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RESUMEN 

La involucrina humana es una de las proteínas de la cubierta cornificada, que se 

forma en los queratinocitos de la epidermis, a fin de permitir la función de barrera 

protectora e impermeable que forma la piel. La expresión del gen de la involucrina 

humana (Hi) es tejido-especifica y dependiente del proceso de diferenciación 

celular. La Región Reguladora del gen Hi consta de 2456 pb y presenta tres 

regiones funcionalmente importantes: un Promotor/Potenciador Proximal (PPP). 

un Silenciador Transcripcional (ST) y un Potenciador Distal (PO). La represión 

transcripcional del gen de Hi. en queratinocitos no diferenciados, está mediada por 

la región del Silenciador. Se delimitó un fragmento de 52 pb que mantiene la 

actividad del Silenciador al que se nombró Elemento Silenciador Mlnimo (ESM). El 

factor de transcripción Octa-2 interacciona específicamente con el ESM y su unión 

es esencial en la actividad represora ejercida por el ESM. El principal objetivo de 

este trabajo fue el investigar cuál o cuáles son los factores de transcripción, 

diferentes a Octa-2, que reconocen al ESM. especificamente aquéllos 

relacionados con la región denominada alfa (fragmento izquierdo del ESM). Se 

determinó que la región alfa es un sitio de interacción para factores de 

transcripción de la familia NF-1 y que estos factores pueden establecer una 

interacción directa con el factor Octa-2. Asi mismo, pudo establecerse que el 

factor Octa-2 también interacciona con el factor c-Fos. Estas interacciones pueden 

ser de gran importancia para la regulación del gen de Hi, NF-1 podria actuar como 

un ce-represor junto con Octa-2 y la interacción de Octa-2 con c-Fos, podrfa 

impedir que el factor AP-1 ejerciera su efecto positivo sobre el PPP del gen Hi. 

Apoyando esta hipótesis. encontramos que en ausencia de NF-1. la actividad de la 

región completa se incrementa. En conclusión. NF-1 participa formando parte de 

los factores que reconocen el ESM y pueden mediar su efecto silenciador. 



ABSTRACT 

The human involucrin is an importan! protein of the epithelial cornified !ayer. The 

human involucrin gene (Hi) is expressed only in keratinocytes during their 

differentiation process. The human involucrin 5' non-coding region contains three 

regulatory domains: a proximal enhancer/promoter (PEP), a transcriptional silencer 

(TS), and a distal enhancer (DE). The transcriptional silencer is regulating in a 

negative fashion the proximal enhancer/promoter in multiplying human 

keratinocytes. The minimal region with transcriptional silencer activity was defined 

to 52 bp segment named as the Minimal Silencer Element (MSE). The Oct-2 

transcription factor is one of the proteins that interact with the minimal silencer 

element. This transcription factor acts as a transcriptional repressor depending on 

the MSE presence. In this study we determined that members of the NF-1 family 

are interacting with the minimal silencer element, specifically with the alpha region. 

Moreover, NF-1 presenta direct interaction with the Oct-2 transcription factor, also 

we detected that Oct-2 present a direct interaction with the c-Fos transcription 

factor. Those interactions can be very importan! in regulating negatively the human 

involucrin gene expression along the multiplying stage, when the gene is silent. 

NF-1 may has an importan! role in the negative transcriptional regulation because 

we found that in the absence of this protein, the Hi prometer experience an 

increase in activity. All this data suggest a scenario in which NF-1 and Oct-2 acting 

together as co-repressors bound to the ESM, can be avoiding AP-1 posilive effect 

over the prometer. 
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INTRODUCCION 

El estudio de la expresión genética es de gran importancia para poder explicar 

como los genes eucarióticos estan siendo regulados transcripcionalmente bajo 

circunstancias muy especificas. Por otra parte. la diferenciación celular es uno de 

los principales procesos que llevan a cabo los organismos eucarióticos. siendo 

este proceso definido por una cascada de cambios en la expresión de genes que 

regulan el crecimiento y la diferenciación celular de forma específica, 

desarrollando caracteristicas estructurales y funcionales que son únicas para cada 

tipo de células (Karp 1996) 

La piel ha sido uno de los modelos centrales para el estudio de la regulación 

transcripcional de genes que participan durante el proceso de diferenciación 

celular. El estudio del gen de la involucrina humana (Hi), nos brinda un excelente 

modelo para el entendimiento de los mecanismos moleculares que rigen la 

regulación transcripcional de los genes que participan en este proceso (Eckert y 

cols., 1997). 

Características de la epidermis 

La piel esta constituida principalmente por dos capas: la capa externa de células 

epiteliales llamada epidermis, donde el principal tipo de células responsables de 

la construcción de barreras protectoras son los queratinocitos epidermales, y la 

interna o dermis formada de tejido conectivo, vasos sanguíneos, nervios y otras 

estructuras especializadas (Fuchs y cols .. 1994, Schallreuter y cols., 1995, Eckert 

y cols .. 1997). En la epidermis se pueden distinguir cuatro estratos celulares: 

Estrato basal, consiste de una capa sencilla celular que está sujeta por la lámina 

basal mediante uniones tipo hemidesmosomas. Esta capa contiene la población 

celular en constante división que proporciona un suministro continuo de nuevas 

células para repoblar la epidermis. 

3 



Estrato espinoso, caracterizado por la presencia de conexiones extensas de 

desmosomas entre las células. En este estrato se inicia la expresión de algunos 

genes que son considerados como marcadores tempranos de la diferenciación de 

los queratinocitos. como los genes de la involucrina y la transglutaminasa 1 

(TG-1). 

Estrato granuloso. en este estrato se inicia la síntesis de una serie de proteínas 

estructurales importantes como son: la loricrina, filagrina y la cistalina. Estas 

proteínas se depositan en gránulos citoplasmáticos y se van depositando en la 

región submembranal. siendo usadas para ensamblar estructuras de 

queratinocitos terminales. incluyendo la membrana cornificada. Asl mismo las 

células de la capa granular contienen todos los organelos y actividades tlpicas 

asociadas con la función del metabolismo celular. 

Estrato córneo, en el cuál las células cornificadas (corneocitos) representan el 

estado terminal en la diferenciación de queratinocitos. Las células mueren y se 

convierten en escamas planas, fuertemente unidas entre sí mediante 

desmosomas, tienen una gran cantidad de fibras de queratinas a lo largo del 

citoplasma, las cuales quedan rodeadas por la cubierta cornificada. Estas células 

se apilan en varias capas formando lo que se conoce como estrato corníficado, 

una estructura altamente resistente a la degradación que tiene como función la 

protección contra los rayos UV y agentes infecciosos, así como también evitar la 

desecación. La composición de billones de queralinocitos terminales o 

corneocitos, forman la epidermis superficial protectora. 

Factores que regulan la proliferación y diferenciación epitelial 

El desarrollo y funcionalidad de la epidermis depende del balance adecuado entre 

las tasas de proliferación y diferenciación de los queratinocitos (Eckert y cols., 

1997). 

Los factores que regulan la proliferación de los queratinocitos son considerados 

como estimuladores de crecimiento, encontrando que el factor de crecimiento 



similar a la insulina (IGF - 1 y IGF - 11). y los factores de crecimiento epidermal 

(EGF), aumentan la migración y proliferación de queratinocitos, asl mismo el 

factor de crecimiento de queratinocitos (KGF), estimula tanto la proliferación como 

la diferenciación de los mismos. Por otro lado, los factores de crecimiento 

transformantes (TGF fl 1 y 2) suprimen la proliferación de células epiteliales, 

promoviendo la diferenciación celular. Así mismo, los glucocorticoides como la 

hidrocortisona, son potenciadores de la diferenciación celular de los queratinocitos 

(Eckert y cols .. 1997, Gniadecki 1998). 

Algunos de los genes que se expresan durante la diferenciación celular de los 

queratinocitos de manera coordinada son: el gen de la loricrina, filagrina, cistatina 

y el gen de la involucrina. cuyos productos son de gran importancia para la 

formación de la cubierta carnificada (Dale y cols .. 1985). Estos genes se localizan 

en el cromosoma 1 q21 humano y se han agrupado en una familia multigénica 

conocida como "Complejo de Diferenciación Epitelial" (Volz y cols., 1993). La 

expresión de este grupo de genes se activa en los estratos suprabasales de la 

epidermis, una vez que el proceso de diferenciación ha comenzado y se sabe que 

la alteración en la expresión de alguno de ellos está relacionada con trastornos de 

la piel como la psoriasis (Bernard y cols .. 1985) y con procesos carcinogénicos 

(Pei y cols , 1996). 

Elementos que regulan la transcripción genética 

Existen diferentes clases de elementos en el ADN involucrados en la regulación 

transcripcional. los elementos que controlan la transcripción basal de un gen 

(factores generales de transcripción) y los elementos que la modulan, 

aumentándola (potenciadores) o reprimiéndola (silenciadores) (Ogbourne y Antalis 

1998). Dentro de los primeros encontramos secuencias generales presentes en la 

mayoría de los genes como la caja TATA y las secuencias de inicio de la 

transcripción, las cuales interaccionan con proteínas ubicuas como TBP (proteina 

que se une a la caja TATA) y las TAF's (proteínas asociadas a TBP). 

constituyendo lo que se conoce como la maquinaria basal de la transcripción 
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(Ogbourne y Antalis 1998). Por otro lado. los elementos moduladores 

(potenciadores y silenciadores), son secuencias localizadas sobre la misma 

cadena de ADN del gen que afectan. que pueden situarse a distancias variables 

del sitio de inicio de la transcripción. ya sea en el extremo 3' o 5' de Ja región 

codificante (Blackwood y cols.. 1998). Estos elementos son reconocidos por 

proteínas denominadas factores transcripcionales. los cuales juegan un papel muy 

importante en la expresión de los genes, debido a que contienen diferentes 

dominios. Se requiere de un dominio particular para reconocer y enlazarse a una 

secuencia especifica localizada en el ADN y otro dominio diferente para 

interaccionar con las proteinas de la maquinaria basal de transcripción, 

modificando su actividad. es decir. la tasa con la que se inicia un nuevo transcrito 

de acuerdo con los cambios propios del programa celular y/o de las señales 

externas que recibe la célula (Boulikas 1994). 

Factores que intervienen en la regulación genética de los queratinocltos 

En relación con la regulación genética de la epidermis, existe una serie de 

reportes en los que se analizan las regiones reguladoras de varios genes que se 

expresan en los queratinocitos. Los datos obtenidos de estos reportes indican que 

las regiones reguladoras de estos genes tienen elementos comunes de regulación, 

caracterizados principalmente por la presencia de sitios de interacción para los 

factores de transcripción AP-1 (Proteína Activadora 1 ), Sp-1 (Proteína 

Estimuladora 1 ). YY-1 (Ying-Yang 1 ). AP-2 (Proteína Activadora 2) y los factores 

con dominio POU (Pit-Oct-Unc) (Eckert y cols., 1997). 

