resistentes a la inhibición del crecimiento por TGF-β, se presenta una 

asociación de SnoN con Smad3 sobre el elemento TIE del promotor del gen c-myc. 

SnoN evita la represión de la expresión de c-myc inducida por TGF-β. Al parecer en 

este tipo de cáncer existe una resistencia a la degradación de SnoN, lo cual evita la 

represión causada por TGF-β de la transcripción de c-myc (24).  La resistencia a la 

degradación de SnoN  podría ser un mecanismo para explicar  la resistencia a la 

disminución de crecimiento inducida por TGF-β en cáncer esofágico (24), y 

posiblemente en otros tipos de cáncer. 

 

Por otra parte también se ha observado la amplificación del gen snoN  en el cáncer  

esofágico, lo cual puede contribuir a los altos niveles de SnoN. Hasta ahora, no se 

sabe como puede estar siendo regulado el promotor del gen sno en diversos tipos de 

cáncer. 

 

1.4.2.2 SnoN en la regeneración hepática 

Interesantemente, miembros de nuestro laboratorio, empleando un modelo de 

proliferación celular diferente al de cáncer, que consiste en la regeneración hepática, 

han mostrado una regulación de los niveles de Ski y SnoN principalmente durante la 

fase de proliferación celular, indicando que estas protooncoproteínas son capaces de 

inhibir la actividad de las Smads en esta fase, con el objetivo de permitir la 

proliferación celular en el proceso de regeneración del hígado ante las señales 

antiproliferativas del TGF-β (17).  
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1.4.2.3 SnoN en la fibrosis 

Otro aspecto relevante, es el efecto profibrótico del TGF-β que puede conducir a 

distintas patologías, tales como alteraciones renales crónicas. Investigaciones actuales 

muestran que la disminución de los correpresores Ski y SnoN ocurre progresivamente 

con el curso de algunos modelos de fibrosis renal, es decir, que inicialmente en un 

riñón normal se encuentran niveles elevados de SnoN y Ski, los cuales son 

marcadamente reducidos en el riñón en un estado fibrótico inducido en ratón, lo que 

indica que estos correpresores de las Smads antagonizan la acción del TGF-β1 y su 

disminución puede jugar un papel importante en la patogénesis de la fibrosis renal 

crónica (25). 

1.4.2.4 SnoN en la diferenciación muscular 

Se sabe que la sobreexpresión de SnoN conduce  a la diferenciación muscular de 

células embrionarias de codorniz, además el ratón transgénico de SnoN conduce a 

alteraciones en las fibras musculares tipo I, indicando la relevancia de SnoN en el 

proceso de diferenciación muscular (47). En nuestro laboratorio se ha observado, que 

la expresión basal de SnoN es mayor en miotubos (células musculares diferenciadas) 

que en mioblastos (células musculares no diferenciadas). Estos estudios indican que 

SnoN al parecer se regula diferencialmente cuando la célula está o no diferenciada. 

 

 1.4.3 Mecanismos de regulación de la vía del TGF-ββββ por SnoN 

Ski y SnoN son reguladores negativos de las señales del TGF-β, ya que homo o 

heterodímeros de éstos, pueden interactuar con las proteínas Smads y reprimir su 

actividad transcripcional (15).  

 

Se ha demostrado que SnoN es una proteína localizada en el citoplasma de tejidos 

normales, así como células no malignas, sin embargo en líneas celulares y tejidos 

malignos, algunos autores muestran que es una proteína exclusivamente nuclear (14), 

mientras que otros muestran además altos niveles de SnoN en el citosol  bajo estas 

condiciones (46). Es probable que en ciertos tipos de tumores haya un cambio en la 

localización subcelular de SnoN predominantemente hacia el núcleo, o bien que SnoN 

se encuentre tanto en citoplasma como núcleo, inhibiendo a las Smads en ambos 

niveles. 
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Los mecanismos que se han descrito, por los cuales SnoN inhiben las señales del 

TGF-β son: 

 

a) Secuestro de proteínas Smads. 

 Se ha demostrado que SnoN puede asociarse con Smad4, Smad3 y Smad2, y se ha 

propuesto que SnoN interfiere con la interacción entre Smad4 y R-Smad como lo hace 

Ski (5). Por otra parte, se ha reportado que la sobreexpresión de SnoN silvestre  

mantiene su localización nuclear y no afecta la acumulación de las proteínas Smads 

en el núcleo, mientras que la sobreexpresión de la mutante de SnoN cuya secuencia 

de localización nuclear fue deletada, permanece y retiene a las Smads en el 

citoplasma en presencia del TGF-β.  Lo anterior sugiere que SnoN es capaz de 

secuestrar a dichas proteínas en el citoplasma y/o en el núcleo, con el objetivo de 

impedir que los complejos activos de las proteínas Smad se unan a sus promotores 

blancos y evitar la activación de genes que responden al TGF-β (Fig. 5). 

 

b) SnoN como correpresor. 

SnoN puede unirse a las Smads ya posicionadas en sus promotores blanco y reclutar 

una serie de correpresores transcripcionales como N-CoR, mSin3A, HIPK2 y MeCP2, 

que a su vez reclutan desacetilasas de histonas, con lo cual previene la unión de 

coactivadores como p300/CBP y de esta forma reprimen la expresión de genes blanco 

del TGF-β (5,8, 15,16). Este tipo de regulación se ha descrito recientemente en 

nuestro laboratorio para el gen de Smad7 (12,16) (Fig.5). 
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1.4.4 Regulación de la expresión de SnoN 
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Figura 5.  Representación de los mecanismos propuestos de regulación de la 
actividad de las Smads por SnoN.  
SnoN puede unirse a las Smads y alejarlas de sus genes blanco, o bien asociarse con las 

proteínas Smad posicionadas en los promotores de genes responsivos a TGF-β y reclutar  

una maquinaría represora para evitar la expresión de dichos genes.   
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1.4.4 Regulación de la expresión de SnoN 

 

1.4.4.1 Regulación de SnoN por TGF-ββββ 

Como anteriormente se mencionó, a pesar de que Ski y SnoN, muestran gran 

semejanza estructural y funcional, existen diferencias importantes en la regulación de 

su expresión. A diferencia de Ski, SnoN es regulado a nivel de RNAm y proteína por el 

TGF-β. 

 

El gen snoN está localizado en el cromosoma 3q26, y se ha demostrado que posterior 

a 1 ó 2 horas de estímulo con el TGF-β hay un incremento en los niveles de su RNAm. 

Sin embargo hasta hace poco tiempo nada se sabía acerca de su regulación 

transcripcional, lo cual justifica el objetivo de este trabajo. 

 

El TGF-β regula además los niveles de proteína de SnoN, debido a que induce la 

degradación de SnoN vía el sistema ubiquitina-proteosoma, a través de la directa 

interacción de SnoN con las proteínas R-Smads activadas, que sirven de adaptadores 

para las ligasas de ubiquitina APC y Smurf2, y recientemente se ha reportado para la 

ligasa de ubiquitina Arkadia (fig.6).  

 

Para la ubiquitinación y degradación de SnoN en respuesta a TGF-β, se requieren al 

menos tres regiones de esta proteína:  

• Dominios de unión a Smad2/3 

• Residuos de lisina que son ubiquitinados 

• Caja D que es blanco de  CDH1-APC 

 

Mutaciones de cualquiera de estas regiones bloquea la degradación de SnoN, 

inducida por TGF-β. 

 

El dominio MH2 de las R-Smad pueden asociarse con la región N-terminal de SnoN, y 

al mismo tiempo puede asociarse mediante su motivo PY con el dominio WW de 

Smurf2. De esta forma Smad2 recluta a Smurf2 a SnoN, permitiendo que el dominio 

HECT de Smurf2 ubiquitine la región C-terminal de SnoN para su subsiguiente 

degradación. La caja D (caja de destrucción) es reconocida por CDH1-APC y esta 
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interacción es favorecida por Smad3 o Smad2. El dominio MH2 de R-Smads  se ha 

encontrado que interacciona con los componentes de APC, Cdc27 y Cdc16. 

 

SnoN es un importante regulador de las señales del TGF-β  que funciona para 

mantener el estado de represión de genes blanco en la ausencia del ligando y en el 

control por retroalimentación negativa de la señal del TGF-β. La degradación de SnoN  

inducida por TGF-β es un paso trascendental inicial para la activación de la señal. 

Recientemente se ha demostrado que la estabilidad de SnoN es regulada por la 

fosforilación llevada a cabo por la proteína cinasa TAK1, la cual se une y fosforila a 

SnoN. Al inactivar TAK1 se evita la degradación de SnoN inducida por TGF-β,  lo cual 

afecta la inducción de genes blanco de las Smads (46). La fosforilación de SnoN es 

una modificación postraduccional llevada a cabo por TAK1, al parecer necesaria para 

mediar su degradación en respuesta al estímulo de TGF-β, para permitir la expresión 

de genes responsivos a esta citocina (46).  

 

1.4.4.2 Otros mecanismos de regulación de SnoN  

SnoN es un gen blanco del TGF-β (50) y recientemente se ha mostrado que también lo 

es del factor de crecimiento de hepatocitos (HGF). La citocina antifibrótica HGF, que 

antagoniza la acción del TGF-β1, induce la expresión del RNAm y de la proteína del 

correpresor transcripcional SnoN en células HKC, pero no de otros correpresores 

incluyendo a Ski, lo cual podría contribuir a abatir la acción profibrótica del TGF-β1 

(22). 

 

Otros estudios sugieren que el gen snoN es un gen blanco de EVI1 (la proteína 

asociada a la leucemia), la cual podría jugar un papel crítico en la transformación 

inducida por EVI1. Además es posible que EVI1 inhiba la señal del TGF-β a través de 

un incremento en la expresión de Ski y SnoN, aunque esto no ha sido completamente 

demostrado (23). 

 

Por otra parte, en nuestro laboratorio se ha demostrado que la anisomicina, un 

inhibidor de la síntesis de proteínas y potente activador de las vías de MAPKs, es 

capaz de inducir la degradación de ambos correpresores por un mecanismo 

independiente de Smads, de la activación de MAPKs y de la inhibición de la síntesis 
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de proteínas. Un punto relevante al respecto, es que esto sugiere que existen 

mecanismos alternos que pueden regular los niveles de las proteínas Ski y SnoN, y 

que son independientes de la vía del TGF-β (12). Aunado a lo anterior, cabe recalcar 

la importancia que tiene la degradación de SnoN, ya que este evento es el primer paso 

para la expresión de genes blanco de Smads y  en algunos tipos de cáncer existe una 

resistencia a la degradación de dicho correpresor. 

 

 

 

 

Complejo 
Smads  
activo 

TGF-ββββ    

Smads  

SBE 

SBE 

? 

snoN 

RNAm 

SnoN 

Genes blanco 
del TGF-β 

2 horas 

Inducción de SnoN 

La inducción de SnoN, 
permite la elevación de los 
niveles de SnoN para 
reprimir genes blanco de 

las Smads. 

x 

SnoN 

SBE 

APC, SMURF, ARKADIA 

30 min 

Degradación de SnoN 

La degradación de SnoN 
permite la expresión de 

genes blanco del TGF-β. 

A B 

Figura 6.  Regulación de la expresión de SnoN por TGF-ββββ. 
SnoN mantiene reprimidos genes blanco de las Smads en estado basal. A) TGF-β induce la 

degradación de SnoN para mediar la expresión de sus genes blanco vía el sistema ubiquitina-

proteosoma mediante la unión de Smads fosforiladas que sirven de reclutadoras y adaptadoras 

para  las ligasas de ubiquitina APC, Smurf y Arkadia. B) Para reprimir nuevamente a los genes 

blancos de las Smads y regresarlo a un estado basal, el TGF-β induce la expresión de SnoN, 

con lo cual se incrementan los niveles de RNAm y proteína de SnoN, para que medie la 

represión de dichos genes. 
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1.4.5 Regulación de la vía del TGF-ββββ por SnoN  

En nuestro laboratorio se comprobó que el TGF-β induce la expresión del RNAm de 

snoN, además de demostrarse la regulación por TGF-β de los niveles de la proteína 

SnoN en una manera dependiente del tiempo (6, 50). De esta forma, se sabe, que 

SnoN funciona para mantener un estado de represión de genes blanco del TGF-β en 

ausencia del ligando, pero que en presencia de éste ocurre una rápida degradación de 

SnoN vía el sistema ubiquitina-proteosoma, mediada por la unión de Smad3 o Smad2 

activadas.  

 

La degradación de SnoN permite a las Smads activar la transcripción de genes de 

respuesta a TGF-β. Además, se ha visto que a tiempos largos (1 h o más), el TGF-β 

induce un incremento del RNAm y de la proteína SnoN, con el objetivo de apagar la 

señal del TGF-β como una asa de retroalimentación negativa (4, 7). 

 

Al respecto, smad7, es un gen blanco del TGF-β y en el laboratorio se demostró en 

células HepG2 y A549, éste gen es reprimido por SnoN y Ski en el estado basal, por la 

interacción de estos correpresores con Smad4 y su unión a dicho promotor. Sin 

embargo, tras el estímulo de TGF-β, la degradación de Ski y SnoN, causa una 

disminución de los niveles de estas proteínas, lo que permite la expresión de Smad7, 

para que posteriormente a 2 horas del estímulo, la inducción de SnoN por TGF-β 

permita el incremento del RNAm y de la proteína SnoN, que entonces reprimirá la 

expresión del gen de smad7 para regresarlo nuevamente a su estado basal (Figura 6 y 

7). Es probable que esto conduzca a mantener bajos niveles de Smad7 con lo cual se 

facilite la propagación de la señal del TGF-β (4). Este es un ejemplo de la importancia 

de la regulación de la expresión de SnoN por el TGF-β, que repercute en el control que 

el correpresor SnoN tiene sobre la vía del TGF-β para regular la expresión de genes 

blanco de las Smads, tales como el gen de smad7.  

