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“Mecanismos moleculares involucrados en la regulación del ARN 

mensajero de Integrina Beta 1 en glándula mamaria” 

Resumen 

Las integrinas son receptores heterodiméricos de la superficie celular que juegan un papel 

crítico  en  el  desarrollo  normal  y  tumoral  de  los  tejidos.  Nuestros  resultados  muestran  que  el 

ARNm que  codifica para  la  subunidad  β1 de  integrina  (Itgb1) posee una  señal  (PAS1) y  sitio de 

corte y poliadenilación alternativa que produce una  isoforma del ARNm, 578 pares de bases más 

corta (Itgb1‐C) que  la  isoforma reportada en  las bases de datos. Esta  isoforma no presenta en su 

3’UTR,  a  diferencia  de  la  isoforma  larga  (Itgb1‐L)  antes  reportada,  ni  motivos  ricos  en  AU  ni 

secuencias blanco para miRNA que podrían  estar  implicados  en  la  regulación de  la  estabilidad, 

localización y/o traducibilidad del ARNm. Hemos encontrado, además, que estas dos isoformas de 

Itgb1  se  expresan  de  manera  diferencial  en  los  distintos  tejidos  de  ratón  analizados. 

Determinamos que  la secuencia 3’UTR de  la  isoforma  larga  (Itgb1‐L) es capaz de ser  reconocida 

por  proteínas  de  unión  a  secuencias  ricas  en  AU  (AUBP)  que  pueden  modular  su  estabilidad. 

Encontramos también que  las  isoformas  Itgb1‐C e  Itgb1‐L se expresan de manera diferencial a  lo 

largo de los distintos estadios del desarrollo de la glándula mamaria de ratón, la isoforma larga se 

encuentra estable durante  la  lactancia  y en  la diferenciación  in  vitro de  células HC11. Por otro 

lado, la involución post‐lactancia y el estiramiento de células HC11 disminuyó la expresión de esta 

isoforma y aumento la expresión de la isoforma corta. Por lo tanto, nuestros datos identifican una 

nueva instancia de regulación para el control de la expresión de Itgb1 durante del desarrollo de la 

glándula mamaria. 

 

Palabras clave 

Poliadenilación alternativa, AUBP, Itgb1, glándula mamaria, ARNm. 
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“Molecular mechanisms involved in the regulation of the mRNA of 

Integrin Beta 1 in mammary gland” 

Abstract 

Integrins are heterodimeric cell surface adhesion receptors that play a critical role in tissue 

development. Characterization of the full  length mRNA encoding the β1 subunit  (Itgb1) revealed 

an alternative functional cleavage and polyadenylation site that yields a new Itgb1 mRNA isoform, 

578bp  shorter  than  that previously  reported. Using a variety of experimental and bioinformatic 

approaches, we found that the two Itgb1 isoforms are expressed at different levels in a variety of 

mouse tissues, including the mammary gland, where they are differentially regulated at successive 

developmental stages. The longer mRNA species is privileged during lactation, while the shorter is 

induced after weaning.  In 3D cultures, where expression of  Itgb1 protein  is  required  for normal 

formation of acini, experimental blockade of the  longer  isoform  induced enhanced expression of 

the  shorter  species  that  allowed  normal  morphological  mammary  differentiation.  The  short 

isoform  lacks AU‐rich motifs and miRNA  target  sequences  that are potentially  implicated  in  the 

regulation of mRNA stability and translation efficiency. We further determined that the AU binding 

protein HuR appears to selectively stabilize the longer isoform in the mammary gland. In summary, 

our data identify a new regulatory instance involved in the fine‐tuning of Itgb1 expression during 

mammary gland development and function. 

 

Key words 
 
Alternative polyadenylation, gene expression regulation, HuR, Itgb1, mammary gland, mRNA. 
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[ABREVIATURAS]  
Itgb1: Integrina beta 1. 

ADN: ácido desoxiribonucleico. 

ADNc: ADN copia. 

ARN: ácido ribonucleico. 

ARNm: ARN mensajero. 

PAS: señal de poliadenilación. 

Itgb1‐C: ARNm de Itgb1 corto. 

Itgb1‐L: ARNm de Itgb1 largo. 

AUBP: proteínas de uníon a secuencias ricas 
en Adeninas y Uracilos (AU binding proteins). 

Fat pad: almohadilla de grasa subcutánea. 

TEB:  brotes terminales (terminal end buds). 

MEC: células epiteliales mamarias (mammary 
epithelial cells). 

ECM: matriz extracelular (extracellular 
matrix). 

MB: membrana basal. 

MMTV: virus del tumor mamario murino 
(mouse mammary tumor virus). 

FACS: clasificación de células activadas por 
fluorescencia (fluorescence‐activated cell 
sorting). 

5’UTR: región 5’ no traducible (5’ untranslate 
sequence). 

3’UTR: región 3’ no traducible (3’ untranslate 
sequence). 

PolyA: secuencia de ARN compuesta 
exclusivamente por Adeninas 

AMP: adenosina monofosfato. 

PAP: polyA polimerasa. 

PABP: proteína de unión al polyA. 

ARE: elementos ricos en Adeninas y Uracilos. 

APA: poliadenilación alternativa. 

RBP: proteínas de unión al ARN. 

miRNA: ARN pequeños o micro ARN. 

EST: marcador de secuencia expresado 
(expressed sequence tag). 

SAGE: análisis serial de la expresión génica 
(Serial analysis of gene expression). 

PCR: Reacción en Cadena de la Polimerasa. 

3’RACE  RT‐PCR:  Amplificación  rápida  de  los 
extremos 3’ de ADNc. 

NMG:  glándula  mamaria  normal  (normal 
mammary gland). 

EGFP: proteína verde fluorescente (enhanced 
Green Fluorescent Protein). 

RFP:  proteína  roja  fluorescente  (Red 
Fluorescent Protein). 

IRES: sitio interno de entrada del ribosoma. 

qRT‐PCR:  retrotranscripción  seguida  de  PCR  
en tiempo real o cuantitativa. 

ShRNA: ARN en horquillas pequeños. 

LUC: luciferasa. 
siRNA: ARN de interferencia pequeños. 
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[INTRODUCCION]  
1. Glándula mamaria de ratón 

 

La  glándula mamaria es el único órgano  cuya morfogénesis  y diferenciación ocurre  casi 

totalmente luego del nacimiento (Williams & Daniel, 1983; Silberstein & Daniel, 1987). A diferencia 

de otros órganos, el mayor crecimiento del parénquima ocurre al finalizar la pubertad permitiendo 

la  realización  de  estudios  de  desarrollo  en  animales  adultos.  Estas  transformaciones  ocurren  y 

progresan a  través de estadios definidos, comenzando en  la pubertad y continuando durante  la 

preñez, hacia el momento en el cual tiene lugar el amamantamiento, que es el propósito funcional 

de esta glándula (Smith & Medina, 1988). La glándula mamaria murina es un órgano ampliamente 

utilizado  para  el  estudio  tanto  del  desarrollo  mamario  normal  como  tumoral.  Esta  glándula 

atraviesa repetidos ciclos de crecimiento, diferenciación y regresión. Estos eventos requieren de la 

acción de hormonas sistémicas y factores de crecimiento y diferenciación locales que actúan tanto 

en los componentes del estroma como del parénquima epitelial de la glándula mamaria. El control 

del desarrollo de  los  conductos, que  se  inician  en  el pezón  y penetran  la  almohadilla de  grasa 

subcutánea  (fat pad),  se ejerce  al menos en parte, por  interacciones parácrinas  fundamentales 

entre  los conductos epiteliales y el estroma que  los rodea. En éste último, diferentes factores de 

crecimiento  como  los miembros  de  la  familia  de  factores  de  crecimiento  fibroblástico  (Fgf),  el 

factor de crecimiento epidérmico (EGF), los factores de crecimiento transformantes (miembros de 

la familia TGF); junto con aquellos factores que cumplen un rol directo en la adhesión célula‐célula 

o célula‐matriz como β‐catenina o integrinas respectivamente, entre otros, cumplen un rol crucial 

(Daniel & Dexter, 1989; Coleman‐Krnacik & Rosen, 1994; Miyoshi et al., 2002; Naylor et al., 2005). 

Al momento del nacimiento, los ratones poseen una glándula mamaria muy rudimentaria 

compuesta por un sistema simple de  túbulos o conductos que se  ramifican abriéndose desde el 

pezón  (Hogg  et  al.,  1983).  Estas  estructuras,  tanto  en  hembras  como  en machos,  permanecen 

quiescentes hasta el momento de la entrada en la pubertad, que ocurre aproximadamente a las 3 

semanas de vida de las hembras. Con el advenimiento de la pubertad, en las hembras los niveles 

de hormonas ováricas aumentan,  las cuales generan una señal de  intensa actividad mitótica que 

ocurre en  los brotes  terminales de  los  conductos donde  se  forman estructuras  compuestas por 

múltiples capas de células epiteliales cuboides denominadas terminal end buds (TEBs)  (Bresciani, 

1965). Los TEBs son los frentes de los conductos que invaden, penetran, extienden y se ramifican 

dentro del fat pad. Esta actividad mitótica iniciada desde los TEBs continúa hasta que el fat pad es 
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llenado  por  completo  con  los  conductos  formando  una  estructura  de  tipo  árbol  ramificado. 

Aproximadamente  a  las  12  semanas  de  vida,  cuando  en  el  fat  pad  ya  no  existe  más  lugar 

disponible para  el  crecimiento de  conductos, desaparecen  los  TEBs  y  los  conductos quedan  en 

estado de quiescencia (Faulkin & Deome, 1960).  

La preñez del ratón dura aproximadamente 20 días. En etapas tempranas, comienza una 

rápida  proliferación  y  diferenciación  en  el  epitelio  lobular  secretorio  estableciéndose  las 

estructuras  lóbulo‐alveolares  sobre  la  disposición  ya  establecida  de  conductos  ramificados 

(Silberstein & Daniel, 1987). Existe división celular en  las células de  los conductos y  los alvéolos 

durante  toda  la  preñez  y  persiste  durante  la  fase  temprana  de  la  lactancia.  En  este  proceso 

participan niveles elevados de estrógeno y progesterona, otras hormonas esteroideas ováricas y 

hormonas pituitarias. Durante  la etapa temprana de  la preñez, existe proliferación de  las células 

epiteliales,  los  conductos  se  elongan,  se  ramifican  y  se  establecen  las  estructuras  lóbulo‐

alveolares. En  la mitad de  la preñez, ocurre principalmente  la diferenciación de  los alvéolos. Los 

alvéolos poseen dos  capas de  células:  las  células  luminales que  son  las  células  secretoras  y  las 

células basales que son mioepiteliales y forman los elementos contráctiles de  los alvéolos para la 

expulsión de leche. Al final de la preñez, los alvéolos completan su maduración y el estroma de la 

glándula mamaria se reduce progresivamente. Al término de aproximadamente 19 días de preñez, 

en  la etapa más tardía, estas estructuras alveolares finalizaron su crecimiento reemplazando por 

completo el tejido estromal de la mama. Estas estructuras persisten hasta el final de la lactancia y 

son las unidades funcionales para la producción y secreción de la leche. Hacia el final de la preñez 

y  luego  del  parto,  se  produce  una  abrupta  caída  de  los  niveles  circulantes  de  estrógeno  y 

progesterona en sangre. La arquitectura funcional de la glándula se mantiene principalmente por 

la prolactina y por factores locales, en respuesta al estímulo generado por la regular succión de las 

crías.  

El período de  lactancia es el estadio de completa diferenciación de  la glándula mamaria, 

donde el tejido conectivo denso interlobular se reduce a una cápsula fibrosa rodeando los lóbulos. 

Los contenidos alveolares se expulsan por la contracción de las células mioepiteliales en respuesta 

a  la  oxitocina  secretada  por  la  hipófisis.  La  liberación  de  oxitocina  es  necesaria  para  que  la 

lactancia persista. Durante todo el período de lactancia, existe expresión de proteínas de la leche 

como β‐caseína, WAP, β‐lactoglobulinas (Robinson et al., 1995). En hembras vírgenes se detectan 

bajos niveles de expresión de estos genes, particularmente durante  la  fase de estro  (Kordon & 
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Smith, 1998), que  van  aumentando durante  la preñez  y  llegan  a un máximo en  la  lactancia. Al 

término de la lactancia, la glándula mamaria atraviesa una masiva apoptosis y reestructuración, a 

este período se lo conoce como involución mamaria.  

La involución mamaria puede separarse en dos fases (Lund et al., 1996). La primera fase o 

fase temprana, está regulada localmente por la síntesis y liberación de factores que se secretan en 

respuesta a  la acumulación de  la  leche en  la glándula debido a  la  falta de  succión de  la misma 

(Quarrie et al., 1996). Estos factores desencadenan apoptosis de  las células epiteliales alveolares 

(Strange et al., 1992). Esta es una fase reversible por 2 o 3 días, es decir que mediante el agregado 

del  estímulo  de  succión  se  reanuda  el  amamantamiento.  La  segunda  fase  o  fase  tardía  es 

irreversible e independiente del agregado del estímulo de succión y es causada por la pérdida de la 

circulación  sistémica  de  hormonas  lactogénicas.  Esta  etapa  es  dependiente  de  la  acción  de 

proteasas que  controlan  la  reestructuración  y  el  remodelamiento de  la mama  (Ossowski et  al., 

1979; Lund et al., 1996). Al  término del periodo de  involución,  la glándula mamaria retorna a  la 

estructura de esqueleto de conductos primarios que poseía en el estado previo a  la preñez. Con 

cada preñez se desencadena una nueva ronda de desarrollo  lóbulo‐alveolar, producción de  leche 

durante la lactancia e involución mamaria post‐lactancia (Figura I1). 

 

Figura I1. Ilustración esquemática del desarrollo de la glándula mamaria de ratón. Cada estadio del 

esquema está acompañado de preparaciones de glándula mamaria. Adaptado de  (Andrechek et 

al., 2008). 
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El epitelio mamario, también comprende células madre y células progenitoras,  las cuales 

son la fuente tanto de las células luminales como de las mioepiteliales (Visvader, 2009). El epitelio 

está rodeado de un tipo de matriz extracelular (ECM),  la membrana basal (MB),  la cual separa el 

epitelio del estroma, e influencia profundamente en el desarrollo y biología de la glándula (Streuli, 

2003). El estroma  incluye  tejido conectivo  fibroso, proteínas de  la ECM, y una gran variedad de 

tipos  celulares,  incluyendo  fibroblastos  inter  e  intralobulares,  adipocitos,  células  endoteliales,  y 

células del sistema  innume  innato  (tanto macrófagos como mastocitos). El estroma es  la  red de 

soporte para el epitelio, proveyendo nutrientes,  sangre, defensas  inmunes y   estructuras  físicas 

para la glándula. Cada uno de los tipos celulares del estroma secreta señales instructivas que son 

cruciales  para  el  desarrollo  y  función  del  epitelio  (Sternlicht,  2006).  La  MB  rodea  los  3  tipos 

celulares  de  la  glándula  mamaria;  el  epitelio,  el  endotelio  y  los  adipocitos.  Está  formada  por 

glicoproteínas  y  proteoglicanos,  los  cuales  están  construidos  alrededor  de  un  polímero  de 

laminininas y una red de fibrillas de colágeno tipo IV (Yurchenco & Patton, 2009). Las proteínas de 

la  MB  interactúan  con  las  células  epiteliales  mamarias  a  través  de  integrinas  y  proteoglicanos 

transmembrana.  La  matriz  extracelular  produce  una  gran  influencia  en  las  células  epiteliales 

malignas mamarias,  las cuales  invaden el estroma y son  luego transformadas por  la exposición a 

los distintos microambientes (Kumar & Weaver, 2009). 

La  acción  de  los  factores  de  crecimiento  a  nivel  local  y  la  interacción  de  las  células 

epiteliales mamarias  (MEC)  con el estroma que  las  circunda  también  son  factores  críticos en el 

desarrollo  de  la  glándula  (Medina,  1996).  Las  MEC  interactúan  con  la  matriz  extracelular 

predominantemente  a  través de  los  componentes del  estroma,  colágeno  y  laminina  (Mercurio, 

1995; Roskelley et al., 1995; Woodward et al., 2001). El nivel de desarrollo de las células mamarias 

se correlaciona con su respuesta a  la membrana basal y a  las señales  inducidas por  las proteínas 

del estroma. La producción de proteínas de la leche por medio del epitelio secretorio depende de 

la presencia de mitógenos específicos, de los contactos célula‐célula, de la estimulación por medio 

de la hormona lactogénica prolactina (Gouilleux et al., 1994; Marte et al., 1995; Han et al., 1997), y 

de  la  interacción  con  la  matriz  extracelular  (Li  et  al.,  1987;  Delcommenne  &  Streuli,  1995; 

Klinowska et al., 1999; Fata et al., 2004). Esta interacción se da predominantemente a través de las 

integrinas,  por  ejemplo  la  expresión  de  integrina  β1  es  requerida  para  la  supervivencia  de  las 

células  epiteliales  durante  la  diferenciación  (Boudreau  et  al.,  1995)  y  contribuye  con  la 

morfogénesis y desarrollo de la glándula mamaria (Chen et al., 2002; Li et al., 2005). La interacción 

de  integrina  β1  con  la  laminina  es  crucial  para  la  iniciación  de  la  transcripción  de  β‐caseína 
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(Faraldo et al., 2002; Nagy et al., 2007), y  la adhesión mediada por  integrinas es  crítica para  la 

activación  de  STAT5,  factor  regulador  importante  en  la  diferenciación  lactogénica  inducida  por 

prolactina (Streuli et al., 1995).  

 

1.1. Virus del tumor mamario murino (MMTV) 

 

Los  tumores  inducidos por el virus de  tumor de mama murino  (MMTV), descubierto por 

Bittner como un agente capaz de transferirse a través de  la  leche en ratones (Bittner, 1936), son 

empleados  como  modelo  para  el  estudio  del  desarrollo  de  cáncer  de  mama.  El  mismo  ha 

permitido  identificar  genes  y  caminos  de  señales  que,  al  ser  alterados,  contribuyen  a  la 

desregulación del normal desarrollo de  la mama. El MMTV es un retrovirus de morfología tipo B 

que  se  puede  transmitir  exógenamente,  como  partícula  viral  a  través  de  la  leche  o 

endógenamente,  como  copia  proviral  integrada  a  la  línea  germinal.  El  DNA  proviral  contiene 

regiones codificantes para  tres grupos de genes principales  llamados Gag, Pol y Env. El primero 

codifica para tres proteínas principales: de unión a ácidos nucleícos, de la cápside y de la matriz. El 

segundo codifica para tres enzimas:  la transcriptasa reversa, una ribonucleasa y una  integrasa. El 

tercer grupo codifica para dos proteínas componentes de  la envoltura del virus, éstas participan 

en  la unión a proteínas de  la superficie de  la célula huésped. Otro componente  importante en el 

ciclo de vida del  retrovirus, necesario  tanto para  la expresión de  los genes virales como para  la 

integración del genoma viral en  los cromosomas de  las células huésped, son  los elementos  long 

terminal repeats (LTR). Una vez integrado al genoma, convertido en DNA proviral, los extremos de 

la secuencia viral, LTRs, son exactamente iguales entre si (Imai et al., 1983; Salmons & Gunzburg, 

1987).  Se  ha  hallado  que  otros  tejidos  epiteliales,  como  glándulas  salivales,  tejidos  linfoides, 

riñones, hígado, vesícula seminal, epidídimo y testículos, además del epitelio mamario pueden ser 

infectados por el MMTV (Tsubura et al., 1981; Imai et al., 1983). Sin embargo, el hecho de que sólo 

el epitelio mamario pueda ser transformado  luego de  la  infección y replicación viral, sugiere que 

existe  una  relación muy  particular  entre  el MMTV  y  el  tejido mamario. Una  vez  en  las  células 

epiteliales de la mama, el virus se replica y lleva eventualmente a la formación de tumores. Al igual 

que otros retrovirus capaces de  inducir tumores pero que no contienen un oncogén activo en su 

secuencia, el MMTV genera tumores de mama por mutagénesis insercional. La transcripción de los 
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genes del MMTV está significativamente regulada por glucocorticoides y progesterona  (Ucker et 

al., 1983). Las secuencias involucradas en el control hormonal se llaman elementos respondedores 

a hormonas  (HRE) y se  localizan en el extremo 5’ de  la región U3 del LTR. La estimulación de  la 

transcripción  viral  por  estas  hormonas,  induce  un  aumento  importante  en  la  producción  de 

partículas virales durante la preñez y la lactancia (Bittner, 1958). Por otro lado, luego del evento de 

inserción viral, el MMTV es capaz de activar proto‐oncogenes celulares a través de las secuencias 

enhancer de sus LTRs. 

El  sistema  de  MMTV  ha  demostrado  ser  una  aproximación  productiva  y 

experimentalmente  sensible  para  identificar  genes  y  caminos  de  transducción  de  señales  que 

cuando están alterados por mutaciones contribuyen con  la alteración del desarrollo normal de  la 

glándula mamaria llevando consecuentemente a la tumorigénesis mamaria (Callahan, 1996). 

 

2. Integrinas 
 

La familia de las integrinas contiene, en mamíferos, 18 subunidades α y 8 β que forman 24 

receptores  distintos  con  distribución  tejido‐específica.  La  función  primaria  de  la  familia  de  las 

integrinas es mediar  las adhesiones  célula‐célula y  célula‐matriz.  La unión a  componentes de  la 

matriz extracelular  (ECM) como ser  fibronectina,  laminina, colágeno y proteoglicanos conlleva al 

reclutamiento de numerosos adaptadores y proteínas de señal hacia  las colas citoplasmáticas de 

las  subunidades  β  de  las  integrinas  formando  complejos  de  adhesión  (Zaidel‐Bar  et  al.,  2007). 

Estos  complejos  inician  cascadas  de  señalización  promoviendo  la  polaridad  celular,  motilidad, 

diferenciación, proliferación  y  supervivencia  (Legate et al., 2009). Cuando  se encuentran  sobre‐

expresadas  en  células  tumorales,  las  integrinas  contribuyen  a  la  progresión  del  cáncer  y  el 

desarrollo de metástasis incrementando la migración, invasión, proliferación y supervivencia de las 

células tumorales así también como la angiogénesis del tumor (Desgrosellier & Cheresh, 2010). Los 

distintos heterodímeros de α y β integrinas se encuentran presentes en la superficie celular, de la 

composición de cada uno depende su afinidad por  los diferentes  ligandos (Figura  I2)   (Luo et al., 

2007; Anthis & Campbell, 2011).  
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Figura I2. Representación de la familia de integrinas y sus ligandos. En vertebrados la familia 

contiene 24 heterodímeros. Adaptada de (Barczyk et al.). 