Los factores de la familia AP-1 son efectores de diversas señales extracelulares 

que afectan la diferenciación de los queratinocitos (Mufson y cols .. 1982, Rutberg 

y cols .. 1996, Efimova y cols .. 1998). Datos experimentales demuestran que los 

miembros de la familia AP-1 participan en la regulación de la transcripción de 

varios genes que se expresan específicamente en queratinocitos y cuya expresión 

es dependiente de la diferenciación celular (Eckert y cols., 1997). Los factores de 

la familia AP-1 regulan la expresión de los genes de la filagrina, transglutaminasa 

1 y la involucrina en respuesta a la diferenciación celular y la expresión 



dependiente de diferenciación celular de genes corno el de la filagrina e 

involucrina (Jang 1996, DiSepio 1995. Eckert y col s .. 1997). 

El factor de transcripción AP-2 también participa en la regulación de algunos 

genes durante el proceso de diferenciación celular de los queratinocitos. Se han 

encontrado elementos de respuesta para este factor en varios genes especificas 

de queratinocitos (Leask y cols .. 1991 ). AP-2 se une a un elemento de respuesta 

en el promotor del gen de la transglutarninasa aumentando su transcripción y se 

sabe también que AP-2 participa en la expresión especifica de tejido de los genes 

de algunas queratinas (Magnaldo y cols. 1993). 

El factor de transcripción Sp-1 está implicado en la regulación de la transcripción 

de los queratinocitos. se sabe que los niveles de esta proteina varían en diferentes 

tipos celulares (Saffer y cols.. 1991 ). siendo particularmente altos en 

queratinocitos. Recientemente, se demostró que la sobrexpresión de esta 

proteina en tipos celulares no epiteliales, induce la expresión del gen de la 

involucrina. el cual se expresa de manera especifica en queratinocitos (Banks y 

cols.. 1999). Además, se ha observado que durante la diferenciación de los 

queratinocitos. hay cambios importantes en los niveles de esta proteína, lo que 

sugiere su participación en la regulación de genes en respuesta al proceso de 

diferenciación celular (Apt y cols., 1996). 

La familia de factores de transcripción con dominio POU está formada por factores 

que en su gran rnayorla son especificas de tejido y que se caracterizan por poseer 

una serie de aproximadamente 150-160 aminoácidos denominados dominio POU 

y participan de manera importante en el desarrollo de varios tejidos (Wegner y 

cols., 1993). En la piel se encuentran dos miembros de esta familia denominados 

Skn/la y Skn/li. los cuales se expresan exclusivamente en los estratos 

suprabasales de la epidermis (Andersen y cols., 1993). Además, en la epidermis 

también se expresan otros dos factores de esta familia denominados Octa, que se 

expresan de manera ubicua (Karnbe y cols., 1993) y Tst-1 que se expresa además 
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de la epidermis en células gliales y neuronales (He y cols., 1991). Se ha 

demostrado que algunos de estos factores se unen a secuencias localizadas 

dentro de las regiones reguladoras de genes como el de la queratina 1 O y el de la 

involucrina humana modificando su transcripción (Eckert y cols., 1997). 

Características generales del gen de la lnvolucrina Humana (Hi) 

El gen Hi es activado tempranamente durante el proceso de diferenciación de los 

queratinocitos y su expresión es exclusiva. Este gen codifica para una proteína 

estructural de 68 kDa, la cual es fundament11I para la formación de la cubierta 

cornificada de los epitelios estratificados (Eckert y cols., 1986). Esta proteina se 

localiza exclusivamente en los estratos suprabasales de los epitelios estratificados 

como el de la conjuntiva ocular. la lengua, la traquea, la vagina y la piel. En la 

epidermis esta proteina empieza a sintetizarse en el estrato espinoso, una vez que 

ha iniciado el proceso de diferenciación celular de los queratinocitos. 

El gen Hi está constituido por aproximadamente 6000 pb, de éstos cerca de 3300 

pb constituyen la región codificadora del gen. Esta región está formada por dos 

exones separados por un intrón de 1188 pb: el exón grande está formado por 

2107 nucleótidos, mientras que el pequeño contiene 43 nucleótidos. La región no 

codificadora 5· (Región Reguladora) está formada por 2456 nucleótidos: en esta 

región se encuentra la caja TATA y todos los elementos que le confieren a este 

gen su expresión tejido y estrato especificos. Mediante ensayos funcionales fueron 

delimitados tres elementos control dentro de la región reguladora: un 

Promotor/Potenciador Proximal (PPP) dependiente de AP-1, un Silenciador 

Transcripcional (ST) y un Elemento Potenciador Distal (PD) que media la 

respuesta a calcio ( Carroll y cols., 1992, Carroll y cols., 1993, Crish y cols., 1993, 

Welter y col s., 1995. López-Bayghen y col s .. 1996). 
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Figura. A. Mediante analisis moleculares se han descnto tres elementos funcionales dentro de 
la Región Reguladora del gen de la involucrina humana: un Promotor Potenciador Proximal, un 

Silenciador Transcripc1onal y un Potenciador Distal Los factores transcnpcionales presentes, 
participan en la regulación de la expresión de este gen. 

Regulación transcripcional del gen Hi 

La regulación de la expresión del gen Hi en respuesta a la diferenciación celular 

implica la participación de los tres elementos control, un Promotor/Potenciador 

Proximal (PPP o PEP, "Proximal Enhancer Prometer"). un Silenciador 

Transcripcional (ST o TS "Transcriptional Silencer") y un Potenciador Distal (PO o 

DE "Distal Enhancer"). Así mismo se sabe que existen dos mecanismos 

responsables de esta regulación: a) la represión de la transcripción de este gen en 

las células del estrato basal, mediada por el ST y b) el incremento de la 

transcripción en respuesta a las señales que inducen diferenciación, mediada por 

los elementos contenidos tanto en el PEP como en el DE (López-Bayghen y cols., 

1996). 

Promotor-Potenciador Proximal: La región del Promotor-Potenciador Proximal 

abarca 159 pb que se localizan por arriba del sitio de inicio de la transcripción. 



Dentro de esta región se encuentra la caja TATA y una serie de secuencias 

consenso que son el sitio de interacción para diversos factores de transcripción 

como son: NF-1, Sp1/Sp3, AP-1 y C/EBP (fig. A). En sitios cercanos a la caja 

TATA se encuentran las secuencias consenso para los factores de transcripción 

NF-1 (5'-CAACCT-3') y Sp1 (5'-GGAGGG-3'), factores importantes que participan 

en la transcripción basal de varios promotores eucarióticos (Robidiux y cols., 

1992). Estos factores también se encuentran participando de manera específica 

en la activación transcrípcional del gen Hi durante la diferenciación celular (Welter 

y cols., 1995, López-Bayghen y cols .. 1996, Rauscher y cols., 1998). 

Como se mencionó anteriormente. se han identificado varias secuencias consenso 

de interacción para el factor de transcripción AP-1 (López-Bayghen y cols., 1996, 

Welter y cols., 1996). Específicamente en el sitio AP-1, localizado en el nucleótido 

-126 se ha determinado la interacción de las proteínas junB, juno y Fra-1 (Welter y 

cols., 1995). Las proteínas de la familia AP-1 se encuentran también participando 

de manera muy importante en la regulación de la transcripción de otros genes 

estructurales expresados diferencialmente en células epiteliales, como por ejemplo 

genes que codifican para las citoqueratinas: K1 (Lu B. 1994), KS (Casatorres J. 

1994), K6 y K8 (Tamai Y. 1991), K18 (Tamai Y. 1991), K19 (Hu, y cols., 1994), 

profilagrina (Jang y cols .. 2000) y loricrina (Oisepio y cols., 1995). Asimismo AP-1 

participa en la regulación del gen de la transglutaminasa y en la regulación de los 

promotores del virus del papiloma humano tipo 16 y 18 (HPV 16 y 18) (Lu Bo y 

cols.. 1994, Chen y cols., 1997 y Eckert y cols., 1997). En queratinocitos las 

proteínas AP-1 participan al regular la transcripción de la mayoría de los genes 

que codifican para las proteínas que son marcadores de diferenciación. 

Potenciador Distal: El Potenciador Distal comprende 1200 pb que va del 

nucleótido -2500 al nucleótido -1300. Estudios funcionales demuestran que esta 

región es la responsable de la respuesta al proceso de diferenciación mediado por 

calcio y de conferirle una expresión especifica en células epiteliales (Welter y 

cols., 1995, LaPres y Hudson 1996, López-Bayghen y cols., 1996, Banks y cols., 

--·--r 
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1999). En esta región se han encontrado varios elementos de unión para AP-1. los 

cuales son funcionalmente importantes para la actividad de este potenciador 

(Welter y cols .. 1995). Así mismo, en el PO se identificaron dos elementos de 

control: un elemento activador fuerte (localizado entre -2140 y -2088) responsable 

de conferir una expresión epitelio-especifica y un elemento activador débil 

(localizado entre -2473 y -2216) que funciona independientemente del tipo celular. 

El elemento activador fuerte contiene un sitio de interacción para AP-1 y un sitio 

Sp-1. Estos factores se unen simultáneamente al DNA formando un complejo 

terciario que produce un efecto importante de activación, la unión de Sp-1 es un 

requisito para la óptima unión de AP-1. La interacción de Sp-1 contribuye a la 

expresión epitelio-especifica y al parecer es una proteína importante para la 

activación del gen Hi. debido a que hay un aumento en la concentración del factor 

cuando las células se diferencian (Banks y cols., 1999). Dentro del elemento 

activador fuerte se ha localizado otro sitio de unión para AP-1 ubicado entre -2114 

y -2105, el cual es muy importante para la respuesta mediada por calcio. Este 

sitio se ha relacionado tanto a la activación por calcio, TPA y lípidos como el CS. 

En este sitio interaccionan los factores de la familia AP-1 tales como: Fra-1, Fra-2, 

junB y juno. los cuales aumentan su concentración y afinidad cuando las células 

inician el proceso de diferenciación (Welter y cols., 1995, Ng. OC. y cols., 2000, 

Hanley K. 2001 ). 

Por otra parte. dentro de esta misma región se encontró otro elemento de 

respuesta a la diferenciación celular, denominado factor de diferenciación de los 

queratinocitos (KDF-1 ), al parecer este factor tiene relación con el factor de 

transcripción AP-2 (LaPres J. Y L. Hudson, 1996). 