 

 

 

 

 

Neevia docConverter 5.1



 23 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7.  Regulación de la vía del TGF-ββββ por SnoN 

La expresión de Smad7 en estado basal es reprimida por SnoN, tras el estímulo de TGF-β se media la 

degradación de SnoN y la activación del gen smad7. A las dos horas del estímulo del TGF-β se 

incrementan los niveles de RNAm y proteína de SnoN. SnoN reprime la expresión de smad7. Este 

mecanismo puede llevarse a cabo para otros genes blanco de SnoN y las Smads. 

2 h 
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2. ANTECEDENTES 

En nuestro laboratorio y en otros, se ha investigado  el control que puede ejercer el 

TGF-β sobre la expresión de snoN a nivel de RNAm y de proteína. El efecto del TGF-β 

sobre la expresión de snoN hace posible que se regule dicha señal mediante 

retroalimentación negativa. Ante estas circunstancias un hecho importante es conocer 

como el TGF-β regula la expresión de snoN a nivel transcripcional, siendo un punto 

clave el analizar y caracterizar al promotor de este gen.  

 

En nuestro laboratorio se comenzó a analizar la secuencia promotora del gen snoN en 

ratón, sin embargo a finales del 2005, fue reportada la clonación del promotor del gen 

snoN de ratón, por Luo y cols (1). A pesar de ello,  no reportan la secuencia promotora 

de snoN, pero señalan la presencia de una zona de respuesta al TGF-β comprendida en 

la región promotora de aproximadamente 400 bp. Los ensayos de footprinting que 

realizaron muestran que las proteínas Smad se unen al promotor de sno, en 4 

secuencias específicas que denotaron como SBE1, 2, 3 y 4. Por otro lado, a través de 

geles de retardo (EMSAs), se observó que mutaciones específicas en estas secuencias 

SBE, sitios consenso de unión a Smads, afectan la interacción de las Smads con el 

promotor.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por medio de estudios con genes reporteros, se observa que mutaciones 

independientes en cualquiera de los SBE no influye considerablemente en la actividad 

promotora, mientras que si los cuatro SBE son mutados se abate significativamente 

dicha actividad. Otro dato interesante que arrojó este estudio, fue que Smad2 y Smad3 

juegan papeles diferentes en la regulación del gen snoN. Por su parte, Smad2 se une a 

 Secuencia 5´-3´  

SBE1 atcctGTCTgagccgggcaccgcAGACagcgccgt 35 

SBE2 ccagccgcccAGACggcgcGCCggg 25 

SBE3 ccacaataggcCAGAcggcgcgcgcg 26 

SBE4 cggccggAGACggcgGcggcGTCTgcggga 30 

 

Tabla 2. SBEs detectados en la zona de respuesta al TGF-β del promotor de snoN de 

ratón.La tabla muestra las secuencias de los oligonucleótidos diseñados con base en la 

secuencia promotora de snoN de ratón por Luo y cols, para los EMSA realizados. En 

mayúsculas se muestras las bases mutadas que afectaron la unión de las Smads. Estas 

son las únicas secuencias reportadas en relación al promotor de snoN. 
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los SBEs, para inducir la expresión de SnoN, pero no así Smad3. Al parecer snoN es un 

gen blanco del TGF-β cuya inducción es dependiente exclusivamente de Smad2/4, 

mientras que Smad3/4 se une a una secuencia de DNA diferente a SBE, denominada 

SIE (elemento inhibitorio de Smad), causando un efecto inhibitorio sobre la activación de 

la expresión del gen snoN (1) (fig.8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esta acción opuesta entre algunas R-Smads, es un hecho interesante, ya que en pocos 

casos se ha reportado, como por ejemplo en el gen goosecoid murino que se expresa 

durante la embriogénesis y que también muestra una regulación diferente por las R-

Smads. Smad3 compite con Smad4 por la unión a la misma secuencia en el promotor 

de goosecoid y previene la unión al DNA del complejo Smad2/4 y de otros coactivadores 

como FAST2 (26).  

 

Es importante mencionar que pocos artículos han reportado la presencia de SIE o TIE 

en los promotores de genes blanco del TGF-β y en algunos de éstos al parecer la unión 

de Smad3 es importante. Por lo tanto, es probable que Smad3/4 pueda cumplir una 

función de regulador negativo y que esta acción pueda verse alterada como resultado 

de mutaciones en Smad4, lo cual afectaría la oligomerización con Smad3, y además 

podría ocurrir en diferentes tipos de cáncer en donde se han reportado mutaciones en 

Smad4 (1, 4, 7, 26). Sin embargo, hacen falta más estudios al respecto.  

 

 

-4.8 -2.8 -2.4 +1 

   SBE 

 400 kb 

kb 

Promotor de snoN Transcrito 

1 2   3  4 

-2.0  

   SIE 

 400 kb 

Fig. 8  Representación del promotor de snoN de ratón, realizada con base en lo descrito por 
Luo y cols 2005 
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3. P L A N T E A M I E N T O   D E L   P R O B L E M A 

 

SnoN es un importante regulador de las señales del TGF-β. Para cumplir con su función, 

la expresión de SnoN es regulada por TGF-β a nivel de RNAm y de proteína. SnoN 

mantiene reprimidos a genes blanco de las Smad en ausencia del ligando, pero TGF-β 

induce la degradación de SnoN unos minutos después de la estimulación e induce un 

incremento en los niveles de su RNAm y de su proteína posterior a las dos horas del 

estímulo, para detener la expresión de genes blanco del TGF-β y regresarlos a un 

estado basal. De esta forma, SnoN participa en un asa de retroalimentación negativa 

para controlar dicha señal (1, 6, 50). 

 

TGF-β está implicado en la regulación de una serie de procesos celulares, en los cuales 

la participación de los reguladores de dicha señal, como Ski y SnoN, es transcendental. 

El mantenimiento de los niveles de SnoN es primordial en la homeostasis celular y su 

patrón de expresión parece ser característico en distintos eventos fisiológicos y puede 

encontrarse alterado (sobreexpresión o disminución de sus niveles) en distintas 

patologías. Es por ello que se ha descrito la participación de SnoN en diversos eventos 

celulares como la tumorigénesis, la regeneración hepática, la diferenciación muscular y , 

la fibrosis renal, entre otros (17, 25, 26, 45, 47). 

 

Ante este panorama resulta interesante saber como el TGF-β modula la expresión del 

gen snoN. Además, es significativo estudiar si su expresión es regulada de forma 

independiente o dependiente de las Smads, y si a pesar del hecho de que es un 

correpresor y responde al TGF-β, se regula como otros promotores típicos de respuesta 

a dicho factor. Recientemente se han reportado algunos aspectos relacionados con el 

promotor de snoN de ratón, sin embargo, es necesario hacer más estudios al respecto 

que confirmen tales resultados, pero además es fundamental comparar si esta misma 

regulación sobre la actividad promotora de snoN es igual entre el ratón y el humano, o 

bien si existen diferencias que pudieran repercutir en la función de SnoN y en el control 

sobre TGF-β. 

 

La caracterización del promotor de snoN permitirá entender como está siendo regulada 

la expresión de SnoN en los diversos contextos celulares en los que hasta ahora se 
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sabe está involucrado, y reconocer si es posible que mediante su regulación 

transcripcional, se controlen algunas de sus acciones. 
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4. H I P Ó T E S I S 

 

 

Si en la secuencia del promotor de snoN humano se identifican regiones como los SBEs 

entonces el TGF-β podría regular positivamente la expresión del gen snoN humano de 

forma dependiente del complejo activo de las Smads (S2/4), el cual se uniría a los SBEs 

localizados en el promotor de dicho gen.  

 

 

5. O B J E T I V O S 

 

Objetivo general 

p Clonar y caracterizar la región del promotor del gen snoN humano que responde 

al TGF-β. 

 

Objetivos particulares 

p Definir la secuencia promotora del gen snoN que contiene las regiones de 

respuesta a TGF-β.  

p Clonar la región del promotor del gen snoN humano que responde al TGF-β y 

generar un gen reportero en donde esta región promotora regule la expresión de 

la luciferasa, para analizar la respuesta del promotor snoN humano al TGF-β. 

p Establecer posibles sitios de unión de factores de transcripción potenciales para 

regular la región del promotor del gen snoN humano que responde al TGF-β. 
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5. E S T R A T E G I A    E X P E R I M E N T A L

GENOMATIX
Identificación de los genes snoN y 

smad7
Acceso a secuencias en Gen Bank

de la posible región promotora
(para smad7 ya esta determinada, no 

así para snon)

GEN BANK
Ubicación de secuencias que 

contienen al gen snoN y a la posible 
zona promotora

Selección de secuencias 
a utilizar para snoN y 

smad7

Secuencia en formato
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Secuencia en formato 
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SEQUENCES

Blast
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resultantes del blast en la 
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interés
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transcripcionales
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transcripción
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Diseño de 

oligonucleótidos

Secuencia de 
interés que se 
desea comparar
(SBEs)

Extracción de
DNA genómico
de humano y 

ratón

Amplificación 
del fragmento 
de interés

(PCR)

Purificación del 
fragmento de 

interés

WATCUT
Análisis de 
restricción

Vector de clonación

Clonación

Transfecciones
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genes 
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Oligonucleótidos

C h I P
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6. M A T E R I A L E S   Y   M É T O D O S

6.1 Bioinformática. Análisis de genomas y secuencias

El análisis por bioinformática consistió en la identificación y ubicación del gen snoN en el 

genoma de ratón, de rata  y en el de humano, utilizando el software Genomatix. A partir 

de estos resultados, fue posible la localización y obtención de las secuencias del Gen 

Bank correspondientes al cromosoma 3, en el cual se encuentra el gen snoN de ratón y 

de humano y en el caso de la rata en el cromosoma 2.  Para el ratón se utilizó la 

secuencia AC117590 y para el humano y la rata se emplearon las secuencias 

AC073288/ NT_005212 y NW_047625, respectivamente. Posteriormente para delimitar 

la zona de respuesta a TGF- se realizó un blast, con el software BLAST2 Sequences, 

de las secuencias de las clonas mencionadas, y de cada una de las secuencias de los 4 

SBEs detectados en la región de respuesta al TGF- del promotor del gen de snoN de 

ratón reportadas por Luo y cols. De esta forma, se determinó si realmente los SBEs 

reportados están presentes en el promotor del gen snoN de ratón y la presencia o 

ausencia de éstos en el humano, así como la semejanza y diferencias entre las 

secuencias de las tres especies. La secuencia del promotor de Smad7, se obtuvo 

directamente del Gen Bank: AF254791, AF167314, AF156727 para el ratón, rata y 

humano respectivamente.

Con estos resultados fue posible delimitar secuencias más cortas de las regiones 

promotoras de interés que presentan los SBEs  para el ratón y el humano, ya que son 

las secuencias de interés en este trabajo por responder a TGF-, y a partir de las 

cuales, se realizó el análisis in silico de posibles factores transcripcionales que pudieran 

estar involucrados en la interacción de las Smads con el DNA. Para el análisis de 

factores transcripcionales que se unen al promotor de los genes snoN y smad7, se 

utilizaron los programas Genomatix, Consite, y ALGGEN (Algorithmics and Genetics 

Group).

Además, se identificó el probable sitio de inicio de la transcripción en el gen de snoN. 

Para ello, se efectuó un blast con la secuencia del gen que codifica para la proteína 

SnoN obtenida del Gen Bank y la clona correspondiente. Para el humano se utilizó la 

secuencia de RNAm U70730.1 y para el ratón U10532.1. Con la misma finalidad, se 
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utilizó también el programa DTSS HOME (Data base transcriptional start sites) y los 

posibles sitios de inicio de la transcripción fueron comparados.

Se realizó el análisis de restricción, con lo que se escogieron las enzimas de restricción 

(ER) adecuadas para la clonación de dicho promotor y para la comprobación de los  

fragmentos esperados de PCR. Además, con base en dichas secuencias que contienen 

a los SBEs, fue posible el diseño de oligonucleótidos específicos para el PCR. El 

análisis de restricción se llevó a cabo con el programa WATCUT, y finalmente los 

oligonucleótidos diseñados fueron analizados por el software DNAMAN, determinando la 

Tm, la formación de hairpin, el %GC y  la longitud de los oligonucleótidos. 

6.2 Diseño de oligonucleótidos específicos

Los oligonucléotidos para la amplificación de los fragmentos de interés del promotor 

snoN (de 400 y 770 bp para el ratón y de 430 y 670 bp para el humano) por PCR, fueron 

diseñados con base en la secuencia del promotor del gen de snoN que contiene los 4 

SBEs, extraída del análisis de bioinformática llevado a cabo. Todos los oligonucleótidos 

contienen el sitio de restricción para la enzima KpnI en el extremo 5’, y para la enzima

SacI en el extremo 3’, cuyos sitios de restricción están también presentes en el sitio de 

multiclonación del vector pGL3-Basic. De esta forma, el sitio de restricción para dichas 

enzimas se adicionó a los oligonucleótidos con el propósito de que sirvan para la 

clonación posterior del producto de amplificación. Para la amplificación del  promotor de 

smad7  se utilizaron los oligonucleótidos S7 sense y antisense, que no tenían ningún 

sitio de restricción integrado.

6.3 Extracción de DNA genómico 

En general, para el desarrollo experimental de este proyecto se emplearon reactivos de 

la compañía Sigma-Aldrich (se especifica qué proveedor en caso contrario). La 

preparación de las soluciones empleadas se anexa en el apéndice.