Las  integrinas no sólo envían señales a  la célula en respuesta a estímulos externos, como 

quimoquinas,  factores  de  crecimiento  o  proteínas  de  la  matriz  extracelular,  un  proceso 

denominado  outside‐in  signaling  (Luo  et  al.,  2007),  sino  que  también  responden  a  señales 

intracelulares  y  alteran  su manera  de  interactuar  con  el  ambiente  extracelular  (Arnaout  et  al., 

2007). Estas señales intracelulares pueden regular la adhesividad de las integrinas modulando las 

conformaciones  y  el  grado  de  unión  a  los  ligandos  de  la  ECM,  regulando  de  esta  manera  la 

migración  y el  crecimiento  (Anthis & Campbell, 2011). Este proceso  se denomina  regularmente 

como  inside‐out  signaling  e  incluye  el  crosstalk  entre  receptores  tirosina  quinasas  (RTK)  o 

receptores acoplados a proteínas G y las integrinas (Huveneers & Danen, 2009; Soung et al.). Otro 

nivel de regulación de la adhesión y migración celular a través de ligandos de la ECM involucra la 

endocitosis de las integrinas y el reciclado hacia la membrana celular (Caswell et al., 2009).  
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2.1. Estructura de las integrinas 

Las  subunidades  alfa  y  beta  de  las  integrinas  son  glicoproteínas  transmembrana  con 

dominios extracelulares grandes, dominios  transmembrana  (TM) simples, y, con  la excepción de 

β4,  con  pequeños  dominios  citoplasmáticos.  Por  medio  de  microscopía  electrónica,  se  ha 

demostrado que la topología de las integrinas incluye un dominio de cabeza globular ubicado en el 

extremo N‐terminal para  la unión con el  ligando, parado sobre dos colas c‐terminales,  las cuales 

conectan  con  los  dominios  TM  y  citoplasmático  de  cada  subunidad.  La  subunidad  alfa  está 

compuesta  de  varios  dominios,  entre  los  cuales  se  encuentran  el  dominio  Beta‐Propeller  que 

forma  la mayor porción de  la cabeza permitiendo  la  formación de  la  interface con  la subunidad 

beta.  Hacia  el  extremo  C‐terminal  del  Beta‐propeller  se  encuentran  3  dominios  sándwich, 

denominados Thigh, Calf1 y Calf2. A su vez, la cabeza de la subunidad beta está compuesta por 3 

dominios:  PSI  (plexin/semaphorin/integrin), Hibrido  y  Beta  A  (también  denominado  Beta  1).  El 

dominio Beta A esta insertado en el dominio hibrido, el cual a su vez esta insertado en el dominio 

PSI.  El  extremo  C‐terminal  comprende  la  cola  rica  en  cisteínas,  la  cual  contiene  4  dominios 

similares al factor de crecimiento epidermal (EGF) y el dominio Beta‐tail (Figura  I3) (Askari et al., 

2009). 

 
Figura  I3. Diagrama esquemático de  la estructura de  las  integrinas.  La estructura principal está 

compuesta de una región de la cabeza sobre dos colas. La unión de los ligandos se lleva a cabo en 

la  interface  entre  los  dominios  propeller  y  el  dominio  Beta  A  de  la  subunidad  alfa  y  beta 

respectivamente. Adaptada de (Askari et al., 2009). 
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2.2. Regulación de la expresión de integrinas 

Muchos  laboratorios  han  estudiado  los  efectos  de  moléculas  de  señalización,  drogas  y 

otras agentes sobre los niveles de expresión de las integrinas. Los cambios a nivel de proteína son 

comúnmente analizados por FACS, inmunoprecipitación o inmunomarcado; paralelamente se han 

demostrado cambios a nivel de la expresión del ARNm (Kim & Yamada, 1997). 

Un gran número de factores de crecimiento pueden regular los niveles de expresión de las 

integrinas. Uno de los más estudiados es el factor de crecimiento tumoral beta (TGF β). Este factor 

produce  un  incremento  en  la  expresión  de  integrina  β1  tanto  a  nivel  de  la  proteína  como  del 

ARNm  (Yeh et al., 2010). Otros  factores de crecimiento pueden regular  los niveles de  integrinas, 

entre  ellos  se  pueden  mencionar:  PDGF‐AB  (Kirchberg  et  al.,  1995);  PDGF‐BB  (Ahlen  &  Rubin, 

1994); EGF (Fujii et al., 1995); NGF (Zhang et al., 1993); FGF acido (Zhang et al., 1993); FGF básico 

(Enenstein et al., 1992); IL‐4 (Kitazawa et al., 1995); IL‐1P (Dedhar, 1989; Milam et al., 1991; Rinaldi 

et  al.,  1994);  IL‐6  (Ohashi  et  al.,  1995);  citoquinas  (MCP‐I  , MIP‐la,  RANTES)  (Vaddi & Newton, 

1994); factor de necrosis tumoral‐alfa (TNF α) (Defilippi et al., 1991a; Defilippi et al., 1991b); TNF‐P 

(Ni et al., 1995); y GM‐CSF (De Nichilo & Burns, 1993).  

El estrés mecánico también puede alterar los niveles de integrinas. Se ha demostrado que 

el  estrés  mecánico  en  células  de  osteosarcoma  puede  incrementar  los  niveles  del  ARNm  de 

integrina β1 y causar un cambio en la distribución de la proteína (Carvalho et al., 1995). 

Estudios sobre las regiones regulatorias en los genes de las integrinas están comenzando a 

revelar el complejo mecanismo de control que regula la expresión génica de las integrinas. Se han 

caracterizado  un  gran  número  de  secuencias  consenso  para  proteínas  de  unión  al ADN  en  los 

promotores  de  integrinas.  Para  muchos  de  estos  sitios  no  se  ha  demostrado  directamente  su 

actividad en el control de la expresión de las integrinas. Las regiones promotoras de α2 (Zutter et 

al., 1994), α4 (Rosen et al., 1991), α5 (Birkenmeier et al., 1991) y β1 (Cervella et al., 1993) tienen 

sitios  consenso  para  AP‐1.  Los  sitios  AP‐1  son  conocidos  por  mediar  estimulaciones  de  la 

transcripción por medio de esteres de forbol y TGFβ, entre otros.  

Otro mecanismo por el cual  las células pueden regular  la función de  las  integrinas es por 

medio  del  splicing  alternativo.  Se  ha  encontrado  splicing  alternativo  en  varias  integrinas 

incluyendo; α3 (Tamura et al., 1991), α6 (Cooper et al., 1991; Hierck et al., 1993), α7 (Song et al., 

1993; Ziober et al., 1993),  β1  (Belkin et al., 1996), β3  (van Kuppevelt et al., 1989; Djaffar et al., 

17 
 



[INTRODUCCION]  
1994). Estos cambios en el splicing pueden ocurrir durante el desarrollo (Hierck et al., 1993) y en 

tumorigénesis (Tennenbaum et al., 1995). También se demostró que el splicing alternativo de  las 

integrinas  puede  ser  tejido  específico  (Hogervorst  et  al.,  1993;  Shaw  et  al.,  1993).  El  splicing 

alternativo  de  los  dominios  citoplasmáticos  de  las  integrinas  tiene  como  resultado  respuestas 

alteradas a  los eventos post‐traduccionales, como fosforilaciones, así también como señalización 

alterada por  las  subunidades de  las  integrinas.  El  splicing de  los dominios  extracelulares de  las 

integrinas puede afectar la unión al ligando. 

Los estudios de  la regulación de  la expresión de  las  integrinas han demostrado que dicha 

regulación parecería ser más compleja que una simple respuesta a estímulo, permitiéndole a  las 

células  muchos  niveles  de  control.  A  su  vez,  un  sistema  regulatorioa  sofisticada  parecería  ser 

necesario, dado el rol crítico que juegan las integrinas en las interacciones entre las células. 

 

3.1. Integrina beta 1 (β1) 
 

El gen de  la  integrina β1 de  ratón BALB/c  (NCBI: GenBank accession no. NM_010578.2) 

posee 17 exones. El codón de iniciación está ubicado en el exón 1 y el codón de terminación en el 

exón  17.  Se  ha  demostrado  que  la  expresión  de  integrina  β1  se  encuentra  regulada  a  nivel 

transcripcional por medio de  la adhesión de  las células a  la matriz extracelular (Delcommenne & 

Streuli,  1995), por  el  tratamiento  con  TGFβ  (Cervella  et  al.,  1993;  Yeh  et  al.,  2010), durante  la 

diferenciación celular (Hotchin & Watt, 1992; Paulin et al., 2001) y durante la progresión tumoral 

(Paulin et al., 2001). Con  respecto a  las variantes de  splicing del ARNm de  integrina β1,  se han 

descrito  isoformas con el dominio citoplasmático alterado, que difieren de  la  integrina β1  típica 

llamada integrina β1A. Una de ellas es β1B, en la cual los 26 aminoácidos de membrana próximos 

a  la  porción  citoplasmática,  codificados  en  el  exón  6,  son  conservados  y  seguidos  de  12 

aminoácidos  derivados  de  la  secuencia  intrónica  adyacente  al  exón  6  (Altruda  et  al.,  1990).  La 

isoforma  β1C  fue  identificada  en  megacariocitos,  plaquetas  y  algunas  otras  células  sanguíneas 

(Languino &  Ruoslahti,  1992),  y  es  una  variante  producida  por  splicing  alternativo  del  dominio 

citoplasmático. Su región citoplasmática consiste en los 26 aminoácidos codificados por el exón 6 

más 48 nuevos aminoácidos derivados de un exón adicional del gen de  la  integrina β1. Por otro 

lado,  la  isoforma  β1D  expresada  mayormente  en  células  de  músculo  esquelético  y  con  un  rol 
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esencial en  la biogénesis  (Belkin & Stepp, 2000; Cachaco et al., 2003), es producida también por 

splicing alternativo de  la región citoplasmática donde  los últimos 24 aminoácidos de  la región C‐

terminal  son  codificados  por  un  nuevo  exón  adicional  del  gen  (van  der  Flier  et  al.,  1995).  Las 

variantes β1B y β1C solo se han detectado en humanos. A pesar de la existencia de 5 variantes de 

splicing alternativo para integrina β1 en humanos, solamente 2 de ellas (β1A y β1D) son proteínas 

con funciones fisiológicas probadas. Para las otras 3 variantes (β1B, β1C‐1 y β1C‐2) la información 

disponible  no  es  suficiente  para  demostrar  los  roles  propuestos  como  reguladores  fisiológicos 

negativos  (β1B)  o  como  proteínas  supresoras  de  tumores  (β1C).  Sin  embargo,  estas  variantes 

comparten características típicas de los productos de pre‐ARNm aberrantes (Armulik, 2002). Hasta 

el momento de  la  realización de  esta  tesis no  se han  caracterizado otras  formas de  regulación 

post‐transcripcional para el gen de integrina β1. 

Un  gran  número  de  reportes  muestran  que  la  expresión  de  integrina  β1  se  encuentra 

regulada a nivel post‐traduccional (Delcommenne & Streuli, 1995; Meleady & Clynes, 2001; Tysnes 

et  al.,  2001).  Los  mecanismos  post‐traduccionales  juegan  un  papel  muy  importante  en  la 

regulación de la expresión de integrina β1: la pérdida o reducción de integrina β1 de la superficie 

celular fue asociada con su incapacidad de maduración (glicosilación) (Hotchin & Watt, 1992; Hu et 

al., 1996; Morini et al., 1997). Los cambios en la estabilidad de la proteína han sido asociados con 

la regulación de la expresión de integrina β1 durante la carcinogénesis (Witkowski et al., 2000). 

 

3.2.  La  señalización  por  integrina  β1  y  el  desarrollo  de  la  glándula 

mamaria  

Mientras  que  la  mayoría  de  las  subunidades  de  integrinas  se  encuentran  en  un  solo 

heterodímero,  la  subunidad beta 1  (β1)  se encuentra en 12 heterodímeros diferentes,  todos  se 

unen a  ligandos proteicos de  la ECM (colágeno,  laminina, fibronectina, tenasina C y vitronectina) 

(Taddei et al., 2003; Brakebusch & Fassler, 2005)(figura I2). Las  integrinas β1 se expresan en una 

gran  variedad  de  tejidos  y  diferentes  tipos  celulares.  Son  críticas  en  la  inducción  y  el 

mantenimiento de la diferenciación celular y están involucradas en varias funciones fisiológicas en 

la homeostasis de  los tejidos  (Taddei et al., 2003). Además han sido demostradas como factores 

críticos en  la  formación de cartílagos y hueso  (Aszodi et al., 2003), en el desarrollo del músculo 

esquelético  (Burkin  et  al.,  2001;  Schwander  et  al.,  2003),  en  la  formación  de  la  epidermis 
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(Brakebusch et al., 2000), desarrollo del córtex cerebral (Belvindrah et al., 2007) y la angiogénesis 

(Mettouchi  &  Meneguzzi,  2006).  Estudios  de  knock‐out  han  revelado  un  rol  esencial  para  la 

integrina β1 en el desarrollo temprano de los organismos, su deleción genética resulta en letalidad 

embrionaria del ratón  luego de  la  implantación, entre  los estadios E6.5 y E7.5  (Fassler & Meyer, 

1995; Anderson et al., 1999).  

Integrina β1 se puede unir directa o indirectamente a través de su dominio citoplasmático 

a un gran número de proteínas (Legate & Fassler, 2009). Algunas de estas proteínas como talina, 

filamina, beta actina, tensina, quinasa ligada a integrina (ILK), 14‐3‐3 y CD98 unen a integrina β1 al 

citoesqueleto de actina y/o están involucradas en la adhesión y motilidad celular mediada por las 

integrinas β1. Otras proteínas como quinasa de adhesión focal (FAK), paxilina, o las quinasas yes y 

lyn  de  la  familia  de  quinasas  SRC  funcionan  como  adaptadores  catalíticos  que  permiten  la 

activación de caminos de señalización desde  los sitios de adhesión hacia efectores  intracelulares 

(Regent et al., 2011).  

En la glándula mamaria las integrinas se expresan predominantemente en la capa basal del 

epitelio mamario en comparación con el compartimento  luminal. Debido a su  interacción directa 

con  ligandos  de  la  ECM,  las  integrinas  β1  juegan  un  papel  crítico  en  el  mantenimiento  de  la 

integridad  del  tejido  mamario  (Taddei  et  al.,  2003).  Ha  sido  demostrado  que  integrina  β1  es 

requerida  para  el  mantenimiento  de  las  células  madre  de  la  mama,  las  cuales  son  parte  del 

compartimento  basal,  permitiendo  la  segregación  y  morfogénesis  de  los  dos  compartimentos 

ductales mamarios (Taddei et al., 2008; Pontier & Muller, 2009). Las integrinas que se expresan en 

las células epiteliales mamarias  incluyen  los heterodímeros con  integrinas β1 y β4  (Shaw, 1999; 

Pontier  &  Muller,  2009).  Los  heterodímeros  α6β4  tienen  un  rol  en  el  mantenimiento  de  la 

integridad  epitelial  basado  en  su  habilidad  de  mediar  la  formación  de  hemidesmosomas  que 

conecta los filamentos intermedios de citoqueratina de las células mamarias con las lamininas de 

la  ECM  (Litjens  et  al.,  2006).  Las  β1  integrinas  mamarias  pueden  formar  heterodímeros  con 

diferentes  subunidades  α:  α1β1,  α2β1,  α3β1,  α5β1  y  α6β1;  los  cuales    son  receptores  para 

diferentes moléculas (ver tabla 1). 
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          Dominio   

Ligando 

α1β1        α2β1       α3β1       α5β1        α6β1 

Colágeno.  X            X  

Laminina 111, 

511, 521. 

           X            X

Laminina 322.              X  

Fibronectina, 

vitronectina. 

          X

Tabla 1. Los Heterodímeros formados por β1 y α integrinas pueden ser receptores para diferentes 

moléculas. 

En  las  uniones  célula‐célula  de  las  células  epiteliales  luminales  se  expresan  los 

heterodímeros α2β1, α3β1  y α6β1 mientras  que  los  heterodímeros α1β1  y α5β1  se  expresan 

exclusivamente en el mioepitelio  (Taddei et al., 2003). El requerimiento de  las  integrinas para  la 

señalización del receptor de prolactina en las células luminales de los alvéolos es uno de los casos 

mejor estudiados de  las  interacciones entre  las  integrinas y  la ECM. Las  integrinas actúan como 

puntos de control microambientales y sólo permiten señales sostenibles de prolactina cuando las 

células epiteliales están en  la ubicación espacial correcta dentro del tejido (Katz & Streuli, 2007). 

Esto se sabe experimentalmente de modelos en cultivo, donde  las células que se siembran sobre 

matriz estromal pierden su capacidad de responder a  las hormonas  lactogénicas, pero recuperan 

su  habilidad  de  responder  a  estas  hormonas  en  presencia  de  proteínas  de  la  MB,  donde  la 

laminina  111  es  crítica  (Barcellos‐Hoff  et  al.,  1989;  Streuli  &  Bissell,  1990).  El  punto  de 

convergencia crítico entre la señalización mediada por prolactina y la laminina se encuentra en la 

activación sostenida de las cascada Jak2 hacia STAT5, la cual media la señalización de prolactina y 

hormonas de crecimiento (Xu et al., 2009).  

Las evidencias del rol  in vivo de estas  integrinas en el desarrollo de  la glándula mamaria 

provienen  de  estudios  utilizando  deleciones  génicas.  Deleciones  condicionales  de  integrina  β1 

tienden a reducir el crecimiento mamario y a producir un fallo en la lactancia lo que coincide con 

una perdida en la actividad de STAT5 (Li et al., 2005). Las integrinas son los receptores clave para 

la regulación de la activación de STAT5 por medio de la matriz, y río abajo requieren de ILK y Rac 
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(Akhtar & Streuli, 2006; Akhtar et al., 2009). Glándulas mamarias murinas  formadas a partir de 

epitelios  delecionados  de  integrinas  α1,  α3,  α6  y  β4  se  desarrollan  completamente  y  son 

funcionales (Gardner et al., 1996; Klinowska et al., 2001). Sin embargo, las únicas subunidades que 

mostraron ser indispensables para el desarrollo apropiado de la glándula mamaria son la α2 y β1 

(Chen et al., 2002; Naylor et al., 2005). A pesar de ser fértiles y capaces de amamantar, los ratones 

deficientes en α2 mostraron una marcada disminución en el crecimiento de los ductos mamarios 

(Chen  et  al.,  2002).  La  deleción  condicional  de  integrina  β1  utilizando  el  sistema  Cre‐lox‐P  en 

células luminales luego del desarrollo pubertal y durante los estadios tardíos de la diferenciación, 

por  ejemplo  preñez  o  lactancia,  utilizando  los  promotores  beta‐lactoglobulina  y  WAP 

respectivamente, afectó la alveologenesis y la lactancia debido a una inhibición en la proliferación 

y diferenciación de  las células epiteliales mamarias  (Naylor et al., 2005). Además,  la deleción de 

integrina β1 de  la capa basal del epitelio mamario utilizando Cre bajo el control del promotor de 

queratina 5 desacopló la ramificación de los conductos así también como la morfogénesis lóbulo‐

alveolar  en  preñez,  presumiblemente  debido  a  una  disrupción  en  las  interacciones  entre  las 

células basales con  la ECM y en el recambio de  las células madre. Dentro del nicho de  las células 

madre,  las  integrinas  β1  son  requeridas  para  mantener  las  células  madre  mamarias,  y  la 

eliminación de estas de las células basales causa desordenes morfogenéticos (Taddei et al., 2008).  

 

3.3. Rol de Integrina β1 en la tumorigénesis 

La amplificación y  sobre‐expresión de HER2/Neu, miembro de  la  familia del  receptor de 

crecimiento epidermal  (EGFR), se observa en el 25‐30%  de  los canceres mamarios esporádicos y 

está  inversamente  correlacionado  con  la  sobre‐vida  de  los  pacientes  (Eccles,  2001).  Evidencias 

directas  indican que HER2  actúa  como un oncogén mamario, por  lo que  se han desarrollado  y 

utilizado  muchos  modelos  murinos  de  cáncer  de  mama  HER2  para  descifrar  los  mecanismos 

moleculares que controlan el crecimiento, angiogénesis, metástasis y recurrencia tumoral  in vivo 

en los canceres mamarios HER2 positivos (Ursini‐Siegel et al., 2007). Uno de los varios modelos, el 

modelo  MMTV‐Neu‐NDL2‐5,  consiste  en  un  receptor  HER2/Neu  constitutivamente  activo  y 

dimerizado  (Siegel et al., 1999; Ursini‐Siegel et al., 2007). La expresión en mama de esta  forma 

activada  de  HER2  induce  rápidamente  tumores  invasivos  con  un  porcentaje  de  formación  de 

tumores de 5‐6 meses y con 70 %  de  los ratones con metástasis en pulmón  (Siegel et al., 1999). 
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Recientemente, en el contexto de este modelo, se investigó el rol de integrina β1 en la progresión 

tumoral.  La disrupción de  integrina β1  en  el  epitelio mamario no previno  la  inducción  tumoral 

mediada por HER2, sin embargo se observó un retardo de 33 días en la formación del tumor (Huck 

et al., 2010). La cuantificación de la penetrancia y la metástasis en pulmón reveló una reducción en 

dos  veces  en  el  número  de  ratones  que  desarrollaron  metástasis  debida  la  pérdida  de  esta 

integrina.  A  pesar  que  integrina  β1  no  es  requerida  para  la  iniciación  ni  la  progresión  de  los 

tumores  mediados  por  HER2,  juega  un  papel  importante  en  la  subsecuente  metástasis  en  el 

modelo  antes  mencionado.  Notablemente,  el  análisis  de  los  tumores  mamarios  deficientes  de 

integrina β1 reveló una reducción tanto de  la supervivencia de  las células tumorales como de  la 

infiltración  angiogénica.  Además  se  observó  una  disminución  en  la  fosforilación  de  c‐Src,  FAK, 

p130Cas y paxillina indicando posiblemente un defecto en la adhesión celular (Huck et al., 2010). 

Otro efecto molecular de  la deleción de  integrina β1  fue una disminución en  la  fosforilación en 

tirosinas  del  receptor  de  EGF  (EFGR). De  hecho,  una  función  importante  de  integrina β1  es  su 

capacidad  de  transfosforilar  el  EGFR  y  de  cooperar  con  este  receptor  en  el  control  de  la 

proliferación,  adhesión  y migración  celular  (Moro et  al., 2002). Por  lo  tanto,  la  inhibición en el 

desarrollo de  las metástasis observado en  los  ratones MMTV‐HER2/Neu deficientes de  integrina 

β1 podría ser el resultado de la alteración en el reciclado del EGFR y/o la disrupción de las señales 

de  señalización  acopladas  al  EGFR  involucradas  en  la  invasión  celular.  Recientemente,  fue 

demostrado que  la disrupción del efector ILK de  integrina β1 en el mismo modelo de ratón, está 

asociado con  la completa perdida de  la  fosforilación en  tirosinas de p130Cas y paxilina y por  lo 

tanto impide la progresión tumoral inducida por HER2/Neu (Pontier et al., 2009). 

 

3.4. Integrina β1 como un potencial blanco terapéutico 

Comprender  el  rol  e  influencia  de  cada  heterodímero  de  α  y  β  integrinas  en  la 

tumorigénisis mamaria sería esencial para el desarrollo de un enfoque terapéutico más selectivo. 

Estrategias  desarrolladas  contra  el  heterodímero  α5β1,  una  integrina  que  se  expresa  en  la 

superficie  basal  de  las  células mioepiteliales  de  los  ductos mamarios,  llevó  al  desarrollo  de  un 

anticuerpo bloqueante capaz de  inhibir el crecimiento de tumores estables en varios modelos de 

injertos de células humanas en ratones inmunodeficientes (Bhaskar et al., 2007). Voloxiximab, otro 

anticuerpo bloqueante contra α5β1 que se encuentra en fase 2 de ensayos clínicos, se encontró 
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que  inhibe significativamente el crecimiento  tumoral en el modelo de carcinoma de conejo VX2 

(Bhaskar  et  al.,  2008).  Sería  de mucha  importancia  probar  estas  drogas  en modelos  de  cáncer 

mamario.  

Otro aspecto atractivo de integrina β1 como blanco terapéutico viene del hecho de que su 

inhibición puede potenciar la eficiencia de tratamientos ya existentes. Por ejemplo la combinación 

del  anticuerpo  bloqueante  de  integrina  β1,  AIIB2,  y  trastuzumab  en  células  HER2  positivas 

aumentó  de manera  sinérgica  la  citotoxicidad  y  los  efectos  antiproliferativos  de  trastuzumab  y 

preferentemente  suprimió  la  sobrevida  o  crecimiento  de  las  células HER2  positivas  que  sobre‐

expresan integrina β1 (Lesniak et al., 2009).  