Silenciador Transcripcional: La región del Silenciador Transcripcional se 

encuentra localizada entre las bases -651 a -159, aproximadamente 600 pb por 

arriba del PPP. Dentro de esta región se han encontrado dos sitios de unión para 

el factor de transcripción YY • 1. Este factor se ha caracterizado como un factor 

multifuncional con actividad de represor. activador o como parte de la maquinaria 

't :.~. ~· "! 11 



basal de transcripción. dependiendo del gen del que se trate y del contexto celular 

(Seto y cols., 1991. Shirivastava A. y K. Calame. 1994. López-Bayghen y cols., 

1996). Otro de los factores de transcripción que presenta un sitio de interacción 

dentro de esta región es TEF-1. Se sabe que la sobrexpresión de esta proteina 

reprime al PPP del gen Hi (Takahashi y cols .. 1995). Por otra parte. los factores de 

la familia con dominio POU suprimen la transcripción basal del promotor de 

lnvolucrina. Ensayos en los que se cotransfectó una construcción que contiene la 

región reguladora completa del gen Hi. con construcciones que sobrexpresan 

distintos factores de la familia con dominio POU. se encontró que la sobrexpresión 

de los factores Octa-1. Octa-2. Brn4 y Skn1 a reprimieron de manera importante al 

promotor del gen (Welter y cols., 1996). Estas proteinas pueden interaccionar con 

factores de la maqumana basal de la transcripción; por ejemplo, con el extremo 

amino de TBP. por lo que su efecto de represión pudiera ser independiente de la 

unión al DNA (Zwilling y cols .. 1994). Especificamente con respecto al factor de 

transcripción Octa-2, empleando ensayos bioquimicos, se sabe que esta proteína 

presenta mayor afinidad por una secuencia octamérica cuando extractos 

nucleares provienen de queratinocitos en estado de multiplicación (Andersen y 

col s., 1997). Esto sugirió que Octa-2 podria participar de manera importante en la 

represión de algunos promotores de genes que se expresan durante el proceso de 

la diferenciación celular. 

Elemento Silenciador Mínimo 

Mediante la realización de una serie de eliminaciones del extremo 5' del 

Silenciador Transcripcional del gen Hi a partir del plásmido p2.6CAT, el cual 

contiene la región completa 5' no codificante del gen Hi, se determinó una 

secuencia mínima con actividad silenciadora (Carro! y cols., 1993, Crish y cols .. 

1993. López-Bayghen y cols.. 1996). 

Posteriormente empleando ensayos funcionales se delimitó una secuencia de 52 

pb, comprendida entre los nucleótidos -335 y -386, la cual mantuvo la actividad de 

silenciador al clonar este fragmento frente al PPP y reprimiendo su actividad un 
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80% aproximadamente. De esta manera se determinó que este fragmento 

contiene todos los elementos necesarios para ejercer un efecto represor sobre el 

PPP del gen Hi. por lo que se denominó a este fragmento el Elemento Silenciador 

Mínimo (ESM) (Azuara. E. 2001. tesis doctoral). 

Dentro del ESM se identificaron dos secuencias similares a la secuencia 

octamérica consenso ATGCAAAT y una secuencia similar al motivo TAATGARAT, 

ambas reconocidas por factores de transcripción de la familia con dominio POU. 

Las secuencias octaméricas fueron denominadas u. f3 y o respectivamente (fig. 1A. 

sección de resultados). 

El factor de transcripción Octa-2 reconoce al Elemento Silenciador Mínimo 

Empleando al ESM en ensayos de retardamiento se determinó la interacción 

especifica de proteinas de la familia con dominio POU y, mediante ensayos de 

super-retardamientos se determinó que el factor de transcripción Octa-2 es una de 

las proteínas que reconoce al ESM y que la interacción de esta proteína esta 

dada entre los nucleótidos -372 y -335 (región donde estan comprendidas las 

secuencias octaméricas f3 y 6) (Azuara E. 2001, tesis doctoral). 

La actividad funcional que presenta Octa-2 al interaccionar con el ESM es de gran 

importancia, debido a que se ha reportado una supresión de la transcripción 

mediada por el ESM cuando es co-transfectado Octa-2 en un ambiente 

sobrexpresado con diversos plasmidos que tienen la Región Reguladora del gen 

Hi. Asi mismo se ha descrito que las proteínas Octa-1 y Octa-2 presentan una 

actividad represora sobre la actividad transcripcional de algunos genes, 

particularmente del gen Hi. (Welter y cols., 1996, Chapman C. y Latchman. 1998). 

Mediante la realización de una serie de mutaciones en las secuencias octaméricas 

a, fJ y 6 del ESM se inhibió la interacción de Octa-2 en esta región, determinando 

así funcionalmente que Octa-2 reconoce la secuencia comprendida entre los 

nucleótidos -372 y -335, uniéndose especificamente a las regiones nombradas 
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como octámeros p y li, esta unión es muy importante para ejercer una actividad 

represora sobre el PPP. debido a que las secuencias octaméricas íl y /\al ser 

mutadas mostraron un incremento considerable en su actividad transcripcional, 

demostrando que al evitar la unión de Octa-2 al ESM. éste pierde completamente 

su efecto sobre el PPP. De esta manera se concluyó que el factor de transcripción 

Octa-2 es un elemento represor en esta secuencia y es capaz de reprimir la 

actividad del promotor-potenciador proximal del gen de la involucrina humana. Asl 

mismo, se ha determinado que existen otros factores proteicos interactuando en el 

ESM. que podrian estar ejerciendo una actividad represora de la transcripción del 

gen Hi mediada por el ESM. (Azuara E. 2001. tesis doctoral). 

Reglón octamérica alfa del Elemento Silenciador Mínimo 

Como se mencionó anteriormente mediante un análisis de secuencias consenso 

para factores de transcripción que pudieran estar presentes en la secuencia del 

ESM, se determinaron tres secuencias octaméricas, a las cuales se les nombró 

a, p y ii (Azuara E 2001 . tesis doctoral). Hablando específicamente de la región 

octamérica alfa. localizada en el extremo izquierdo del ESM y cuya secuencia es: 

AACTITCCATTTCATGCCCT. se determinó. mediante ensayos de retardamiento 

y super-retardamiento, que no hay sitios de interacción de las proteínas de la 

familia Ocia dentro de esta región. Por otra parte un aspecto muy importante que 

se ha determinado para esta región octamérica con respecto a la actividad del 

ESM, es que se requiere específicamente de esta secuencia para que el ESM 

pueda ejercer su efecto silenciador, ya que cuando la región octamérica alfa fue 

eliminada, la actividad del promotor del gen de la lnvolucrina humana recuperó su 

actividad hasta un 85%, lo cual indica que las proteinas que reconocen secuencias 

consenso dentro de la región octamérica alfa o bien que llevan a cabo 

interacciones con otras proteinas que reconocen secuencias consenso en las 

regiones octaméricas í3 y li son de gran importancia para la funcionalidad del ESM 

(López-Bayghen, comunicación personal). 
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Partiendo de estos antecedentes y considerando la importancia de conocer los 

mecanismos moleculares que mantienen reprimido transcripcionalmente al gen de 

la lnvolucrina humana cuando los queratinocitos humanos se encuentran en un 

estado de proliferación, decidimos investigar como punto central cuál o cuáles son 

los factores de transcripción, diferentes a Octa-2, que reconocen al ESM, 

especificamente a la región octamérica alfa. asi mismo determinar su relevancia 

funcional en el contexto del funcionamiento de la Región Reguladora del gen Hi. 
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OBJETIVO GENERAL 

Analizar que factores de transcripción reconocen especlficamente a las 

secuencias dentro de la región octamérica alfa del Elemento Silenciador Mlnimo 

del gen de la lnvolucrina humana y determinar su relevancia funcional dentro del 

contexto de la Región Reguladora del gen Hi. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Analizar las interacciones DNA-proteina entre los factores de transcripción, 

diferentes a Octa-2. y el Elemento Silenciador Mínimo del gen Hi mediante 

ensayos bioquímicos de retardamiento y competencia, empleando extractos 

nucleares de queratinocitos humanos. 

• Determinar qué tipo de interacción se da entre aquellos factores de 

transcripción que específicamente reconocen a la secuencia octamérica 

alfa del ESM. 

• Analizar el efecto funcional de los factores de transcripción identificados 

como aquellos que reconocen específicamente a la secuencia octamérica 

alfa en el contexto del funcionamiento de la Región Reguladora del gen Hi, 

mediante ensayos de transfección transitoria en queratinocitos humanos. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Cultivos Celulares: Cultivos primarios de queratinocitos obtenidos a partir de 

prepucios de niños recién nacidos se crecieron en medio Keratinocyte-SFM {K­

SFM Life Technologies. lnc.). con 50 mg/lt de extracto de pituitaria bovina, 5 µg/lt 

de factor de crecimiento epidermoide {EGF). 1 OOmg/ml penicilina-estreptomicina y 

gentamicina en una atmósfera de 5% de C02. La linea celular C33-A, derivada de 

adenocarcinoma cervical humano. se creció en una mezcla de medio F-12/D­

MEM. en proporción 1: 1 {Life Technologies lnc) con 7% de suero fetal bovino 

{SFB) {Life Technologies lnc) y antibióticos {gentamicina. ampicilina y 

estreptomicina). a una concentración de 1 DO ¡tg/ml totales. 

Ensayos Bioquímicos 

Extractos nucleares: Se prepararon extractos nucleares de queratinocitos en 

estado basal mediante la técnica descrita por Schreiber (1989). Todos los 

tampones contenian inhibidores de proteasas {"Complete protease inhibitors 

cocktail", Boehringer Mannheim). Las células se cosecharon utilizando un tampón 

Tris-Dulbeco {TO) (0.7 M NaCI. 5 mM KCI. 0.8 mM Na2HP04, 50 mM Trizma-base 

pH 7.45); posteriormente las células se centrifugaron y la pastilla obtenida se 

resuspendió en el tampón A (10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM KCI, 0.1 mM EDTA. 

0.1 mM EGTA. 1 mM DTT; 0.5 mM PMSF). Se agregó NP40 al 10%, se agitaron 

vigorosamente y se centrifugaron. Las pastillas obtenidas se resuspendieron en el 

buffer C (20 mM HEPES pH 7.9, 0.4 M NaCI, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM 

DTT, 1 mM PMSF). Se agitaron durante 15 minutos a 4 ºC y se centrifugaron para 

obtener los sobrenadantes. La cuantificación de proteinas se realizó usando el 

método de Bradford {Bradford, 1976). Los extractos que se obtuvieron se 

almacenaron a -70 ºC. 