La extracción de DNA genómico se efectuó con solventes orgánicos mediante la técnica 

fenol-cloroformo modificada (30, 31), a partir de hígado en el caso de ratón y de sangre 

total para el humano. En el caso del ratón, se extrajo el hígado, se pesó y se agregaron 

diez volúmenes de amortiguador de lisis por cada gramo de tejido. Se incubó en 

agitación 2 horas a 37 ºC. Se adicionó proteinasa K a una concentración final de 100 
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g/ml y se incubó 2 horas a 50 ºC en agitación. Se adicionó un volumen de 

Fenol/Cloroformo/Alcohol Isoamílico (Invitrogen) y se mezcló por 5 minutos, y a 

continuación se centrifugó a 6000 xg a temperatura ambiente por 15 minutos para 

obtener la fase acuosa, y luego se repitió el procedimiento dos veces más. Se agregó al 

sobrenadante final, 0.1 volumen de acetato de sodio 3 M y 2 volúmenes de etanol al 

100%, y se dejó reposar a temperatura ambiente 30 minutos. Se obtuvo el DNA y se 

enjuagó con 4 ml de etanol al 70%. El DNA se resuspendió en amortiguador  TE y se 

determinó su concentración y pureza.

En el caso del humano, la sangre obtenida se mezcló con 3.5 mL de anticoagulante 

(ACD) y se centrifugó 15 minutos a 4 ºC. Se obtuvo con cuidado la capa de leucocitos y 

se transfirió a un tubo para repetir la centrifugación bajo las mismas condiciones. El 

sobrenadante se resuspendió en 15 mL de amortiguador de lisis y se incubó 1 hora a 37 

ºC. Los pasos subsiguientes corresponden a los ya descritos para la extracción del DNA 

de ratón (30, 31).

6.4 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)

Las diferentes PCRs se realizaron empleando como cebadores a los oligonucleótidos 

diseñados. Se utilizó 1 g de DNA genómico por reacción. Se usó el Kit Master mix Taq 

PCR (Qiagen) para amplificar el gen de smad7 y para amplificar el gen snoN murino y 

humano se utilizó el kit AccuPrime GC-Rich DNA pol (Invitrogen). El perfil de PCR para 

cada par de oligonucleótidos fue estandarizado para definir condiciones de 

amplificación.  El programa empleado se muestra en la tabla 3.

PCR 

 Ciclos

smad7 snoN ratón

400 bp

snoN humano/ ratón 

(670/770)

snoN humano

430 bp

1 5 minutos 95ºC 5 minutos 95ºC 5 minutos 95ºC 5 minutos 95ºC

1 minuto 95ºC 30 segundos 95ºC 30 segundos 95ºC 30 segundos 95ºC

1 minuto 65ºC 30 segundos 58ºC 30 segundos 65ºC 30 segundos 63.5ºC30

1 minuto 75ºC 1 minuto 75ºC 1 minuto 75ºC 1 minuto 75ºC

1 5 minutos 75ºC 5 minutos 75ºC 5 minutos 75ºC 5 minutos 75ºC

Fin de la  

reacción

4ºC 4ºC 4ºC 4ºC

Tabla 3. Programa utilizado para la amplificación del promotor de smad7 y snoN.
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Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1.5 o 2 %, y se aislaron y 

purificaron mediante el método de QIAquick Gel Extraction (Qiagen). Este método 

consiste en fundir el pedazo de gel de agarosa que contiene el fragmento de interés y 

mediante una columna que contiene una resina con alta afinidad por el DNA, este ácido 

nucléico se purifica de la agarosa y otras impurezas, al ser retenido por la columna y 

finalmente eluido para su purificación.

6.5 Clonación de los promotores del gen smad7 y del gen snoN

El vector de clonación utilizado fue pGL3-Basic (Promega). Este vector se eligió porque 

esta diseñado para el análisis cuantitativo de los factores que regulan la expresión 

génica en los mamíferos, como son los promotores. El vector pGL3-Basic carece de una 

región promotora eucariota y de cualquier otra secuencia amplificadora, por lo que es 

posible clonar secuencias reguladoras de la transcripción hipotéticas. Este vector 

contiene el gen de resistencia a amplicilina, y una secuencia modificada de cDNA del 

gen de la luciferasa de Photinus pyralis denominada Luc+. También contiene un sitio de 

multiclonación con sitios para las enzimas de restricción KpnI, Sac I, Mlu I, Nhe I, Sma I, 

Xho I, Bgl II y Hind III (Fig. 9). 

Con este plásmido se transformó, la cepa DH5 de bacterias competentes de E. coli

(Invitrogen). En condiciones de esterilidad se colocaron en un tubo eppendorf 20 l de 

células competentes DH5 de E. coli y 1 l del plásmido pGL3-Basic (Promega). Se 

Figura 9.  Mapa del vector pGL3-Basic
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llevó a cabo el choque térmico, que consistió en la incubación de 25 segundos a 37 ºC, 

seguido de otra incubación de 2 minutos a 4 ºC. Se agregaron 500 l de medio LB y 

después de mezclar se efectuó la última incubación de 30 minutos a 37 ºC. Las 

muestras se centrifugaron a 13K rpm 3 minutos. El sobrenadante se eliminó dejando 

aproximadamente 100 l, con los cuales se resuspendió la pastilla y posteriormente se 

sembraron en cajas petri con medio agar LB/amplicilina. Las cajas se incubaron a 37 ºC 

por 24 horas. Se eligió una de las colonias obtenidas, la cual se inoculó en 150 mL de 

medio LB/ amplicilina a una concentración de 200 g/ml y se dejó en agitación toda la 

noche a 37 ºC. La purificación de DNA plasmídico se hizo a través del Plasmid Mini Kit 

(Qiagen). El vector pGL3-Basic obtenido fue linearizado con las enzimas de restricción 

correspondientes para la clonación y posteriormente desfosforilado con la fosfatasa 

alcalina (Roche) para clonar los productos de PCR.

6.5.1 Clonación del promotor de smad7 humano 

La región promotora del gen smad7 humano que presenta un SBE obtenida por PCR ya 

purificada, se clonó directamente en el plásmido pCR4 (Topo-cloning TA), de acuerdo 

con la metodología que recomienda el proveedor. El plásmido resultante se denominó 

pCR4-TOPO-smad7, el cual se sometió a digestión con la enzima de restricción EcoRI, 

para la liberación del inserto, el cual se subclonó en el vector pcDNA3 y se nombró 

pcDNA-smad7, para posteriormente efectuar su digestión con las enzimas de restricción 

KpnI y XhoI, para liberar el inserto de interés. Dichas enzimas se utilizaron para la 

digestión del vector pGL3-Basic, que  enseguida fue desfosforilado. De esta forma el 

inserto de smad7 proveniente de las subclonaciones descritas se ligó finalmente en 

pGL3-Basic digerido con KpnI y XhoI para obtener el gen reportero pGL3-smad7 (Fig. 

10).

6.5.2 Clonación del promotor del gen snoN de ratón y de humano

Dado que los oligonucleótidos diseñados para la amplificación de snoN tenían integrado 

el sitio de reconocimiento para las enzimas de restricción KpnI y SacI, se efectuaron 

digestiones del producto de PCR purificado y del vector pGL3-Basic con estas enzimas. 

Los productos de la digestión se purificaron y ligaron con T4 ligasa al igual que los casos 

anteriores. De esta manera se obtuvo el gen reportero pGL3-SnoN (Fig. 10).
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Producto de 
PCR 132 bp 

correspondient
e a secuencia 
de promotor 

del gen smad7

A

Ligación

B

Figura 10.  Representación de la estrategia efectuada para clonar al promotor de smad7 
(A) y de snoN (B), en el gen reportero pGL3-basic.
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6.6  Líneas celulares

Se utilizaron las células A549 (adenocarcinoma de pulmón humano), las HepG2 

(hepatoma de humano) y las Hek293T (línea celular de riñón embrionario humano). Las 

células A549 se cultivaron en medio F12-Ham’s (Gibco BRL) y las HepG2 y HEK293T 

en DMEM (Gibco BRL). En todos los casos el medio se complementó con 10% suero 

bovino fetal (Multicell, Wisent), 100 U/ml de penicilina, 100 g/ml de estreptomicina, y 

las células se cultivaron en una atmósfera de CO2 al 5% a 37ºC. Las células se 

ayunaron 2 horas o una noche previa  con 0.2% de suero fetal bovino, con el objetivo de 

evitar que se enmascare el efecto de TGF- por los factores de crecimiento del suero. 

La concentración utilizada de TGF- fue de 200-300 pM (0.2-0.3nM), excepto en 

experimentos de inmunoprecipitación de cromatina donde se utilizó una concentración 

de 0.5 nM.

6.7 Ensayo de Luciferasa

Para el ensayo de luciferasa, las células A549 y HepG2 fueron transfectadas 

transitoriamente usando lipofectamina (Invitrogen) y por el método de fosfato de calcio 

respectivamente. Los plásmidos transfectados incluyen a los genes reporteros de la 

luciferasa, uno bajo el control de una región del promotor de smad7 que contiene al SBE 

de 132 bp, y otro con una región del promotor de snoN de 400  y 770 bp que contiene 

cuatro SBEs en el caso del ratón y de 430 y 670 bp para el humano, clonados para el 

desarrollo de este trabajo. Para estos ensayos, las células se cotransfectaron con los 

plásmidos que contenían al gen de la -galactosidasa bajo el promotor CMV (pCMV-

gal) que sirvió para normalizar la actividad de luciferasa.

6.8 Inmunoprecipitación de Cromatina

Preparación de la cromatina

La inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) se realizó con las células A549 a un 70 % 

de confluencia y en ayuno desde una noche previa al experimento. Las células fueron 

tratadas con formaldehído 11 % a 37 °C por 20 min, con el fin de  entrecruzar a las 

proteínas con el DNA. La reacción se detuvo con la adición de glicina 0.2 M dejando las 

células en hielo durante 5 min. Las células se recolectaron y lavaron en PBS y se 

centrifugaron a 2000 rpm. La extracción de núcleos se efectuó al resuspender la pastilla 

de células con 5 ml de amortiguador de lisis  incubando durante 10 min a 4 C en 
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agitación, centrifugando a continuación a 2000 r.p.m. La pastilla obtenida se agitó 10 

min a 4 C y se resuspendió en 4 ml de amortiguador 2. La pastilla, conformada por los 

núcleos de las células, se resuspendió con 3 ml de amortiguador 3. En el amortiguador 3 

se sonicó 10 veces en hielo, con ciclos de 30 s de sonicación y 1 min de descanso, con 

una potencia del sonicador Fisher Sonic Dismembrator 300. 

La cromatina obtenida se preincubó con 30 l de proteína G bloqueada previamente 

como se indica en el apéndice, mezclándola toda la noche a 4 ºC. Al otro día se 

centrifugó a 13,200 rpm, y se transfirió el sobrenadante (cromatina “limpia”) a un tubo 

nuevo, y después se guardó a –70 C, o se continúo con el protocolo.

Inmunoprecipitación de cromatina

Con la cromatina “limpia” se realizó la inmunoprecipitación de proteínas de interés, 

utilizando 250 l de cromatina, 250 l de amortiguador de precipitación y 5 μl del 

anticuerpo correspondiente. Se reservaron 100 l de cromatina en un tubo adicional por 

cada condición experimental, para cuantificar la cantidad inicial de cromatina (input). 

Esta mezcla se incubó toda la noche a C en agitación, al día siguiente se agregaron 

20 l de proteína G y se incubó a 4 C durante 3 h en agitación. 

Las muestras se centrifugaron a 13,200 r.p.m por 10 s, se eliminó el sobrenadante y se 

agregó el amortiguador de lavado, lavando las perlas 7 veces. La pastilla de proteína G 

se resuspendió en 100 l de TE y se  agregó también 1 l de RNasa, 5 l de SDS 10 % 

y 1 l de proteinasa K a 20 mg/ml. Las muestras se incubaron a 55 C por 3 h, después 

se cambió a 65 C y se incubó toda la noche. 

Recuperación del DNA 

Las muestras se centrifugaron  5 s a 15 000 r.p.m. y se recupera el sobrenadante, al 

cual se añadió 1 vol de fenol-cloroformo-isoamílico y se agitó por 10 s, y se centrifugó a 

13,200 r.p.m. a temperatura ambiente por 5 min. La fase acuosa se trató  agregando 1 

volumen de cloroformo y nuevamente se centrifugaron a 13 200 r.p.m. a temperatura 

ambiente por 5 min. La capa acuosa obtenida se recuperó y se precicitó con 1/10 de 

volumen de acetato de sodio 3 M pH 5.2, y 2.5 volúmenes de etanol absoluto a -70C 
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por 30 min. La pastilla de DNA se resuspendió en 20 l de H20 y se guardó a –20 C, 

hasta su uso.

PCR

Las muestras de DNA obtenidas se amplificaron con las condiciones antes descritas 

para el promotor de snoN y smad7. Las muestras se corrieron en un gel nativo de 

acrilamida al 6 %, y al finalizar la corrida se tiñó con bromuro de etidio. Al gel se le tomó 

una fotografía bajo luz ultravioleta, para identificar las bandas correspondientes al 

producto de interés.
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7. RESULTADOS

7.1 Bioinformática

7.1.1 Obtención de las secuencias del promotor de snoN de humano y de ratón que 

responden al TGF-

La caracterización del gen snoN se realizó empleando las secuencias del Gen Bank y el 

programa Genomatix. Este análisis mostró que el gen snoN se localiza en el cromosoma 

3 en el caso del humano y del ratón y en el cromosoma 2 para la rata.

Para delimitar la zona promotora del gen snoN de ratón que contiene a los SBEs, se llevó 

a cabo el alineamiento de cada SBE reportado con la clona AC117590 de ratón que 

contiene la secuencia del cromosoma 3. Como se esperaba, se localizaron los 4 SBEs 

reportados para el promotor del gen snoN de ratón. Sin embargo es importante señalar 

que aunque Luo denominó a cada una de estas regiones como “SBE”, en realidad estas 

son regiones de respuesta a Smad y cada una de ellas presenta dos sitios consenso de 

unión a Smad, es decir 2 SBEs, con excepción de la tercera secuencia que presenta 1 

SBE. No obstante manejando su misma terminología, en este trabajo se denominó a 

cada una de estas secuencias como SBEs.

La región del promotor del gen snoN, que contiene los SBEs, obtenida del análisis 

bioinformático para el ratón y para el humano respectivamente se muestra en las figuras  

11, 12 y  13.