 

4. Regulación post‐transcripcional de los ARNm 
 

El ARN es el  intermediario en  la transferencia de  información, entre el material genético, 

ADN, y el producto final, la proteína traducida. Los transcriptos de ARN mensajeros (ARNm) en las 

células  eucariotas  tienen,  con  algunas  excepciones,  arquitectura  y  características  similares.  La 

mayoría  de  los  ARNm  tienen  regiones  5’  y  3’  no  traducibles  (5’  y  3’UTRs),  exones,  intrones, 

usualmente  conocidos  como  regiones  codificantes  y  regiones  no  codificantes  respectivamente, 

una base especial modificada en el 5’ UTR, denominada cap, y un número de señales presentes 

dentro del ARNm que determinan el inicio y la terminación de la traducción (Lutz, 2008). 

Además  del  splicing,  las  células  eucariotas  llevan  a  cabo  varias  modificaciones  post‐

transcripcionales de  sus ARNs durante  el  procesamiento  a ARN maduro  (ARNm)  las  cuales  son 

esenciales para la apropiada función del mismo. Los ARN son sujetos a dos tipos de modificaciones 

post‐transcripsionales  conocidas  como  capping  y  poliadenilación.  En  el  capping,  un  nucleótido 

especialmente  modificado  (denominado  Cap)  es  añadido  al  extremo  5’  del  ARN  transcripto 

primario. El Cap provee protección a la degradación del ARNm, un aumento de su capacidad para 

ser  traducido, un  adecuado  transporte del ARNm  fuera del núcleo de  la  célula,  y  el  apropiado 

splicing del pre‐ARNm. En  la poliadenilación, una  cadena de aproximadamente 250  residuos de 

AMPs  (polyA) es añadido al extremo 3’ del pre‐ARNm por una polyA polimerasa  (PAP). El polyA 

aumenta  la  vida media del ARNm  y  su posibilidad de  ser  traducido.  La  importancia  relativa de 
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estos dos efectos se ha visto que varía de un sistema a otro. La cola de polyA se degrada en el 

citoplasma por nucleasas específicas y luego las PAPs vuelven a sintetizarla. A medida que ocurre 

el acortamiento del polyA, entonces el ARNm es seleccionado para ser degradado. La remoción de 

las  adeninas  del  extremo  3’,  proceso  de  deadenilación,  es  llevada  a  cabo  por  una  nucleasa 

específica de polyA  llamada PAN,  la  cual actúa en  conjunto  con una proteína  citoplasmática de 

unión  al  polyA  denominada  PAB  I.  Esta  reacción  es  bifásica  y  consiste  en  una  rápida  etapa  de 

acortamiento de la cola de polyA, seguida de una lenta deadenilación, en la cual las últimas 12‐25 

adeninas  son  removidas.  La  región  3’  no  codificante  o  3’UTR  controla  la  eficiencia  de  la 

deadenilación. En particular, unas regiones de secuencia ricas en AU o U, denominadas elementos 

de  respuesta  ARE  (AU‐rich  elements).  Los  mismos  son  sitios  que  se  ubican  en  general  60 

nucleótidos río arriba del sitio de adición de la cola de polyA. La sustitución en esta región resulta 

habitualmente en  la  inhibición de  la deadenilación y  la degradación del ARN mensajero  (Lewin, 

2004).  

 

4.1. Poliadenilación (PA) de los ARNm 

El proceso de terminación del extremo 3’ se encuentra interconectado con otros procesos 

transcripcionales  y  post‐trasncripcionales,  como  el  splicing  y  la  terminación  de  la  transcripción 

(Shatkin  &  Manley,  2000;  Maniatis  &  Reed,  2002;  Proudfoot  et  al.,  2002).  Defectos  en  la 

terminación del extremo 3’ pueden afectar drásticamente el desarrollo, crecimiento y viabilidad 

de las células. A pesar de que la mayoría de las señales de poliadenilación en humanos contienen 

la  secuencia  consenso  AAUAAA  (70  % ),  existe  una  gran  proporción  de  genes  que  poseen  una 

modificación en un nucleótido, AUUAAA, como variante más utilizada (Tian et al., 2005). Además, 

se  ha  demostrado  que  secuencias  de  entre  14‐70  nucleótidos  río  abajo  de  la  señal  de 

poliadenilación,  conocida  como  el  sitio  rico  en U/GU  (lugar  de  unión  para  el  factor  CstF),  está 

involucrada directamente en este proceso (Gil & Proudfoot, 1984; Chen et al., 1995b). Estos dos 

elementos, la señal AUUAAA y la región rica en G/GU, son conocidos como los elementos core de 

la  poliadenilación.  Se  han  caracterizado  también,  en  sistemas  virales  y  celulares,  elementos 

auxiliares  río  arriba  (USEs)  y  río  abajo  (DSEs)  de  los  elementos  core  que  pueden  aumentar  la 

eficiencia de poliadenilación (Bagga et al., 1995; Chen & Wilusz, 1998; Hall‐Pogar et al., 2005). La 

distancia de estos elementos con respecto a los elementos core es importante en la influencia que 

ejercen sobre  la poliadenilación  (Russnak, 1991; Natalizio et al., 2002), aunque  también pueden 
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proveer  funciones  adicionales  en  el  procesamiento  adecuado  de  los  ARNm.  Además  de  las 

secuencias de ARN, cinco subunidades proteicas forman la maquinaria de clivaje y poliadenilación 

en mamíferos:  el  factor  específico  de  clivaje  y  poliadenilación  (CPSF),  el  factor  estimulador  de 

clivaje (CstF), los factores de clivaje Im  y IIm (CFIm y CFIIm), y la polimerasa poli (A) (PAP) (Colgan & 

Manley, 1997; Wahle & Kuhn, 1997; Edmonds, 2002) (Figura I4). La maquinaria de poliadenilación 

se ensambla sobre los pre‐ARNm antes de que cualquier reacción suceda. La nucleasa responsable 

del clivaje específico es CPSF 73, el cual se produce entre 10 y 30 residuos después del AAUAAA 

(Ryan et al., 2004)(figura I4). 

La poliadenilación y la formación del 3’ UTR juegan un papel crítico en la expresión génica 

debido a que  los ARNm procesados de manera  incorrecta no son transportados fuera del núcleo 

hacia el citoplasma, para ser traducidos. También se ha demostrado que las colas de polyA pueden 

influir en la estabilidad de los ARNm y en la traducción (Lewis et al., 1995; Sachs et al., 1997). Por 

lo tanto, la poliadenilación es un aspecto fundamental de la expresión génica. 

 

4.2. Poliadenilación alternativa 

El procesamiento alternativo de los ARNm, lo cual significa elegir entre uno o más eventos 

distintos de procesamiento, es actualmente reconocido como un nivel regulatorio  importante en 

el control de la expresión génica (Chabot, 1996; Edwalds‐Gilbert et al., 1997; Tian et al., 2005). La 

poliadenilación alternativa  (APA)  se define como el uso de más de una  señal de poliadenilación 

funcional  en  un  transcripto  primario  bajo  procesamiento.  De  modo  variable,  se  habla  de 

poliadenilación  constitutiva  (PA  constitutiva)  porque  ésta  última  se  presenta  en  genes  cuyos 

transcriptos poseen una  sola  señal de poliadenilación.  Los productos de APA pueden diferir en 

formas sutiles, como tener diferentes tamaños de sus 3’UTRs para una misma región codificante 

en  eventos  alternativos  de  procesamiento,  o  de  una  manera  más  dramática  producir  ARN 

mensajeros  capaces  de  codificar  diferentes  proteínas  con  diferentes  dominios.  La  APA  puede 

ocurrir en sitios de polyA ubicados en  intrones o en  la región codificante de  los exones y por  lo 

tanto puede ser afectada por el splicing, en estos casos se denomina APA en la región codificante 

(APA‐CR). Por otro lado, la APA‐UTR, como fue descripto por Tian (Tian et al., 2005), tiene todas las 

señales de poliadenilación alternativa en el 3’UTR del ARNm y por lo tanto no se ve afectada por el 

splicing (Figura I5). 
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Figura I4. El clivaje y poliadenilación de los ARN mensajeros requiere de varios elementos regulatorios. Los factores en trans se 

encuentran del mismo color que sus correspondientes elementos en cis. El elemento clave que dictamina el clivaje es un motivo de 6 

nucleótidos denominado señal de polyA (PAS). Además, elementos ricos en U o GU ubicados río abajo (DSEs) y elementos menos conocidos 

ubicados río arriba (USEs) pueden aumentar la eficiencia del clivaje. Los factores CPSF y CSTF son complejos multiprotéicos que reconocen la 

PAS y los DSEs, respectivamente, y promueven el clivaje entre estos elementos. Se han caracterizado factores adicionales que son requeridos 

para el proceso de clivaje y poliadenilación: la polyA polimerasa (PAP), la proteína de andamiaje Simplekin, los factores lm (CFIm y CFIIm) y 

las proteínas de unión al polyA (PABP). Adaptada de (Elkon et al., 2013). 
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Figura I5. Tipos de poliadenilación. Las cajas verdes representan regiones no traducibles (UTRs), las cajas amarillas representan exones 

comunes, las cajas rosas y blancas representan exones no compartidos y las líneas horizontales representan intrones. PA constitutiva: 

poliadenilación constitutiva, un gen que contiene sólo un sitio polyA. APA‐UTR: gen que contiene múltiples sitios polyA localizados en el 3’UTR 

del exón terminal. La APA resulta en ARN mensajeros con diferente largo de su 3’UTR produciendo la misma proteína, la poliadenilación 

proximal (flechas azules) produce un 3’UTR más corto, con menor regulación post‐transcripcional y mayor traducibilidad. APA‐CR: gen que 

contiene sitios de polyA adicionales ubicados en la región codificante de exones o intrones. La APA resulta en ARN mensajeros con diferentes 

3’UTR y diferentes regiones codificantes en el  extremo C‐terminal, produciendo diferentes isoformas proteicas, la poliadenilación proximal 

(flechas azules) produce una isoforma proteica con un extremo C‐terminal truncado. Adaptada de (Rehfeld et al., 2013). 
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Los eventos alternativos de procesamiento pueden  influir en  la  localización, estabilidad y 

transporte de los transcriptos. Se ha demostrado recientemente que más de la mitad de los genes 

en  el  genoma  humano  se  poliadenilan  alternativamente  y  que  muchas    de  estas  señales 

alternativas se encuentran conservadas evolutivamente (Tian et al., 2005). Es necesario un mejor 

entendimiento  de  la  APA  y  de  los  elementos  moleculares  asociados  como  mecanismo  para  la 

generación de diversidad de transcripto y la regulación de la expresión génica. La finalización de la 

secuenciación del proyecto  genoma humano,  así  también  como proyectos de  secuenciación de 

otros mamíferos, han expandido  las oportunidades de explorar y comprender  la poliadenilación 

alternativa. Uno de los mayores descubrimientos fue que el número de transcriptos codificados en 

el genoma de ratón y humano es 10 veces mayor que el número de genes (Cheng et al., 2005), lo 

que  representa,  entre  otras  cosas,  ARN  mensajeros  con  poliadenilación  alternativa.  La  misma 

podría,  además,  estar  regulada  de  manera  diferencial  en  diferentes  tejidos  en  respuesta  a 

necesidades espaciales, funcionales o de desarrollo. Un estudio reciente encontró que diferentes 

señales de APA se encuentran en  tejido  reproductivo, en  testículo, útero y placenta, y en  tejido 

ocular, incluyendo retina. También se encontraron patrones de uso en cerebro (Zhang et al., 2005) 

y espermatogénesis (Liu et al., 2007). Los 3’UTR largos y cortos para un determinado gen pueden 

diferir  significativamente  en  tamaño,  con  un  tamaño  medio  de  249  y  1773  nucleótidos, 

respectivamente (Hoque et al., 2013).  

La APA también varía de acuerdo al estatus de proliferación o diferenciación celular. Por 

ejemplo,  Sandberg  ha  reportado  (Sandberg  et  al.,  2008),  basandose  en  datos  provenientes  de 

microarreglos, un acortamiento general de los 3’UTR en los ARNm con APA luego de que células T 

fueron activadas para proliferar. Además, ha encontrado que el tamaño de los 3’UTR en los ARNm 

con APA en una línea celular es generalmente más corto que su tejido originario correspondiente, 

y que existe una correlación negativa entre el largo del 3’UTR y la expresión de genes relacionados 

con la proliferación celular. Estos datos han sido corroborados por Ji et al (Ji et al., 2009), quienes 

han  examinado  la  regulación  de  la APA  en  el  desarrollo  embrionario  de  ratón  utilizando  ESTs, 

información  de  microarreglos  y  análisis  serial  de  la  expresion  génica  (SAGE).  A  pesar  de  las 

variaciones  entre  los  tejidos,  se ha  encontrado que durante  el desarrollo  el  largo de  los 3’UTR 

correlaciona  negativamente  con  la  expresión  de  genes  involucrados  en  proliferación  y 

positivamente con  la expresión de genes  involucrados en diferenciación y morfogénesis (Ji et al., 

2009). Se observo también, que  los 3’UTR de  los ARNm con APA tienden a ser globalmente mas 

largos cuando mioblastos en proliferación son diferenciados en miotubulos quiescentes  (Ji et al., 
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2009)  y  se  observó  un  acortamiento  de  los  3’UTR  cuando  células  diferenciadas  son 

reprogramadas/inducidas a comportarse como células madre pluripotentes  (induced pluripotent 

stem cells o  iPSC)  (Ji & Tian, 2009). Estos hallazgos  indican que  la regulación de  la APA es parte 

integral del proceso de diferenciación celular y por  lo tanto,  la perturbación de  la maquinaria de 

poliadenilación del ARNm podría afectar este proceso (Ji & Tian, 2009). 

 

4.3. Poliadenilación alternativa y  su  relación  con  la  regulación de  la 

expresión génica 

Se ha establecido que las diferencias en los 3’UTR pueden conferir diferentes estabilidades 

y/o  traducibilidad  a  los  ARNm  correspondientes.  Obviamente,  los  3’UTR  más  largos  contienen 

típicamente  más  elementos  regulatorios  en  cis  en  el  pre‐ARNm  que  los  3’UTR  cortos,  y  estos 

elementos en cis pueden ser motivos de unión para proteínas de unión a ARN (RBP) involucradas 

en la estabilidad, localización y/o traducción de los ARNm. Además, los 3’UTRs son los lugares más 

comunes dentro de  los ARNm donde se encuentran  los sitios de unión para miRNA; que pueden 

regular la expresión de los ARNm a través de la inhibición de la traducción y/o a través del clivaje y 

la  subsecuente  degradación  de  los  ARNm.  El  número  de  los  sitios  de  unión  para  miRNA,  así 

también como  las secuencias de unión a RBPs, es predominantemente alto en  los 3’UTR  largos. 

Consecuentemente,  la utilización diferencial de una u otra  señal de poliadenilación  implica que 

estas secuencias dentro de  los ARNm serán usadas diferencialmente, afectando el destino de  los 

transcriptos  producidos  y  finalmente  modulando  la  expresión  génica  (Legendre  et  al.,  2006; 

Sandberg et al., 2008; Ji et al., 2009) (Figura I5). Estudios bioinformáticos han  indicado que, para 

genes  de mamíferos  que  expresan  formas  de APA  en  sus  3’UTR, más  de  la mitad  de  los  sitios 

conservados para miRNA estan localizados en las isoformas largas (Sandberg et al., 2008; Ji et al., 

2009).  La  evasión  de  los miRNA  por  medio  de  las  isoformas  de  los  3’UTR  cortos  podría  tener 

implicancias biológicas, especialmente para genes con funciones regulatorias. En concordancia, las 

isoformas  producidas  por  APA  que  contengan  diferentes  sitios  de  unión  a  RBPs  pueden  tener 

estabilidades  variables. Un  reciente  descubrimiento mostró  que  un  polimorfismo  genético  que 

lleva a una expresión diferencial de 2  isoformas producidas por APA del gen del factor regulador 

del  interferon  humano  5  (IRF5)  se  encuentra  asociado  con  el  riesgo  de  lupus  sistémica 

eritromatosa. Debido a la prescencia de un ARE en el 3’UTR de la isoforma larga, las dos isoformas 
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presentan  diferentes  niveles  de  decaimiento  de  su ARNm,  llevando  a  diferentes  cantidades  de 

producto proteíco  (Graham et al., 2007). Es notable que  las  isoformas con 3’UTR mas  largos son 

generalmente mas ricas en regiones ARE que las isoformas cortas (Ji et al., 2009), haciendo posible 

que  las diferencias en  la  estabilidad de  los ARNm  entre  isoformas producidas   por APA  sea un 

fenómeno general. 

Las  células  tumorales  son  altamente  proliferativas,  por  lo  que  se  ha  encontrado  que 

generalmete expresan ARNm con 3’UTRs más cortos, por  la elección de  los sitios proximales de 

clivaje y poliadenilación, como se mostró en líneas celulares transformadas (Mayr & Bartel, 2009), 

modelos de  linfoma/leucemia en células B murinas (Singh et al., 2009), en células de carcinomas 

humanas  colorectales  (Morris et al., 2012)  y en  tumores mamarios  y de pulmón  (Lembo et al., 

2012). En el estudio de Singh et al (Singh et al., 2009), el perfil de APA permitió  la separación de 

subtipos tumorales con sobrevida diferentes, indicando su relevancia en el desarrollo tumoral y su 

utilidad como marcador diagnóstico.   

Como  en  el  splicing  alternativo,  las  RBPs  pueden  afectar  la  APA.  Algunas  RBP  pueden 

inhibir la utilización de sitios de poliadenilación por el bloqueo de la unión de los factores de corte 

y poliadenilación, mientras que otros aumentan la utilización de los sitios de poliadenilación por el 

reclutamiento de los mismos factores. Las mismas proteínas pueden llevar a diferentes resultados 

dependiendo del contexto en el actúen, si la unión con el ARNm se da cerca del polyA el resultado 

es  inhibitorio,  mientras  que  cuando  la  asociación  se  produce  más  lejos  el  efecto  podría  ser 

estimulatorio  (Licatalosi  et  al.,  2008).  Dada  la  expresión  tejido‐específica  de  algunas  RBPs,  las 

mismas podrían cumplir roles en la definición de la especificidad de la APA (Wang et al., 2008). Por 

ejemplo, Hilgers et al (Hilgers et al.), han demostrado que la RBP ELAV de moscas puede mediar el 

alargamiento  de  los  3’UTR  específico  de  neurona,  suprimiendo  la  utilización  del  sitio  polyA 

proximal.  Similarmente,  sus homólogos en mamíferos,  las proteínas de  la  famila Hu  (HuA/HuR, 

HuB, HuC y HuD), pueden  inhibir  los polyA con elementos ricos en U en células HeLa (Zhu et al., 

2007). 
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5. Elementos de secuencias ricas en AU (ARE) 
 

La  regulación  de  la  expresión  génica  post‐transcripcional,  incluyendo  la  traducción  y  la 

estabilidad del ARNm, es una de las maneras en que los organismos controlan y modifican el flujo 

de  la  información genética (Keene & Tenenbaum, 2002). Considerando una continuidad desde  la 

transcripción del ARNm hasta la degradación de la proteína, el control de la estabilidad del ARNm 

está comenzando a ser reconocido como un mecanismo de la regulación post‐transcripcional muy 

importante  (Hargrove  et  al.,  1991).  La  estabilización  de  los  ARN  mensajeros,  tendría  ciertas 

ventajas para el organismo: se evita una fase de latencia para la respuesta y se minimizan los altos 

costos energéticos que  requiere  la  transcripción. Cambios  fisiológicos que afectan  la estabilidad 

del ARNm ocurren durante el desarrollo, estrés nutricional, hipoxia,  inflamación,  cáncer y otras 

enfermedades (Brewer, 2002; Tillmar et al., 2002). 

Los AREs pueden ser secuencias pentaméricas o nonaméricas de AUUUA o UUAUUUAUU 

las cuales pueden encontrarse en agrupaciones de 1 a 5  repeticiones  identificables en  la  región 

3’UTR  de  los  ARNm  (Bakheet  et  al.,  2001;  Bakheet  et  al.,  2006).  Los  elementos  ARE  fueron 

identificados en un principio por su habilidad de dirigir  los ARNm que  los poseen  (ARNm‐ARE) a 

degradación. En general, estos ARNm  codifican para proteínas que  regulan el  ciclo  celular o  las 

respuestas  del  organismo  a  factores  externos  (Schiavi  et  al.,  1992;  Crawford  et  al.,  1997).  En 

células  no  estimuladas  o  arrestadas  los  mecanismos  de  degradación  a  través  de  sitios  ARE 

aseguran  los  niveles  muy  bajos  de  expresión  de  proteínas  que  llevarían  hacia  la  proliferación 

celular. La importancia de su represión en células en etapas de arresto celular queda evidenciada 

por  la  observación  de  las  fases  patológicas  (cánceres,  inflamaciones  coriónicas  y  patologías 

autoinmunes) que se asocian a la desregulación de ARNm conteniendo secuencias ARE (Conne et 

al., 2000; Audic & Hartley, 2004).  

Aproximadamente entre el 5‐8%  de  los genes humanos codifica para ARNm que poseen 

secuencias  ARE,  los  cuales  se  hallan  identificados  en  bases  de  datos  (Halees  et  al.,  2008).  Los 

ARNm con secuencias ARE  incluyen un número de genes de  respuesta  temprana que  regulan  la 

proliferación  celular,  respuesta  inmune,  respuesta  a  factores  exógenos  y  estrés,  como  por 

ejemplo,  factores  de  crecimiento  hematopoyéticos,  interleuquinas,  interferones,  y  genes  que 
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codifican para proteínas relevantes en cáncer como TNFα, VEGF, c‐Fos y algunos proto‐oncogenes 

(Brennan et al., 2000; Lee et al., 2004).  

En  los últimos años se ha estudiado extensivamente  la regulación de  la estabilidad de  los 

ARNm‐ARE.  Varios  autores  han  puesto  en  evidencia  la  existencia  de  un  grupo  de  proteínas 

específicas de unión a las secuencias ARE (AUBPs) que regulan la estabilidad de los ARNm‐ARE. Las 

más caracterizadas son hnRNPD o AUF1, TTP, KSRP y la famila Hu (HuA/HuR, HuB, HuC y HuD) (Ma 

& Furneaux, 1997; Cao, 2004). Algunas de estas proteínas  incrementan  la estabilidad del ARNm 

como HuR, otras  se  relacionan  con  la desestabilización de  los mismos  como TTP, mientras que 

algunas  parecen  tener  funciones  opuestas  según  el  entorno  celular  como  ocurre  con AUF1  en 

glándula mamaria (Arao et al., 2002; Nagaoka et al., 2007). HuR y AUF1 tienen niveles de ARNm 

similar en varios tejidos (Lu & Schneider, 2004), pero se cree que la localización subcelular de estas 

proteínas podría  ser  relevante para  su  función  (Lal  et  al., 2004). KSRP  es otra AUBP que  se ha 

reportado  que  puede  unirse  a  secuencias  ARE  y  que  es  capaz  de  reclutar  al  exosoma  y  otras 

enzimas  necesarias  para  la  degradación  de  los  ARNm  que  contienen  AREs  (Chen  et  al.,  2001; 

Gherzi  et  al.,  2004;  Chou  et  al.,  2006).  Muchos  laboratorios  han  demostrado  que  KSRP  es 

requerida para el decaimiento de varios ARNm con AREs tanto in vivo como in vitro (Linker et al., 

2005; Suswam et al., 2005). 