Ollgonucleótidos: Los oligonucleótidos utilizados en los ensayos de 

retardamiento y competencia se sintetizaron en un sintetizador de oligonucleótldos 

(Applied BioSystems 391 DNA) del Departamento de Genética y Biologla 

TEc11'Qr·(rwi~ ~~).l:i ".···· ' 
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Molecular del CINVESTAV. Para desbloquear y purificar los oligonucleótidos. las 

columnas con los oligonucleótidos acoplados. se incubaron en una solución de 

hidróxido de amonio al 25% a 55 ºC por 16 hr. Posteriormente el líquido se 

concentró al 10ío ("Speed Vac") con la finalidad de purificar los oligonucleótidos. 

la pastilla se ,;:;uspendió en buffer de corrida para secuenciación (Formamida 

desinozida 98%. 10 mM EDTA pH 8.0. 0.025% de Azul de cianol y 0.025% azul de 

bromofenol) y se sometió a electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida 

al 15% y Urea 7 M. La banda correspondiente al oligonucleótido deseado se 

visualizó usando una lámpara de luz UV (300-320 nm) y empleando una pantalla 

con indicador fluorescente. Se escindió la banda del gel y se eluyó por difusión 

simple empleando un buffer con acetato de magnesio 1 O mM. SOS 0.1 % y 

acetato de amonio 0.5 M por 16 hr. El líquido de elución en donde se encontraron 

los oligonucleótidos se sometió a precipitación con acetato de sodio 7.5 M y etanol 

absoluto y se centrifugó por 30 min a 4 ºC. La concentración de los 

oligonucleótidos se determinó por espectrofotometría de luz UV (260 nm). Una vez 

purificados. se hibridaron las cadenas complementarias. incubando ambos 

olígonucleótidos durante 5 minutos a 85 ºC y permítíendo un enfriamiento lento a 

temperatura ambiente. Los oligonucleótidos empleados fueron los siguientes: 

CREB 

CREBM 

AP2 

AP2M 

NF-1 

NF-1M 

Sp-1 

Sp1-M 

5' - CTAGAGAGA TTGCCTGACGTCAGAGAGCTAG -3' 

5'- CTAGAGAGATTGCCTGTGGTCAGAGAGCTAG -3' 

5'- CTAGGATCGAACTGACCGCCCGCGGCCCGT-3' 

5' - CTAGGATCGAACTGACCGCTTGCGGCCCGT -3' 

5'- CTAGTTTTGGATTGAAGCCAATATGATAA-3' 

5'- CTAGTTTTGGATTGAATAAAATATGATAA-3' 

5'- CTAGATTCGATCGGGGCGGGGCGAGC-3' 

5'- CTAGATTCGATCGGTTCGGGGCGACC -3' 



Oct-1 

Oct-1M 

a (alfa) 

aM 

13 (beta) 

GR 

E2F 

AP-1 

5'- CTAGTGTCGAATGCAAATTCACTAGAA-3' 

5'- CTAGTGTCGAATGCAAGCCACCTAGAA-3' 

5'- CCCAAGCTTAACTTTCCATTTCATGC -3' 

5'- CCCAAGCTTAAGCTTCCATTCGATGC -3' 

5'-AGCTTGAAAGTGAATCTTTTG -3' 

5'- CTAGAGAGGATCTGTACAGGATGTTCTAGAT-3' 

5'- CTAGTAGTTTTCGCGCTTAAAT -3' 

5' - CTAGCGCTTGATGACTCAGCCGGAA-3' 

Marcaje de oligonucleótldos: El marcaje de los oligonucleótidos de doble cadena 

se realizó empleando el fragmento Klenow de la DNA polimerasa 1 de E. coli. Se 

marcaron de 40 a 100 ng de DNA, en un volumen final de 1 O µI donde se adicionó 

1 µI de cada nucleótido (10 mM de los nucleótidos dGTP, dTTP, dCTP) y 10 µCi 

de dATP(aP32), así mismo se adicionó 1 µI de buffer de marcaje TM 10X (50 mM 

de NaCI pH 7.6). La mezcla se incubó con 1 U de enzima Klenow (Lífe 

Technologíes) por 30-45 mín a temperatura ambiente. Finalmente se diluyó la 

sonda marcada a una concentración final de 1 ng/µI. 

Ensayos de Retardamiento y Competencia: Extractos nucleares de 

queratínocítos basales se incubaron en solución de unión de proteínas BDG 1X 

(12 Mm HEPES, pH 7.8, 10% de glicerol, 0.05 mM EDTA, 4 mM MgCl2, 10 mM 

KCI, 1 mM dítíventral, 2 mM de espermidina) y 0.3-1 µg de poly-d(l-C) (Pharmacia 

Biotech) durante 1 O minutos a 4 ºC. posteriormente se agregó 1 ng del 

olígonucleótido marcado con dATP(uP32) y se incubó la mezcla 10 minutos a 4 

ºC. Las mezclas de reacción se sometieron a electroforesis en un gel de 

acrilamída al 7%, empleando un voltaje de 140 V. Los geles se secaron al vaclo y 

se expusieron en placas radiográficas (Kodak Eastman). En el caso de los 

ensayos de competencias, las mezclas de reacción se preincubaron con 

concentraciones distintas de olígonucleótídos fríos, durante 10 minutos a 4 ºC 

antes de agregar el olígonucleótido marcado radíactivamente. 



Ensayos de interacción Proteína-Protelna: Para los ensayos de interacción 

proteína-proteína. las mezclas de reacción de los complejos ONA-proteinas se 

incubaron con diferentes concentraciones de deoxicolato de sodio, el cual es un 

detergente aniónico que tiene la función de desintegrar interacciones proteina­

protelna. 

Ensayo de inmunoprecipltación 

Cultivos primarios de queratinocitos humanos y cultivos primarios de células C33-

A en un estado de confluencia del 85% fueron cosechados con 1.5 mi de PBS fria, 

el cual contuvo inhibidor de proteasas PMSF 1 mM. posteriormente se centrifugó 

a 3000 rpm durante 10 mina 4 ºC. la pastilla obtenida se resuspendió en 100 µg 

de regulador RIPA (Tris-HCI 10 mM pH 7.5, EGTA 1 mM, NaCI 158 mM, NaF 25 

mM, PMSF 1 mM. Aprotinina 2.5 pg.¡d" y Leupeptina 2.5 2.5 µg.µ1" 1
) para lisar 

las células y determinar la concentración de proteínas empleando el método de 

Bradford (Bradford, 1976). 

Las proteínas se solubilizaron con solución reguladora RIPA y con detergentes 

(Tritón 2% y SOS 0.2%) en proporción 1: 1, durante 1 hora a 4 ºC. El sobrenadante 

se depositó en un tubo eppendorf que contenía 1 ¡d del anticuerpo anti-Oct-2 

acoplado a agarosa (Santa Cruz Biotechnology), posteriormente se sometió a 

agitación toda la noche a 4 ºC para permitir la formación de los complejos 

antígeno-anticuerpo acoplados a la matriz de agarosa. Las esferuelas de agarosa 

se colectaron mediante centrifugación a 14000 rpm durante 1 hora a 4 ºC y se 

realizaron 2 lavados con 1 mi de regulador RIPA que contenía Tritón 1 % y PMSF 1 

mM. El inmunoprecipitado fue eluído en 10 ¡d de regulador de muestra 3X (Tris­

HCI 0.5 M pH 6.8, SOS 6%, 2-mercaptoetanol 300 mM, Azul de bromofenol 0.3% y 

glicerol 30%), finalmente las muestras se hirvieron durante 5 min. 

lnmunodetección en fase sólida 

Las proteínas obtenidas de los inmunoprecipitados fueron separadas por 

electroforesis en geles de poliacrilamida (SOS-PAGE) al 10% y se transfirieron a 

una membrana biológica PVOF (Polivinilideno di-fluoruro) en cámara húmeda (Bio-
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Rad). La eficiencia de la transferencia se determinó por tinción de la membrana 

con rojo de Ponceau. Los sitios irrelevantes se cubrieron por incubación de la 

membrana a una solución de bloqueo (leche descremada 5%, Tween-20 0.1 % en 

TBS) durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron tres 

lavados (TBS-Tween-20 0.1 %). La membrana se expuso a un anticuerpo 

policlonal de conejo con una dilución 1 :5000 (anti-Oct-2, anti-NF-1, anti-e-Fas o 

anti-c-Jun) según fuera el caso. El exceso del anticuerpo correspondiente se 

eliminó mediante 3 lavados (TBS-Tween-20 0.1 %), la membrana se incubó en una 

solución de un anticuerpo anti-conejo acoplado a peroxidasa durante 1 hora a 

temperatura ambiente. Finalmente la membrana se lavó como se mencionó 

anteriormente y las bandas relevantes se detectaron por autorradiografía, 

empleando quimioluminiscencia ECL (Amersham). 

Plásmidos 

El plásmido p2.6CAT contiene la región reguladora del gen Hi (2506 pb) (López­

Bayghen y cols., 1996) y se basa en el uso del gen reportero CAT (cloranfenicol 

acetil transferasa). La construcción pRSVNF-1, donada amablemente por el Dr. 

Jean Louis Danan (Brigitte y cols., 1994). contiene al promotor del Virus de 

Sarcoma de Rous (RSV) y como gen reportero a NF-1. Estos plásmidos se 

utilizaron para los ensayos de cotransfección. Los plásmidos que se utilizaron 

como control durante los ensayos de transfección transitoria son: el plásmido 

pCAT-CONTROL (Promega), el cual contiene al promotor y potenciador de SV40, 

por lo que se expresa fuertemente en células epiteliales (López-Bayghen, 

comunicación personal). El plásmido p-gal, contiene al promotor RSV y al gen 

reportero [3-gal. 

Ensayos de transfección transitoria y ensayos CAT 

Cultivos secundarios de queratinocitos humanos, crecidos al 70-80% de 

confluencia se transfectaron con 10 ¡1g de DNA plasmídico total, utilizando 

Lipofectamina para la transfección (Life Technologies, lnc), siguiendo el método de 

transfección descrito anteriormente (López-Bayghen y cols., 1996). La mezcla de 

[
---------- - -.. --;J--'lT-. ,.- n'" tJ,'-.' ¡l'I 

'11 ' 1 • 1 1 

E~ ·)-~ ~~- _:. .. -~ ~--·: .... ~~::~' N 

21 



DNA-lipofectamina, en 1 mi de medio KSFM sin suplementos, se incubó a 37°C en 

una atmósfera al 5% de C02 Posteriormente las células se lavaron con solución 

de PBS y se adicionó medio de cultivo, incubando de 48 a 72 horas. Las células 

se cosecharon 48 horas post-transfección en tampón TEN (40 mM Tris-HCI, pH 

8.0, 1 mM EDTA. 15 mM de NaCI). Estas células se lisaron empleando 5 ciclos de 

lisis (congelación a -70 ºe-descongelación a 37 ºc. en 0.25 M Tris-HCI, pH 8.0. La 

concentración de proteinas se cuantificó utilizando el método de Bradford 

(Bradford, 1976) y con base a ello se normalizaron los extractos celulares entre si. 