Usando estas secuencias SBEs reportadas para el ratón, se efectuaron alineamientos 

simples con las secuencias donde se localizaba el gen snoN de interés para el humano y 

rata. Se realizó además el alineamiento múltiple de las posibles secuencias promotoras 

del gen snoN de ratón, humano y rata. De esta manera fue posible delimitar la región 

promotora del gen snoN de humano, ratón  y rata responsiva a TGF-  las cuales no han 

sido reportadas. Este análisis demostró por tanto que los SBE son secuencias altamente 

conservadas en estas especies.

Las regiones promotoras obtenidas para cada especie, a través del reconocimiento de 

SBEs muestran entre sí una gran similitud. El SBE4 es igual para las tres especies, 

mientras que el SBE2 es igual para ratón y rata. Los SBE1 y 3 difieren en algunas bases 
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como se observa en la tabla cuatro, estas diferencias se presentan en algunas bases que 

no intervienen con el sitio consenso de unión a las Smads (SBEs). En seguida se 

muestra la tabla comparativa de los SBEs de ratón, rata y humano (Tabla 4).

Luo y cols, reportan una región de 400 bp que contiene a los SBEs. Los análisis que 

nosotros hemos llevado a cabo señalan que el fragmento que contiene a los SBEs 

reportados corresponde a una región de 340, 349 y 325 bp en el caso del ratón, la rata y 

el humano respectivamente. Las posiciones de los SBEs en las secuencias promotoras 

son similares para ratón y rata, y diferente sólo para el SBE3 del humano, el cual se 

localiza aproximadamente 20 bp río arriba de alineamiento múltiple donde está el SBE3 

ratón. Esto se debe a que la región que comprende a los SBE en el caso del humano es 

menor (325 bp) que la de ratón y de rata (340 bp).

Especie Secuencia 5’-3’ # %

H atcctgtctgcgccgggtgcaccgcagacagcgccg 36   92

R atcctgtctgcgccggg--caccgcagacagtgccg 34   94

S
B

E
1

M atcctGTCTgagccggg--caccgcAGACagcgccg 34 100

H ccagcttcccagacggcgcgcgggg 25 88

R ccagccgcccagacggcgcgccggg 25 100

S
B

E
2

M ccagccgcccAGACggcgcGCCggg 25 100

H ccacaataggccagacggcacgcgcg 26  96

R ccacaataggccagacggcgcgcgcg 26 100

S
B

E
3

M ccacaatagggCAGAcggcgcgcgcg 26 100

H cggccggagacggcggcggcgtctgcggga 30 100

R cggccggagacggcggcggcgtctgcggga 30 100

S
B

E
4

M cggccggAGACggcgGcggcGTCTgcggga 30 100

En la figura 11 se muestra una representación de los SBEs localizados en la secuencia 

del cromosoma 3 sólo para ratón y humano, debido a que los resultados para rata son 

muy similares a los de ratón.

Tabla 4.  Comparación de la secuencias SBEs de ratón y de humano. La tabla muestra 
las secuencias SBEs de ratón (M), rata (R) y de humano (H). En amarillo se resalta a la(s) 
base(s) diferentes en los SBEs entre ambas especies. # indica el número de bases de cada 
SBE. ”%” es el porcentaje de similitud entre ambas secuencias SBEs que como se observa 
es de 88-100%. En mayúscula se muestran las bases mutadas por Luo, que afectan la unión 
de Smads a SBEs en geles de retardo (EMSA). Las diferencias  entre los SBEs de estas dos
especies son mínimas, y están presentes en zonas que aparentemente no interaccionan con 
las Smads. Luo, definió a estas regiones como SBE1,2,3,4 pero en cada una de estas 
regiones presenta 2 sitios consenso SBEs, excepto la región 3 que sólo presenta 1 SBE 
(mayúsculas azules).
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Figura 11. Comparación del promotor del gen snoN de ratón y de humano. Existe una alta 
similitud entre ambos promotores y los SBEs se encuentran altamente conservados entre estas 
especies.  Hay 4 SBEs para el ratón (arriba) y el humano (abajo). El fragmento de la secuencia 
que contiene a los SBEs es de aproximadamente 340 para el ratón y 325 para el humano. La 
distancia entre una y otra SBE es diferente entre ambas especies. 

Mediante alineamientos de dos secuencias fue posible localizar al SIE reportado en el 

promotor de snoN de ratón, pero también en el caso del humano y rata, teniendo una 

similitud de 93% y 100% respectivamente.

Especie Secuencia 5´-3´ %
M CGA    CGG CGACGG CGACGG 18

SI
E

H CGA G CGG CGACGG CGGCGG 19
93%

Figura 12. Localización del SIE en el promotor de snoN de ratón y su similitud en el 
humano
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M               GCGG--------CCCCAGACAGCCGGCTGAGCGACTCGAGGAAGGAAGGAGGG-------
R               NNNN--------NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGAGGG-------
H               GCGGGGCGGTGGCCCCAGACAGCCGGCTGGGCGACTAGAGGAAGGAAGGAGGGAGGGCGG
                                                                *****       

M               CGGCGGGGGTGGGGCCG--AGGGAACATCCTGTCTGAGCCGGG--CACCGCAGACAGCGC
R               CGGCGGGGGTGGGGCCG--AGGGAACATCCTGTCTGCGCCGGG--CACCGCAGACAGTGC
H               CGGTGAGGGTGGGGTGGGGAGGGAACATCCTGTCTGCGCCGGGTGCACCGCAGACAGCGC
                *** * ********  *  ***************** ******  ************ **

M               CGTGCGCCAGCCGCCCAGACGGCGCGCCGGGCCAGC----AGCGCGGGGTACGCGCGAG-
R               CGTGCGCCAGCCGCCCAGACGGCGCGCCGGGCCAGCCAGCAGCGCGGGGCACGCGCGGGA
H               CGCGCGCCAGCTTCCCAGACGGCGCGCGGGGCCAGA----AGCGCCGGGCGCGCGCCTG-
                ** ********  ************** *******     ***** ***  *****  * 

M               GGGGGCGGGGGAGCGGGAG-------CACGCGCGTGCGCGGCCGAGGCGCCAGGCGCGCG
R               GGGGGCGGGGGAGCGGGAGACCGGCGCACGCGCGTGCGCGGCGGAGGCACCAGGCGCGCG
H               GGGGGAGGGG------------------CACGCGCGCGAGACGACGGGGCCAGGGGGGCG
                ***** ****                  * **** *** * *   **  ***** * ***

M               CCCCGGTCGGGGCTGGGGACGCGCGCGCAGCCTGCA-GTGTGC-AGCCCGCCGGGAGCCA
R               CCCCGGCCAGGGCCGGAGAGGCGCGCGCAGCCTGAA-GCGCGC-AGACCGCGAGGAGCCA
H               CTCTGA--GGAGCCACAATAGGCCAGACGGCACGCGCGTCCACGAGGGGGCCGGGAGCCG
                * * *    * **       *  *   * **  *   *    * **   **  ****** 

M               CAATAGGCCAGACGGCGCGCGCGCCCGAGGGGCTGGCTGGCGCGGGGCCGCG-CGGCGCC
R               CAATAGGGCAGACGGCGCGCGCGCTCGAGGGACTGGCTGGCGCGGGGCCGCG-CGGCGCC
H               CGAAGTGGC-GGCGGCG---GCGAC---GACGCCGGCGGGCCCGCGCGCGCGGCGCCGCC
                * *   * * * *****   ***     *   * *** *** ** *  **** ** ****

M               GCTGGCTTCGTTCCCT-CCCCTCCCCCGCCC-GCCGCCCTCGCTGTCCCCCGGGCGGCCG
R               GCTGGCTTAGTTCCCT-CCCCTCCCCCGCCC-GCCGCCCTCGCTGTCCCCCGGGCGGCCG
H               GCTGGCTCCGTTCCCTTCCCCTCCCCCTCCCCGCCGCCCTCGCTCTCCCCCGGGCGGCCG
                *******  ******* ********** *** ************ ***************

M               GAGACGGCGGCGGCGTCTGCGGGAAGCCGTGT--CTCCGCAGTGACGTGGGCGGGCCGCG
R               GAGACGGCGGCGGCGTCTGCGGGAAGCCGTGT--CTCCGCAGTGACGTGGGCGGGCCGCG
H               GAGACGGCGGCGGCGTCTGCGGGAAGCTGTGTGTCTCCGCAGTGACGTGGGCGGGCCGAG
                *************************** ****  ************************ *

M               GGCCGGGTGACGTCAGAGG-CTGTGTGTAGCGATGTGTGTGGGGTTCGGAGCGGCGCCGG
R               GGCCGGGTGACGTCAGAGG-CTGTGTGTAGCGATG-GTGTGGGGTTCGGAGCGGCGCCGG
H               GACTCGGTGACGTCAGAGGGCTGTGTGTAGCGATGTGTGTGGGGTTCGGAGCCGCGCCGG
                * *  ************** *************** **************** *******

M               CACAGC-GAAGGCGGCTGGCGAGCGACGGCGACGGCGACGGCGGGCACAGGTGCGGCCGC
R               CACAGC-GAAGGCGGCGGGCGAGCGACGGCGACGGCGACGGCGGGCACAGGTGCGGCCGC
H               CACAGCCGAAGGGAGCGGGCGAGCGGCGACGGCGGCGGCGGCGGGCACAGGTGCGGCTCC
                ****** *****  ** ******** ** ** ***** *******************  *

M               AGGTCGCGAGGG-GACGCGA--GGGGCGTGCGGCCTCTGGGGGCGCTGA-----------
R               AGGTCGCGAGGG-GACGTGA--GGGGCGTGCGGCCTCTGGGGGCGCTGA-----------
H               GGCTTACGGCGGCGACGCGGCGGAGGCGGCGGGAGGCCAGAGGCGCTCACCCTCCTAGGA
                 * *  **  ** **** *   * ****   **   *  * ****** *           

M               ----GGCGGCGGCGGCGGGGGTGATGGGGAGGGCACAGAGCCCGG-GGGTCTGCCCGGGC
R               ----GGCGGCGGCGG-GGGGGTTATGGGGAGGCCACAGAGCCCGT-GGGGCTGTCCGGGC
H               GCCCGACGGCGGCGACAGGGGCGGTGGGGAATTCACAAAGCTCGTCGAGCTTACCCGGGC
                    * ********   ****   ******   **** *** **  * *  *  ******

M               GCGGAGGGCCTGAGTGGGGCGTCCGGGATGCGTGGGGGTCCCGGGCGGGGTCGCGGGCAC
R               GCCGAGGGCCTGAGTGGGGCGTCCGGGATGCGTGGGG-TCCCGGGCGGGGTCGAGGGC--
H               ACCGAGG-CCCGAGTAGGGGGTTTGG-ATGCGCGGG--TCCCGGGTGGGGTCGGGGCCAG
                 * **** ** **** *** **  ** ***** ***  ******* ******* ** *  

 SBE1

 SBE3

 SBE2

 SBE4

   SIE
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Se utilizó como control positivo para una serie de experimentos que se muestran a 

continuación al promotor del gen smad7, el cual es otro gen blanco del TGF-, que 

presenta un SBE perfecto en su región promotora. En la figura 14 se muestra un 

alineamiento múltiple de 132 bp del promotor de smad7 de ratón, rata y humano, en el 

que se observa su similitud y la conservación del SBE entre estas especies.

7.1.2 Análisis de restricción

Mediante el análisis de restricción de las regiones promotoras se eligieron las enzimas de 

restricción KpnI y SacI para ser utilizadas en la clonación del promotor snoN, para no 

cortar la región que contiene a los SBEs y para tener un sitio de corte en la zona de 

multiclonación del plásmido pGL3-Basic que se utilizará como vector de clonación. 

También se seleccionaron diferentes enzimas de restricción  (tanto para el ratón como 

para el humano) capaces de cortar la secuencia que contiene a los SBEs, para emplearla 

en ensayos de digestión de los posibles fragmentos de interés que se obtengan, y con el 

fin de demostrar que es el fragmento buscado a través de los fragmentos generados de 

la digestión, así como para descartar que se trate de otro fragmento aparentemente del 

mismo tamaño.

RATON           TAGAAACCCGATCTGTTGTTTGCGAAACACAATCGCTTTTTTTTTTTTT--AAAGCGACA 58
HUMANO          TAGAAACCCGATCTGTTGTTTGCGAAACACAATCGCTTTTTTTTTTTTTTTAAAGCGACA 60
RATA            TAGAAACCCGATCTGTTGTTTGCGAAACACAATCGCTTTTTTTTTTTT---AAAGCGACA 57
                ************************************************   *********

RATON           GGGTGTCTAGACGGCCACGTGACGAGGCCGGAGCCGGGCGCGC-ACTGCGCAGTGGAACC 117
HUMANO          GGGTGTCTAGACGGCCACGTGACGAGGCCGGAGCCGGGCGCGCCACTGCGCAGTGGAACC 120
RATA            GGGTGTCTAGACGGCCACGTGACGAGGCCGGAGCCGGGCGCGCCACTGCGCAGTGGAACC 117
                ******************************************* ****************

RATON           AGCCGAGCAGAGG 130
HUMANO          AGCCGAGCAGAGG 133
RATA            AGCCGAGCGGAGG 130
                ******** ****

Figura 14. Región promotora del gen smad7 de 132 bp.
Este promotor se utilizó como control positivo por ser un gen blanco de Smads y por conocer 
como se regula por TGF-. En este alineamiento se observa la conservación de la secuencia 
promotora entre las distintas especies.