 

5.1.  Efectos  combinados  de  RBPs  sobre  la  degradación  de  los  ARN 

mensajeros 

Una  importante pregunta es  si  la unión al ARN mensajero de una RBP puede afectar  la 

unión de otra RBP. El número y complejidad de motivos en el ARN que pueden ser reconocidos por 

diferentes RBPs hacen posible  los eventos post‐transcripcionales que controlan  la abundancia de 

sus ARN mensajeros blanco (Lopez de Silanes et al., 2004; Raineri et al., 2004; Mazan‐Mamczarz et 

al., 2009). Múltiples RBPs se pueden unir a un ARN mensajero común de una manera competitiva, 

cooperativa o de manera  independiente. Por ejemplo  la  regulación de  la expresión de  la óxido 

sintetasa inducible por nitrógeno (iNOS) involucra 5 RBPs: AUF1, HuR, KSRP, PTB y TTP. Esta última 

no se une directamente al ARE, sino que se une a KSRP, la que si compite con HuR por la unión al 

mismo sitio ARE (Fechir et al., 2005; Linker et al., 2005; Pautz et al., 2006; Pautz et al., 2009). 
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5.2 .Mecanismo general de decaimiento de los ARNm 

Los ARN mensajeros  (ARNm)  pueden  ser  degradados  de  varias maneras  por  diferentes 

nucleasas.  La  mayoría  de  los  mecanismos  responsables  de  la  degradación  de  los  mensajeros 

fueron descubiertos en  levaduras; sin embargo, procesos y enzimas similares se han  identificado 

en  células  de  mamíferos  (van  Hoof  &  Parker,  2002).  Los  ARNm  se  encuentran  normalmente 

protegidos de  las exonucleasas en el extremo 5’ por  la estructura del cap,  la cual consiste de un 

nucleótido  de  guanina metilado  en  la  posición N‐7  (m7G)  unido  covalentemente  al  nucleótido 

terminal del ARN (Shatkin, 1976). En el extremo 3’, el transcripto se encuentra protegido por  las 

interacciones entre la cola polyA y la proteína de unión a polyA (PABP), la cual limita el acceso a las 

nucleasas  (Bernstein & Ross, 1989).  La  remoción del  cap y el acortamiento de  la  cola de polyA 

generalmente  constituyen  un  paso  crucial  en  el  inicio  del  proceso  de  degradación  (Beelman & 

Parker, 1995; Mitchell & Tollervey, 2001; van Hoof & Parker, 2002).  

La  degradación  puede  continuar  a  través  de  dos  caminos  posibles  (van Hoof &  Parker, 

2002).  En el primero, el transcripto es degradado por el exosoma desde 3’ hacia 5’. En el segundo 

se  le  remueve  el  cap  al  transcripto  y  es  degradado  desde  5’  hacia  3’  por medio  de  nucelasas. 

Ambos  mecanismos  se  encuentran  presentes  en  levaduras  (Muhlrad  et  al.,  1994;  Anderson  & 

Parker,  1998)  y  en  células de mamífero  (Chen  et  al.,  2001; Gao  et  al.,  2001; Mukherjee  et  al., 

2002). Se ha demostrado que en células de mamíferos el mecanismo principal para el decaimiento 

de los ARNm mediado por ARE involucra la degradación desde 3’ hacia 5’ por medio del exosoma 

(Chen et al., 2001; Mukherjee et al., 2002). 

A  pesar  de  que  muchas  preguntas  se  mantienen  sin  respuesta  sobre  los  mecanismos 

moleculares  y  celulares  involucrados en el proceso de decaimiento de  los ARNm mediados por 

ARE, se puede proponer un modelo de pasos basado en estudios ya realizados. 

Paso 1: Inducción y activación de las AUBPs a través de cambios en transcripción, 

splicing, modificaciones post‐transcripcionales o localización 

En  este  paso,  ocurre  un  incremento  en  la  producción  de  AUBPs  o  en  la  activación  de 

AUBPs expresadas constitutivamente. La transcripción de novo y traducción regulan los niveles de 

ciertas AUBPs como TTP (Lai et al., 1990), mientras que cambios en el procesamiento culminando 

con variantes de splicing ocurren sobre otras AUBPs como AUF1  (Wagner et al., 1998). También 

ocurre sobre estas proteínas y sobre HuR una activación mediada por cambios en  la fosforilación 
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de  dichas  proteínas  (Subbaramaiah  et  al.,  2003).  Tanto  el  proceso  de  ubiquitinización  como  la 

distribución núcleo‐citoplasma de estas proteínas también podría ser un  factor  importante en el 

proceso de activación de las mismas (Jarrousse et al., 1999; Laroia et al., 1999) (Taylor et al., 1996; 

Arao  et  al.,  2000;  Gallouzi  et  al.,  2001).  Se  ha  demostrado  recientemente  que  AUF1  puede 

interactuar con E21, la enzima conjugadora de ubiquitina (Moraes et al., 2003). 

Paso 2: Cambios en la unión de las AUBPs sobre los transcriptos con ARE 

A pesar de que no está claro si a un ARE pueden unirse simultáneamente diferentes AUBPs 

o  si  se  pueden  formar  complejos  multiproteicos,  es  probable  que,  cuando  se  favorecido  el 

decaimiento de  los ARNm,  los niveles  relativos de  factores estabilizantes  como HuR bajen y  los 

niveles de factores desestabilizantes como TTP se incrementen. Alternativamente, la estabilización 

puede  ser  favorecida  por  la  asociación  a  los  ARE  de  factores  estabilizantes  como HuR,  lo  cual 

previene la progresión de los subsecuentes pasos de decaimiento (Gingerich et al., 2004). 

Paso 3: Remoción de la cola polyA 

Una vez que las AUBPs que favorecen el decaimiento se asocian con determinados ARNm, 

los  transcriptos  son  rápidamente deadenilados  (Lai et al., 2003).  La  simple  remoción de  la  cola 

polyA  resulta en una  significativa  reducción de  la  traducción del ARNm, por  lo  tanto provee un 

paso  para  la  terminación  de  la  producción  de  la  proteína  incluso  antes  de  la  degradación  del 

transcripto (Munroe & Jacobson, 1990; Jacobson & Peltz, 1996). De hecho, la remoción de la cola 

polyA puede ser estimulada por las AUBPs debido a su interferencia con los factores del inicio de 

la  traducción,  permitiendo  el  acceso  a  la  cola  de  polyA  de  la  enzima  de  deadenilación  PARN 

(Mitchell & Tollervey, 2000; van Hoof & Parker, 2002). Esta hipótesis está basada en la observación 

de que AUF1  interactúa con  factores unidos tanto a  la cola polyA  (PABP) como al 5’ cap  (eIF4G) 

(Laroia et al., 1999) y puede explicar  la  interacción entre  la traducción y  la estabilidad del ARNm 

que se observa en algunos sistemas.  

Paso 4: Degradación 3’‐5’ del ARNm 

Luego de  la remoción de  la cola polyA, el siguiente paso en el camino de decaimiento de 

los ARNm mediado por ARE es la degradación de los mismos de 3’a 5’ por medio del exosoma. Se 

cree que el exosoma es reclutado al ARNm a  través de  interacciones entre  las AUBPs y diversos 

componentes del mismo (Chen et al., 2001; Mukherjee et al., 2002). Aun no se ha determinado el 
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destino de las proteínas unidas a los ARNm una vez que ha ocurrido el decaimiento, sin embargo la 

ubiquitinación  de  algunas  AUBPs  sugiere  que  la  destrucción  vía  proteosoma  podría  ser  un 

mecanismo por el cual se eliminen estas proteínas (Laroia et al., 1999).  

El decaimiento mediado por ARE es más que sólo un mecanismo celular para asignar vidas 

medias cortas a ARNm específicos que codifican para proteínas regulatorias. Este proceso puede 

acoplarse específicamente a las demandas celulares para los cambios rápidos y significativos en la 

expresión  génica  que  ocurren  transitoriamente  en  respuesta  a  señales  extracelulares. 

Consecuentemente, la regulación de la estabilidad de los ARNm constituye un componente crítico 

en el control de la expresión génica.  

 

5.3.  La modulación de  la estabilidad de  los ARNm  como una nueva 

aproximación terapéutica 

La  regulación  de  la  expresión  génica  en  eucariotas  comprende  un  proceso  sumamente 

controlado temporal y espacialmente, el cual  involucra varios eventos como el procesamiento, el 

transporte  intracelular,  la  traducción  y  finalmente  la  eliminación  de  los  ARNm  individuales. 

Durante las últimas dos décadas, el conocimiento sobre la transducción de señales y la regulación 

de la expresión génica se ha incrementado enormemente, y basados en estos conocimientos han 

surgido  estrategias  atractivas  para  el  desarrollo  de  nuevas  terapias  farmacológicas. Muchos  de 

estas  estrategias  se  utilizan  rutinariamente  en  biología  experimental,  y  algunas  de  ellas  se 

encuentran  en  estudios  clínicos.  La  mayoría  de  estas  estrategias  se  han  focalizado  en  la 

interferencia en la actividad de las quinasas involucradas en la activación transcripcional de genes 

blanco por medio de inhibidores farmacológicos (por ejemplo inhibidores específicos para la vía de 

p38 MAPK) o alternativamente por medio del silenciamiento con ARN de  interferencia pequeños 

(siRNA). Una considerable menor atención se ha prestado a la regulación de la expresión mediada 

por eventos post‐transcripcionales. Sin embargo, el rápido incremento de publicaciones referentes 

a  los mecanismos post‐transcripcionales de  la  regulación génica,  indica  la  importancia que  se  le 

esta  dando  a  estos  eventos,  en  particular  aquellos  que  afectan  la  estabilidad  de  los  ARNm 

(Eberhardt et al., 2007).  
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La  regulación  de  la  estabilidad  de  los ARNm  está  controlada  por  una  gran  cantidad  de 

estímulos  fisiológicos,  incluyendo  citoquinas,  factores  de  crecimiento,  hormonas  e  hipoxia 

(Paulding & Czyzyk‐Krzeska, 2000; Guhaniyogi & Brewer, 2001; Misquita et al., 2001; Blackshear, 

2002; Hollams et al., 2002; Bevilacqua et al., 2003). La  relevancia clínica de  la  regulación génica 

post‐transcripcional por medio de la estabilidad de los ARNm se puede observar a través de varias 

patologías cuya ocurrencia correlaciona con mutaciones en regiones regulatorias responsables del 

decaimiento de los ARNm o a través de la desregulación de proteínas que se unen específicamente 

a estos elementos regulatorios (Gillis & Malter, 1991; Wilson & Brewer, 1999; Dixon et al., 2001; 

Misquita  et  al.,  2001;  Hollams  et  al.,  2002).  Estudios  realizados  en  la  última  década  han 

demostrado que  los ARNm eucarióticos, en asociación con diferentes proteínas de unión al ARN, 

no solo actúan como mensajeros que codifican para proteínas sino que también determinan otras 

características de la biosíntesis de las proteínas como el procesamiento, eficiencia de la traducción 

y estabilidad de los ARNm. Interesantemente, algunas de estas proteínas presentan un frecuente 

pasaje entre el núcleo y el citoplasma, el cual se encuentra regulado por caminos de transducción 

de señales  incluyendo cascadas de MAPK,  la cascada de fosfatidilinositol (PI)‐3 quinasa/ proteína 

quinasa B (PKB) y por miembros de la familia de PKC (Dreyfuss et al., 2002).  

Los  caminos  que  determinan  del  decaimiento  de  los  ARNm  le  permiten  a  la  célula 

adaptarse rápidamente a cambios en el ambiente mediante una rápida terminación de la síntesis 

proteica,  sin  necesidad  de  que  cambie  la  tasa  de  transcripción.  Por  lo  tanto,  los  procesos  que 

determinan la estabilidad de los ARNm afectan muchas respuestas fisiológicas y patológicas, como 

ser  el  crecimiento  celular,  diferenciación,  protección  contra  infecciones  e  inflamación. 

Similarmente a  lo que ocurre en  transcripción o  traducción, el decaimiento de  los ARNm es un 

proceso  altamente  regulado  y  estructuralmente  relacionado  con  secuencias  en  cis  dentro  del 

ARNm y proteínas en trans pertenecientes a  la familia hnRNP (Kim & Dreyfuss, 2001; Dreyfuss et 

al., 2002). 
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6. ARN pequeños o miRNA 
 

Los ARN pequeños o miRNA  son  componentes de un mecanismo molecular  emergente 

que puede competir con  las proteínas en  importancia como  reguladores de  la expresión génica. 

Desde el descubrimientos de  los miRNA  como  reguladores del desarrollo en C. elegans,  se han 

identificado miles de miRNA en  los genomas de animales y plantas  (Kozomara & Griffiths‐Jones, 

2011). Se ha descripto que la mitad del transcriptoma humano podría estar bajo la regulación de 

los  miRNA  (Bartel,  2009).  Considerando  este  importante  rol,  no  es  sorprendente  que  la 

interrupción  de  las  funciones  de  los  miRNA  contribuya  a  muchas  enfermedades  humanas, 

incluyendo disfunciones neurológicas y cardíacas, así como en cáncer (Sayed & Abdellatif, 2011). 

Adicionalmente,  los  miRNA  están  emergiendo  como  blancos  terapéuticos  para  combatir 

infecciones y enfermedades (Jackson & Linsley, 2010). 

Los miRNA  funcionan como moléculas de 21‐24 nucleótidos que regulan  la expresión de 

los ARNm que contienen secuencias complementarias a  los miRNA. En animales,  los genes de  los 

miRNA  se  transcriben  en  miRNA  primarios  (pri‐mARN)  que  luego  presentan  un  procesamiento 

posterior  por  medio  del  complejo  Drosha.  El  miRNA  precursor  (pre‐miRNA)  resultante  es 

transportado al citoplasma por  la exportina 5  (XPO5). EL complejo Dicer remueve  la región  loop 

del pre‐miRNA, y una de las cadenas resultantes es unida por Argonauta para formar un complejo 

de  miRNA  inductor  de  silenciamiento  (miRISC),  el  cual  se  une  a  los  ARN  mensajeros  para 

regularlos. La otra cadena es degradada (Krol et al., 2010) (Figura I6). 

 

Figura I6. Biogénesis de los miRNAs. Adaptada de (Pasquinelli, 2012). 

El  apareamiento  perfecto  entre  un  miRNA  y  su  sitio  blanco  induce  un  clivaje 

endonucleotídico  por  medio  de  Argonauta  (AGO),  llevando  a  una  degradación  del  ARNm.  Un 

apareamiento parcial del complejo de miRNA a la región 3’UTR puede resultar en la deadenilación 
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del ARNm a través del reclutamiento del complejo CCR4‐NOT por medio del miRISC. La pérdida de 

la cola polyA causa una disociación de la proteína de unión a las cola polyA (PABPC) lo cual lleva a 

la  degradación  de  los ARNm.  El  complejo miRISC  puede  inducir  represión  en  la  traducción  por 

medio del bloqueo del inicio de la misma. Dicha represión también puede ser inducida inhibiendo 

un  paso  luego  de  la  iniciación,  como  ser  promoviendo  un  despegado  de  los  ribosomas  o 

estimulando la proteólisis del péptido naciente. Se ha demostrado también que los miRNA pueden 

aumentar  la expresión génica bajo ciertas condiciones a través de mecanismos que  involucran a 

Argonauta y la proteína FMR1 (Pasquinelli, 2012) (Figura I7). 

 

 

Figura I7. Efecto de los miRNA sobre los ARNm. Adaptada de (Pasquinelli, 2012). 
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7. Análisis bioinformáticos de  secuencias  regulatorias en el  
3’UTR 

La emergencia de  los datos de EST  (expression  sequence  tags) ha permitido el análisis a 

gran escala de  sitios y  señales de poliadenilación desde  la década de 1990. Muchas  librerías de 

ESTs fueron generadas por medio de transcripción con cebadores oligo‐dT que hibridizan con  las 

colas  de  polyA  de  los  ARNm,  resultando  en  una  gran  cantidad  de  secuencias  de  EST  de 

terminaciones de 3’ muy útiles en el estudio de sitios de polyA. Sobre  la base de  la similitud de 

secuencias,  Beaudoing  y  Gautheret  agruparon  los  ESTs  e  identificaron  sitios  putativos  de 

poliadenilación en genes humanos  (Gautheret et al., 1998). Estos datos  llevaron a  la conclusión 

que muchas  variantes  simples de nucleótidos de  las  señales de poliadenilación  se  encontraban 

estadísticamente  sobre‐representadas,  incluyendo  AGUAAA,  UAUAAA,  CAUAAA,  GAUAAA, 

AAUAUA,  AAUACA,  AAUAGA,  AACUAAA,  AAGAAA,  y  AAUGAA,  sugiriendo  que  las  señales  de 

poliadenilación son mas divergentes de  lo que se pensaba previamente  (Beaudoing et al., 2000). 

Otro  estudio  genómico  realizado  por  Graber  et  al,  reveló  un  patrón  común  de  frecuencias  de 

nucleótidos  en  el  extremo  3´  no  traducible  inmediatamente  río  arriba  del  sitio  de  polyA  en 

eucariotas (Graber et al., 1999). La disponibilidad de las secuencias genómicas completas proveyó 

nuevas oportunidades para extender los estudios bioinformáticos de los sitios y señales de polyA. 

El análisis de  las secuencias genómicas río abajo del sitio de polyA puede mitigar la identificación 

de  falsos  sitios  de  polyA  debido  a  la  hibridación  de  secuencias  internas  ricas  en  A  dentro  del 

transcripto (Graber et al., 1999; Nam et al., 2002; Lee et al., 2008). Adicionalmente, la localización 

genómica de los sitios de polyA permite el análisis de sitios y señales de polyA en el contexto de la 

estructura  de  genes  completos  con  información  de  splicing.  Utilizando  secuencias  de  ESTs  y 

genómicas  se  ha  reportado  que  más  de  la  mitad  de  los  genes  humanos  poseen  sitios  de 

poliadenilación alternativa (Tian et al., 2005; Yan & Marr, 2005; Wu et al., 2011).  

La explosión de  las metodologías que pueden examinar el transcriptoma completo de un 

organismo o de una célula han cambiado la manera de ver e interpretar los datos con respecto a 

los transcriptos producidos por poliadenilación alternativa. Ahora es posible utilizar microarreglos, 

secuenciación profunda  (deep sequencing), análisis serial de  la expresión génica  (SAGE), Ref‐Seq, 

ARN‐Seq,  e  inmunoprecipitación  de  la  cromatina  seguida  de  secuenciación  (ChIP‐Seq),  todas 

combinadas  con  algoritmos  bioinformáticos  potentes,  de  manera  de  poder  explorar  todos  los 

transcriptos  producidos  por  una  célula  en  particular  (Lutz  &  Moreira,  2011).
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El  objetivo  general  de  este  trabajo  fue  la  caraterización  de  la  regulación  post‐

transcripcional de la expresión del gen de beta 1 integrina (Itgb1). En particular nos centramos en 

la modulación de estos procesos durante el desarrollo y diferenciación de la glándula mamaria.  

Objetivos específicos: 

• Describir  las  isoformas  del  ARNm  de  Itgb1  producidas  por  poliadenilación 

alternativa.  

• Analizar su prescencia y conservación evolutiva. 

• Caracterizar la expresión de estas isoformas a lo largo del desarrollo de la glándula 

mamaria de ratón. 

• Estudiar  los posibles mecanismos de  la regulación post‐transcripcional del gen de 

Itgb1. 

• Analizar la relevancia biológica de estos mecanismos. 
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[RESULTADOS DEL GRUPO PREVIOS A ESTA TESIS]  
En el marco de su Tesis doctoral  la Dra. Albana Gatelli, dirigida por  la Dra. Edith Kordon, 

analizó  la  expresión  de  genes  alterados  por  la  inserción  del MMTV,  en  tumores mamarios.  En 

particular, para analizar los efectos de una inserción viral en el último intrón de Itgb1, se llevaron a 

cabo estudios de 3’RACE RT‐PCR en distintos tumores y mama normal virgen y lactante. Para ello 

se utilizó parte de  la  secuencia del exón 17 de  Itgb1 de  ratón como cebador 5’ y oligodT como 

cebador 3’. Sorpresivamente, estos ensayos mostraron la existencia de dos especies del ARNm de 

Itgb1  de  diferente  tamaño,  tanto  en  mamas  normales  como  tumorales.  Por  lo  tanto  estas 

variantes no estaban asociadas a la prescencia del virus. 

 

Figura RP1. Se muestran  los productos obtenidos por  la técnica de 3’RACE RT‐PCR corridos en un 

gel de agarosa con Bromuro de Etidio. Se indican con flechas las bandas correspondientes a las dos 

formas posibles del ARNm de Itgb1 de ratón, una de mayor  tamaño (1400 pb) que la otra (750 pb), 

que difieren en  la  longitud de su extremo 3’UTR. Estas muestras fueron obtenidas tanto de tejido 

de glándula mamaria normal de ratón (NMG) de hembras vírgenes (V) o  lactando (L), como de 4 

tumores MMTV. Se usó la expresión del gen de Actina como control de normalización. 

La secuenciación de los productos de estas 3’RACE RT‐PCRs revelaron la presencia de dos 

señales potenciales de poliadenilación en el 3’UTR de  Itgb1 que podrían ser  las responsables de 

originar las dos formas detectadas del ARNm de Itgb1. La isoforma corta (Itgb1‐C) con un 3’UTR de 

aproximadamente 578 pb y  la  isoforma  larga  (Itgb1‐L) con un 3’UTR de aproximadamente 1100 

pb.  
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Basada en esta información, la Dra. Gatelli analizó el balance entre los niveles de expresión 

relativos de  las  formas  Itgb1‐C  e  Itgb1‐L del ARNm de  Itgb1  en  tumores mamarios del modelo 

MMTV y durante el desarrollo de la glándula mamaria normal de ratón, por ensayos de protección 

a RNAsas (RPA). 

 

Figura  RP2.  Se muestran  los  resultados  obtenidos  en  el  ensayo  de  RPA  usando  una  sonda  que 

detecta  las dos  isoformas del ARNm de  Itgb1    (Itgb1‐L y  Itgb1‐C) en tejido normal de  la glándula 

mamaria  de  ratón  (V,  hembra  virgen),  y  diferentes  tumores  pertenecientes  a  4  distintas  líneas 

tumorales.  Se ensayaron las muestras con una sonda de Gapdh como control de normalización.  

Estos estudios sugieren que la isoforma Itgb1‐L es predominante y que la isoforma Itgb1‐C 

sólo fue detectada con este abordaje en mamas de hembras vírgenes. 
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[RESULTADOS]  
1. Estudio de la secuencia del 3’UTR del gen de Itgb1 
 

En  base  a  nuestros  resultados  previos  nos  propusimos  continuar  con  el  análisis  de  la 

regulación post‐transcripcional del gen de Itgb1 de manera de poder caracterizar dicha regulación 

y analizar  su  relevancia en diferentes  tejidos y en  los distintos estadios de  la glándula mamaria 

normal de ratón. Para dicho fin realizamos un análisis de la secuencia del gen de Itgb1 (número de 

acceso  en GenBank NM_010578.2)  y  sobre  los  productos  de  la  secuenciación  de  las  isoformas 

detectadas  por  3’RACE  RT‐PCR  (Figura  RP1)  pudiendo  distinguir  dos  señales  consenso  de 

poliadenilación,  una  proximal  y  otra  distal  (PAS1  y  PAS2).  Dichas  secuencias  conforman  dos 

señales  de  poliadenilación  (AUUAAA  y  AAUAAA)  en  tándem  y  superpuestas  (AUUAAAAUAA) 

ubicadas en la región 3’UTR del gen de Itgb1 tal cual demuestran nuestros resultados previos y las 

siguientes  figuras  (Figura R1  y R2).  La  isoforma  Itgb1‐L presenta dos  secuencias ARE de  clase  I, 

ATTTA  (ARE1  y  ARE2,  en  la  figura  R2)  que  están  ausentes  en  la  variante  corta  Itgb1‐C.  Estas 

secuencias  pueden  ser  reconocidas  por  proteínas  de  unión  al ARN  (RBP)  capaces  de  regular  la 

estabilidad de los ARNm a los cuales se unen. 