Volúmenes normalizados de los extractos nucleares se incubaron con 0.25 µCi de 

(1 4C) cloranfenicol (Amershan Corp.) y con 4 µI de acetyl-CoA (20 mM) (Sigma). 

Las reacciones de acetilación se llevaron a cabo a 37 ºC durante 16 horas. Las 

muestras se extrajeron con acetato de etilo y se cargaron en placas de 

cromatograffa en capa fina (Sigma Chemicals Co.). La cromatografía se realizó 

utilizando una mezcla de solventes cloroformo-metanol (97:3). La radiactividad 

contenida en las placas de cromatografía se cuantificó para determinar el 

porcentaje de conversión en cloranfenicol acetilado utilizando el analizador de 

imágenes AMBIS (Scanalytics CSPI). Asi mismo durante los ensayos de 

transfección transitoria se realizó un tratamiento con un derivado el fármaco 

curcumina a 50 mM y 250 mM, con la finalidad de eliminar al actor de transcripción 

NF-1 del contexto celular y evaluar en estas condiciones la actividad CAT. 
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RESULTADOS 

Factores de transcripción de la familia NF-1 interactúan en la reglón 

octamérica alfa del Elemento Silenciador Mínimo del gen de Hi. 

Dentro de la región denominada ESM (fig. 1A). existen una serie de 

secuencias consenso para factores de transcripción, reconocidas por factores que 

bajo ciertas condiciones, presentan una función inhibidora de la regulación 

transcripcional del gen Hi (Takahashi y cols., 1995). En este trabajo planteamos 

nuevos factores candidatos que pudieran funcionar como represores para el yen 

Hi. Se analizó especificamente la región octamérica alfa del ESM (fig. 1 B), 

iniciando con una büsqueda computacional de las posibles secuencias de 

reconocimiento, similares a secuencias consenso ya reportadas, empleando para 

ello la base de datos TRANSFAC (http://transfac.gbf.de/TRANSFAC/; Heinemeyer 

y cols., 1999). De acuerdo con este análisis se encontró que diversos factores de 

transcripción podían interactuar con la región octamérica alfa, como son: factores 

de transcripción de la familia NF-1, factores de transcripción de la familia AP-2, 

factores de la familia ocia y factores de la familia CREB (fig. 1 B). Las proteínas de 

la familia NF-1 han sido descritas como represores de la actividad transcripcional 

de algunos genes (Rajas y cols., 1998; Zhao y cols., 1999), de ahl que decidimos 

iniciar la caracterización molecular de las interacciones DNA-protelna y proteína-

proteína dentro de la región del ESM, analizando inicialmente si NF-1 se 

encontraba entre los factores nucleares obtenidos a partir de queratinocitos en 
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estado de multiplicación y si este factor era capaz de reconocer la región 

octamérica alfa del ESM. 

A 

OSRF 
Oct·1 

• GR/ER 

::!NF·1 
•vv-1 
[]RAR 

B 

•Rc;u1llzado un ol ProQrama Pattern 1onrch 1.1 
"Mlnlmum mntchlng wlndow 5 mlnlmum IC>ngth 6" 
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Figura 1. (A) Análisis de secuencias consenso del ESM. La región del ESM se analizó 
empleando el programa Pattern Search 1 1. con la finalidad de obtener las secuencias 

consenso para factores de transcripc1ón. 
(B) Análisis de la secuencia alfa del ESM del gen de HI. La secuencia alfa se analizó 

empleando la base de datos TRANSFAC. 
Se muestran las diversas secuencias consenso para faclores de transcripción obtenidas. 
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Se sintetizaron oligonucleótidos con la secuencia alfa del ESM. con el fin de 

obtener una sonda de DNA de doble cadena para iniciar los ensayos de 

retardamiento en gel (fig. 2A). utilizando extractos nucleares de queratinocitos 

cosechados durante la fase de crecimiento exponencial. Como competidores se 

utilizaron una serie de oligonucleótidos que contenían secuencias consenso para 

diversos factores de transcripción (fig. 2A). Estos competidores permitieron 

identificar a qué familia de. factores de transcrpción pertenecían las proteínas que 

forman parte de los complejos señalados en la figura 28. De esta manera pudimos 

determinar que en la región alfa, los factores de la familia NF-1 efectivamente 

podrían estar interaccionando con la secuencia octamérica. Para determinar la 

especificidad de las interacciones se hicieron competencias con un exceso molar 

de 100 a 300 veces de los oligonucleótidos homólogos y heterólogos no 

marcados. De esta forma se definieron los complejos 1, 11, 111, IV y V como 

específicos para el oligonucleótido alfa. El complejo IV se compitió eficientemente 

con un exceso molar del oligonucleótido no marcado que contiene la secuencia 

consenso NF-1 y no así con el mismo exceso molar del oligonucleótido con la 

secuencia consenso mutada, NF-1 M, o los oligonucleótidos no relacionados Sp-1 

y GR (figs. 28 y 3). Este resultado nos indicó que hay factores de la familia NF-

que reconocen específicamente la región octamérica alfa del ESM del gen Hi. 
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OlgonucleóUdoa 
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NF·1M 

AP·2 

AP·2M 
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GR 
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BETA 

Competidor 

1-
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111-
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V-

.. 

Secuencl•• 

5' CTAGTTTTGGATTGAAGCCAATATGATAA 3' 

5' CTAGTTTTGGATTGAATAAAATATGATAA 3' 

5' CTAGGATCGAACTGACCGCCCGCGGCCCGT3' 

5' CTAGGATCGAACTGACCGCTTGCGGCCCGT 3' 

5' CTAGATTCGATCGGGGCGGGGCGAGC 3' 

5' CTAGATTCGATCGGTTCGGGGCGACC 3' 

5' CTAGTGTCGAATGCAAATTCACTAGAA 3' 

5' CTAGTGTCGAA TGCAAGCCACTAGAA 3' 

5' CTAGAGAGATTGC<:TGACGTCAGAGAGCTAG 3' 

5'CTAGAGAGATTGCCTGTGGTCAGAGAGCTAG 3' 

5' CTAGAGAGGATCTGTACAGGATGTTCTAGAT 3' 

5' CCCAAGCTTAACTTTCCATTTCATGCJ' 

5' CCCAAGCTTAAGCTTCCATTCGATGC 3' 

5' AGCTTGAAAGTGAATCTTTTG 3' 
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Figura 2. Ensayos 
de retardamiento y 

competencia 
utilizando el 

ollgonucleótldo 
ALFA marcado 

radlactlvamente. 
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muestran las 
secuencias de los 

oligonucle6t1dos 
empleados para 

marcaje o 
competencia. 

Panel B· El 
ohgonucleótido 

ALFA se incubó con 
extractos nucleares 

de queratinocitos en 
mult1phcac16n. Se 

definieron cinco 
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competidos con un 
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marcado que se 
seMla en cada 

caso (·) 
ohgonucle6t1do libre 
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Adicionalmente, se realizó la competencia inversa, empleando al oligonucleótido 

NF-1 marcado radiactivamente y haciendo la competencia con un exceso de 100-

200 veces molar del oligonucleótido alfa (fig. 4). El oligonucleótido alfa fue capaz 

de competir los complejos DNA-proteina formados con la sonda NF-1. Esto no 

sucede con el mismo exceso molar del oligonucleótido que contiene la secuencia 

alfa mutada (alfaM), lo cual nos confirma que los factores que forman complejos 

con la sonda NF-1 son los mismos factores que interaccionan con el 

oligonucleótido alfa en la secuencia octamérica presente en. él. 
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Figura 4. Ensayos de 
retardamiento y 

competencia utilizando 
los oligonucle6tidos 

NF-1 y Oct-1 marcados 
radiactivamente y 

empleando extractos 
nucleares de 

queratinoc1tos basales 
Se utilizó como 

competidores a los 
oligonucle6t1dos alfa o 

alfa mutado en la 
secuencia octamérica, 
con un exceso molar 

de 100-200 veces. 
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Por otra parte. se hicieron ensayos de competencia con el oligonucleótido 

Oct-1 marcado radiactivamente, utilizando como competidor al oligonucleótido 

alfa. en un exceso molar de 100-200 veces con respecto a Oct-1. Con extractos 

nucleares de queratinocitos se definieron IV complejos, de los que sólo el 

complejo IV fue competido eficientemente por el oligonucleótido alfa (Figura 4, 

parte central). Este resultado nos define que hay factores de la familia con 

dominios POU que reconocen a la región octamérica alfa del ESM, o bien podria 

sugerir que existen interacciones proteina-proteina entre los factores de la familia 

Ocia y NF-1. 

Ya que los resultados obtenidos hasta el momento nos indicaban posibles 

interacciones proteina-proteina presentes en la región octamérica alfa del ESM y a 

su vez se confirmó que los factores de ia familia NF-1 interaccionan en esta 

región, decidimos realizar ensayos de retardamiento y competencias en presencia 

de deoxicolato de sodio, el cual es un detergente aniónico que desintegra las 

interacciones proteina-proteina. Utilizamos el oligonucleótido alfa marcado 

radiactivamente, en ensayos de retardamiento, en presencia de deoxicolato de 

sodio a diferentes concentraciones. para definir cuales de los complejos 

observados inicialmente corresponden a interacciones DNA-proteína y cuales 

pudieran corresponder a interacciones proteína- proteina. Se observó que la 

combinación del olígonucleótido alfa marcado y extractos nucleares de 

queratinocitos en multiplicación. en presencia de deoxicolato de sodio, resultó en 

V complejos que al ir aumentando paulatinamente las concentraciones del 

deoxicolato de sodio los complejos 11. 111, IV y V. fueron desintegrándose (fig. 5). 
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Esto nos indicó que el tipo de interacción para estos últimos complejos es 

proteina-proteina, mientras que para el complejo I, el cual se mantuvo estable a 

diferentes concentraciones de deoxicolato de sodio, indica que las protelnas que 

integran este complejo interaccionan directamente con el DNA. 