Figura 13. Alineamiento múltiple de la secuencia delimitada de la clona AC_117590, 
NW_047625 y AC073288  para el ratón, la rata  y el humano respectivamente a partir de 
las SBEs reportadas. En rojo se muestra la región de respuesta al TGF- para el ratón por 
contener a los SBEs reportados. En azul se muestra la localización del SBE3 para el 
humano, el cual es similar al SBE3 de ratón y de rata, pero no se localiza en la misma 
posición. En distintos tonos verde se muestra el SIE. En amarillo y en gris se muestran las 
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7.1.3 Diseño de oligonucleótidos

Con base en la secuencia del promotor snoN de humano y de ratón, obtenida como se 

describió anteriormente, se diseñaron oligonucleótidos sintéticos para la región que 

comprende a los SBEs (Fig 15 y tabla 5).

Nombre Secuencia 5´-3´ Tamaño Tm Producto 

esperado

FW ATAGGTACCTGGGGCCGAGGGAACAT 26 57R

REV ATAGAGCTCACGTCACTGGCGGAGACA 27 55

400 bp

SBEhi CGCGGTACCGCGGTGAGGGTGGGGTG 26 59

SBEhf CGCGAGCTCACGTCACTGCGGAGACA 26 55

400 bp

Hfw CGGCGGGGTACCTGGGGACTAGAGGAAGGAA 31 62

H

Hrev GGGGAGCTCTCGACGAGCTTTGTGAATTCC 30 63

670 bp

S7 sense CCTCTGCTCGGCTGGTTCCAC 21 62H/

R S7 antisense TAGAAACCCGATCTGTTGTTTGCG 24 64

132 bp

Figura 15.  Esquema de los diferentes pares de oligonucleótidos empleados para 
amplificar la región de interés del promotor snoN  que contiene a los SBEs. En la parte 
superior se indica el par de oligonucleótidos y en la parte inferior el producto de PCR esperado 
correspondiente a cada par. 

Tabla 5. Oligonucleótidos sintéticos. Secuencias de los oligonucleótidos diseñados para 
amplificar la región de SBEs del promotor del gen snoN de ratón y de humano. Algunos pares 
de oligonucleótidos se diseñaron con el sitio de restricción para las enzimas KpnI y SacI 
integrado, en los cuales se muestra en naranja la secuencia de reconocimiento para la 
enzima de restricción KpnI y en azul para SacI. En verde se muestran las bases adicionadas 
para facilitar el ensamble de la Taq polimerasa durante la amplificación del DNA. En gris claro 
se muestran las condiciones de Tm de la secuencia del oligonucleótido. Consideraciones: 
Sitios de reconocimiento para ER (enzima de restricción): KpnI= GGTACC. SacI= GAGCTC. 
Se muestran además los oligonucleótidos utilizados para la amplificación del promotor del 
gen Smad7, utilizado como un control positivo, los cuales sirven para la amplificación para el 
promotor tanto de humano como de ratón.
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ANÁLISIS FACTORES TRANSCRIPCIONALES: Smad 3 / 4 en promotor snoN ratón y humano

Posición Sec consenso %
Consenso

55-64 tgtctgagcc 94.9

69-78 accgcagaca 95.3
94-103 cgcccagacg 79.0
253-262 aggccagacg 81.7
282-291 tggctggcgc 82.0
379-388 cgtctgcggg 79.6

S
m

a
d
 3

395-404 tgtctccgca 79.4
54-64 ctgtctgagcc 88.2

69-79 accgcagacag 90.8
253-263 aggccagacgg 80.8

S
m

a
d
 4

281-291 ctggctggcgc 80.4
Posición Sec consenso %

Consenso
5-14 tgtctgcgcc 95.0

21-30 accgcagaca 95.3
46-55 ttcccagacg 79.8

149-458 aggccagacg 81.7
316-325 cgtctgcggg 79.6
330-339 tgtgtgtctc 84.2

S
m

a
d
 3

334-343 tgtctccgca 79.4
4-14 ctgtctgcgcc 90.3

21-31 accgcagacag 90.6
149-159 aggccagacgg 80.8

S
m

a
d
 4

329-339 ctgtgtgtctc 83.1

     
        1 tgagcgactc gaggaaggaa ggagggcggc gggggtgggg ccgagggaac atcctgtctg
       61 agccgggcac cgcagacagc gccgtgcgcc agccgcccag acggcgcgcc gggccagcag
      121 cgcggggtac gcgcgagggg ggcgggggag cgggagcacg cgcgtgcgcg gccgaggcgc
      181 caggcgcgcg ccccggtcgg ggctggggac gcgcgcgcag cctgcagtgt gcagcccgcc
      241 gggagccaca ataggccaga cggcgcgcgc gcccgagggg ctggctggcg cggggccgcg
      301 cggcgccgct ggcttcgttc cctcccctcc cccgcccgcc gccctcgctg tcccccgggc
      361 ggccggagac ggcggcggcg tctgcgggaa gccgtgtctc cgcagtgacg tgggcgggcc

        1 ATCCTGTCTG CGCCGGGTGC ACCGCAGACA GCGCCGCGCG CCAGCTTCCC AGACGGCGCG
       61 CGGGGCCAGA AGCGCCGGGC GCGCGCCTGG GGGGAGGGGC ACGCGCGCGA GACGACGGGG
      121 CCAGGGGGGC GCTCTGAGGA GCCACAATAG GCCAGACGGC ACGCGCGTCC ACGAGGGGGC

 181 CGGGAGCCGC GAAGTGGCGG CGGCGGCGAC GACGCCGGCG GGCCCGCGCG CGCGGCGCCG
      241 CCGCTGGCTC CGTTCCCTTC CCCTCCCCCT CCCCGCCGCC CTCGCTCTCC CCCGGGCGGC
      301 CGGAGACGGC GGCGGCGTCT GCGGGAAGCT GTGTGTCTCC GCAGTGACGT GGGCGGGCCG
      361 AGGACTCGGT GACGTCAGAG GGC

Figura 16. Comparación entre el análisis bioinformático de los SBEs en el promotor de 
snoN de ratón y de humano, usando el programa ALGGE-PROMO, y la evidencia 
experimental. En verde se indica el análisis del ratón y en azul el de humano. En el caso 
del ratón se muestran en gris las secuencias SBEs reportandas por Luo y cols y en azul los 
SBEs indicados por el programa. En la tabla correspondiente se indica la posición, 
secuencia y % de similitud de esa secuencia con el sitio consenso establecido para Smad3 y 
Smad4. Para el humano, se comparan en gris los SBEs identificados mediante blast con los 
SBEs de ratón y en azul las secuencias consenso identificadas por el programa para la 
unión de Smad3 y Smad4, como se indica en la tabla correspondiente.

7.1.4 Análisis de factores transcripcionales

El análisis de factores transcripcionales (FT), se realizó mediante el programa ALGGEN-

PROMO, el cual predice qué factores pueden unirse al DNA, de acuerdo con la similitud 

que presenta la secuencia problema con la secuencia consenso para un FT determinado. 

Para validar el empleo del programa ALGGEN-PROMO, inicialmente se buscaron los 4 

SBEs reportados  (1). El programa identificó los SBEs reportados para ratón con una 

similitud del 95-80% con el sitio consenso, y se pronosticó la unión de Smad3 y Smad4 

en dichos SBEs (Fig 16). 
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Cabe reiterar que las Smads regulan la expresión de un gen positiva o negativamente, a 

través de su unión con el DNA y de su interacción con otros reguladores de la 

transcripción como FT, coactivadores o corepresores. La combinación de interacciones 

entre las Smads y ciertos FTs da un mecanismo básico para la regulación coordinada de 

genes específicos. En el caso de snoN, que es un gen blanco del TGF-, no se sabe que 

FTs están involucrados en el control de su expresión, es por ello la importancia de la 

predicción de los FTs implicados generada con este programa.

Algunos de los FTs determinados por ALGGEN-PROMO se muestran en la tabla 6. Estos 

resultados se basan en la similitud mayor o igual al 90% de la secuencia problema con el 

sitio consenso para los factores transcripcionales mostrados.

La mayoría de los factores transcripcionales mostrados (Tabla 6) han sido involucrados 

en el control de la expresión de otros genes blanco del TGF- mediante su asociación 

con las proteínas Smads o bien por participar en la regulación de procesos de 

proliferación y diferenciación celular, por lo que entonces podrían también participar en la 

regulación del gen snoN  tanto de humano como de ratón, aunque esto debe ocurrir de 

una forma dependiente del tipo y contexto celular.  

Comparación de la unión de factores transcripcionales al promotor de snoN de 

ratón y de humano

Dado que la región promotora del gen snoN  de ratón y de humano son secuencias con 

alta similitud en las zonas donde radican los SBEs (Fig 11 y 13),  en general, el programa 

ALGGEN-PROMO pronostica sitios consenso para los mismos FTs (Fig 16), y sólo en 

algunos casos, se presentan diferencias entre el patrón de FTs potenciales de unión al 

promotor de snoN de ambas especies, principalmente en las secuencias entre los SBEs, 

Unión de factores transcripcionales al promotor de SnoN de ratón y humano

Pax-1,2,5,6 Sp1,3 WT1 C/EBP,, YY1

NF-kB Miogenina MyoD p53 AhR

RXR- VDR STAT4 AP-2 ATF

Nkx2-1 GR , MF3 NF-1 E2F-1

Tabla 6. FT que potencialmente podrían unirse al promotor de snoN de ratón y de humano
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Tabla 7.  Predicción de FT que se unen al promotor de snoN de ratón y/o humano, cuyo sitio 
de unión es cercano o está sobrelapado  con los SBEs.

con lo que se comprueba que los SBEs son secuencias conservadas. Considerando lo 

anterior, la figura 17 muestra los FTs que podrían unirse al promotor de snoN y que se 

encuentran aledaños y/o sobrelapados con los SBEs.  Se ha demostrado 

experimentalmente para algunos de estos FT que interaccionan con las Smads y que 

controlan la expresión de genes blanco del TGF-, sin embargo otros de los FT 

encontrados aun no han sido estudiados (Tabla 7).
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Figura 17. Predicción de FT que pueden potencialmente regular la expresión del gen snoN 
de ratón y de humano.  Cada línea de color corresponde a un FT y se encuentra posicionada 
debajo de la secuencia que reconoce. Dada la simitud entre el promotor de snoN de ambas 
especies, la mayoría de los FT que se predicen son iguales en ambos casos.
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FTs  que se predice se unen al promotor del gen snoN, y que además existe una 

evidencia experimental de su interacción con las Smads.

Dentro de los FTs que se ha probado que interactúan con las Smads, y que se muestran 

en la tabla 6, se tiene como ejemplo a YY1, que es capaz de reprimir la actividad 

transcripcional de las Smads de una manera gen específica, y que regula la 

diferenciación celular inducida por el TGF- (31). 

Por otro lado,  la vía de señalización de la vitamina D y el TGF- se relacionan, ya que 

sus mediadores transcripcionales: VDR (receptor de la vitamina D) y las Smads 

respectivamente, requieren unirse a  su sitio consenso en el DNA, los cuales se

encuentran cercanos en el promotor de snoN.

Algunos de estos FTs son clave en procesos cancerígenos como es p53, el cual se ha 

propuesto que puede cooperar con algunos efectores del TGF- como las Smads e 

incluso con SnoN para mediar una modificación de la cromatina y la represión 

transcripcional de algunos genes (33). También se ha sugerido que la señal del TGF-

vía las Smads podría mediar la apoptosis dependiente de p53 en líneas celulares de 

hepatoma (43).

Un ejemplo es el caso de C/EBPbeta, que es esencial para la coordinación de la 

expresión de genes blanco del TGF- y que su sobreexpresión podría desencadenar una 

evasión de estas respuestas en cáncer de mama (41). Algunos otros de estos FTs son 

importantes en la diferenciación celular como es el caso de miogenina y MyoD, que 

interaccionan con Smad3 y que juegan un papel crítico en la diferenciación miogénica, 

regulando la expresión de genes específicos de músculo (37, 38, 40).

Recientemente se ha propuesto un nuevo mecanismo de comunicación cruzada entre la 

vía de señalización del TGF- y la vía de NF-kB, en donde la activación del receptor tipo I 

es requerida para la activación del NFkB y éste coopera con Smad4 para mediar la 

expresión de genes como IkB y smad7, actuando este último como un regulador que 

inhibe la actividad transcripcional mediada por la señal del TGF- y de NF-kB a través de 

bloquear la fosforilación de IkB y la translocación de Smad4 al núcleo (39).
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FTs  que se predice se unen al promotor del gen snoN, pero que no existe una 

evidencia experimental de su interacción con las Smads.

No se ha demostrado que los FTs como Pax 1, 2, 5 y 6, que se predice se unen al 

promotor de snoN, interactúen con  las Smads. La familia de genes Pax  (paired box) se 

sabe que son reguladores del desarrollo embrionario y que codifican para FT nucleares 

que se expresan tempranamente durante la embriogénesis y que están involucrados en 

organogénesis (principalmente en el SNC). Ademas, estos FTs normalmente presentan 

disminuidos sus niveles en el estado adulto. Mutaciones de pax se relacionan con 

enfermedades humanas como el síndrome de Waardenburg y Aniridia, y además están 

asociados con el desarrollo de cáncer, por lo que se consideran proto-oncogenes (44).

Existen subgrupos de los genes Pax  II (Pax2, Pax5 y Pax8) y Pax III (Pax3  y Pax7) que 

son expresados en una amplia gama de tipos de cáncer, al conferir motilidad celular, 

sobrevivencia y autosuficiencia en señales de crecimiento. Por otra parte (Pax1 y Pax9) y 

el subgrupo IV (Pax4 y Pax6) están menos relacionados al cáncer o su expresión resulta 

ser un indicio de un pronóstico favorable, como se observa para Pax6 y Pax9 (40).

Todos los blancos de Pax son genes involucrados en procesos de desarrollo, en 

proliferación, diferenciación, regulación hormonal, organogénesis, adhesión celular y 

migración. Muchos de ellos, interactúan con otros FT, como p53 (40).

En cuanto a E2F1, se sabe que regula la expresión de genes que participan en 

procesos de angiogénesis, invasión y metástasis, por lo que se ha considerado que 

tiene un papel central en muchos aspectos del desarrollo de cáncer. Se ha 

demostrado que su sobreexpresión conduce a apoptosis solo o en cooperación con p53, 

para proteger a los organismos del desarrollo de tumores (36). 