De acuerdo al análisis de  la secuencia se puede realizar el siguiente esquema del gen de 

Itgb1 de ratón: 

 

Figura  R1.  Representación  esquemática  del  gen  de  Itgb1  de  ratón.  Las  cajas  grises  indican  las 

regiones  5’  y  3’  no  traducibles,  la  última  incluyendo  las  señales  de  poliadenilación  alternativas 

(PAS1 y  PAS2) y los sitios de clivaje y poliadenilación pA1 y pA2 (flechas). Las cajas negros marcan 

los exones y las líneas los intrones. El gráfico no está dibujado a escala. 
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]  Figura R2. Producto de la secuenciación del 3’UTR de Itgb1 de ratón mostrando la dos señales de poliadenilación (rojo y 

subrayado), las dos secuencias ARE1 y ARE2 (en verde) y los cebadores (con flechas) utilizados para todos los ensayos de qRT‐PCR. 

La región codificante del ARNm se diferencia en azul para separarla de la región 3’UTR. 
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[RESULTADOS]  
2. ITGB1 en humanos 
 

Siguiendo con el objetivo de poder describir  la regulación post‐transcripcional del gen de 

Itgb1, quisimos estudiar  si dicha  regulación observada en  ratón podría extenderse hacia el  gen 

ItgB1 de humanos. Para tal  fin realizamos ensayos de 3’RACE RT‐PCR, de similar manera que  los 

realizados  sobre  el  gen  de  Itgb1  de  ratón  (Figura  RP1),  pero  sobre  diferentes ARNm  de  líneas 

celulares de origen humano (HeLa, HEK, T47D y HepG2). El resultado demostró la existencia de dos 

isoformas del gen ItgB1 en humanos de 1200 y 500 pares de bases cada una (Figura R3), similares 

a los encontrados para el gen murino. 

 

 

Figura R3. Se muestran los productos de 3’RACE RT‐PCR realizada sobre diferentes líneas celulares 

humanas  (HeLa, HEK,  T47D  y HepG2).  Se  indican  las bandas  correspondientes a  las dos  formas 

posibles  del  ARNm  de  ItgB1  humano  (1200  pb  y  500  pb),  estas  bandas  fueron  posteriormente 

identificadas (aisladas, clonadas y secuenciadas). 

Los  resultados  de  la  secuenciación  de  los  productos  de  la  3’RACE  RT‐PCR  de  las  líneas 

celulares humanas arrojó similares  resultados que  los de  ratón, con  la presencia de dos señales 

potenciales de poliadenilación alternativa PAS1 y PAS2 (figrua R4). El mensajero con el 3’UTR más 

corto se corresponde a  lo que denominamos  isoforma corta  (ItgB1‐C) y está compuesto por 533 

nucleótidos,  mientras  que  el  3’UTR  de  la  isoforma  larga  (ItgB1‐L)  está  compuesto  por  1268 

nucleótidos.  
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[RESULTADOS]  

 

Figura R4. Producto de la secuenciación del 3’UTR de ItgB1 de humanos mostrando la dos señales 

de  poliadenilación  (rojo  y  subrayado)  y  las  cinco  secuencias  ARE  (en  cajas  verdes).  La  región 

codificante del ARNm se diferencia en azul para separala de la región 3’UTR. 

En el humano las señales de poliadenilacion PAS1 y PAS2 son iguales entre sí pero en este 

caso  no  son  señales  en  tándem,  como  en  el  ratón,  sino  que  se  trata  de  dos  señales  simples 

AUUAAA (ver Figuras R2 y R4). Además, la isoforma ItgB1‐L en humanos presenta 5 secuencias ARE 

de clase I, ATTTA que están ausentes en la variante corta ItgB1‐C, a diferencia de la isoforma Itgb1‐

L de ratón que sólo posee 2 secuencias ARE de clase I (ver Figura R5 para comparar los 3’UTR). 
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Figura R5. Comparación entre los 3’UTR del gen Itgb1 de ratón y el de humanos  luego de las secuenciaciones realizados 

a partir de los productos de las 3’RACE RT‐PCR. Se muestran las señales de poliadenilación (rojo y subrayado) y las secuencias ARE (en  

cajas vardes). La región codificante del ARNm se diferencia en azul para separala de la región 3’UTR. 
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[RESULTADOS]  
3. Estudios bioinformáticos 

3.1. Análisis de 3’ESTs 

Nos propusimos realizar un análisis bioinformático para estudiar el perfil de expresión del 

ARNm de Itgb1 en el ratón. En esta etapa de la tesis pudimos contar con la colaboración del doctor 

Martin  Abba  de  la  Universidad  de  La  Plata,  que  nos  ayudo  a  realizar  todos  los  análisis 

bioinformáticos gracias a su vasta experiencia en el campo y su gran disposición para el  trabajo 

interdisciplinario. Para determinar  la existencia de  las diferentes variantes del ARNm de  Itgb1 en 

las  bases  de  datos,  se  efectuó  un  estudio  comparativo  de  la  expresión  de  las  variantes  de 

poliadenilación alternativa de  Itgb1 analizando  las  secuencias de 3’‐ESTs existentes en bases de 

datos.  Para  el  gen  de  Itgb1  de  ratón  existe  un  UNIGENE  ID,  Mm  263396,  que  contiene  la 

información que utilizamos para el análisis. El análisis de los ESTs de ratón correspondientes al Mm 

263396 reveló  la existencia de dos sitios funcionales de clivaje y poliadenilación, debido a que se 

pueden  determinar  dos  grupos  de  ESTs  (cluster)  correspondientes  a  las  dos  señales  de 

poliadenilación  alternativa  (Figura  R6A).  Estos  resultados  indican  la  existencia  de  dos  variantes 

putativas del ARNm de Itgb1 con diferencias en el largo de su 3’UTR, cluster 1 y cluster 2.  

 

Figura R6. A) Se mapearon 283  lecturas de 3’‐ESTs (UNIGENE Mm 263396) sobre  la región 3’UTR 

de  Itgb1. El análisis de  los ESTs  identificó dos  variantes para el  transcripto de  Itgb1  (cluster 1  y 

cluster  2)  correspondientes  con  los  sitios  de  poliadenilación  alternativa.  B)  Expresión  tejido 

específica de ambas variantes de  Itgb1  (Itgb1‐L e  Itgb1‐C) a  lo  largo de 10  tejidos diferentes de 

ratón de acuerdo a los datos de ESTs. 
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[RESULTADOS]  
Según  la  información  obtenida  de  estos  estudios,  la  variante  Itgb1‐L  representa 

aproximadamente el 92%  del  total de  los 3’‐ESTs mientras que  la variante  Itgb1‐C el 8% . Con el 

objetivo de explorar  la expresión diferencial  tejido‐específica de estas  isoformas, analizamos  los 

3’‐ESTs de acuerdo a su tejido de origen utilizando las anotaciones del UNIGENE. La variante Itgb1‐

L  se  detectó  predominantemente  en  el  95‐100%   de  las  librerías  de  cerebro,  ojo  y  corazón, 

mientras que la variante Itgb1‐C mostró un aumento en la expresión en el 25‐40%  de las librerías 

de glándula mamaria, ovario y páncreas (Figura R6B). 

 

3.2. Análisis de librerías de SAGE 

Para realizar un análisis comparativo de las variantes de poliadenilación alternativa del gen 

de Itgb1 en distintos tejidos de ratón y de esta manera poder llevar a cabo un análisis cuantitativo 

de  la  presencia  de  estas  variantes,  se  efectuó  un  estudio  comparativo  de  la  expresión  de  las 

variantes mediante el análisis de librerías de SAGE (Serial Analysis of Gene Expression). Para lo cual 

se obtuvieron los perfiles de expresión de 269 librerías disponibles en la base de datos SAGE Genie 

DB,  correspondientes  a  muestras  de  diversos  orígenes  tisulares  (NIH‐CGAP 

http://cgap.nci.nih.gov/SAGE/).  A  partir  de  ellas  se  mapearon  los  Tags  (secuencias  de  14 

nucleótidos cercanos al extremo 3’UTR de Itgb1, ver figura R6A y R7A) característicos de cada una 

de las variantes de poliadenilación, Tag1 específico de la variante Itgb1‐L y los Tag 2 y 3 específicos 

de la variante Itgb1‐C.  
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[RESULTADOS]  

 

Figura R7. A) Esquema del ARNm de Itgb1 de ratón mostrando las secuencias Tag1, 2 y 3, utilizadas 

para  el  análisis  de  SAGE  y  las  señales  de  poliadenilación  alternativa  PAS1  y  PAS2.  B) Northern 

digital de  las variantes de poliadenilación de  Itgb1 basado en  los perfiles de expresión génica de 

269  librerías de SAGE, correspondientes a muestras de  tejido de ratón de diferentes orígenes. La 

escala  monocromática  indica  el  número  de  tags  (ARNm)  en  cada  muestra,  las  cuales  fueron 

normalizadas  a  200.000  tags/librería.  La  posición  de  las  librerías  específicas  de  cada  tejido  se 

indica  como  barras  de  colores  en  retina  (verde),  cerebro  (amarillo),  glándula mamaria  (fucsia), 

tracto urogenital (celeste) y tejido endotelial (rojo). 
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[RESULTADOS]  
Utilizando estas 269 librerías de SAGE de ratón pudimos determinar que la isoforma Itgb1‐

L se expresa a mayores niveles que  la  isoforma  Itgb1‐C en  la mayoría de  las  librerías analizadas 

(Figura R7). El análisis de agrupamientos jerárquicos de los datos permitió identificar un patrón de 

expresión  característico  de  ambas  variantes  de  poliadenilación.  Estos  datos  sugieren  que  la 

expresión de  las  isoformas del ARNm de  Itgb1 es altamente variable y que representa un patrón 

de expresión diferente en cada tejido. 

 

3.3. Análisis de secuencias de unión para miRNA 

Utilizamos  también  un  programa  bioinformático  (TargetScan)  que  permite  predecir 

posibles  sitios  de  unión  para  ARN  pequeños  o  micro  ARN  (miRNA).  De  esta  manera  pudimos 

analizar los sitios posibles de unión para miRNA en el 3’UTR de Itgb1 y determinar su distribución 

en las diferentes isoformas del ARNm de Itgb1. 

 

Figura  R8.  Análisis  de  predicción  de  sitios  de  unión  para  miRNA  realizado  con  el  programa 

TargetScan. Se indican las familias de miRNA conservadas en los vertebrados que putativamente se 

unen en el 3’UTR de Itgb1 también de manera conservada. 

Como puede observarse en  la figura R8 existen al menos 4 sitios de unión para 3 miRNA 

diferentes,  altamente  conservados  en  vertebrados,  dentro  del  3’UTR  del  gen  de  Itgb1. Dos  de 

estos 3 miRNA, miR‐183 y miR‐29, se unen exclusimvamente a  la  isoforma  Itgb1‐L del ARNm de 

Itgb1; mientras que el miR‐124 posee dos sitios de unión, uno en la isoforma Itgb1‐C y otro en la 

isoforma Itgb1‐L. 

Estos  resultados  bioinformáticos  apoyan  fuertemente  los  resultados  obtenidos  en  los 

ensayos de 3’RACE RT‐PCR  indicando  la existencia efectiva de  la poliadenilación alternativa en el 

ARNm de Itgb1 murino. Los sitios de miRNA conservados en los diferentes linajes podrían además 

implicar un paso más en la regulación de la expresión del gen de Itgb1.  
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[RESULTADOS]  
Los ensayos de 3’RACE RT‐PCR efectuados en ARNm de células humanas mostraron que el 

gen de  ItgB1, en esta especie, posee similares características a  las del de ratón. Sin embargo, de 

aquí en más decidimos continuar nuestros estudios enfocándonos en el gen de  Itgb1 murino ya 

que contamos con diferentes herramientas para profundizar de mejor manera en el análisis de su 

regulación  post‐transcripcional.  Particularmente,  en  un  modelo  de  desarrollo  y  diferenciación 

como es la glándula mamaria, que nos permite el análisis del tejido en los diferentes estadíos y el 

uso  de  líneas  celulares  epiteliales  mamarias,  como  HC11  con  capacidad  de  diferenciación  en 

cultivo. Las células HC11 en proliferación (stem‐like) pueden diferenciarse en células que expresan 

proteínas de la leche (diferenciadas) cultivándolas en confluencia y estimulándolas con hormonas. 

Esta  línea celular  también puede ser crecida sobre siliconas para  luego practicarle estiramientos 

mecánicos mimificando los procesos a los cuales se ven afectadas las células epiteliales mamarias 

durante la involución mamaria post‐lactancia, estos estiramientos se pueden realizar mediante un 

dispositivo  como  se  ha  reportado  previamente  (Quaglino  et  al.,  2009).  Finalmente,  las  células 

HC11  también  pueden  diferenciarse  formando  acinos  en  cultivos  en  3  dimensiones  (3D)  sobre 

matrigel. 

 

4.  Análisis  de  la  actividad  del  sitio  proximal  de 
poliadenilación PAS1 de Itgb1 de ratón 

 

Nos propusimos averiguar  la funcionalidad de  la nueva señal proximal de poliadenilación 

(PAS1) de Itgb1 caracterizada en esta tesis, de manera de poder conocer mejor la regulacion de la 

expresión de las isoformas de este gen.  

Para confirmar que la secuencia que rodea y comprende la señal PAS1 de Itgb1 es capaz de 

ser  funcional, utilizamos un  constructo  reportero  recibido del Dr. Bin  Tian  (UMDNJ‐New  Jersey 

Medical  School).  Este  vector,  denominado  pRiG,  contiene  un  sitio  múltiple  de  clonado  (MCS) 

flanqueado por la secuencia codificante de la proteína roja fluorescente (RFP) y un sitio interno de 

entrada del  ribosoma  (IRES) del virus de  la encefalomiocarditis  (ECMV),  seguido de  la  secuencia 

codificante de la proteína verde fluorescente (EGFP) (Figura R9). Se decidió clonar en este vector la 

señal proximal de poliadenilación PAS1 del mensajero de Itgb1 de ratón, responsable de generar la 

forma corta de dicho ARNm, para analizar por citometría de flujo:  la funcionalidad,  la frecuencia 
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de uso (denominada también fuerza) y la posible existencia de caminos de transducción de señales 

que pudieran regular dicha señal. Para ello, insertamos 200 pares de bases de la región alrededor 

de la señal PAS1 del 3’UTR de Itgb1 de ratón dentro del sitio múltiple de clonado del vector pRiG. 

Además,  como  control positivo, el Dr. Tian nos proveyó de un vector denominado pRiG‐77S.AE 

que posee  insertado en el sitio múltiple de clonado  la secuencia de poliadenilación  intrónica del 

gen CstF‐77  la cual ha probado ser una señal  fuerte de poliadenilación  (Pan et al., 2006)  (figura 

R9).  

 

Figura R9. Diagrama mostrando las principales características del vector pRiG. pCMV, promotor del 

citomegalovirus humano (CMV); RFP, región codificante de la proteína fluorescente roja; MCS, sitio 

múltiple de  clonado;  IRES,  sitio  interno de  entrada del  ribosoma; EGFP,  región  codificante de  la 

proteína fluorescente verde; 77S.AE, sitio de poliadenilación de 77S.AE; e Itgb1.pA1, señal proximal 

de poliadenilación PAS1 de Itgb1, 200 pb alrededor del PAS1. 

Los ensayos se realizaron con células HC11 transfectadas con  las diferentes versiones de 

los  reporteros y  luego se analizaron por citometría de  flujo. La prescencia de  los dos marcos de 

lectura en el mismo transcripto permite que las células expresen a la vez RFP y GFP. Si el sitio de 

polyA  inserto  entre  ambos  marcos  de  lecturas  en  el  MCS  es  funcional  el  transcripto 

correspondiente, al ser procesado expresará RFP y no GFP. La relación entre la expresión de RFP y 

GFP en una célula es  indicativo de  la funcionalidad y de  la prevalencia en el uso o fuerza de ese 

sitio.  Como  se  puede  ver  en  la  figura  R10  el  control  positivo  (pRiG‐77S.AE,  Figura  R10B)  y  el 

constructo de la señal PAS1 de Itgb1 (pRiG‐Itgb1.pA1 Figura R10C) mostraron una relación entre la 

expresión de RFP y GFP mayor con respecto al control del vector vacío pRiG  (Figura R10A). Esto 

implica un  incremento en el  corte y poliadenilación  río arriba de  la  señal de GFP. De hecho, al 
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superponer  las  figuras 10A  y 10C, podemos observar  claramente  como  la nube de puntos, que 

representan  el  total  de  células  analizadas,  se  ve  desplazada  hacia  la  expresión  de  RFP  (Figura 

R10D). 

 

Figura R10. Análisis a  través de  FACS de  células HC11  transfectadas  con  los diferentes  vectores 

pRiG; A) pRiG vacío, B) pRiG‐77SS.AE y C) pRiG‐Itgb1.pA1. D) Unificación de los gráficos A) y C). 

Una  forma de  cuantificar estos  resultados, obtenidos  a partir del  citómetro de  flujo, es 

realizar un análisis de las fracciones acumulativas de las intensidades de florescencia de todas las 

células analizadas en cada experimento. De esta manera se pueden comparar cuantitativamente 

las  intensidades de  florescencia de EGFP  con  las de RFP. Al analizar  las  fracciones acumulativas 

(figura  R11A),  pRiG‐Itgb1.pA1  mostró  una  relación  EGFP/RFP  significativamente  menor  que  la 
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mostrada  por  el  vector  pRiG  vacío,  indicando  una  mayor  expresión  de  RFP  en  relación  con 

expresión de EGFP y RFP juntas. La figura R11B muestra el mismo resultado pero graficado como la 

relación entre el cuadrante de arriba a la izquierda y el cuadrante de abajo a la derecha de la figura 

R10A  y R10C. Así pudimos  cuantificar  la  actividad de  corte  y poliadenilación de pRiG‐Itgb1.pA1 

comparada con el vector control promediando 4 experimentos independientes. 

Figura R11. A) Curva de las fracciones acumulativas de la relación entre la fluorescencia de EGFP y 

de RFP para  las células mostradas en  la figura R10C (P<2.2×10−16, Kolmogorov–Smirnov test). B) 

Cuantificación de la relación entre la fluorescencia de RFP sobre la fluorescencia de EGFP, calculada 

como un promedio entre 4 experimentos diferentes. * p<0,05 Student t‐test. 

Estos resultados demuestran que la señal proximal de poliadenilación PAS1 de Itgb1 es un 

sitio funcional de poliadenilación, comparándolo con el control del vector pRiG vacío. Sin embargo, 

pareciera  ser un  sitio de poliadenilación débil  en  comparación  con el  control positivo  (77S.AE). 

Esta debilidad del PAS1 es coherente con el hecho que este sitio aun no haya sido reportado, y con 

nuestros  resultados  in  silico  y en  los ensayos de RPA que muestran que  la  isoforma  Itgb1‐C  se 

encuentra expresada en una baja proporción y sólo en algunos tejidos. Estos resultados refuerzan 

la idea de que este sitio sería utilizado con menor frecuencia que la señal distal de poliadenilación 

PAS2. 

Luego nos propusimos probar si la débil funcionalidad de la señal proximal PAS1 observada 

en  los ensayos mencionados se debía a  la ausencia de secuencias relevantes en  los 200 pares de 

bases que rodean la misma en estos reporteros. Con este objetivo introdujimos en el sitio múltiple 

de clonado del vector pRiG una secuencia de mayor tamaño, de 900 pares de bases del 3’UTR de 

Itgb1 alrededor de la señal PAS1. Este nuevo constructo fue denominado pRiG‐Itgb1.pA1full.  
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Además,  sobre  este  vector  realizamos  mutaciones  puntuales  de  la  señal  PAS1 

(AATTAAAATAAAA), que generaron  la  siguiente  secuencia AAGTAAAAGGAAA  (ver  figura R12),  la 

cual no presenta  las bases  consenso para una  señal de  corte y poliadenilación. El nuevo vector 

generado con las mutaciones se denominó pRiG‐Itgb1.pA1fullmutado (pRiG‐Itgb1.pA1fullmut). 

 

 

Figura  R12.  Diagrama  mostrando  el  vector  pRIG  y  las  secuencias  clonados  en  su  MCS,  900pb 

alrededor del PAS1. Resaltando  la porción de  la  secuencias donde  se generaron  las mutaciones 

puntuales dentro de la señal proximal PAS1 de Itgb1.  

Como se puede ver en los gráficos de la figura R13 la secuencia de 900 pares de bases no 

aumenta  la  fuerza o  la  frecuencia de uso de  la  señal proximal PAS1 y además el vector con  las 

mutaciones puntuales en la señal PAS1 no produjo el mismo efecto que el observado con el vector 

con  la  señal  salvaje  cuando  se  compara  con el vector pRiG vacío. En  la  fracción acumulativa  se 

puede observar claramente como el aumento en la expresión de RFP se da a medida que pasamos 

en  el  análisis  desde  los  vectores  pRiG‐Itgb1.pA1,  pRiG‐Itgb1.pA1full,  pRiG‐Itgb1.pA1fullmutado 

hasta  pRiG  vacio.  Estos  resultados  refuerzan  la  idea  de  que  la  señal  proximal  PAS1  es  un  sitio 

funcional débil y de que la secuencia de bases de la señal es importante para su funcionalidad.  
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Figura R13. Análisis a  través de  FACS de  células HC11  transfectadas  con  los diferentes  vectores 

pRiG;  A)  pRiG  vacio  y  pRiG‐Itgb1.pA1full,  B)  pRiG  y  pRiG‐Itgb1.pA1fullmutado  y  C)  pRiG‐

Itgb1.pA1full y pRiG‐Itgb1.pA1fullmutado. D) Curva de  las  fracciones acumulativas de  la  relación 

entre la fluorescencia de EGFP y la fluorescencia de RFP de los vectores pRiG, pRiG‐Itgb1.pA1, pRiG‐

Itgb1.pA1full y pRiG‐Itgb1.pA1fullmutado. 

 

5. Análisis de  la actividad del  sitio distal de poliadenilación 
PAS2 de Itgb1 de ratón 

Luego  de  probar  que  la  señal  proximal  PAS1  de  Itgb1  es  un  sitio  de  poliadenilación 

funcional aunque débil, decidimos utilizar la misma estrategia para comprobar la funcionalidad de 
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la señal distal PAS2 de Itgb1. Para tal fin clonamos 200 pares bases alrededor de la señal PAS2 de 

Itgb1  en  el MCS  del  vector  pRIG  (pRiG‐Itgb1.pA2).  Como  control  de  especificidad  utilizamos  la 

misma secuencia pero clonada en orientación  invertida  (pRiG‐Itgb1.IpA2). Transfectamos células 

HC11 con las diferentes versiones de los reporteros y analizamos los resultados por citometría de 

flujo. 

 

Figura R14. Análisis a  través de  FACS de  células HC11  transfectadas  con  los diferentes  vectores 

pRiG; A) pRiG vacío, B) pRiG‐Itgb1.pA2 y C) pRiG‐Itgb1.IpA2. D) Unificación de los gráficos A) y B). 
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Como puede observarse en  la  figura R14,  la señal PAS2 es una señal  funcional  fuerte de 

poliadenilación. Además es interesante destacar que la secuencia en orientación invertida no logró 

alcanzar el efecto observado con la secuencia en orientación correcta. 

Al comparar las secuencias PAS1 y PAS2 clonadas en el vector pRiG (figura R15), podemos 

identificar que las dos señales de poliadenilacion alternativa ubicadas en el 3’UTR del gen de Itgb1, 

si  bien  poseen  señales  idénticas,  están  inmersas  en  contextos  nucleotídicos  diferentes 

determinando que la elección entre ambas señales sea muy diferente. Parecería que este contexto 

permite que  la señal distal PAS2 sea una señal  fuerte, de elección más  frecuente, y que  la señal 

proximal PAS1 sea débil, de elección menos frecuente. 

 

Figura R15. Comparación entre  las secuencias PAS1 (A) y PAS2 (B) de ratón clonadas en el vector 

pRiG. En rojo se marcan las señales de poliadenilación. 