Por otra parte en los ensayos de competencia en presencia de deoxicolato, se 

observó que NF-1 sólo compite eficientemente al complejo IV, corroborando 

nuevamente los resultados obtenidos (figs. 2 y 3), mientras que Octa-1 compite 

eficientemente los complejos 111 y IV. indicando que las proteínas que reconocen a 

estos oligonucleótidos pudieran estar interaccionando entre ellas, o bien, que las 

mismas proteinas estuvieran reconociendo las secuencias consenso presentes en 

los diferentes oligonucleótidos (fig. 6). 
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Figura 5. Interacciones protelna-protelna en la reglón alfa. Ensayos de retardamiento utilizando el 
oligonucleót1do ALFA marcado radiact1vamente. en presencia de deoxicolato de sodio utilizado en las 

concentraciones 1nd1cadas. y extractos nucleares de querat1noc1tos basales. Los complejos obtenidos fueron 
paulatinamente desintegrándose conforme se aumentaron las concentraciones. 
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Figura 6. Los 
factores de 

transcripción NF-1 
y Oct-1 que 

reconocen a la 
reglón octamérlca 
alfa Interaccionan 

entre ellos. 
Ensayos de 

retardamiento y 
competencia 
ut1hzando el 
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ALFA marcado 

radract1vamenta y en 
presencia de 

deox1colato de 
sodio El complejo 
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con el 

oligonucle6t1do 
Oct-1. 

De acuerdo con los resultados obtenidos, a partir de los ensayos de 

retardamiento y competencia, proponemos que existen interacciones proteína-

proteína entre los factores de transcripción que reconocen a la región octaméríca 

alfa del ESM del gen Hi (fig. 6). Asi mismo, sugerimos que los complejos 111 y IV, 

son el producto de una interacción protéica entre Octa-2 y NF-1, siendo Oct-2 el 

factor que media la unión del complejo al DNA. 

Teniendo como antecedente el hecho de que las proteínas de la familia 

Octa pueden interaccionar con una serie de diferentes factores de transcripción 

como las proteínas AP-1 (Jang y cols., 2000), Sp-1 (Janson y Pettersson, 1990), 

receptores de vitamina D (Liu y Freedman, 1994) y el receptor de glucocorticoides 

(Prefontaine y cols., 1999), formando heterocomplejos y regulando la actividad 
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transcripcional de varios genes. decidimos averiguar si los factores de la familia 

NF-1 se unen directamente con miembros de la familia Octa, específicamente con 

el factor de transcripción Octa-2. el cual reconoce especificamente al ESM 

presente en la Región Reguladora del gen Hi (Azuara E. 2001, tesis doctoral). Por 

otra parte, decidimos investigar si Octa-2 a su vez podría interaccionar con otros 

factores de transcripción importantes en la regulación transcripcional del gen Hi, 

como son e-Fas y c-Jun. Con este propósito se realizaron ensayos de 

inmunoprecipitación e inmunodetección en fase sólida empleando los anticuerpos 

anti-Oct-2, anti-NF-1, anti-e-Fas y anti-c-Jun. lnic.ic.lmenie como una medida de 

control, el anticuerpo anti-Oct-2 se probó con extractos totales y nucleares de 

queratinocitos en multiplicación. El anticuerpo reconoció dos isoformas de Octa-2 

(fig. 7). Una isoforma de aproximadamente 97 kDa y la otra de aproximadamente 

66 kDa, presente en los extractos totales y nucleares de queratinocitos. 

WB anti-OCT-2 
IP anti-OCT-2 

IP EN 
KER KER 

Figura 7. Diferentes 
lsoformas de Oct-2 

se detectaron en 
queratlnocltos 

humanos en 
multlpllcaclón. 

Análisis de 

OCT-2 _. t· :. '!"" ...... 97kDa .. " '....__ . .....,, ........ 66kDa 
. ~-

inmunoprecipitación e 
inmunodetección en 
fase sólida de Oct-2 
utilizando extractos 

totales y nucleares de 
queratinocitos en 

multiplicación. Para 
ambos casos se 

empleó el mismo 
anticuerpo, anti-Oct-2. 
Las flechas indican las 

isoformas de Oct-2. 
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Siguiendo con el análisis, se hicieron los ensayos de inmunoprecipitación con el 

anticuerpo anti-Oct-2 y extractos nucleares y totales de queratinocitos en 

multiplicación; asi mismo se incluyeron extractos de otras células epiteliales como 

C33-A y HeLa como células no epiteliales (fig. 8). Cuando se realizó el ensayo de 

inmunodetección en fase sólida utilizando el anticuerpo anti-NF-1, el anticuerpo 

reconoció una banda de aproximadamente 55 KDa, la cual esta relacionada con 

NF-1, esta banda estuvo presente en los extractos de todas las células probadas. 

De acuerdo con este resultado proponemos que el factor de transcripción Octa-2 

podria interactuar con el factor de transcripción NF-1. 

IP anti-OCT-2 
WB anti-NF-1 

NF-1~ 

IP 
KER 

EN 
KER 

66kDa 

........ 45kDa 

Figura B. El factor de transcripción Oct-2 Interactúa con factores de transcripción 
de la familia NF-1. Anál1s1s de 1nmunoprec1p1tac1ón empleando el anticuerpo anti-Oct-2, 

e inmunodelecc16n en fase sólida (WB). empleando el anticuerpo anti-NF-1. Se 
utilizaron extractos nucleares provenientes de queratinocitos en mult1phcaci6n y células 
C33-A (EN) y extractos totales provenientes de queratinocitos en multiplicación. células 

C33-A y células Hela La flecha indica la presencia de NF-1 (55 KDa). 
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Los ensayos de inmunoprecipitación realizados con el anticuerpo anti-Oc!-

2, empleando la misma estrategia, pero ahora realizando el ensayo de 

inmunodetección en fase sólida con los anticuerpos anti-e-Fas y anti-c-Jun, 

mostraron que el anticuerpo anti-e-Fas reconoció una banda de aproximadamente 

50 KDa, tamaño que corresponde al factor de transcripción e-Fas en 

queartinocitos (fig. 9). En las células C33-A, la concentración relativa del factor 

parece ser menor. esto se debió posiblemente a variaciones en las cantidades 

relativas de cada factor en cada sistema celular. Cuando se empleó el anticuerpo 

anti-c-Jun, no hubo ningún reconocimiento de alguna proteina proveniente de la 

inmunoprecipitación (fig. 10). Estos resultados sugieren que el factor de 

transcripción Octa-2 presenta una interacción con el factor de transcripción e-Fas, 

pero no con el factor de transcripción c-Jun. 

IP anti-OCT-2 
WB anti-c-Fos 

c-Fos ..... 

IP 
KER 

EN 
KER 

IP EN 
C33-A C33-A 

........ 66kDa 

.. ...... 45kDa 

Figura 9. El factor de transcripción Oct-2 presenta una Interacción con el factor de 
transcripción c-Fos. Análisis de inmunoprecip1tación, empleando el anticuerpo anti-Oct-2, e 

inmunodetección en fase sólida, empleando el anticuerpo anti-e-Fas. utilizando extractos nucleares 
y totales provenientes de queratinoc1tos en multiplicación y células C33-A. La flecha indica la 

presencia de c-Fos (60 KDa). 

34 



IP anti-OCT-2 

WB anti-c-Jun 
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Figura 10. El factor do transcripción Oct-2 no presenta Interacción con el factor de transcripción c-Jun. 
Anélisis de inmunoprecip1tac10n, empleando el anticuerpo anti·Oct-2, e inmunodetecc1ón en fase sOhJa, empleando 

el anticuerpo anti-c-Jun, utilizando extractos nucleares y totales provenientes de querat1noc1tos en mult1plicar.1ón y 
células C33-A La flecha indica la presencia de c-Jun (60 KOa) 

De acuerdo a estos resultados, determinamos que los factores de la familia NF-1 

reconocen especificamente a la región octamérica alfa del ESM presente en la 

Región Reguladora del gen Hi. Así mismo, proponemos que la familia NF-1 

presenta interacciones proteina-proteina dentro de esta misma región y éstas 

interacciones estan dadas entre el factor de transcripción Octa-2 y NF-1. Por otra 

parte, se determinó a su vez que Octa-2 presenta interacciones proteina-proteina 
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con el factor de transcripción c-Fos, mientras que para el factor de transcripción c-

Jun éste no fue el caso. 

Existen una serie de reportes que indican que proteinas de la familia con dominio 

POU, entre las que se encuentran Octa-1 y Octa-2, presentan una actividad 

represora en la transcripción de algunos genes, particularmente del gen Hi (Welter 

y cols., 1996; .Ché!pman y Latchman, 1998). De acuerdo con estos datos y 

apoyándonos en los resultados presentados aqui, se sugiere que Octa-2 al 

reconocer al ESM y posteriormente establecer las interacciones proteina-proteina 

definidas con NF-1 y c-Fos, reprimen al gen Hi en los queratinocitos humanos 

durante el estado basal. 

NF-1 en el contexto del funcionamiento del gen de Hi 

Para determinar el papel de NF-1 en el contexto del funcionamiento de la Región 

Reguladora del gen Hi, se determinó el efecto de la sobrexpresión del factor NF-1, 

mediante ensayos funcionales de transfección transitoria. La construcción 

p2.6CAT que contiene la Región Reguladora completa del gen Hi y la 

construcción pRSV-NF-1, se cotransfectaron en queratinocitos humanos en 

cultivo. Por otra parte, la construcción p2.6CAT también se transfectó en estas 

células, en condiciones tales, en las que se eliminó la expresión de NF-1 mediante 

la utilización de un derivado del fármaco curcumina (en una concentración de 50 

mM y 250 mM respectivamente). El efecto observado fue un aumento en la 
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actividad transcripcional cuando se eliminó a NF-1 del sistema, al comparar la 

actividad cuando sólo se transfectó la construcción p2.6CAT en ausencia del 

fármaco, es decir. cuando NF-1 se encontraba presente (fig. 11 ). Dadas las 

diferencias observadas. es de gran importancia destacar que al parecer factores 

de la familia NF-1 son represores para el gen de la lnvolucrina humana al 

reconocer al ESM, originando la represión transcripcional del gen durante el 

estado de proliferación de !os queratinocitos humanos. Por otra parte, la 

sobrexpresión de NF-1 no afectó la actividad del 2.6CAT (fig. 11). De acuerdo con 

este resultado, consideramos que seria de gran interés el poder aumentar la 

actividad transcripcional de la construcción p2.6CAT y de esta manera poder 

evaluar el efecto de la sobrexpresión de NF-1 en estas condiciones, de tal manera 

que pudiéramos confirmar aún más cual es el efecto de NF-1 en el contexto del 

funcionamiento de la regulación transcripcional del gen Hi. Durante el proceso de 

diferenciación de los queratinocitos participan una serie de factores externos como 

el calcio, ésteres de forbol, glucocorticoides y vitamina D, que estimulan la 

diferenciación. El calcio participa de manera importante en la regulación de las 

diferentes proteínas que participan en el proceso de diferenciación. 