Los STATs son una clase de factores transcripcionales involucrados en el control del 

crecimiento celular, diferenciación y respuesta inmune. STAT-4, es un miembro de esta 

familia, del cual hasta ahora se sabe que es un activador transcripcional que juega un 

papel importante en la respuesta inmune, al ser activado en respuesta a IL-12 (35).

La importancia de clonar el promotor del gen de snoN, para posteriormente estudiar con 

más detalle su regulación, se justifica una vez más en el hecho de que no existe 
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evidencia experimental de la participación de otros factores transcripcionales, diferentes 

a las Smads, en la regulación transcripcional del gen de snoN de ratón y de humano.

Por otra parte, la secuencia SIE, también se analizó sin embargo, en este caso pocos 

son los FTs que se predice que tienen una unión de un 85-100%. Algunos de ellos, se 

muestran en la figura 18. Cabe señalar que a diferencias de los SBEs, en el SIE de 

humano y ratón varían los FT, que se predicen como es el caso de Pax-6 para el ratón 

pero no para el humano y E2F-1 que se predice para el humano pero no para el ratón 

(Fig. 18).

7.1.5 Análisis del sitio de inicio de la transcripción del gen snoN

Para determinar el posible sitio de inicio de la transcripción del gen snoN, se efectuó el 

alineamiento de la secuencia que contiene al promotor del gen de snoN (secuencia del 

cromosoma 3 AC117590 y NC_005412 para el ratón y humano respectivamente) con la 

secuencia del RNAm maduro correspondiente  (U14655 y U70730 para ratón y humano 

respectivamente). En la  fig. 19 se muestran los RNAm reportados en el Genbank para la 

isoforma snoN2 de ratón y de humano que se utilizaron para realizar el blast.

Figura 18. Predicción de FT que pueden potencialmente unirse en la región SIE. 
Cada línea de color corresponde a un FT y se encuentra posicionada debajo de la 
secuencia que reconoce. Dada la simitud entre el promotor de snoN de ambas especies, 
la mayoría de los FT que se predicen son iguales en ambos casos.

Neevia docConverter 5.1



- 14 -

Los resultados obtenidos se esquematizan en la figura 20. En el caso del ratón, de 

acuerdo con lo reportado por  Luo y cols,  las SBEs se ubicaron a 2800 bp del sitio de 

inicio de la transducción. Mediante este análisis las SBEs se localizaron a  2577 bp y a 

2344 bp del SIT  para el ratón y para el humano respectivamente.

Figura 19. El esquema representa las secuencias de los RNAm del gen snoN para 
humano y para ratón, obtenidas del Genbank, y utilizadas para la determinación del 
sitio de inicio de la transcripción de este gen. Secuencia Genbank: Humano mRNA 
U70730. Ratón mRNA U14655.

Figura 20.  Representación del  sitio potencial de inicio de la transcripción.

Se muestra la secuencia del mRNA  empleado y la distancia desde donde se alinea con la 
secuencia AC117590 y NT_005212, que corresponden a la secuencia que contiene al 
cromosoma 3 donde se localiza el gen snoN
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7.2 Resultados experimentales

7.2.1 DNA genómico de ratón y de humano.

Se llevó a cabo la extracción de DNA genómico del hígado de ratón y de 

leucocitos de sangre periférica humana. La concentración del DNA extraído 

determinada por absorbancia, se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 8. DNA extraído de ratón y humano

Para comprobar la integridad del DNA genómico obtenido, se utilizó una 

muestra sin digerir y otra digerida con la enzima de restricción SacI  y se corrió 

en un gel de agarosa al 0.8 %. En el DNA sin digerir se observó solo una 

banda sin la presencia de productos de degradación, mientras que en el caso 

de las digestiones, las enzimas cortaron eficientemente (datos no mostrados).

7.2.2. Reacción en cadena de la polimerasa para la amplificación del 

fragmento del promotor que contiene las SBEs y/o SIE para ratón y 

humano

El fragmento del promotor del gen snoN que contiene los SBEs y/o SIE para el 

ratón y el humano se obtuvieron a través de la técnica de PCR utilizando como 

molde el DNA genómico obtenido.

Para tener un control positivo de los experimentos a realizar,  se llevó a cabo la 

amplificación por PCR de una región de 132 bp que contiene a un SBE del 

promotor de smad7, el cual se sabe por nuestro laboratorio y por otros grupos 

de investigación que es capaz de responder al TGF-. La secuencia promotora 

de 132 bp de ratón, rata y humano de smad7 presenta una alta similitud, por lo 

que la amplificación por PCR de este fragmento para las tres especies puede 

efectuarse con los mismos oligonucleótidos.

Muestra Concentración 260/280

DNA ratón 6.7 g/l 1.9

DNA humano 0.8 g/l 1.8
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Dado que el promotor del gen snoN se caracteriza por ser una secuencia rica 

en GC, y por el hecho de partir de DNA genómico como molde para la 

realización de la PCR, fue necesario realizar un  proceso de estandarización. 

Para lograr amplificar la región promotora snoN, previamente se utilizaron 

diferentes gradientes de temperatura y diferentes concentraciones de MgSO4, 

así como DNA genómico digerido y sin digerir como molde,  diferentes pares 

de oligonucleótidos y combinaciones de éstos y distintas enzimas Taq 

polimerasas, con el objetivo de optimizar las condiciones para la obtención del 

producto de interés. 

En la mayoría de los casos, las  amplificaciones por PCR generaban un gran 

número de productos inespecíficos y en ocasiones bandas que a pesar de 

corresponder aparentemente al tamaño esperado no eran el producto de PCR 

de interés.  Es por ello que para comprobar que se trataba del producto de 

interés se efectuó una reamplificación, una PCR anidada, ensayos de digestión 

y finalmente la secuenciación (Fig 21).

Figura 21. Obtención y comprobación del fragmento promotor de interés.

Estandarización 
de condiciones

Tm

MgCl2, DMSO

Digestión de 
DNA genómico

Electroforesis

PCR

Producto de 
PCR esperado

Purifica el fragmento 
de interés

PCR 
anidada

Reamplificación Ensayos de digestión Secuenciación
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Los fragmentos del promotor del gen snoN de respuesta al TGF- que se 

lograron amplificar, mediante la técnica de PCR, para el humano y el ratón se 

resumen en la tabla 9 y se muestra el producto obtenido por PCR en la figura 

23 y 24.

Especie Tamaño Región 

promotora 

Gen

400 bp SBERatón

770 bp SBE+SIE

430 bp SBEHumano

670 bp SBE+SIE

snoN

Ratón/Humano 133/132 bp SBE smad7

Una vez estandarizadas las condiciones, se lograron amplificar a partir de DNA 

genómico, los fragmentos promotores de snoN de ratón y de humano.

Figura 22. Obtención de la región del  promotor de 132 bp smad7 que 
comprende a su único SBE de humano y ratón. 

Tabla 9. Insertos obtenidos por PCR, correspondientes al promotor de snoN o smad7. Estos 
insertos fueron clonados en el vector pGL3-Basic. SBE= elemento de unión a Smad. SIE= 
Elemento inhibitorio de las Smads.
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Figura 23. Obtención de la región promotora de snoN de ratón a partir de DNA 
genómico de ratón A y B: Se observó el  producto de PCR esperado de 400 bp (A) y 
770 bp (B), el cual fue purificado. C y D. Reamplificación del probable producto de 
interés que fue purificado y ensayos de digestión con ER (BglI y PstI). Estas ER 
cortan las secuencias SBEs, por lo que se obtuvieron los productos de digestión 
esperados, que   corresponden al fragmento de interés.
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Figura 24. Obtención de la región promotora de snoN de humano a partir de 
DNA genómico de humano. A: Se observaron los  productos de PCR esperados de 
430 y 670 bp, los cuales fueron purificados. C. Producto obtenido de la PCR anidada 
del probable producto de interés purificado. D: Ensayos de digestión con ER (BglI). 
Estas ER cortan las secuencias SBEs, por lo que se obtuvieron los productos de 
digestión esperados, que corresponden al fragmento de interés.

A

B

C

Neevia docConverter 5.1



57

7.2.3 Clonación de fragmentos de los promotores smad7 y  snoN

Un fragmento del promotor de snoN humano y de ratón se clonaron 

directamente en el vector pGL3-Basic. Dado que los oligonucleótidos 

diseñados para la amplificación de snoN tenían integrado el sitio de 

reconocimiento para las enzimas de restricción KpnI y SacI,  se llevó a cabo la 

ligación de los productos de PCR digeridos con KpnI y SacI  al vector pGL3-

Basic con estas enzimas, tanto para el promotor snoN humano como el de 

ratón.

La presencia del inserto en las clonas obtenidas se comprobó por el análisis de 

PCR sobre clona (Fig. 25). El plásmido purificado de las clonas seleccionadas 

se sometió a ensayos de digestión con las enzimas de restricción utilizadas 

para la clonación (KpnI y SacI) y algunas otras que de acuerdo al análisis 

bioinformático, eran capaces de cortar la secuencia promotora (RasI, BglI y/o 

PstI). De esta forma se confirmó la obtención del gen reportero para el 

promotor del gen snoN de ratón y de humano (Fig. 26 y 27).

La región promotora de smad7 de 132 bp que contiene al SBE obtenida por 

PCR, se clonó en el vector pCR4 Topo-cloning TA y posteriormente se llevaron 

a cabo dos subclonaciones, la primera en el vector pcDNA3 y finalmente en 

pGL3-Basic. En la figura 28 se muestran los resultados de la estrategia de 

clonación para el promotor de smad7.

Fig. 25  PCR sobre clona, para la verificación clonas recombinantes con el 
inserto de interés. En la figura se muestra como ejemplo,  la verificación de la 
presencia del inserto de snoN de ratón y humano de 770 y 670 bp 
respectivamente, utilizando como molde la clona obtenida de la transformación de 
pGL3-snoN correspondiente. 
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snon pGL3

Fig. 26 Comprobación de la clonación del promotor snoN 400bp de ratón en pGL3-
Basic  mediante ensayos de restricción. Los ensayos con la enzima RasI, o SacI y KpnI  
o sin digerir como se observa en la parte superior. El esquema representa al producto de la 
digestión de pGL3-snon con RasI.  RasI corta el plásmido y el inserto snon generando 
varios fragmentos, entre ellos,  uno de 346 bp. Cuando se digiere con RasI, KpnI y SacI se 
libera el inserto (por KpnI y SacI, que fueron las enzimas utilizadas para la clonación) y el 
inserto es cortado por RasI, generando un fragmento de 288 bp y eliminando la presencia 
del fragmento de 346 bp.
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Fig. 27 Comprobación de la clonación del promotor de snoN 430 bp humano. Se 
efectuaron ensayos de digestión, utilizando a las ER SacI y KpnI, para identificar al 
inserto y con el empleo de SacI, KpnI y BglI se verificó que se trataba del inserto de 
interés, que corresponde al promotor de snoN humano de 430 bp.
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A

B

C

Fig. 28 Comprobación de la clonación del promotor de smad7. Se realizó la 
clonación del producto de PCR de 132 bp de smad7 en pCR4 Topo-cloning TA. A) Se 
muestra mediante la digestión con EcoRI la presencia del inserto. B) Subclonación en 
pcDNA3, confirmada por la liberación del inserto mediante la digestión con las enzimas 
KpnI y XhoI. Mediante estos sitios de restricción fue clonada finalmente en pGL3-Basic 
como se muestra en C).
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Tabla 10. Vectores reporteros obtenidos con el gen reportero de la luciferasa controlado 
por el promotor de snoN humano y ratón y smad7.

Figura 29. El esquema representa las regiones responsivas a TGF- que están 
presentes en el promotor de snoN y que fueron clonadas. Los vectores reporteros 
pGL3-snoN 400R y 430H presentan únicamente la región de SBEs, mientras que los 
vectores pGL3-snoN770R y 670H contienen los SBEs y el SIE. (H=HUMANO 

Los vectores reporteros obtenidos (Tabla 10 y Fig. 29) pGL3-smad7, pGL3-

snoN400R, pGL3-snoN770R, pGL3-snoN430H y pGL3-snoN670H, una vez 

analizados mediante los ensayos de digestión con enzimas de restricción, se 

llevó a cabo su secuenciación.

pGL3-smad7 

pGL3-snoN400R 

pGL3-snoN770R

pGL3-snoN430H 

pGL3-snoN670H

La secuenciación confirmó que se clonaron los fragmentos promotores de 

interés. No obstante, únicamente en el caso de pGL3-snoN400R, se observó la 

deleción de 3 pares de bases (GGC) en la región denominada SBE4, la cual no 

afecta los sitios de unión de Smad.
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7.2.4 Regulación transcripcional del promotor de snoN humano y ratón 

por TGF-

Con el objetivo de demostrar que el fragmento del promotor de snoN clonado 

es inducido por TGF-, se llevó a cabo la transfección de los plásmidos 

reporteros descritos previamente en diferentes tipos de células, tales como 

HepG2, A549 y HEK293T, todas ellas responsivas al TGF-. Por otra parte, las 

células A549 y HepG2 presentan altos niveles de SnoN, mientras que sólo las 

células HepG2 presentan altos niveles de Ski detectables por 

inmunoprecipitación y Western blot a diferencia de las células A549. Se 

transfectó como control positivo a pGL3-smad7, que fue clonado en este 

trabajo  y 3TP-lux, los cuales son dos genes responsivos a TGF-.  

El plásmido 3TP-Lux  es un reportero quimérico que contiene elementos del 

promotor de colagenasa humana y PAI-1 (inhibidor activador de plasminógeno) 

fusionado al gen reportero de la luciferasa, por contener tres repeticiones de un 

elemento responsivo a 12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetato (elementos 

responsivos a PMA) más un fragmento del promotor PAI-1. Este reportero es 

activado por  el estímulo de TGF- en una variedad de células.  