 

6. Expresión de  las diferentes  isoformas del ARNm de  Itgb1 
en tejidos de ratón 

 

La poliadenilación alternativa permite la disponibilidad diferencial de sitios específicos que 

modulan  la estabilidad y  traducibilidad del ARNm. La producción de  las diferentes  isoformas del 

3’UTR de  Itgb1 por el uso de  las  señales PAS1 o PAS2 podría  ser un mecanismo para  regular  la 

expresión  de  Itgb1  en  los  diferentes  tipos  celulares,  tejidos  y  estadios  del  desarrollo.  Esta 

regulación  podría  estar  alterada  durante  la  carcinogénesis.  En  este  contexto,  nos  planteamos 
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determinar el balance entre  los niveles relativos de  las  isoformas  Itgb1‐L y  Itgb1‐C del ARNm de 

Itgb1 bajo distintas condiciones: diferentes tejidos de ratón, durante el desarrollo de  la glándula 

mamaria normal y en tumores mamarios.  

En  base  a  las  secuencias  obtenidas  de  los  productos  de  la  3’RACE  RT‐PCR    diseñamos 

cebadores  específicos  para  poder medir  la  expresión  de  las  diferentes  isoformas  del ARNm  de 

Itgb1  (Figura  R2).  Un  par  de  cebadores  para  amplificar  el  ARNm  de  Itgb1  total  (Itgb1‐T)  que 

hibridizan  con  la  porción  del  ARNm  común  para  ambas  isoformas  y  otro  par  de  cebadores 

específicos  para  amplificar  la  isoforma  larga  (Itgb1‐L)  del  ARNm  de  Itgb1  que  se  asocian  a  la 

porción diferencial de esta isoforma. Para medir específicamente la expresión de la isoforma corta 

(Itgb1‐C) del ARNm de Itgb1 fue necesario diseñar un cebador reverso especial que nos permitiese 

diferenciar  esta  isoforma,  este  cebador  consiste  en  4  bases  específicas  que  se  encuentran 

contiguas  a  la  base  en  la  cual  se  produce  el  corte  y  poliadenilación  y  luego  le  siguen  17  T 

(Timidinas). De esta manera este cebador se unirá exclusivamente a los mensajeros de la isoforma 

producida por  la utilización del PAS1 y que contengan una cola de polyA. Como cebador forward 

utilizamos una secuencia que hibridiza con la porción común para las dos isoformas del ARNm de 

Itgb1 (ver figura R2 para ubicar los cebadores dentro de la secuencia del gen de Itgb1).  

Nos propusimos entonces medir los niveles de expresión de las dos isoformas a través de 

PCR radiactiva con  los cebadores específicos para cada  isoforma, de manera de poder cuantificar 

los productos de amplificación. Además, intentamos utilizar 3 cebadores de manera conjunta en la 

misma  reacción de PCR, es decir un cebador  forward común para ambas  isoformas y cebadores 

reversos específicos para cada una. El producto de PCR con los cebadores para la isoforma Itgb1‐C 

mostró resultados claros de una única banda mayoritaria de amplificación. Realizamos un control 

en  el  cual  la  PCR  radiactiva  con  los  3  cebadores  la  llevamos  a  cabo  sobre un  vector que  tiene 

clonada la secuencia completa del 3’UTR de Itgb1 y no obtuvimos producto de amplificación para 

la isoforma corta (Figura R16). 

El resultado de  la figura R16 nos muestra que a pesar de que el vector pGL3‐Itgb1 3’UTR 

total cuenta con  las secuencias de pegado para el cebador  forward y con  las 4 bases específicas 

para el pegado del cebador  reverso para  Itgb1‐C, estas dos condiciones no  son  suficientes para 

que se realice  la amplificación específica de esta  isoforma, demostrando que es necesario que el 

ADNc debe estar poliadenilado para que el cebador reverso pueda amplificar.  
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Figura R16. PCR  radiactiva para probar  los  cebadores específicos de  las  isoformas del ARNm de 

Itgb1.  Se  observan  diferentes  reacciones  para  probar  distintas  temperaturas  de  annealing  y 

distintas  combinaciones  de  cebadores:  calles  1  (50Code  annealing)  y  2  (52Co  de  annealing) 

cebadores específicos para  Itgb1‐L; calles 3  (50Code annealing) y 4  (52Code annealing) cebadores 

específicos para Itgb1‐C; calles 5, 6 y 7 con 3 cebadores para amplificar las dos isoformas (50Code 

annealing) Itgb1‐L e Itgb1‐C; y la calle 8 es un control realizado con los 3 cebadores pero sobre el 

vector pGL3 conteniendo el 3’UTR completo de Itgb1 clonado río abajo del gen de luciferasa. 

Estos  resultados muestran,  al  igual que  lo observado  en  los RPAs  (Figura RP2)  y  en  los 

estudios in silico (Figuras R6 y R7), que la isoforma Itgb1‐L pareciría ser mas abundante que Itgb1‐

C. Sin embargo, debido a  la dificultad en  la utilización de material  radiactivo y en encontrar un 

punto  en  la  fase  exponencial  de  la  PCR  para  realizar  cuantificaciones  es  que  nos  propusimos 

evaluar la utilización de los cebadores para Itgb1‐C en RT‐PCR en tiempo real o cuantitativa (qRT‐

PCR).  Realizamos  pruebas  de  especificidad,  similares  a  las  realizadas  para  la  PCR  radicativa, 

analizando las curvas de disociación y corriendo los productos de la qRT‐PCR en geles de agarosa 

para los cebadores específicos de Itgb1‐C (Figura R17). 
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Figura R17. Puesta a punto de los cebadores para la amplificación específica de la isoforma Itgb1‐C 

del ARNm de Itgb1. A) Gel de agarosa con Bromuro de etidio para analizar el resultado de la qRT‐

PCR  con  los  cebadores  específicos  para  Itgb1‐C  realizado  sobre  ADNc  de HC11  (calles  1‐5)  con 

diferentes temperaturas de annealing y qRT‐PCR realizado sobre ADN del vector pGL3‐Itgb1 3’UTR 

total (calles 6 y 7). Se indica con una flecha el producto de 200 pb específico. Con una M se indica el 

marcador de peso molecular 1Kb plus. B) Ejemplo de una  curva de disociación de una qRT‐PCR 

realizado sobre ADNc de HC11 con los cebadores específicos para Itgb1‐C. 

El producto de la qRT‐PCR mostró resultados claros de una única banda de amplificación y 

de un solo pico en la curva de disociación. Además, no se obtuvo ningún producto de amplificación 

en el control realizado sobre el vector pGL3‐Itgb1 3’UTR total. 

Se analizaron entonces  los niveles de expresión de  las  isoformas del ARNm de  Itgb1 en 

diferentes  tejidos  de  ratón  por  medio  de  qRT‐PCR  y  con  los  cebadores  específicos  para  cada 

isoforma Itgb1‐C e Itgb1‐L (Figura R18 A y B). 
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Figura R18. qRT‐PCR para medir  la expresión de  las  isoformas del ARNm de Itgb1: A) Itgb1‐C y B) 

Itgb1‐L. Todos los tejidos están graficados en relación con Riñón.  El ARNm de GAPDH fue utilizado 

como normalizador. Los ARNm fueron obtenidos de diferentes tejidos de ratones BALB/c. 

En  la  figura  R18  se  puede  observar  que  ambas  isoformas  se  expresan  con  diferente 

relación en los distintos tejidos analizados. En algunos tejidos como en el hígado los niveles de la 

isoforma  corta  (Itgb1‐C)  fueron  tan  bajos  que  resultaron  indetectables.  Por  otro  lado,  en  este 

mismo tejido la isoforma larga (Itgb1‐L) mostró mayor expresión con respecto a los demás tejidos 

analizados.  De los órganos estudiados el bazo fue el tejido en el cual pudimos observar una mayor 

expresión relativa de Itgb1‐C, mientras que los niveles de Itgb1‐L fueron los más bajos.  

Los  resultados  obtenidos  con  el  análisis  in  silico  mostraron  que  la  expresión  de  las 

isoformas del ARNm Itgb1 parece ser muy variable en de glándulas mamarias de ratón (Figura R7). 

Entonces,  nos  propusimos  analizar  la  expresión  de  estas  isoformas  en  distintos  estadios  del 
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desarrollo de este tejido comparándolos tanto con los niveles de expresión del ARNm total como 

de la proteína Itgb1. El análisis de la expresión proteica de beta 1 integrina en la glándula mamaria 

de ratón (epitelio y estroma) durante  los sucesivos estadios del desarrollo mostró un  incremento 

tanto en preñez como en lactancia e involución en comparación con mamas de hembras vírgenes 

(Figura R19). 

 

Figura R19. Se analizaron los niveles proteicos de Itgb1 y Actina a partir de extractos proteicos de 

glándulas mamarias  de  ratones  hembra  vírgenes  (V),  preñadas  (P),  en  lactancia  (L)  y  luego  de 

involución forzada por 72hs (I72) por medio de Western blot. La cuantificación fue realizada con el 

promedio de 3 experimentos  independientes con el programa ImageJ. # p<0,05 One‐way ANOVA, 

seguido de un post‐test de Tukey. 

Realizamos luego mediciones de la expresión del ARNm total de Itgb1 utilizando cebadores 

que  no  distinguen  cada  isoforma.  Estos  ensayos  mostraron  una  reducción  en  los  niveles  de 

expresión del ARNm de Itgb1 durante la lactancia e involución, como se ha reportado previamente 

(Soulier et al., 1996)(figura R20). 
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Figura R20. Niveles del ARNm de  Itgb1 medidos por qRT‐PCR a partir de glándulas mamarias de 

ratones hembra vírgenes (V), preñadas (P), en lactancia (L) y luego de involución forzada por 72hs 

(I72). # p<0,05 One‐way ANOVA, seguido de un post‐test de Tukey. 

Se  puede  observar  una  clara  diferencia  entre  la  expresión  proteica  y  la  expresión  del 

ARNm de Itgb1 a lo largo del desarrollo de la glándula mamaria de ratón (Figura R19 vs figura R20), 

especialmente durante la lactancia donde existe un aumento en la expresión de la proteína y que 

a  su  vez  es  el  estadio  con menor  expresión del ARNm de  Itgb1.  Estos  resultados  sugieren que 

podría  existir  una  regulación  post‐transcripcional  del  gen  de  Itgb1  que  generaría  diferencias 

importantes  en  la  eficiencia de  la  traducción.  Es  posible que  la misma  esté  influenciada por  la 

regulación diferencial de las diferentes isoformas del ARNm aquí reportadas. 

A  continuación,  utilizamos  los  cebadores  específicos  para  amplificar  cada  isoforma  del 

ARNm de Itgb1 para evaluar si cada una mostraba un patrón diferencial durante la diferenciación e 

involución de la glándula mamaria de ratón. El análisis reveló que desde virgen hacia lactancia los 

niveles relativos de Itgb1‐L mostraron poca variación, mientras que Itgb1‐C decreció hasta niveles 

indetectables. Por otro lado, durante la involución mamaria post‐lactancia se observó un aumento 

de  los niveles relativos de expresión de  Itgb1‐C. Estos resultados sugieren que a pesar de que  la 

expresión del ARNm  total de  Itgb1 podría verse  reducido durante  la diferenciación mamaria,  la 

isoforma  larga podría  estar  estabilizada  y  eficientemente  traducida durante  la  lactancia  (Figura 

R21). 
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Figura R21. La expresión de las isoformas del ARNm de Itgb1, Itgb1‐L (columnas blancas) e Itgb1‐C 

(columnas negras), fueron determinadas por qRT‐PCR a partir de glándulas mamarias de ratones 

hembra vírgenes (V), preñadas (P), en lactancia (L) y luego de involución forzada por 72hs (I72). 

Ha  sido  claramente  establecido  que  el  complejo  proceso  que  involucra  apoptosis  del 

epitelio y remodelado tisular que se produce al finalizar el amamantamiento, se debe mayormente 

a eventos tisulares  locales y no a  la caída de  los niveles de hormonas circulantes (Li et al., 1997). 

De  estos  procesos,  el  más  temprano  en  afectar  a  las  células  epiteliales  mamarias  es  el  estrés 

mecánico que se produce al  interrumpirse  la succión de  la  leche por  las crías. El grupo de  la Dra. 

Kordon  ha  desarrollado  un  dispositivo  que  permite  analizar  a  nivel  bioquímico  los  efectos  del 

estiramiento en células epiteliales crecidas en cultivo. Los  resultados obtenidos en células HC11 

indican que el estrés mecánico induce  la activación de MAPKs como ERK1/2 y JNK, y la inhibición 

de  la  fosforilación de AKT, mecanismo que podría  sensibilizar a  las  células a  sufrir apoptosis. El 

análisis de la activación de factores de transcripción y de citoquinas producidos por estos procesos 

reveló que este procedimiento mimifica los efectos del estiramiento producido por la acumulación 

de  leche  en  glándulas  mamarias  luego  del  destete  (Quaglino  et  al.,  2009).  Para  analizar  la 

expresión de las variantes del ARNm de Itgb1 durante la involución progresiva del tejido mamario 

realizamos dos tipos de experimentos. En primer lugar, ensayamos los niveles de ambas isoformas 

de Itgb1 por medio de qRT‐PCR luego de 1, 2 y 3 días luego del destete (Figura R22).  
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Figura R22. Expresión relativa de la diferentes isoformas del ARNm de Itgb1. Glándulas mamarias 

de ratones BALB/c hembras 24, 48 y 72hs de involución forzada.* p<0,05 Student t‐test. 

Como  se  puede  observar  en  la  figura  R22  los  sucesivos  días  de  involución  forzada 

producen  un  aumento  significativo  en  la  expresión  relativa  de  la  isoforma  Itgb1‐C  con  una 

concomitante disminución en la expresión relativa de Itgb1‐L, apoyando los resultados observados 

en la figura R21. Además este resultado nos permite analizar una condición en la cual la isoforma 

Itgb1‐C  se  ve  aumentada  en  contraposición  con  la mayoría de  los  tejidos  y  estadíos  analizados 

previamente, por lo que podría servir como escenario para estudiar las señales involucradas en la 

elección de la señal proximal de poliadenilación PAS1 de Itgb1. 

Por otro  lado, para analizar  los efectos  tempranos del destete en  la expresión de  Itgb1, 

utilizamos  un  dispositivo  especialmente  diseñado  para  estirar  células  HC11  cultivadas  sobre 

siliconas. En  la  figura R23  se presenta un esquema del dispositivo  y el armado del mismo para 

luego ser utilizado en el estiramiento mecánico de las células HC11 en cultivo. 
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Figura  R23.  Dispositivo  utilizado  para  estirar  mecánicamente  células  HC11  en  cultio,  imagen 

tomada de (Quaglino et al., 2009). 

El estiramiento de células HC11 en cultivo  (Figura R24) mostró similares resultados a  los 

observados en  los realizados con ARNm de mamas de 1, 2 y 3 días  luego del destete. Se observó 

un incremento significativo en los niveles relativos de la isoforma corta en contraposición con una 

disminución en  los niveles relativos de  la  isoforma  larga. Estos resultados nos permitirán realizar 

estudios  en  células  en  cultivo  pudiéndolos  comparar  con  las  condiciones  in  vivo. Demostrando 

además,  que  posiblemente  el  incremento  de  Itgb1‐C  observado  en  etapas  tempranas  de  la 

involución de la glándula mamaria podría deberse, al menos en parte, al estiramiento mecánico y 

las vías de señalización activadas por dicho estímulo. 

 

Figura  R24.  Células  HC11  sujetas  a  estiramiento  mecánico.  Ensayos  de  qRT‐PCR,  el  ARNm  de 

GAPDH fue utilizado como normalizador.* p<0,05 Student t‐test. 
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Teniendo en cuenta  los resultados de  las figuras R21 a R24 se puede observar que existe 

una clara expresión diferencial de las dos isoformas del ARNm de Itgb1 a lo largo de los diferentes 

estadíos  del  desarrollo  de  la  glándula  mamaria  de  ratón.  Por  lo  tanto,  suponemos  que  las 

diferentes  señales  que  gobiernan  cada  estadio  del  desarrollo  de  la  glándula mamaria  de  ratón 

podrían  estar  regulando  la  elección  de  los  sitios  de  poliadenilación  alternativa  o  la  estabilidad 

diferencial de los ARNm Itgb1‐C e Itgb1‐L.  

Ambas isoformas fueron también evaluadas en tumores mamarios diferenciados inducidos 

por  el  virus  MMTV.  En  ellos  encontramos  un  incremento  relativo  de  la  isoforma  larga  y  una 

disminución de la isoforma corta  con respecto a las mamas de hembras normales vírgenes (Figura 

R25).  Estos  mismos  resultados  son  comparables  con  los  obtenidos  previamente  mediante  la 

técnica de RPA (Figura RP2). 

 

Figura R25. Expresión relativa de  la diferentes  isoformas del ARNm de Itgb1. Hembras de ratones 

BALB/c  vírgenes  fueron  usadas  como  control,  los  números  (1,  2  y  3)  corresponden  a  líneas 

tumorales  independientes  inducidas por MMTV  in vivo. Ensayos de qRT‐PCR, el ARNm de GAPDH 

fue utilizado como normalizador. 
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7. Relevancia biológica de  la  isoforma  Itgb1‐C del ARNm de 

Itgb1 
 

Los datos reportados hasta aquí sugieren que  la  isoforma  larga (Itgb1‐L) prevalece en  las 

glándulas mamarias  lactantes. De manera de poder  analizar  si  la  expresión de  esta  variante  es 

requerida  para  la  diferenciación  de  las  células  epiteliales  mamarias  en  cultivo,  utilizamos  una 

combinación de ARN en horquilla pequeños (ShRNA) para bloquear específicamente  la expresión 

de  la  isoforma  larga  del  ARNm  de  Itgb1  (Itgb1‐L)  o  de  ambas  isoformas  (Itgb1‐L  e  Itgb1‐C). 

Diseñamos un ShRNA (ShItgb1‐L) que se puede unir a la región entre los sitios pA1 y pA2 del gen 

de  Itgb1  (para  la  localización del  lugar de unión del ShRNA ver figura R26) y por  lo tanto reduce 

exclusivamente la expresión del ARNm Itgb1‐L, sin afectar los niveles de expresión de la isoforma 

corta  Itgb1‐C. Por otro  lado el ShItgb1‐T fue diseñado para poder unirse en  la región codificante 

del gen de Itgb1 río arriba del PAS1, afectando los niveles de ambas isoformas. Ademas utilizamos 

un ShRNA control (Sh ctrl) para verificar la especificidad de los ShRNA utilizados. 

  

 

Figura R26. Esquema que muestra la ubicación de la región de pegado para cada ShRNA dentro del 

gen de Itgb1. Esta marcada la región 3’UTR (caja negra), las señales de poliadenilación alternativa 

(PAS1 y PAS2) y los sitios de corte y poliadenilacion (pA1 y pA2). 

Generamos  líneas  estables  para  los  distintos  ShRNAs  para  luego  analizar:  la  expresión 

proteica de  Itgb1 y de ciclina D1, y  la expresión de  las  isoformas del ARNm de  Itgb1  la en estas 

líneas celulares (Figuras R27 y R28). 
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Figura  R27.  Análisis  por  Western  blot    de  extractos  proteicos  de  células  HC11  transfectadas 

establemente con diferentes ShRNA y seleccionadas por su  resistencia a antibiótico: Sh control o 

scramble  (Shctrl),  ShRNA  contra  el  ARNm  de  Itgb1‐T  (ShItgb1‐T),  y  ShRNA  contra  el  ARNm  de  

Itgb1‐L (ShItgb1‐L). Se evaluaron los anticuerpos contra Itgb1, Ciclina D1 y Actina. 

En la figura R27 se puede observar una reducción en la expresión proteica de Itgb1 en las 

líneas celulares ShItgb1‐L y ShItgb1‐T, esta reducción es mayor en la línea ShItgb1‐T que en la línea 

ShItgb1‐L. Además  la expresión de ciclina D1 cayó a niveles casi  indetectables en  la  línea celular 

Itgb1‐T. 

Analizamos también los niveles relativos de los ARNm de Itgb1‐C e Itgb1‐L en estas líneas 

celulares.  El  ensayo  de  qRT‐PCR  mostró  que  ambos  ShRNAs  producen  una  disminución  de  la 

expresión  del  ARNm  de  Itgb1‐L.  Por  otro  lado,  es  importante  destacar  que  la  expresión  de  la 

isoforma Itgb1‐C se incrementó cuando el ShItgb1‐L fue utilizado (Figura R28A y B). 
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Figura R28. qRT‐PCR para medir  los niveles de  las diferentes  isoformas del ARNm de  Itgb1 en  las 

líneas celulares que expresan de manera estable  los diferentes ShRNA. A)  Itgb1‐C y B)  Itgb1‐L. # 

p<0,05 One‐way ANOVA, seguido de un post‐test de Tukey. 

Para analizar los efectos de los ShRNA en la diferenciación morfológica, realizamos cultivos 

en  3  dimensiones  (3D)  de  células  HC11  cultivadas  en  Matrigel.  Al  observar  a  través  de  un 

microscopio óptico estos cultivos  luego de 14 días, es posible distinguir algunas diferencias entre 

las  diferentes  líneas  celulares.  Los  acinos  formados  en  la  línea  celular HC11  original  (datos  no 

mostrados) y en  la  línea celular HC11 Shctrl son de un tamaño similar a  los formados en  la  línea 

celular  ShItgb1‐L,  en  contraposición  con  lo  ocurrido  en  la  línea  celular  ShItgb1‐T  en  la  cual  los 

acinos formados son de menor tamaño (Figura R29).  
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Figura R29. Cultivos 3D de células HC11 cultivadas en Matrigel. Se muestran imágenes de microscopía óptica (100x). 
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Con el objetivo de caracterizar de una manera más apropiada  los acinos formados en  los 

cultivos  en  3D,  procedimos  a  fijar  las  células  y  ensayarles  inmunoflorescencia  con  anticuerpos 

específicos para: caspasa 3 clivada, como marca para  los núcleos apoptóticos;  laminina V, como 

marca para la membrana basal; y con DAPI para distinguir los núcleos celulares (Figura R30). Luego 

de  la  tinción  se analizaron  las  imágenes por medio de microscopía confocal. Una diferenciación 

morfológica  correcta  de  los  acinos  corresponde  a  la  caspasa  3  clivada  en  el  interior  del  acino, 

mostrando  las  células  que mueren  por  anoikis  para  formar  la  luz;  la  laminina  V  distribuida  de 

manera  lineal entre  la cara basal del acino y el matrigel; y  los nucleos teñidos con DAPI deberían 

estar localizados en la región basal de las células epiteliales si las mismas están polarizadas.  

La figura R30 muestra que el bloqueo específico de  la  isoforma  larga  Itgb1‐L no afecta  la 

formación de acinos que muestran características de estructuras diferenciadas incluyendo caspasa 

3 clivada en su interior y laminina V rodeando las estructuras. Las células HC11 transfectadas con 

el ShItgb1‐T también forman acinos, a pesar de que estos se encuentran reducidos en número y 

tamaño y muestran una morfología alterada (Figura R29 y R30). Para mostrar con mayor detalle la 

diferencia en  la  formación de acinos  tomamos  fotos  representativas de estructuras  individuales 

con un aumento mayor (Figura R31). 

Los  resultados  obtenidos  con  la  línea  ShItgb1‐L  indican  que  la  isoforma  larga  no  es 

requerida per se para  la diferenciación de  las células epiteliales mamarias. Además, sugieren que 

la  diferenciación  se  produciría  aún  con  bajos  niveles  de  la  proteína  Itgb1  (Figura  R27),  la  cual 

podría ser traducida mayormente por la isoforma Itgb1‐C. Por otro lado, la disminución del ARNm 

total de Itgb1 provocó alteraciones tanto de la diferenciación como en los niveles de ciclina D1, lo 

cual estaría asociado al menor tamaño de los acinos. 
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Figura R30. Acinos de células HC11 en el día 14 fueron inmunomarcados con anticuerpos para caspasa 3 

clivada (rojo), laminina V (verde) y DAPI (azul). Fotos obtenidas con aumento 200X. 