Específicamente se ha observado que los niveles del RNAm de involucrina se 

incrementan al aumentar las concentraciones de calcio en cultivos (Eckert, 1986). 

Al inducir los cultivos de queratinocitos con calcio en nuestro sistema, y 

posteriormente realizar los ensayos de transfección, se puede incrementar la 

actividad de la construcción 2.6CAT (López-Bayghen y cols., 1996), por lo que 

que manteniendo este ambiente celular evaluariamos la sobrexpresión de NF-1. 
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En la Figura 12 se presenta un esquema que resume los resultados 

presentados aquí. 
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Figura 11. La ellmlnaclón de NF-1 aumenta la actividad transcrlpclonal del gen de HI. 
La construcción p2.6CAT que contiene la reg10n reguladora del gen de Hi, se transfect6 en 

queratinocitos basales usando 1tpofectam1ne y las células fueron tratadas con curcumina a 50mM y 
250mM. Las act1v1dades están expresadas como act1v1dad relativa. donde la act1v1dad CAT que 
presento cada construcc10n se comparo con la ac1tv1dad CAT de la construcción p2.6CAT. Los 

resultados que se presentan se obtuvieron mediante la reallzac16n de tres experimentos 
independientes. 
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ESM ppp 

ESM PPP 

Figura 12. Factores de la familia NF-1 ejercen una represión Independiente de la unión al ESM 
mediante una Interacción directa con Octa-2. El reconocimiento de Octa-2 en el ESM mantiene silente al 

gen de ta involucnna humana en queratinoc1tos no d1ferenc1ados. Octa-2 establece una interacción directa 
con NF-1, resultando una represión sumatona independiente de la unión al DNA. Asl mismo Octa-2 

interacciona de manera directa con e-Fas, 1nh1b1endo la unión de este factor activador a su secuencia 
consenso en el promotor-potenciador. lo cual resulta en el abatimiento de la actividad transcripcional del gen 
de Hi. Por otra parte cuando las células se diferencian. Octa-2 al parecer disminuye su afinidad por el ESM, 

de tal manera que no se presenta la 1nteracc10n directa con NF-1 y e-Fes Ahora e-Fas re~onoce su 
secuencia consenso en el Promotor-Potencrador Esta sene de cambios conllevan a una act1vac16n 

transcnpcional del gen de Hi en queratinocitos en estado de diferenciación. 
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DISCUSIÓN 

El estudio de la regulación transcripcional de genes que participan en el proceso 

de diferenciación de los queratinocitos epiteliales ha sido de gran importancia para 

el entendimiento de los mecanismos moleculares que de alguna manera 

determinan la especificidad de la expresión genética durante los estados de 

multiplicación y diferenciación de la célula. Como se ha mencionado 

anteriormente. el gen de la lnvolucrina humana es considerado como un marcador 

temprano de la diferenciación epitelial. por lo tanto este gen sólo se exprc::;<: en las 

células diferenciadas. mientras que cuando las células se encuentran en 

multiplicación. la expresión del gen se encuentra reprimida o es mínima. De tal 

manera que. en sistemas donde en ciertas etapas. la expresión de los genes se 

encuentra silente. los represores se encargarán de restringir la expresión de los 

genes de manera muy específica en ciertos estratos celulares epídermales. 

Estudios previos en los que se ha iniciado la caracterización de los 

mecanismos que reprimen al gen Hi en queratinocitos en multiplicación, se 

delimita una secuencia localizada entre los nucleótidos -386 y -335 denominada 

Elemento Silenciador Mínimo (ESM). cuya actividad es modulada durante el 

proceso de diferenciación y funciona de manera tejido especifico. Esta región 

presenta tres secuencias octaméricas, denominados a, f3 y 8, reconocidos por el 

factor de transcripción Octa-2. El factor de transcripción Octa-2 resultó 

responsable de parte de la represión del gen Hi (Azuara E. 2001, tesis doctoral). 

Hablando específicamente de la región octamérica alfa, los estudiar 

bioquímicos que se presentan aquí permiten definir que factores de la familia NF-1 

interaccionan en esta región y que a su vez presenta interacciones proteina­

proteina con los factores que reconocen a esta región, como Octa-2. Es muy 

importante destacar que la región octamérica alfa tiene un papel esencial en la 

actividad del ESM y como tal, ejerce un efecto represor sobre el Promotor­

Potenciador Proximal del gen Hi. Su eliminación genera un aumento en la 

actividad transcripcional en ensayos de transfección transitoria. 
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Los estudios de inmunoprecipitación e inmunodetección en fase sólida 

consolidaron la idea de las interacciones proteina-proteina entre el factor de 

transcripción Octa-2 y los factores de transcripción NF-1 y c-Fos. Considerando 

que Octa-2 ejerce un efecto represor sobre el promotor del gen Hi, proponemos 

que al interaccionar con NF-1, el efecto resultante sea fundamental para un efecto 

sinérgico de una represión independiente de la unión al DNA por parte de NF-1, y 

que en conjunto regulan la funcionalidad del ESM mientras las células no 

expresan involucrina. Al respecto se ha descrito que algunos miembros de la 

familia de factores de transcripción POU, reprimen la expresión del gen Hi, 

identificando sitios consenso para estos factores en la Región Reguladora de este 

gen. Aunque existen interacciones de algunos de estos factores con esta 

secuencia, estas interacciones no son necesarias para la represión mediada por 

factores POU (Welter y cols .. 1996). Esto podria indicar que estos factores no 

requieren de un sitio de interacción con el DNA para reprimir la expresión del gen 

Hi, sino que tal vez podrlan ejercer una represión independiente de la unión al 

DNA o actuar interaccionando con otros factores que se encuentran unidos al 

DNA (Welter y cols., 1996; Monzon y cols., 1996). 

Por otro lado, la sobrexpresión de NF-1 no indujo algún cambio 

significativo en la actividad de la Región Reguladora de Hi, sin embargo, la 

eliminación de NF-1 en el sistema aumentó la actividad del promotor del gen Hi en 

queratinocitos humanos. Esto nos indica que en nuestro sistema epitelial, este 

factor tiene un efecto represor en la regulación transcripcional del gen. Resultados 

que nos confirman nuevamente la participación de NF-1 en la regulación del gen 

Hi. 

Por otra parte, se ha reportado que las proteínas de la familia AP-1 se 

encuentran participando en la regulación de la transcripción de genes que se 

expresan de manera especifica durante la diferenciación de las células epiteliales. 

Asl mismo estas proteínas participan de manera muy importante en la regulación 

de la actividad del promotor del gen Hi (López-Bayghen y cols., 1996, Welter y 

cols., 1996). La familia AP-1 se constituye por el heterodlmero Fos/Jun, este 
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complejo reconoce secuencias consenso en el promotor del gen Hi y su 

interacción es indispensable para la actividad del promotor. Además se sabe que 

hay una distribución diferencial de los factores c-Fos y c-Jun en los distintos 

estratos de la epidermis. siendo más altos en los estratos superiores. donde la 

sintesis de involucrina es mayor (Welter y R. Eckert, 995; Eckert y cols .. 1997). Al 

establecer que existe una interacción entre el factor de transcripción Octa-2 con c­

Fos (fig. 11 ). sugerimos que cuando los queratinocitos se encuentran en estado 

de multiplicación, el factor represor Octa-2 se une con el dominio activador de c­

Fos y bloquea entonces su función activadora y de reconocimiento a su secuencia 

consenso, lo cual evita que se forme el heterodímero Fos/Jun, y por lo tanto el 

complejo no reconoce su sitio de unión en el promotor. De esta manera, 

sugerimos que éste podria ser uno de los mecanismos generales por el cual la 

transcripción del gen de la involucrina humana se mantiene reprimida mientras las 

células epiteliales se encuentran en estado de proliferación. 

Los factores de transcripción de la familia NF-1 participan de manera importante 

en la transcripción basal de una serie de promotores eucaríótícos (Robidiux y 

cols., 1992). Así mismo, se ha descrito su participación en la regulación de genes 

que están involucrados en el desarrollo, diferenciación y proliferación celular. La 

familia NF-1 es codificada por cuatro genes (NF-1 clase A, NF-1 clase 8, NF-1 

clase C, y NF-1 clase D, también conocida como clase X,). Estos genes estan 

altamente conservados en humanos y pollos (Gronostajski, R. 1986; Kruse y cols., 

1994; Meísterernst y cols., 1989; Rupp y cols., 1990; Santero y cols., 1988). Los 

transcritos primarios sufren un procesamiento alternativo, lo que origina diferentes 

ísoformas del producto de cada gen, dando como resultado una serie de 

diferentes actividades para cada proteína (Santoro y cols., 1988; Nebl y Cato, 

1995; Wenzelides y cols .. 1995). Las proteinas de la familia NF-1 presentan un 

dominio amino terminal altamente conservado y es el dominio de unión al DNA. El 

. dominio de transactivacíón, localizado en el extremo carboxílo terminal, es la 

región más variable de los dominios de esta familia de protelnas (Meisterernst y 

cols., 1989; Mermod y cols., 1989). Todas las proteinas NF-1 se unen como 
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homodimeros y heterodimeros al DNA y reconocen particularmente la secuencia 

consenso 5' -TGGA/CNsGCCAA -3'. Así mismo, la familia NF-1 se expresa de 

manera constitutiva e interacciona con alta afinidad en sus sitios de unión al DNA 

(Kruse y Síppel, 1994). 

Las proteínas de la familia NF-1 fueron aisladas previamente de las células 

HeLa y participan de manera importante en la replicación del DNA del adenovirus 

JC (JCV) en estas células (Nagata y cols .. 1983; Nagata y cols .. 1982). Por otra 

parte, se ha descrito que estas proteínas se unen a cajas CCAAT, además de 

presentar una expresión estrato-especifica (Paonessa y col s.. 1988; Santero y 

cols.. 1988). Algunos otros estudios han descrito frecuentemente que los 

miembros de la familia NF-·1 están involucrados en la expresión de genes 

celulares (Aoyama y cols., 1990; Curtois y cols .. 1990; Hennighausen y cols., 

1985; Janes y cols .. 1987; Nowock y cols., 1985; Rossi y cols .. 1988), genes 

relacionados con el proceso de diferenciación celular (Kulkarni y Gronostajski, 

1996; Ways y cols .. 1994) y en la replicación de algunos virus (Chong y cols., 

1991; Gloss y col s.. 1989; Hay, R. 1985; Hennighausen y Fleckenstein, 1986; 

Jeang y cols .. 1987; Nilsson y col s .. 1989; Shaul y cols .. 1986; Sundsfjord y cols., 

1990; Tamura y cols., 1988), incluyendo al virus JC (JCV) (Amemiya y cols .. 