Los resultados mostraron que los reporteros, empleados como controles 

positivos: pGL3-smad7 y 3TP-Lux, respondieron como se esperaba al TGF-. 

Se observa que el tratamiento con TGF- indujo un aumento de la actividad de 

luciferasa de 2 a 3.5 veces con respecto al control, en todos los tipos celulares 

utilizados (Fig. 30 A y B).

El estímulo de TGF- fue capaz de activar al promotor de snoN, tanto para el 

ratón como para el humano en las células HepG2, Hek293T y A549. No 

obstante,  se observó que los niveles basales de la actividad de luciferasa 

estaban  elevados en las líneas celulares HepG2 y Hek293T, pero no en las 

células A549, empleando las mismas condiciones de transfección. Los niveles 

basales eran tan altos que el sistema HepG2 y Hek293T, que no respondía 
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satisfactoriamente al estímulo de TGF- (Datos no mostrados).  Bajo estas 

circunstancias se utilizó para las células HepG2 y HEK293T, una dilución 1:100 

de pGL3-snoN430H respecto a la concentración utilizada para transfectar a las 

células A549. Con lo anterior, se disminuyó de forma importante la actividad 

basal de luciferasa, y se obtuvo una mayor  inducción de snoN (2 a 2.5 veces 

con respecto al control) en las células HepG2, HEK293T y A549 (Fig 30C y 31, 

32).

De acuerdo con los resultados observados en las figuras 30C, 31 y 32, la zona 

promotora del gen snoN  que contiene los SBEs, tanto de humano como de 

ratón  responde al TGF-.
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Figura 30.El promotor de snoN es regulado positivamente por TGF-. A) Se 
observa la inducción del control positivos pGL3-smad7 por TGF-en las células 
HepG2 y Hek. B) Inducción del control positivo 3TP-Lux por TGF- en las mismas 
células. C) Análisis de la inducción de snoN 430 humano en las células HepG2 y Hek 
por TGF-.
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Para reafirmar lo anterior, se utilizó el inhibidor de la cinasa del RI del TGF-, 

30 minutos antes del tratamiento con TGF-. Como se observa en la figura 32,  

en las células A549 con las condiciones de transfección utilizadas se observó 

una inducción de 2 veces y el inhibidor “SB431542” disminuyó los niveles 

basales de la actividad de luciferasa e inhibió la inducción por TGF-. Esto 

comprueba que la activación del promotor de snoN  es debida a la señal del 

TGF-.

Para determinar si la presencia del elemento SIE, descrito por Luo en el  

promotor de snoN de ratón y definido en los estudios bioinformáticos de este 

trabajo en el promotor snoN humano con una similitud del 93% con el SIE de 

ratón, tenía algún efecto sobre la activación de los SBEs por TGF-, se efectuó 

la transfección de los plásmidos reporteros pGL3-snoN770R y 670H en las 

células A549. 

La presencia del SIE al parecer no afecta la respuesta de la zona promotora de 

snoN que contiene los SBEs al TGF-como se muestra en la gráfica de la 

figura 33 con el reportero pGL3-snoN 670 H en las células A549. En este caso, 

se comprueba también que la activación del promotor de snoN que contiene 

los SBEs y SIE es debida al estímulo de TGF-, por el uso del inhibidor 

Figura 31.El promotor de snoN de ratón es regulado positivamente por TGF-.  
Se observa en, lla inducción del promotor de snoN de ratón de 400 bp que contiene los 
SBEs,  en las células A549 por TGF-.
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Figura 32.  El promotor de snoN humano que contiene los SBEs es regulado 
positivamente por TGF-en las células A549. Las células fueron tratadas con el 
inhibidor de la cinasa de RI “SB431542”, el cual disminuyó la actividad de luciferasa 
basal y fue capaz de prevenir la inducción por TGF-

Figura 33.  El promotor de snoN que contiene los SBEs y el SIE es regulado 
positivamente por TGF-las células A549. El tratamiento con el inhibidor de la 
cinasa de RI del TGF-(SB431542) disminuye la actividad basal de luciferasa y 
previene la inducción por esta citocina.
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7.2.5 Inmunoprecipitación de cromatina

Para entender cómo se regula la expresión del promotor del gen snoN humano 

se efectuó la técnica de ChIP,  utilizando a las células A549, estimuladas con 

0.5nM TGF- por diferentes tiempos e inmunoprecipitando a Smad2/3 y 

Smad4. Se identificó el reclutamiento de Smad2/3 y Smad4 en la región que 

flaquea a los SBEs y SIE, localizados en el promotor de snoN, que comprende 

670 bp. 

En las células A549, se observa que Smad2/3 se encuentran unidas al 

promotor del gen snoN después del estímulo con TGF-(45 minutos), pero no 

significativamente en estado basal ni luego de 2 horas de la estimulación, y lo 

mismo se observa para el gen smad7, lo cual indica que ambos promotores se 

regulan positivamente por TGF-.

Smad4, está unido al promotor de snoN en estado basal y al parecer su 

reclutamiento se incrementa luego del estímulo, mientras que su unión  al 

promotor de smad7 es discretamente mayor en estado basal y luego de dos 

horas del estímulo y menor a los 45 minutos de dicho estímulo con TGF-(Fig. 

35).

De esta forma los resultados del ChIP realizado para el promotor de smad7, 

utilizado como control positivo por conocerse su regulación en las células 

A549,  concuerdan con lo reportado.  El distinto patrón de unión a los 

promotores de snoN y smad7 sugieren que la regulación de smad7 y snoN  

podría ser diferente.
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Figura 35. Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP)  A) ChIP promotor snoN humano. B) 
ChIP promotor smad7 empleando las células A549. Luego de 45 min con el estímulo de 
TGF-, se observa en ambos casos el reclutamiento de Smad2/3. Smad4 es reclutado al 
promotor de smad7 principalmente en estado basal y luego de 2 horas del estímulo y 
disminuye discretamente a los 45 minutos de tratamiento, mientras que en el promotor de 
snoN se encuentra basalmente y su reclutamiento se incrementa luego de la estimulación.

A
B
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8. DISCUSIÓN

SnoN es una proteína reguladora de la señal del TGF-. Interesantemente, la 

expresión de SnoN es regulada por el propio TGF-. Diversos grupos de 

investigación incluyendo a nuestro laboratorio, han demostrado que 1 a 2 

horas de estímulo con TGF- causan un incremento en los niveles del RNAm 

de SnoN, dejando claro que snoN es un gen blanco del TGF-, pero quedando 

pendiente describir cómo se regula su expresión a nivel transcripcional.

Luo y cols (2005) clonaron el promotor del gen snoN de ratón y demostraron 

que el complejo de proteínas Smads puede regular diferencialmente la 

expresión de este gen. Complejos de Smad2/4 activan la transcripción de snoN

por su unión directa a los cuatro SBEs presentes en su promotor, mientras que 

el complejo Smad3/4 inhibe este proceso, a través de su unión a un nuevo sitio 

consenso descrito denominado SIE (elemento de inhibición de las Smads). No 

obstante, la secuencia del promotor de snoN de ratón no fue reportada en 

dicho estudio.

El promotor de snoN humano no había sido clonado, por lo que el analizar su 

regulación podría ser importante para entender su patrón de expresión en 

diversos procesos en los que se ha visto implicado a SnoN, como por ejemplo 

el papel dual que se ha sugerido tiene durante la tumorigénesis que se ha 

sugerido que tiene (45).

En relación a lo anterior, en experimentos con ratones atímicos, la inyección de 

células A549 (adenocarcinoma de pulmón humano) que presentan niveles 

elevados de SnoN, favorece la formación de un tumor, mientras que esto no 

ocurre con la inyección de las mismas células con los niveles de SnoN 

abatidos por RNAi. Sin embargo, a pesar de que la ausencia de SnoN evita el 

desarrollo del tumor, favorece la metástasis de estas células hacia hueso y 

pulmón (45). 
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Esto indica la importancia que tiene un adecuado balance de los niveles de 

SnoN y la trascendencia de los mecanismos implicados en su regulación, 

puesto que niveles elevados pueden contribuir a desordenes como en este 

caso a la formación de tumores localizados, pero también el descenso de sus 

niveles puede influir en procesos que contribuyen a la metástasis del tumor. 

El conocer cómo está siendo regulada la expresión de snoN, podría contribuir 

a comprender su comportamiento dual hasta ahora descrito en la 

tumorigénesis, considerando además que en diversos tipos de cáncer se 

observa la sobreexpresión de snoN. Aunado a lo anterior, en otros escenarios 

como la regeneración hepática o la fibrosis renal, en donde existe un 

desequilibrio en los niveles de SnoN, no se sabe como SnoN pudiese estar 

regulado.

Con el objetivo de evaluar y caracterizar la regulación de la expresión del gen 

snoN se clonó y analizó bioinformáticamente al promotor correspondiente al 

gen snoN humano que presenta la zona responsiva al TGF-, estableciendo su 

regulación por TGF- y la posible participación de las Smads en el control de 

su expresión.

Análisis bioinformático del promotor snoN

Mediante estudios bioinformáticos, se obtuvo la secuencia promotora de snoN

para ratón, rata y humano, delimitando el análisis a las secuencias promotoras 

con elementos de interés que presumiblemente son regulados por el complejo 

de las Smads y con los cuales se efectuaron alineamientos de 2 secuencias 

así como alineamientos múltiples. Los resultados obtenidos muestran que el 

promotor de snoN  de ratón, rata y humano presenta cuatro zonas de 

respuesta a TGF-, que coinciden con las secuencias establecidas como SBE, 

todas ellas conservadas.  La secuencia  denominada como SIE por Luo, que 

se sugiere como el sitio de unión para el complejo de Smad3/4 para reprimir la 

expresión de snoN, también fue identificada en el humano con un 93% de 

similitud, siendo completamente igual para la rata. Por lo tanto, los SBEs y SIE 

en el promotor de snoN son elementos altamente conservados. 
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Los resultados del análisis bioinformático del promotor snoN resultaron 

relevantes por varios aspectos. Por una parte, la mayoría de los promotores 

blanco de las Smads descritos presentan uno o dos SBEs, pero pocos 

promotores se han caracterizado con cuatro  o más SBEs. Al respecto, algunos 

proponen que la presencia de múltiples SBEs favorece las interacciones 

cooperativas entre los SBEs y los complejos de las Smads (48). En lo 

reportado por Luo, la mutación de cualquier SBE individualmente no afecta la 

respuesta al TGF-, pero mutaciones en los cuatro SBEs simultáneamente 

abate completamente la activación del promotor de snoN, por lo que pudiese 

existir una cooperación entre ellos, de hecho un aspecto interesante sería 

saber el efecto de la combinación de mutaciones de dos y tres SBEs, lo cual 

no fue reportado. Esto podría indicar la importancia que tienen distintas 

regiones de respuesta a Smads en la respuesta a TGF- y a mecanismos de 

regulación transcripcional.

A pesar de ello, en algunos casos como en el del promotor  p21, que presenta 

cuatro SBEs, esta cooperación entre múltiples SBEs-Smads no es suficiente y 

de igual forma que en promotores que presentan un SBE, se requieren la 

asociación con otros factores transcripcionales que hagan efectiva la unión de 

Smads al DNA (48).  Es por ello, la relevancia de determinar los posibles FTs 

que pudieran modular la expresión de snoN.

Los posibles FTs potenciales para regular la expresión de snoN se definieron a 

través del programa ALGGEN-PROMO. Dada la similitud de las secuencias 

promotoras de interés, la mayoría de los factores transcripcionales que se 

predicen  coinciden para las tres especies. En general estos factores se han 

relacionado con el control de procesos como proliferación y diferenciación 

celular y algunos de ellos se sabe pueden interaccionar con las Smads, 

además de que sus sitios consenso se encuentran aledaños o sobrelapados 

con los SBEs, por lo que FTs específicos pudieran participar en conjunto con 

las Smads para regular la expresión de snoN dependiendo del tipo celular. Tan 

sólo dos ejemplos sobresalen como FTs potenciales para regular la expresión 

de snoN: Pax y p53 (33, 44).
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Los FTs Pax 1, 2, 5 y 6  se predice que se unen al promotor de snoN. No 

existen muchas evidencias de que estos FT interactúen con  las Smads. No 

obstante, recientemente un estudio señala que Smad3 puede asociarse con 

Pax-3 de manera dependiente de TGF-, en donde Smad3 secuestra a Pax-3 

evitando su unión al promotor pax-3, inhibiendo de esta forma su expresión 

(44).

Además estos FTs resultan interesantes, porque se sabe que son reguladores 

del desarrollo embrionario, por lo que sus niveles están normalmente 

disminuidos en el estado adulto y su sobreexpresión relacionada con 

padecimientos como el cáncer. Mientras Pax 2 y 5 son expresados en 

diferentes tipos de cáncer, involucrados en la motilidad celular y sobrevivencia, 

la expresión de Pax 1,6 resulta ser un indicio de un pronóstico favorable, 

desconociendo los mecanismos implicados en esto (44). Principalemente Pax 

5 y 6 se predice se unen a la mayoría de los SBEs, por lo que pudieran regular 

la expresión de snoN.

Otro factor que resultó interesante es p53, el cual se ha propuesto que puede 

cooperar con las Smads e incluso con SnoN para mediar la represión 

transcripcional de algunos genes tales como la alfafetoproteína (AFP), cuyo 

incremento en sus niveles se considera un marcador de cáncer de hígado (33). 

El sitio consenso de p53 se encuentra en la mayoría de los SBEs y zonas inter-

SBEs del promotor snoN, por lo que podría contribuir a su regulación 

transcripcional.

El promotor de snoN es inducido por TGF-

Para demostrar la regulación del promotor snoN humano por TGF-, se clonó 

el fragmento promotor snoN humano que contiene a los SBEs y el que posee 

tanto a los SBEs como al SIE. Las mismas regiones promotoras de snoN de 

ratón fueron clonadas en el vector reportero pGL3-Basic.