 

 

79 
 



[RESULTADOS]  

 

Figura R31. Acinos  de  células HC11  en  el  día  14  fueron  inmunomarcados  con  anticuerpos  para 

caspasa  3  clivada  (rojo),  laminina V  (verde)  y DAPI  (azul).  Fotos  obtenidas  con  un  aumento  de 

600X. 

 

8. Análisis de la regulación de la estabilidad de las isoformas 
del ARNm de Itgb1 

 

Las variantes de poliadenilación alternativa de Itgb1 derivan de un mismo gen. Uno de los 

mecanismos  por medio  del  cual  dos  variantes  alternativas  de  un ARNm  podrían  expresarse  en 

diferentes  niveles  relativos  en  distintos  estadios  del  desarrollo  del  mismo  tejido,  sería  si  la 

estabilidad de una u otra  isoforma del ARNm estuviese diferencialmente gobernada por factores 

específicos  en  cada  estadio.  Para  estudiar  este  potencial mecanismo  utilizamos  la  línea  celular 

epitelial mamaria normal HC11. En primer  lugar  realizamos mediciones de  la expresión de cada 

isoforma  del  ARNm  de  Itgb1  en  células  proliferando  y  en  células  diferenciadas,  de manera  de 

poder analizar la expresión de ambas isoformas bajo estos dos contextos celulares diferentes. 

Es  interesante destacar como  la diferenciación de  las células HC11 produce un aumento 

relativo mayor de una de las isoformas, Itgb1‐L, que de la otra, Itgb1‐C (Figura R32). Este aumento 

podría  ser  explicado  por  dos  procesos  diferentes  pero  que  pueden  estar  íntimamente 

relacionados: 1) el aumento de la frecuencia de elección de la señal distal de poliadenilación PAS2 

en detrimento de la elección de la señal proximal de poliadenilación PAS1 y 2) el incremento de la 

estabilidad de Itgb1‐L, producto de la elección de este sitio distal de poliadenilación. 
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Figura R32. Expresión de las dos isoformas de ARNm de Itgb1, Itgb1‐C (negro) y Itgb1‐L (blanco), en 

HC11 bajo condiciones de proliferación o diferenciación. Mediciones realizadas por medio de qRT‐

PCR, el ARNm de GAPDH fue utilizado como normalizador. 

En  la  figura  R21  se  puede  observar  que  los  niveles  relativos  del  ARNm  de  Itgb1‐C  se 

encuentran reducidos durante la  lactancia de las glándulas mamarias de ratón al igual que los de 

Itgb1‐T  (figura R20) mientras que no observamos cambios en  los niveles relativos de  la  isoforma 

larga Itgb1‐L. Estos datos apoyan la idea de que la isoforma larga podría encontrarse estabilizada 

durante dicho período, permitiendo una eficiente expresión de  la proteína  Itgb1. Sustentando  la 

hipótesis  de  que  la  diferenciación  de  las  células  epiteliales  mamarias  estaría  afectando  la 

estabilidad  diferencial  de  estas  isoformas  por  sobre  la  elección  diferencial  de  las  señales  de 

poliadenilación alternativa. Para examinar dicha posibilidad procedimos a analizar la estabilidad de 

cada  ARNm  en  células  HC11  en  estado  de  proliferación  o  diferenciación  luego  de  bloquear  la 

transcripción con Actinomicina D (Figura R33 A y B).  

Estos experimentos nos permiten observar que  la  vida media del ARNm de  la  isoforma 

Itgb1‐L es mayor en condiciones de diferenciación que en condiciones de proliferación, mientras 

que  la  vida media del ARNm de  la  isoforma  Itgb1‐C no  cambia  cuando  se  comparan  estos dos 

contextos celulares. Podemos hipotetizar que este podría ser uno de los mecanismo utilizados por 

las células para aumentar los niveles de Itgb1‐L durante la diferenciación mamaria. 
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Figura R33. Células HC11 fueron cultivadas bajo condiciones de proliferación o diferenciación. Luego se les agregó (t=0) 

Actinomicina D (5ug/ul), y se midió la expresión de las isoformas de ARNm de Itgb1 por medio de qRT‐PCR en curva de 

tiempo  (horas). Las muestras de  las células proliferando se marcan con una  línea azul discontinua   y  las muestras de 

células diferenciadas con una línea roja continua. Los gráficos de la derecha indican la línea de tenedencia. 
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Teniendo en cuenta la variación en la estabilidad observada en las isoformas del ARNm de 

Itgb1 endógenos, nos propusimos estudiar si esta regulación podría deberse a las regiones 3’UTR 

diferenciales  de  estos  mensajeros.  Para  analizar  este  fenómeno  construimos  vectores  de 

expresión de  luciferasa con  los diferentes 3’UTR de  Itgb1 río debajo de  la secuencia codificante. 

Las construcciones se generaron con el vector pGL3‐Control (Promega). La transcripción en estos 

constructos está dirigida por el promotor constitutivo de SV40. Los distintos 3’UTR del ARNm de 

beta 1 integrina, 3’UTR Total (capaz de generar dos 3’UTR diferentes debido a que contiene las dos 

señales PAS1 y PAS2) y 3’UTR Corto  (Itgb1‐C)  fueron  clonados en el  sitio XbaI del vector pGL3‐

control,  río  abajo  del  gen  de  la  Luciferasa  (LUC).  Se  generó  también  un  constructo  adicional: 

“3’UTR D” que  contiene  la porción del 3’UTR diferencial que está presente  sólo en  la  isoforma 

Itgb1‐L. Esta región comprende las 2 secuencias ARE y 3 sitios de unión para miRNA (Figura R34). 

 

 

Figura R34. Diagrama mostrando parte del último exón correspondiente al 3’UTR del gen de Itgb1. 

Se clonaron diferentes  segmentos  río abajo del gen de  la Luciferasa  (caja negra) dirigido por un 

promotor constitutivo (no se muestra). Se generaron 3 constructos, 3’UTR Total correspondiente al 

3’UTR  completo,  3’UTR  Corto  correspondiente  a  la  isoforma  corta  del  3’UTR  y  3’UTR  D 

correspondiente a la porción diferencial. Los números 29, 124 y 183 corresponden a las secuencias 

de unión para miRNA y están señalados por cajas con diferentes colores. Las cajas verdes  indican 

las secuencias ARE, las cajas rojas indican las señales de poliadenilación y las flechas indican sitios 

de corte y poliadenilación. 

Estas  construcciones  pueden  ser  transfectadas  en  celulas  HC11  de  manera  de  poder 

analizar la velocidad de degradación del ARNm de LUC bajo el dominio de los diferentes 3’UTRs y 

en un contexto celular mamario, para este propósito es necesario detener la transcripción celular 

total  con  Actinomicina  D  y  evaluar  la  velocidad  de  degradación  del  ARNm  de  luciferasa. 

Transfectamos estos constructos en células HC11 en proliferación para luego extraer el ARN total a 
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diferentes  tiempos  después  del  frenado  de  la  transcripción  con Actinomicina D  y medimos  los 

niveles de ARNm híbrido (conteniendo la región codificante de LUC y los 3’UTR de Itgb1) mediante 

qRT‐PCR con cebadores específicos para LUC (Figura R35). 

 

Figura R35. Ensayo de  estabilidad del ARNm.  Se  transfectaron  células HC11  con  cada  reportero 

indicado en  la figura (ver figura R34), se agregó Actinomicina D (5ug/ul) y se extrajo el ARN a  los 

tiempos  indicados. Luego se midió  la expresión del ARNm de Luciferasa por qRT‐PCR. Se grafican 

las líneas de tendencias. 

La  figura R35 muestra  como el 3’UTR D  le  confiere una disminución de  la estabilidad al 

vector reportero, reduciendo su vida media al 50%  luego de 4hs del agregado de Actinomicina D, 

en contraposición con lo que sucede con el 3’UTR Corto y el 3’UTR Total. El constructo 3’UTR Total 

posee  las mismas  secuencias  regulatorias  que  el  3’UTR D,  ya  que  puede  producir  el ARNm  de 

Luciferasa con el 3’UTR Corto o Largo. Por  lo tanto,  la  inestabilidad conferida por el Itgb‐L podría 

estar  compensada  por  la  producción  del  mensajero  de  Luciferasa  con  el  3’UTR  Corto  que  le 

confiere estabilidad. Estos datos  sugieren que durante  la diferenciación  lactogénica el ambiente 

celular mamario podría inducir la estabilización de la isoforma Itgb1‐L que en otras condiciones es 

inestable,  probablemente  a  través  de  la  expresión  de  proteínas  específicas  de  unión  a  las 

secuencias ARE presentes en la región diferencial del 3’UTR de Itgb1 (3’UTR D).  
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9. Análisis de la eficiencia de traducibilidad 
 

Además  de  los  efectos  sobre  la  estabilidad  de  los  ARNm,  se  encuentra  ampliamente 

documentado  que  las  proteínas  de  unión  a  secuencias ARE  pueden  influir  la  traducción  de  los 

ARNm. Por lo tanto nos propusimos determinar si la región diferencial del 3’UTR D de Itgb1 podría 

regular la traducción de LUC. Para este fin, analizamos la eficiencia de traducibilidad de los ARNm 

de  luciferasa bajo  el  control de un promotor  constitutivo  y bajo  la  influencia de  los diferentes 

3’UTR de Itgb1. Estudiamos la eficiencia de traducibilidad midiendo la actividad de luciferasa y los 

niveles de ARNm de  luciferasa de estos  constructos  sin detener  la  transcripción. Transfectamos 

células  HC11  con  las  construcciones  antes  mencionadas  y,  en  muestras  paralelas,  medimos  la 

cantidad  de  ARNm  de  LUC  y  la  actividad  de  LUC.  A  Estas  mediciones  las  normalizamos  por  la 

actividad  y  el  ARNm  de  β‐galactosidasa  respectivamente,  para  lo  cual  co‐transfectamos  con  el 

vector correspondiente en cada experimento. De esta manera fue posible calcular la eficiencia de 

traducibilidad de cada constructo por medio de la fórmula presentada en la figura R36. 

La  actividad  LUC  fue  casi  4  veces  menor  en  células  transfectadas  con  el  3’UTR  Corto 

comparada con  las células transfectadas con el 3’UTR D, a pesar de que  los niveles de ARNm de 

LUC  fueron  similares  con ambos 3’UTR. Estos datos  sugieren que el 3’UTR D de alguna manera 

facilita  la traducción del gen de LUC,  lo cual podría deberse a  las secuencias AREs y/o de unión a 

miRNA presentes en la región diferencial del 3’UTR de Itgb1 (ver figura R34).  
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Figura  R36.  A)  Fórmula  para  calcular  la  eficiencia  de  traducibilidad.  B)  Niveles  relativos  de 

actividad Luciferasa, ARNm de luciferasa y eficiencia de traducibilidad luego de transfectar células 

HC11 con los constructos indicados en el gráfico.  
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10. Estudio de  la regulación de  la estabilidad de  Itgb1‐L por 

medio de AUBPs 
 

En  la  figura  R34  se  puede  observar  que  la  secuencia  del  constructo  Luc‐3´UTR  D  y  la 

isoforma  Itgb1‐L del ARNm de  Itgb1  incluyen secuencias ARE en su 3’UTR que no se encuentran 

presentas en la isoforma Itgb1‐C del ARNm de Itgb1. Las secuencias ARE presentes en los ARNm de 

Itgb1‐L y en el  reportero de  luciferasa con el 3’UTR D pueden  ser  reconocidas por proteínas de 

unión  a  regiones  ricas  en AU  denominadas AUBP  (AU  rich  binding  proteins)  y  de  esta manera 

influenciar  la estabilidad de  los ARNm a  los cuales se unen. Un representante de esta  familia de 

proteínas es HuR, la cual se ha reportado que confiere estabilidad a los ARNm a los cuales se une 

por medio de las secuencias ARE presentes en los mismos. De hecho, se ha reportado que Itgb1 es 

blanco de HuR en células T (Mukherjee et al., 2009). Por lo tanto, postulamos que la estabilización 

de  la  isoforma  larga  Itgb1‐L  podría  ser  debida  a  la  presencia  de  proteínas  que  se  unen 

específicamente a esas secuencias. Para determinar si HuR podrían estabilizar específicamente  la 

isoforma Itgb1‐L del ARNm de Itgb1 en la glándula mamaria de ratón, primero analizamos su perfil 

de  expresión  tanto  en  células  HC11  proliferando  como  en  células  HC11  diferenciadas. 

Encontramos  que  los  niveles  de  expresión  de HuR  se  incrementan  con  la  diferenciación  de  las 

células HC11, tanto a nivel del ARNm como de la proteína (Figura R37A y B). 

También analizamos el perfil de expresión del ARNm y  la proteína de HuR en glándulas 

mamarias de ratón en diferentes estadios del desarrollo de esta glándula, observando un aumento 

en la expresión de HuR en lactancia (Figura R38A y B). 
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Figura  R37.  Niveles  de  expresión  de  HuR  en  células  HC11  bajo  condiciones  de  proliferación  y 

diferenciación como se muestra en  los niveles de  la proteína de HuR por western blot  (A) y en el 

análisis por qRT‐PCR del ARNm de HuR en las mismas muestras (B). * p<0,05 Student t‐test. 

 

Figura R38. Niveles de expresión de HuR en glándulas mamarias de ratón de hembras vírgenes en 

estro  (V), preñadas  (P),  lactando  (L) o  en  involución  (I72)  como  se muestra  en  los niveles  de  la 

proteína de HuR por western blot (A) y en el análisis por qRT‐PCR del ARNm de HuR en las mismas 

muestras (B). * p<0,05 Student t‐test. 

Determinamos que  los niveles de expresión de HuR (ARNm y proteína) correlacionan con 

la expresión de  la proteína Itgb1 (Figura R19) y del ARNm de  la  isoforma Itgb1‐L tanto en células 

HC11 diferencias como en glándulas mamarias en lactancia (Figura R37 y R38 comparadas con las 

figuras R32 y R21). Estos datos sugieren que HuR podría contribuir a  la estabilidad de  Itgb1‐L en 

cultivo e in vivo. Por tal motivo, nos propusimos probar la acción de HuR en ensayos de estabilidad 

de  los ARNm utilizando un constructo generado a partir del vector pTRE2HygLuc (Clontech). Este 

vector tiene el gen de Luciferasa (LUC) bajo el control de un promotor sensible a tetraciclina, río 

abajo de LUC le insertamos el 3’UTR D de Itgb1. Al transfectar esta construcción en líneas celulares 

(HeLa tet‐off) que expresan el represor TetR fusionado al dominio mínimo de transactivación del 
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factor de transcripción del Herpes virus VP16, denominado transactivador tTA,  lo que se  logra es 

trabajar  en  un  sistema  TetOff.  Esto  significa  que,  en  ausencia  del  antibiótico,  el  tTA  activa  la 

transcripción de manera constante, mientras que al agregar  la tetraciclina, el tTA pierde afinidad 

por el ADN, se separa de  la secuencia del promotor y no existe transcripción. Esta estrategia nos 

permite  analizar  el  decaimiento  del mensajero  del  gen  reportero  sin modificar  la  expresión  de 

otros genes dentro de la célula. De esta manera nos libramos de los artefactos producidos por la 

utilización  de  Actinomicina  D  para  el  estudio  de  la  estabilidad  de  los  ARNm.  Las  células 

transfectadas con el reportero  junto con un vector que expresa HuR o, alternativamente, con un 

vector vacío, fueron incubadas con tetraciclina para apagar selectivamente la transcripción del gen 

reportero de LUC y  luego  se  realizaron mediciones por qRT‐PCR con cebadores específicos para 

LUC. 

 

Figura  R39.  Ensayos  de  estabilidad  del  ARNm  en  células  transfectadas  con  el  vector  reportero 

conteniendo  la  porción  diferencial  del  3’UTR  de  Itgb1  (3’UTR  D).  Las  células  fueron  co‐

transfectadas con un vector de expresión de HuR (línea punteada) o un vector vacío (línea sólida). 

Se freno la transcripción del vector Tet‐off con tetraciclina y luego se midió la expresión del ARNm 

de Luciferasa por qRT‐PCR a  los tiempos  indicados. Se grafican  las  líneas de tendencias. # p<0,05 

One‐way ANOVA, seguido de un post‐test de Tukey. 
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La figura R39 muestra que  la expresión del gen reportero cayó por debajo del 50%   luego 

de 4 horas de detener  la transcripción con tetraciclina. Sin embargo, cuando el reportero fue co‐

transfectado con un vector que sobre‐expresa HuR, se observó un pequeño decaimiento a  las 2 

horas de la adición de tetraciclina para luego estabilizarse. Este resultado refuerza el resultado de 

que la región 3’UTR D de Itgb1 es capaz de conferirle inestabilidad al ARNm de LUC y que además 

esta  inestabilidad puede  ser  revertida por  la  sobre‐expresión de  la proteína AUBP HuR,  la  cual 

podría  estar  uniéndose  a  las  regiones  ARE  presentes  en  dicho  3’UTR.  La  unión  de  HuR  a  las 

regiones ARE del 3’UTR D de Itgb1 podría estar disminuyendo la cantidad del ARNm de luciferasa 

degradado.  Si bien  el  experimento  anterior permitió demostrar que  la  sobre‐expresión de HuR 

puede  revertir  la  inestabilidad  del  ARNm  de  Luciferasa  producida  por  el  3’UTR  D  de  Itgb1,  es 

necesario  también  observar  los  efectos  de  una  disminución  en  la  expresion  de  HuR  sobre  los 

niveles del ARNm Itgb1‐L. 

 

10.1. Apagado de la expresión de HuR por medio de SiRNA 

Utilizamos  la  estrategia  de  ARN  de  interferencia  pequeños  (SiRNA)  para  disminuir  la 

expresión de  la AUBP HuR y analizar el efecto de esta reducción sobre  la expresión del ARNm de 

Itgb1. Para dicho propósito transfectamos células HC11 en proliferación con un SiRNA específico 

contra HuR y con un SiRNA control para verificar la especificidad de los SiRNA utilizados. En primer 

lugar evaluamos la eficiencia en el apagado de la expresión de HuR a través de qRT‐PCR y western 

blot, y como se puede ver en la figura R40 A y B obtuvimos una reducción en la expresion de HuR 

de alrededor del 70%   tanto a nivel de su ARNm como de  la proteína HuR. El paso siguiente  fue 

evaluar  los  efectos  de  esta  disminución  sobre  el  ARNm  de  Itgb1‐L,  para  este  objetivo  nos 

propusimos  analizar  los  cambios  en  la  vida  media  del  ARNm  de  la  isoforma  Itgb1‐L  en  las 

condiciones  donde  la  expresión  de  HuR  se  encuentra  disminuida.  La  figura  R40  C  muestra 

claramente como en aquellas células donde  la expresión de HuR se encuentra disminuida  la vida 

media  del  ARNm  Itgb1‐L  se  encuentra  por  debajo  del  50%   luego  de  3hs  del  frenado  de  la 

transcripción con Actinomicina D, presentando una significativa disminución del ARNm de Itgb1‐L 

en contraposición con lo ocurrido en las células transfectadas con el SiRNA control. 
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Figura R40. Células HC11 tranfectadas con SiRNA control (Si control) o SiRNA  HuR (Si HuR). A) qRT‐

PCR para medir niveles de expresion del ARNm de HuR y B) western blot para medir niveles de HuR. 

C) Celulas HC11  fueron  transfectadas con  los SiRNA correspondientes y  luego se  les agregó  (t=0) 

Actinomicina D (5ug/ul), y se midió la expresión de la isoforma Itgb1‐L por medio de qRT‐PCR luego 

de 3hs del frenado de  la transcripcion. Las muestras de  las células transfectadas con Si control se 

marcan con una  línea discontinua y  las muestras de células transfectadas con el Si HuR con  línea 

continua. 

Estos experimentos demuestran  la  importancia de HuR en  la regulación de  la estabilidad 

del ARNm Itgb1‐L en células epiteliales mamarias murinas. 
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10.2. Pegado de HuR sobre el ARE1 de Itgb1 

Los experimentos anteriores nos permitieron demostrar que el aumento o la disminución 

de  la expresión de HuR pueden  influir en  la estabilidad del ARNm de  Itgb1‐L. Sin ambargo, para 

determinar si existe una interacción directa entre HuR y dicho ARNm que medie esa regulación era 

necesario realizar un ensayo de retardo en  la movilidad electroforética del ARN  (EMSA de ARN). 

Con este propósito, construimos un vector con el kit CloneJET™  (Fermentas) en el cual al vector 

pJET1.2/blunt le insertamos la secuencia del ARE1 de Itgb1, con 50 pb río arriba y 50 pb río debajo 

de dicha secuencia. Este vector permite realizar la transcripción in vitro de la secuencia insertada 

en el mismo utilizando el promotor de T7, para luego purificar y marcar radiactivamente la sonda 

de ARN  resultante.  Incubamos esta  sonda marcada  con extractos proteicos de  células HC11 en 

proliferación y/o diferenciación para luego correr las mezclas de reacción en gel de poliacrilamida. 

Finalmente  se  expuso  el  gel  a  placas  radiográficas,  para  analizar  la  formación  de  complejos 

ribonucleproteicos.  En  este  ensayo  se  usaron  diversos  controles  de  especificidad,  como  la 

competencia con una sonda fría o la incubación de los extractos con una sonda generada a partir 

de la secuencia de ARE1 pero invertida (ERA1). Ensayamos también la incubación de la sonda con 

proteínas AUBPs recombinantes generadas en bacterias y fusionadas con GST, además de analizar 

los efectos de la incubación con anticuerpos específicos para estas proteínas (Figura R41). 

Al incubar la sonda con los extractos proteicos de células HC11 se formaron complejos de 

retardo  en  la  movilidad  electroforética  que  no  se  produjeron  con  una  sonda  similar  pero  en 

sentido  inverso  (comparar  calles 1, 2  y 3  con  calles 4, 5  y 6 de  la  figura R41). Estos  complejos 

formados fueron remplazados de manera competitiva por una sonda sin marcar con la secuencia 

en sentido correcto (calles 7 y 8 figura R41). Sabiendo de la existencia de proteínas específicas de 

unión a las secuencias ARE (AUBPs) y contando en el laboratorio con las herramientas necesarias 

para probar la unión de algunas de estas proteínas a la sonda del ARE1 de Itgb1, nos propusimos 

utilizarlas en su forma recombinante unidas a GST. El análisis de  la  incubación de  la sonda con  la 

proteína HuR purificada unida a GST (GST‐HuR) nos mostró la formación de complejos de retardo 

en la movilidad electroforética que no se formaron con la proteína recombinante GST sola (calles 

9, 10 y 11 figura R41). La  identidad de  la proteína HuR en  los complejos de retardo es soportada 

por el  supershift que  se produjo  cuando  se pre‐incubaron  los  lisados  celulares  con  anticuerpos 

anti‐HuR pero no cuando el anticuerpo utilizado fue un anticuerpo no relacionado (anti‐GFP) ver 

calles 2 y 3 de la figura R41. 
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Figura R41. Ensayo de cambio de la movilidad electroforética del ARN. Se incubó una sonda de ARN 

con  la secuencia del ARE1 de  Itgb1  (100 pb) con extractos proteicos de células HC11  (5‐7 ug). Se  

agregaron  alternativamente  anticuerpos,  proteínas  recombinantes,  sonda  invertida  y  sonda  no 

marcada antes de adicionar  los extractos proteicos a  la mezcla de  reacción.  Las bandas a)  y b) 

marcan los complejos ribonucleoproteicos  que se forman y además está marcado con una flecha el 

super‐shift generado por la incubación con el anticuerpo anti‐HuR. 