1989). 

Continuando con los estudios sobre los sitios de reconocimiento de las 

protelnas de la familia NF-1, se determinó que se han encontrado sitios de 

interacción de estas proteínas en las regiones promotoras de una serie de genes 

celulares y de algunos genes virales (DeVries y cols., 1985; Gronostajski, R. 1986; 

Gronostajski y cols., 1985; Leegwater y cols .. 1985; Meisterernst y cols., 1988). 

Específicamente algunos sitios de unión para la familia NF-1 fueron localizados en 

la región del promotor-potenciador del virus JCV, siendo de manera importante 

para la replicación de este virus en células gliales (Amemiya y cols .. 1989; 

Amemiya y cols .. 1992; Tamura y cols .. 1988). Por otra parte, se ha reportado que 

las proteínas de la familia NF-1 son expresadas de manera diferencial, se sabe 

que el factor de transcripción NF-1 clase D. se expresa especlficamente en 
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niveles más altos que los factores clase A, clase B y clase C, en cerebro fetal 

humano (Sumner y cols., 1996). Otros estudios han demostrado que los niveles 

de expresión del factor NF-1 clase D. varia en diferentes tipos celulares, 

disminuyendo en células del riñon y en células epiteliales (Apt y cols., 1994). 

Hablando especificamente del factor de transcripción clase D, se demostró que la 

expresión de este factor es de gran importancia en la regulación de la 

multiplicación del virus JCV, mientras que los factores NF-1 clase A, clase B y 

clase C no mostraron relevancia en la regulación (Chiara y cols., 2001 ). De igual 

manera en células hematopoyéticas se demostró que la expresión del factor NF-1 

clase D es esencial para la transcripción temprana del virus JCV (Chiara y cols., 

2001). 

Los factores de transcripción de la familia NF-1 presentan un 

comportamiento diferencial en cuanto al nivel de expresión y al patrón de unión 

con otros factores de transcripción o con su unión directa al DNA, comportamiento 

relacionado con el estado de diferenciación de la célula (Chiara y cols., 2001). Se 

han realizado estudios en los cuales se examinaron los niveles de RNAm que 

codifican para las diferentes proteínas de la familia NF-1, el resultado fue que 

específicamente los niveles de expresión de las diferentes clases de proteínas de 

esta familia variaron en los estados de diferenciación celular. lnteresantemente los 

niveles de expresión en células progenitoras hematopoyéticas, inducidas a 

diferenciación, de las proteínas NF-1 clase A, clase C y clase D fueron menores, 

mientras que la clase B presentó un nivel de expresión mayor. Asl mismo, cuando 

se midieron los niveles de expresión en células hematopoyéticas no tratadas, el 

nivel de RNAm para la proteína NF-1 clase C fue mayor en comparación con el 

resto de las proteínas (Chiara y cols., 2001). De esta manera se ha determinado 

que los niveles de expresión de los diferentes factores de transcripción de la 

familia NF-1 son específicos y esto es en relación al tipo y estado de 

diferenciación celular. Al parecer la expresión de las diferentes clases de 

protelnas de la familia NF-1 difiere durante los diversos procesos fisiológicos, 
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incluyendo el desarrollo embrionario de ratón (Chaudhry y cols . 1997) y durante el 

estado de diferenciación celular (Kulkarni y Gronostajski, 1996). 

Los factores de transcripción de la familia NF-1 se han estudiado principalmente 

en células gliales. células precursoras hematopoyéticas y células linfoides 

(Monaco y cols., 1996). También se han descrito aspectos importantes sobre la 

participación de proteinas de esta familia en la regulación transcripcional al 

interactuar cooperativamente o negativamente con otros factores de transcripción 

(Jackson y cols .. 1993; Truss y cols., 1995). Previamente se ha descrito que 

miembros de la familia Sp1 y NF-1 son responsables de la actividad del promotor 

del gen de elastina (Degterev y Foster. 1999), especificamente miembros de la 

familia NF-1, resultaron ser activadores positivos del promotor del gen. 

Hasta el momento los estudios realizados sobre las proteinas de la familia 

NF-1 se han concentrado en su asociación con la activación transcripcional, sin 

embargo algunas variantes de esta familia pueden actuar como represores de la 

transcripción (Apt y cols .. 1994: Nebl y Cato. 1995; Rein y cols, 1995; Liu y cols., 

1997). La participación de las proteinas de la familia NF-1 en la regulación 

transcripcional negativa es aún muy poco comprendida, se sabe. que factores de 

transcripción de la familia NF-1 participan de manera represora en la actividad del 

promotor GH de rata al interaccionar con un silenciador proximal delimitado (Roy y 

cols., 1994; Guérin y cols., 1993). Así mismo. se ha descrito que las proteinas NF-

1 presentan interacciones con otras proteinas (aún no identificadas) para conferi:· 

una represión tejido-especifico (Roy y cols., 1994). Por otra parte, se há 

determinado el papel relevante de estas proteinas en el silenciamiento del gen 

PIT/GHF1 humano (Rajas y cols.. 1998). Mediante ensayos de transfeccíón 

transitoria (eliminando los sitios de unión NF-1 ), se determinó un aumento en la 

actividad transcripcional del gen PIT/GHF1, la actividad del promotor se recuperó 

en un 80%. Datos que confirman el efecto regulador negativo que presentan los 

sitios NF-1 (Rajas y cols .. 1998). Siguiendo con este análisis, se determinó que la 

actividad sílenciadora del gen PIT/GHF1 no solamente fue mediada por NF-1, al 
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parecer las proteínas NF-1 interactúan con proteínas que presentan sitios de 

unión cercanos a los de NF-1 (GRE o Pit-1/GHF-1), sitios localizados ria abajo de 

la región reguladora proximal o en la región promotora (Rajas y cols .. 1998). 

De esta manera, la regulación transcripcional llevada a acabo por los 

factores de transcripción de la familia NF-1 es sumamente interesante, por una 

parte tenemos su capacidad de unirse al DNA como homodímeros o 

heterodímeros, con proteínas de la misma familia o con otros factores de 

transcripción. Por otra parte, se ha reportado que los factores NF-1 reconocen 

diversos elementos activadores y de manera más restringida elementos 

silenciadores (Rajas y cols .. 1998). Es sorprendente que la expresión y función 

específica de estos factores difiera de acuerdo al tipo celular y a su capar,idad de 

interaccionar con una serie de factores de transcripción, lo cual resulta en una 

capacidad de ejercer una función activadora o represora de la transcripción. 

Nuestros resultados son consistentes con los de otros autores al demostrar que 

factores de la familia NF-1 pueden presentar una función represora en la 

regulación transcripcional de ciertos genes, en nuestro caso la familia NF-1 

presentó un efecto represor sobre la Región Reguladora del gen de la involucrina 

humana. Los resultados obtenidos en este trabajo nos llevan a proponer que los 

factores de transcripción de la familia NF-1 tienen una actividad relevante en la 

regulación transcripcional del gen de la involucrina humana. Basándonos en todos 

estos resultados, sugerimos que los mecanismos moleculares que posiblemente 

se estén llevando a cabo cuando el gen Hi se encuentra reprimido en condiciones 

en las que los queratinocitos estan proliferando, son los siguientes: cuando los 

queratinocitos se encuentran en estado de proliferación, la actividad del promotor 

del gen Hi se encuentra suprimida, esta supresión está dada por el 

reconocimiento específico del factor de transcripción Octa-2 en el ESM. Octa-2 

establece una interacción directa con NF-1, lo cual conduce a un efecto sinérgico 

de represión entre ambos factores, a su vez Octa-2 establece una interacción 

directa con c-Fos, ésta interacción bloquea la función activadora de c-Fos al no 
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poder formar el heterodlmero con c-Jun, se impide el reconocimiento de este 

complejo en el promotor del gen Hi y por lo tanto no puede ejercer su efecto 

activador. Cuando los queratinocitos son inducidos hacia el proceso de 

diferenciación, se propone que el factor Octa-2 disminuye su afinidad de 

interacción con el ESM, así mismo, el factor NF-1 pierde afinidad por su 

interacción con la región octamérica alfa, lo cual conduce a un rompimiento de 

interacción directa entre Octa-2 y NF-1. Por otro lado, es muy probable que Octa-2 

pierda la capacidad de establecer su interacción con c-Fos, resultando en la 

formación del heterodimero Fos/Jun, constituyendo al complejo AP-1, y entonces 

este complejo, siendo responsable de la actividad del promotor del gen Hi, puede 

reconocer su secuencia consenso en esta región y activar la transcripción (fig. 12). 

Es muy importante mencionar que cuando los queratinocitos se encuentran en 

estado de diferenciación, se inicia la síntesis de una serie de factores de 

transcripción como son: Fra1, Fra2, JunB, JunD, los cuales presentan una función 

activadora y que por ende, llevan al desplazamiento de los factores de 

transcripción represores, al reconocimiento de secuencias activadoras y al 

ensamble de la maquinaria de inicio de la transcripción, que tiene como resultado 

la expresión de involucrina en los estratos espinoso y granuloso. 
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CONCLUSIONES 

• La secuencia octamérica alfa del ESM, presente en la región reguladora del 

gen Hi, es reconocida por factores de transcripción de la familia NF-1. 

El tipo de interacción que presentan los factores de la familia NF-1 en la 

región octamérica alfa del ESM es de tipo proteina-proteina. 

• El factor de transcripción Oct-2 interactúa con los factores de la familia 

NF-1. 

El factor de transcripción Oct-2 presenta una interacción de tipo proteína­

proteína con el factor de transcripción c-Fos. 

• El factor de transcripción Oct-2 no presentó una interacción con el factor de 

transcripción c-Jun, dentro del contexto de células de tipo epitelial. 

• Los factores de transcripción NF-1 parecen tener un papel represor en el 

contexto del funcionamiento de la Región Reguladora del gen Hi, ya que en 

su ausencia, se incrementa la actividad transcripcional. 

• Con base en los resultados que se presentan en este estudio, proponemos 

que la regulación negativa del gen Hi durante la fase de proliferación 

celular, puede depender en parte de un represor; fundamental durante los 

procesos de diferenciación celular y que permite restringir de manera 

específica la expresión de los genes epidermales. Al parecer los eventos 

moleculares que determinan la especificidad de la expresión transcripcional 

del gen Hi resultan de un control del proceso de diferenciación de los 

queratinocitos humanos. 
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