Dos de los genes responsivos a TGF- son smad7 y PAI-1. El promotor de 

smad7 contiene un SBE, mientras que 3TP-lux presenta tres repeticiones de 
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unión a Smads, correspondientes al promotor PAI-1. Tanto smad7 como 3TP-

lux fueron utilizados como controles positivos. 

El análisis de genes reporteros se efectuó en las células Hek293T, HepG2 y 

A549  que responden a TGF-. En el caso de las A549 presentan altos niveles 

de SnoN pero no de Ski, contrario a las HepG2 que presenta altos niveles de 

ambas proteínas. Los resultados muestran que el promotor de smad7 clonado 

en este trabajo y el 3TP-lux se inducen tras el estímulo de TGF- como se 

esperaba por ser responsivos a esta citocina. 

En cambio en las células A549 se obtuvieron niveles basales menores y se 

observó una inducción con el estímulo con TGF- El uso del inhibidor de la 

cinasa de RI “SB431542” disminuyó la actividad de luciferasa basal y el 

estímulo de TGF- tras la preincubación con el inhibidor, confirmando que la  

vía de señalización del TGF- induce la expresión de snoN en estas células. 

Los ensayos con genes reporteros muestran por tanto que la zona que 

contiene los SBEs del promotor de snoN responde al TGF-. A pesar de ello, 

los altos niveles basales y  la inducción máxima obtenida (2-2.5 veces) en los 

contextos estudiados, sugieren un mecanismo más complejo en su regulación, 

en donde dependiendo  del complejo formado de Smads, la presencia de 

correpresores SnoN y Ski y de FTs tejido específicos, pudieran estar 

implicados en su regulación.

En las células Hek293T y HepG2, los altos niveles de actividad basal y la 

discreta inducción por TGF- obtenida en los ensayos con genes reporteros 

del promotor de snoN, sugieren la importancia que tendría clonar todo el 

promotor de snoN y evaluar su regulación por TGF-, ya que es posible que 

otros elementos pudieran estar implicados. Además FTs específicos del 

contexto celular pueden estar implicados en la regulación de snoN.
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Otra secuencia conservada en el promotor de snoN es el SIE. El SIE es un 

elemento recientemente propuesto como una secuencia consenso para el 

complejo Smad3/4, que media la represión de snoN. 

Para mostrar el efecto total que TGF- tiene sobre el promotor de snoN 

humano que contiene tanto a los SBEs como al SIE, se realizaron ensayos con 

el gen reportero que está controlado por el promotor de 670 bp de humano. 

Los resultados obtenidos, no  muestran diferencias importantes con  respecto a 

la inducción observada con los reporteros de los fragmentos promotores que 

contiene sólo los SBEs en las células A549. Al parecer en estos estudios, la 

presencia de SIE no altera la actividad promotora en respuesta a TGF- en las 

células A549. Esto podría indicar que la presencia de SBEs es suficiente para  

la inducción del promotor por TGF-

El análisis de FT en el SIE, muestra algunas diferencias en el humano y ratón 

que podrían influir en su regulación, ya que SIE humano parece tener sitios 

potenciales para E2F-1, mientras que el SIE de ratón para Pax-5.

Por lo tanto, el promotor de snoN humano se induce por la señal del TGF-, 

pero considerando la regulación diferencial de snoN propuesta, establecida por 

el complejo de Smads, es posible que la proporción de las proteínas Smads, 

pudiera influir en que complejos de Smads se formen (Smad2/4 o Smad 3/4) 

en cada tipo de célula tras el estímulo de TGF-, y dependiendo de este 

complejo se obtenga una mayor o menor inducción de snoN. 

Lo anterior puede ser evidenciado en varios tipos celulares donde Smad2 y 

Smad3 regulan diferencialmente la transcripción de genes blanco del TGF-. 

Por ejemplo en HepG2, la sobreexpresión de Smad3/4 causa la activación del 

promotor p21, pero no Smad2/4. Otro ejemplo interesante es que Smad2/4 se 

asocia con FAST-2 para inducir al promotor del gen gooscoide, mientras que 

éste es reprimido por Smad3/4 (49).
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Aunado a lo anterior, los niveles de Ski y SnoN propios de cada contexto 

celular, pueden influir en la respuesta al TGF-, del promotor de snoN. No 

obstante, cabe la posibilidad de que se requieran  FT específicos para inducir 

la expresión de snoN y alguno de los FTs potenciales establecidos en este 

trabajo pudiesen tener una participación importante en ello.

Smad 2/3 y Smad4  son reclutados al promotor de snoN en respuesta a  la 

señal del TGF-

Para evaluar el reclutamiento de las proteínas endógenas Smad2/3  y Smad 4 

al promotor de snoN en las células A549 se efectuó la técnica de ChIP y se 

utilizó en todos los casos al promotor de smad7 como un control positivo.

Al parecer el reclutamiento de Smad2/3 al promotor de snoN y smad7 es 

similar, en donde después de 45 min del estímulo con TGF- se observa su 

posicionamiento en el promotor y no está presente significativamente en el 

promotor ni antes ni después de 2 horas del estímulo con esta citocina (33). El 

reclutamiento de Smad4 parece incrementar con el estímulo de TGF- en el 

caso del promotor de snoN, siendo mayor su reclutamiento en estado basal y 

luego de las dos horas del estímulo en el caso del promotor de smad7. 

Este hecho pudiera ser significativo, para conocer cómo el promotor de snoN 

pudiera ser regulado por otros FTs y por los correpresores Ski y SnoN. Al 

respecto, Ski y SnoN se han propuesto como reguladores de la expresión de 

genes blanco de las Smads (15). Sin embargo, no se cuenta con evidencia 

experimental de todos los genes que se proponen blanco de estas proteínas, 

por lo que  snoN podría ser un gen blanco de estas proteínas.

En estado basal se sabe que el promotor de smad7 es reprimido por Ski y 

SnoN, en donde se ha demostrado que Ski se une al SBE a través de su 

interacción con Smad4 y se ha sugerido lo mismo para SnoN (16). Esto 

justifica los resultados obtenidos para el reclutamiento de Smad4 al promotor 

de smad7, en estado basal y luego de 2 horas de la estimulación. Si SnoN y 
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Ski pueden unirse a través de Smad4 al promotor de snoN y la relevancia de 

este hecho, son cuestiones que deben ser evaluadas.

Considerando lo anterior, es posible que SnoN y Ski tengan un papel 

importante en el control de la expresión de snoN a nivel basal y luego del 

estímulo del TGF-. Los niveles de SnoN y Ski pueden estar influyendo en la 

activación del promotor de snoN por TGF-. Además estos correpresores 

podrían regular la expresión de snoN de forma diferente a como lo hacen con 

smad7,  sin embargo se requieren más estudios al respecto.

Con relación a lo descrito, podría especularse que la participación del complejo 

activo de las Smads  puede repercutir en la función de SnoN y Ski. Además, 

SnoN y Ski pueden necesitar la participación de otros factores para integrarse 

a determinado complejo de Smads y mediar la expresión o represión de snoN.
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9. CONCLUSIONES 

 

Se definió, caracterizó y clonó la secuencia promotora del gen snoN de 

humano y ratón que contiene los elementos responsivos al TGF-β: SBEs 

(Elementos de unión a Smads) y SIE (Elemento Inhibitorio de las Smads). 

 

La secuencia responsiva del promotor de snoN (SBEs + SIE) al TGF-β es 

altamente conservada entre las especies ratón, rata y humano. Factores 

potenciales como Pax, p53, YY1, Sp1, c-myc, entre otros fueron identificados 

por análisis bioinformático y podrían regular la expresión de snoN dependiendo 

del contexto celular. 

 

Se clonó la región que responde al TGF-β por poseer un SBE del promotor del 

gen smad7, para ser utilizado como un control positivo. 

 

El promotor del gen snoN que contiene sólo los SBEs, así como el que posee  

los SBEs y SIE, son regulados positivamente por TGF-β, en humano y ratón.  

 

El reclutamiento de Smad2/3 al promotor de snoN a los 45 minutos del estímulo 

del TGF-β es similar al mecanismo descrito para el promotor de smad7.  

 

Smad4 está unido al promotor de snoN humano en estado basal,  y parece 

incrementar su reclutamiento hasta dos horas después del estímulo de TGF-β, 

estando principalmente unido en estado basal y luego de 2 horas de dicho 

estímulo al promotor de smad7. Por lo que la regulación de la expresión de 

snoN humano por correpresores como SnoN y Ski  podría no ser similar a lo 

descrito para smad7. 
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10. PERSPECTIVAS 

• Clonación de una zona promotora de snoN mayor y evaluar su 

regulación por TGF-β. 

• Analizar si SnoN ejerce un efecto represor en la expresión de snoN. 

En nuestro laboratorio se ha mostrado que la anisomicina induce la 

degradación de SnoN.  Mostrar si  en las células A549 incubadas con 

anisomicina, ésta es capaz de desreprimir a snoN y contribuir a una 

mayor inducción en los niveles de mensajero para las células tratadas 

con animsomicina y estimuladas con TGF-β.  

• Comprobar si SnoN y Ski ejercen un efecto distinto o similar en la 

expresión de snoN. Como herramienta podría utilizarse RNAi para SnoN 

y Ski y confirmar el efecto que el abatimiento de cada una y ambas 

proteínas tiene sobre la expresión transcripcional de snoN. 

•  Analizar la regulación diferencial de la expresión de la zona de 

respuesta del promotor snoN (SBEs y/o SIE) por los complejos de las 

Smads. Con la sobreexpresión de complejos Smads: Smad2/4 o 3/4, 

analizar el efecto sobre la actividad del promotor, lo cual podría 

contribuir a entender por qué su inducción por TGF-β es diferente en los 

diferentes contextos celulares estudiados. 

• Para probar también el punto anterior, el ChIP, inmunoprecipitando 

Smad2, 3  y 4 podría sugerir a través de cuales complejos de Smads 

están siendo reclutados al promotor snoN y cómo podría estar siendo 

regulados, positiva o negativamente. 

• Determinar si existe un complejo formado por las Smads, Ski y SnoN 

posicionado en el promotor de snoN que medie su regulación, a través 

de la técnica de Re-ChiP. 

• Analizar si algunos FTs, que parecen clave en procesos regulados por 

TGF-β, pudieran regular la expresión de snoN en determinaos contextos 

celulares. 
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11. APÉNDICE  
 

Inmunoprecipitación de cromatina 

Solución de Formaldehído 11%   

                                                        
 Para preparar 5 ml   Concentración 

Final    
1.5 ml 37 % Formaldehído 11% 
100 µl 5 M NaCl 0.1 M 
10 µl 0.5 M EDTA (pH 8) 1 mM 
10 µl 0.25 M EGTA (pH 8) 0.5 mM 
250 µl 1 M Hepes (pH 8) 50 mM 
3.1 ml H2O 

 

 

Extracción de núcleos 
 

Amortiguador de Lisis (Amortiguador 1)       
  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
                             Añadir los inhibidores de proteasas al momento de utilizar 
 
Amortiguador 2   
 
 
 
 
 
 
                          Añadir los inhibidores de proteasas al momento de utilizar 
 
Amortiguador 3  

        

                 para preparar 100 ml            Concentración Final 
 0.2 ml   0.5 M EDTA (pH 8)    1 mM 
 0.1 ml   0.5 M EGTA (pH 8)    0.5 mM 
 0.5 ml   2 M Tris-HCl (pH 8)    10 mM 

Añadir los inhibidores de proteasas al momento de utilizar 

 

                                    para preparar 100 ml        Concentración Final 
 
    5 ml  1 M Hepes-KOH pH 7.5 (o 7.4) 50 mM 

2.8 ml   5 M NaCl    140 mM  
0.2 ml   0.5 M EDTA    1 mM      

  10 ml   glicerol     10 %                        
5 ml   10 % NP-40    0.5 % 

 0.25 ml  Triton X-100    0.25 % 

              para preparar 100 ml   Concentración Final 
 4 ml   5 M NaCl    200 mM 

 0.2 ml    0.5 M EDTA (pH 8)   1 mM 
 0.1 ml    0.5 M EGTA (pH 8)   0.5 mM 
 0.5 ml    2 M Tris-HCl (pH 8)   10 mM 
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Para cada inmunoprecipitación    Concentración Final 
195 µl  TE  
50 µl  tritón X-100      1% 
5 µl  deoxicolato de sodio (prepararlo fresco)   0.1 % 
 

Se bloquean 500 µl de proteína G con 30 µl de DNA de esperma de salmón a 10 mg/ml 
(Promega) y 15 µl de albumina sérica bovina a 20 mg/ml, mezclando durante toda la noche. 
Al siguiente día la proteína G se lava centrifugando a 3000 r.p.m. por 2 min, desechando el 
sobrenadante y repitiendo este proceso 2 veces más. Al final la proteína G bloqueada se 
resuspendió en TE 1:1 (vol/vol), se guardo a 4 °C hasta el momento de utilizarse.    

Mezcla de inhibidores de proteasa  

  

 

Glicina 2.5 M  

 

 

 

Bloque de la proteína G 

 

 

 
 

 

Amortiguador de inmunoprecipitación  

 

 

 

 

 

Añadir los inhibidores de proteasas al momento de utilizar 

Amortiguador de lavado (RIPA) 

 
 
 
 
 
 
 

Añadir los inhibidores de proteasas al momento de utilizar 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

Añadir a las concentraciones finales que se señalan.  

Aprotinina 0.1 µg/ml (preparar solución stock a 5 mg/ml en H2O, guardar a –20 °C) 
leupeptina 0.1 µg/ml (preparar solución stock a 5 mg/ml en H2O, guardar a –20 °C) 

Para preparar 2 ml 
375 mg en H2O 

Concentración Final 
50 mM Hepes pH 7.6 
1 mM de EDTA 
0.7% deoxicolato de sodio 
0.5 M cloruro de litio 
1% NP-40 
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