La pre‐incubación de  los  lisados  con  los anticuerpos anti‐TTP  y anti‐AUF1 no mostraron 

cambios en  la movilidad electroforética de  los complejos. El análisis de  la  incubación de  la sonda 

con  las  diferentes  proteínas  AUBPs  purificadas  unidas  a  GST,  GST‐TTP  y  GST‐BRF1  tampoco 

mostraron  cambios  en  movilidad  eletroforética  (Figura  R42).  Esto  sugiere  que  de  las  AUBPs 

analizadas, sólo HuR formaría parte de los complejos ribonucleoproteicos. 
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Figura R42. Ensayo de cambio de movilidad electroforética del ARN.  Incubación de una sonda de 

ARN con la secuencia del ARE1 de Itgb1 (100 pb) con extractos proteicos de células HC11 (5‐7 ug). 

Se muestra el resultado de agregar  los anticuerpos: Anti‐GFP, Anti‐HuR, Anti‐TTP y Anti‐AUF1; así 

como las proteínas recombinante: GST, GST‐HuR, GST‐TTP y GST‐BRF1. Las bandas a) y b) marcan 

los complejos que se forman y además está marcado con una flecha el super‐shift. 

Tampoco  mostraron  cambios  en  la  movilidad  electroforética  los  complejos 

ribonucleoproteicos  formados  por  extractos  provenientes  de  células  HC11  proliferando, 

confluentes o diferenciadas (Figura R43). 
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Figura R43.  Ensayo de cambio de movilidad electroforética de una sonda de ARN con la secuencia 

del ARE1 de Itgb1 (100 pb) con extractos proteicos de células HC11 (5‐7 ug) en diferentes estadios: 

proliferando, competentes y tratadas con hormonas (diferenciadas) por 1, 2 y 3 días. Las bandas a) 

y b) marcan los complejos que se forman. 

Además de probar  la unión de  los AUBPs antes mencionadas sobre  la sonda del ARE1 de 

Itgb1, quisimos probar otra AUBP  ampliamente  estudiada denominada KSRP.  Esta AUBP puede 

unirse a secuencias ARE en los ARNm y disminuir su estabilidad favoreciendo la degradación de los 

mismos, además se encuentra demostrado que HuR y KSRP pueden competir por el mismo sitio de 

unión en el 3’UTR de ciertos ARNm  (Linker et al., 2005). Decidimos entonces probar  la unión de 

GST‐KSRP recombinante sobre  la sonda del ARE1 de Itgb1, realizando un ensayo de retardo en la 

movilidad electroforética del ARN  (EMSA de ARN) utilizando  la misma  sonda antes mencionada 

pero incubandola con KSRP recombinante (Figura R44). 
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Figura  R44.  Ensayo  de  cambio  de  en  la  movilidad  electroforética  de  la  sonda  de  ARN  con  la 

secuencia del ARE1 de  Itgb1  (100 pb) con extractos proteicos de células HC11  (5‐7 ug) y con  las 

proteínas recombinantes GST‐HuR y GST‐KSRP.  

En  la figura R44 se puede observar que  la proteína recombinante GST‐KSRP fue capaz de 

unirse  a  la  sonda  del  ARE1  de  Itgb1,  al  igual  que  GST‐HuR.  Sin  embargo  no  observamos  el 

supershift de los complejos formados incubando los lisados de HC11 con 2 anticuerpos diferentes 

contra  KSRP  (datos no mostrados).  Pensamos que  esto puede  ser debido  a  un problema  en  el 

reconocimiento  de  los  anticuerpos  utilizados. Aunque  es  necesario  realizar  otros  experimentos 

para demostrar la participación de KSRP en la regulación de la estabilidad del ARNm de Itgb1, este 

resultado  sugiere  que  esta  AUBP  podría  estar  actuando  de  manera  antagónica  a  HuR  y 

compitiendo por el sitio ARE1 de dicha secuencia.  

Para analizar la unión de HuR sobre el ARE1 de Itgb1 a lo largo del desarrollo de la glándula 

mamaria de  ratón decidimos realizar experimentos similares a  los antes mencionados  (EMSA de 

ARN)  pero  utilizando  extractos  proteicos  de  tejidos  mamarios  de  ratón  provenientes  de  los 

diferentes estadios del desarrollo de esta glándula (figura R45). 
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Figura R45. Ensayo de cambio en  la movilidad electroforética de  la sonda del ARE1 de  Itgb1 con 

extractos  proteicos  de  glándulas  mamarias  normales  de  ratón  BALB/c.  Las  bandas  a),  b)  y  c) 

marcan los complejos que se forman en cada estadio y además está marcado con flechas gordas el 

super‐shift realizado con el anticuerpo anti‐HuR. 

En la figura R45 observamos que cada estadio del desarrollo mamario presenta un patrón 

de bandas particular que depende del origen tisular de las proteínas. Además encontramos que en 

todos  los  estadios  de  la  glándula  mamaria  de  ratón  se  detectan  bandas  específicas  que 

corresponden a los complejos conteniendo HuR.  
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Nueva isoforma del ARNm de Itgb1 
 

El  desarrollo  de  los  organismos  multicelulares  y  el  remodelamiento  tisular  involucran 

cambios en los patrones de expresión génica de todas las células involucradas en dichos procesos. 

Estos cambios son alcanzados por  las  respuestas a  las señales extracelulares que son  traducidas 

dentro  de  la  célula  y  que  afectan  al  metabolismo,  la  transcripción  y  la  traducción.  Los 

experimentos que muestran perfiles de expresión, usualmente toman una foto de  los niveles de 

ARNm en las células y no capturan la dinámica de dichos procesos. Estas observaciones acerca de 

la abundancia de los ARNm dentro de las células es la resultante neta de la síntesis y degradación 

de los mismos. Sin embargo, históricamente, se ha realizado mucho más esfuerzo en estudiar los 

mecanismos moleculares que afectan  la  transcripción que aquellos que  regulan  la estabilidad  y 

degradación de las moléculas de ARN mensajero. 

Esta  falta de  información  sobre  la dinámica  completa de  la  regulación de  los niveles de 

ARNm  limita  las  investigaciones  biológicas  en  general.  El  procesamiento  post‐transcripcional 

contribuye a la regulación de la expresión génica en adición a los mecanismos más estudiados que 

ejercen su función a nivel de los promotores. El procesamiento de los transcriptos incluye: splicing 

alternativo, regulación de  la estabilidad de  los ARNm y poliadenilación alternativa de  los mismos 

(Chabot, 1996; Edwalds‐Gilbert et al., 1997).  

En esta  tesis  reportamos por primera  vez  la existencia de  variantes del ARNm de  Itgb1 

producidas  por  poliadenilación  alternativa.  Este  procesamiento  post‐transcripcional  tiene  como 

resultado una isoforma más corta del ARNm (Itgb1‐C, de 532 pb en su 3’UTR) que la previamente 

reportada. La existencia de estas dos isoformas diferentes fue confirmada en glándulas mamarias 

de ratón así también como en otros tejidos y en líneas celulares humanas por diferentes técnicas: 

3’RACE RT‐PCR (figuras RP1 y R3), RPA (figura RP2), qRT‐PCR con cebadores específicos para cada 

isoforma  (figuras R18  y R21), análisis bioinformáticos de  las  secuencias de 3’‐ESTs  (figura R6)  y 

estudios comparativos de  la expresión de  las variantes mediante el análisis de  librerías de SAGE 

(Serial  Analysis  of  Gene  Expression)  (figura  R7).  Todos  estos  indicios  permiten  proponer  a  los 

procesos de regulación post‐transcripcional del gen de Itgb1 como mecanismos importantes en la 

regulación de su expresión, que a su vez podrían tener implicancias biológicas relevantes.  

Por otro  lado  el hecho de observar que  las diferentes  isoformas del ARNm de  Itgb1  se 

expresan de manera diferencial  en diferentes  tejidos de  ratón  y  a  lo  largo del desarrollo de  la 
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glándula mamaria, también permite ampliar las implicancias de la existencia de la regulación post‐

transcripcional demostrada en la presente tesis doctoral. 

 

Estudios bioinformáticos 
 

Los datos obtenidos a partir de  los estudios bioinformáticos sugieren que  la expresión de 

las  isoformas del ARNm de  Itgb1 es altamente  variable  y que presenta un patrón de expresión 

tejido  específico.  En  particular  se  observa  un  alto  grado  de  variabilidad  en  la  expresión  de  las 

variantes de Itgb1 en muestras de tejido de glándula mamaria de ratón. Esto podría deberse a que 

las  muestras  analizadas  en  las  bases  de  datos  pueden  provenir  de  diferentes  estadios  del 

desarrollo de este  tejido, a diferencia de  lo que ocurre  con  los demás  tejidos  cuyos perfiles de 

expresión se mantienen en la vida adulta. Por lo tanto, la variedad observada apoya la idea de que 

estas  isoformas podrían estar  siendo  reguladas de modo diferencial a  lo  largo de  los diferentes 

estadios del desarrollo de la glándula mamaria de ratón. 

En  el  análisis  por  SAGE  la  isoforma  corta  fue  detectada  en  mayores  proporciones  en 

glándula mamaria, tejidos urogenitales y endotelio vascular, mientras que fue casi indetectable, al 

igual que se mostró con el análisis de ESTs, en  tejidos de cerebro y ojo  (retina)  (figura R6 y R7). 

Una  posible  interpretación  de  los  datos  obtenidos mostrados  en  las  figuras  R6  y  R7  es  que  la 

relación en  la expresión de ambas  isoformas varía en  los diferentes tejidos de acuerdo al origen 

ontogénico de los mismos, es decir que parecería ser que los tejidos provenientes del ectodermo 

poseen una relación itgb1‐L/Itgb1‐C mayor que aquellos provenientes del endodermo. 

 

Funcionalidad de  las  señales PAS1 y PAS2 del gen  Itgb1 de 
raton 

 

Existen  varios  mecanismos  por  los  cuales  dos  variantes  alternativas  del  ARNm  pueden 

expresarse  a  partir  de  un  mismo  gen.  Uno  de  ellos  es  la  utilización  de  sitios  de  clivaje  y 

poliadenilación  alternativa.  El  clivaje  y  la  poliadenilación  (C/P)  se  encuentra  controlado  por 

elementos en cis localizados río abajo y río arriba del sitio polyA. Los elementos río arriba incluyen 
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el  hexámero  AAUAAA/AUUAAA  o  una  variante  cercana,  comúnmente  denominada  señal  de 

poliadenilación (PAS), elementos ricos en U, y el elemento UGUA. Los elementos río abajo incluyen 

secuencias  ricas en U y secuencias  ricas en GU, además, en posiciones más alejadas, se pueden 

encontrar secuencias ricas en G  (Figura  I4). En el genoma humano, cerca de  la mitad de  los PAS 

corresponden a la secuencia AAUAAA, el 16%  tienen AUUAAA, el 20%  tienen una variante con un 

nucleótido  cambiado  en  la  señal  A[A/U]UAAA,  y  el  10%   de  los  PAS  no  tienen  una  secuencia 

parecida al AAUAAA (por lo menos en la región de entre los nucleótidos ‐40 y ‐1 relativos al polyA). 

Es  importante  destacar  que  los  tipos de  PAS  varían  en  función  de  la  localización  de  los  polyA, 

siendo  los ubicados mas distalmente  los que presentan  con mayor  frecuencia  la  señal AAUAAA 

(Tian  et  al.,  2005).  Esta  diferencia  en  las  señales  apoya  la  idea  de  que  los  polyA  distales  son 

típicamente  más  fuertes,  asegurando  una  correcta  terminación  del  transcripto;  y  los  polyA 

proximales son más débiles, permitiendo la regulación de su selección. La variación en ocurrencia 

y ubicación también aplica para los otros elementos en cis alrededor de los polyA (Hu et al., 2005). 

Análisis estadísticos sugieren que la fuerza del polyA se encuentra definida por las secuencias que 

la  rodean  de  una  manera  combinatoria  (Cheng  et  al.,  2006),  de  manera  similar  al  control 

combinatorio que existe para la regulación de la actividad de los promotores (Coso, 1999‐2000).  

La  secuenciación de  la  región del 3’UTR del gen de  Itgb1  confirmó  la existencia de una 

región potencial de poliadenilación (PAS1) río abajo del codón stop aproximadamente a mitad de 

camino del 3’UTR previamente  reportado  (ver  figura R2). Esta señal de poliadenilación proximal 

(PAS1) de Itgb1 demostró poseer una actividad de clivaje y poliadenilación funcional aunque débil 

(figuras R10 y R11), lo cual correlaciona con su posición interna dentro del 3’UTR de Itgb1 y con el 

porcentaje de utilización de este  sitio observado en el análisis  in  silico de ESTs y de  librerías de 

tejidos  SAGE  (figuras R6  y R7). Comprobamos  también que  la  señal PAS2 del 3’UTR del gen de 

Itgb1  es  una  señal  fuerte  de  poliadenilacion  (figura  R14).  Este  resultado  era  el  esperado 

basándonos  en  la  posición  distal  dentro  del  3’UTR  de  Itgb1,  su  grado  de  utilización  según  los 

análisis bioinformáticos y en que es el sitio PAS descripto para Itgb1 hasta el momento. Teniendo 

en  cuenta  estos  datos  podemos  hipotetizar  que  las  secuencias  que  podrían  estar  regulando  la 

diferencia  en  la  utilización  de  las  señales  de  poliadenilación  PAS1  y  PAS2  de  Itgb1  deben 

encontrarse  a 200 pares de bases  alrededor de  las mismas,  ya que  estas  señales  son  idénticas 

entre  sí  (Figura  R15).  Estos  resultados  abren  la  puerta  para  futuros  estudios,  en  los  cuales  se 

podrán llevar a cabo análisis sobre el contexto de secuencias nucleotídicas que rodean las señales 
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PAS1 y PAS2 y  los posibles factores que podrían estar uniéndose a dichas secuencias, de manera 

de regular la fuerza/debilidad de cada señal.  

Recientemente se ha demostrado que la proteína de unión al polyA (PABPN1) es capaz de 

suprimir  la  poliadenilación  alternatvia,  bloqueando  los  PAS  proximales  débiles.  Esta  conclusión 

surgió  a  partir  del  de  desarrollo  de  un  modelo  murino  transgénico  en  el  cual  se  expresa  una 

proteína PABPN1 mutada, que provocó un fenotipo que mimifica la progresiva debilidad muscular 

observada en pacientes con la patología OPMD (oculopharyngeal muscular dystrophy). Los autores 

encontraron que la expresión de esta PABPN1 mutada provoca una inducción global en el uso de 

los  sitios  proximales  de  poliadenilación.  En  este  contexto  es  importante  destacar  que  en  este 

modelo se ve aumentada  la utilización del sitio de poliadenilación de proximal de Itgb1 entre  los 

genes afectados (Jenal et al., 2012). Lo cual permite proponer a la proteína PABPN1 como posible 

regulador de la poliadenilación alternativa del ARNm de Itgb1. 

 

Nueva metodología para el análisis de  isoformas de ARNm 
producidas por poliadenilación alternativa 

 

Existen diferentes metodologías para el análisis de  la expresión de  isoformas de un gen 

derivadas por poliadenilación alternativa, entre los más utilizados se encuentran el northern blot y 

el RPA. Como  se  indica al principio de esta Tesis nos  fue muy difícil analizar  la expresión de  la 

isoforma Itgb1‐C por medio de RPA, posiblemente debido a su baja expresión en  los estadíos del 

tejido mamario analizados. Decidimos entonces poner a punto el análisis de  la expresión de  las 

diferentes isoformas del gen de Itgb1 por medio de RT‐PCR en tiempo real (qRT‐PCR). Para llevar a 

cabo este objetivo utilizamos los resultados de la secuenciación de la 3’RACE PCR que nos permitió 

conocer  la  base  exacta  donde  se  produce  el  corte  y  poliadenilación  del  sitio  proximal  de 

poliadenilación pA1. Basándonos  en  esos datos pudimos diseñar un  cebador  reverso  específico 

que  contiene  las  últimas  4  bases  antes  del  corte  y  poliadenilación  seguidas  por  17  timidinas. 

Utilizando este cebador como reverso y un cebador forward específico de Itgb1 fuimos capaces de 

amplificar un producto específico para la isoforma Itgb1‐C. Esta especificidad la corroboramos por 

medio de diversos controles (ver figura R17), demostrando de esta manera, por primera vez, que 

es posible analizar la expresión de isoformas de un gen derivadas por poliadenilación alternativa a 
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través de qRT‐PCR siempre y cuando se conozcan  las bases exactas donde se produce el corte y 

poliadenilación del transcripto a analizar. 

Patrones de expresión de  las  isoformas del ARNm de  Itgb1 
en diferentes tejidos de ratón 

 

Hemos  demostrado  en  esta  tesis  que  las  diferentes  isoformas  del  ARNm  de  Itgb1  se 

expresan de manera diferencial en diferentes tejidos de ratón. Los análisis bioinformáticos, ya sea 

por medio de 3’ESTs (figura R6) o por medio de SAGE (figura R7), mostraron que  la expresión de 

ambas  isoformas  del ARNm  de  Itgb1  en  varios  tejidos  de  ratón  se  da  con  cantidades  relativas 

diferentes dependiendo del  tejido analizado. Por medio de experimentos  realizados a  través de 

qRT‐PCR pudimos validar los datos obtenidos de los análisis in silico, usando muestras de algunos 

tejidos seleccionados. Así comprobamos que en bazo e hígado murino la expresión relativa de las 

dos  isoformas  parecería  ser  inversa.  Por  lo  tanto  sería  interesante  realizar  estudios  de  la 

regulación diferencial de la expresión de las isoformas del gen de Itgb1 comparando estos tejidos 

(Figura R18). 

Los  datos  bioinformáticos  obtenidos,  indicaron  un  alto  grado  de  variabilidad  en  la 

expresión de  las variantes de Itgb1 en muestras de glándula mamaria de ratón. Por  lo tanto, nos 

propusimos  analizar  estos  niveles  a  lo  largo  del  desarrollo  de  la  glándula mamaria,  para  ver  si 

justificaban esa divergencia. 

 

Patrones de expresión de  las  isoformas del ARNm de  Itgb1 
durante la diferenciación e involución de la glándula mamaria 

 

Las integrinas conectan las células vivas con la matriz extracelular proveyendo integración 

de  las células con su entorno, esta  integración se da  tanto a nivel del anclaje mecánico como a 

través  de  señales  que  se  transducen  al  interior  celular.  La  glándula  mamaria  presenta  un 

remodelado extensivo durante las sucesivas preñeces en la vida de las hembras de mamíferos, lo 

cual genera múltiples y dinámicos cambios en la interacción de las células epiteliales entre sí, con 

la  lámina  basal  y  con  el  estroma,  jugando  las  integrinas  un  rol  crítico  en  estos  procesos.  La 
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expresión  de  Itgb1  es  requerida  para  el  mantenimiento  de  las  células  madre  mamarias, 

permitiendo  la morfogénesis y  la segregación de  los compartimentos ductales mamarios  (Taddei 

et al., 2008; Pontier & Muller, 2009). Por otro lado, se ha reportado la inhibición de la proliferación 

y  diferenciación  de  las  células  epiteliales  mamarias  durante  la  deleción  condicional  de  Itgb1 

utilizando  la  expresión  de  la  recombinasa  Cre  en  la  población  de  células  luminales  utilizando 

promotores  de  beta‐lactoglobulina  (Naylor  et  al.,  2005).  Este  hecho  apoya  la  noción  de  que  la 

expresión de Itgb1 necesita estar finamente regulada y controlada en la glándula mamaria.  

En  esta  Tesis  hemos  reportado  que  la  glándula  mamaria  expresa  ambas  isoformas  del 

ARNm de Itgb1 a lo largo de su desarrollo. La isoforma Itgb1‐L mantiene sus niveles de expresión 

estables durante los estadíos de hembra virgen, lactancia e involución. En contraposición, durante 

la preñez y  la  lactancia  (figura R21) se expresan cantidades  indetectables de  la  isoforma  Itgb1‐C 

por qRT‐PCR. Sin embargo, esta  isoforma ve aumentada su expresión durante  la progresión de  la 

involución mamaria  y  el  estiramiento  de  células  HC11  en  cultivo  (Ficuras  R22  a  R24).  Nuestro 

grupo ha demostrado que el estrés mecánico es capaz de disparar eventos moleculares asociados 

con  la  involución mamaria. Esto  indicaría que  luego del destete existiría una mayor actividad a 

nivel  del  sitio  de  poliadenilación  alternativa  proximal  PAS1.  Por  otro  lado,  la  reducción  en  la 

expresión  de  Itgb1‐C  durante  la  lactancia  podría  estar  asociada  con  la  inhibición  relativa  de  la 

transcripción  del  gen  de  Itgb1  junto  con  otros  genes  durante  este  estadio  del  desarrollo  de  la 

glándula mamaria tal como se ha reportado previamente (Huang & Ip, 2001). Tanto otros autores 

como  nuestros  datos  muestran  la  necesidad  de  la  expresión  proteica  de  Itgb1  para  la 

funcionalidad  y  diferenciación  morfológica  del  epitelio  mamario.  Por  lo  tanto,  creemos  que  la 

estabilización de  la  isoforma  Itgb1‐L de mayor traducibilidad cuando  la transcripción de este gen 

es baja podría ayudar a completar el requerimiento proteico (figura R19 a R21). Las observaciones 

realizadas a partir de muestras de tejidos correlacionan directamente con los obtenidos en células 

HC11 en cultivo, donde Itgb1‐L se mantiene estable en células HC11 diferenciadas al igual que en 

glándulas  mamarias  de  ratón  en  lactancia  (Figura  R33  y  R21).  La  correlación  observada  apoya 

fuertemente la idea de que la expresión diferencial de las isoformas Itgb1‐L e Itgb1‐C podría estar 

regulada por factores que gobiernan  los distintos estadios del desarrollo de  la glándula mamaria 

de ratón. 
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Implicancias de la regulación post‐transcripcional de Itgb1 en 

tumores mamarios inducidos por MMTV 
 

La  des‐regulación  post‐transcripcional  de  la  expresión  génica  ha  mostrado  jugar  un  rol 

importante en el mantenimiento de  las células cancerosas modulando  la activación oncogénica y 

la  inactivación  de  la  supresión  tumoral  (Lee  &  Calin,  2011).  En  particular,  el  procesamiento 

alternativo  de  los  extremos  3’  puede  contribuir  directamente  a  la  desregulación  genética  en 

cáncer (Singh et al., 2009). De hecho ha sido reportado que tanto en células en proliferación, como 

en  células  diferenciadas  que  son  reprogramadas  para  comportarse  como  células  madre 

pluripotentes y en células cancerosas, se observa un acortamiento global de  sus 3’UTRs cuando 

son comparadas con contrapartes menos proliferativas (Ji & Tian, 2009; Mayr & Bartel, 2009). En 

estos  casos,  los niveles  relativos de  los  transcriptos pueden  surgir  a partir de  al menos 2  tipos 

diferentes de mecanismos: cambios en la elección de sitios APA o diferencias en la estabilidad de 

los  transcriptos mediadas por secuencias que son  incluidas o excluidas en base a  la elección del 

sitio de corte y poliadenilación.  

En  este  trabajo  reportamos  que  la  isoforma  Itgb1‐L  resultó  enriquecida  en  tumores 

mamarios  inducidos  por  MMTV,  esta  prevalencia  podría  estar  asociada  a  las  caraterísticas 

diferenciadas  que  en  general  tienen  estos  tumores  (Gattelli  et  al.,  2004)  (figura  R25), 

correlacionando con los resultados que se obtuvieron en mamas normales lactando y células HC11 

diferenciadas  en  cultivo.  Basados  en  estos  datos,  creemos  que  sería  sumamente  interesante 

ampliar estos resultados analizando  líneas tumorales o tumores mamarios más  indiferenciados y 

verificar si la relación Itgb1‐L/Itgb1‐C se ve alterada. 

 

Implicancias  funcionales de  la  isoforma  corta del ARNm de 
Itgb1 

 

La  línea  generada a partir de  la  transfección estable del  ShRNA que  reconoce  todas  las 

isoformas de  Itgb1 (HC11 Sh  Itgb1‐T) expresa una cantidad baja de esta proteína y presenta una 

formación de acinos más pequeños y con un patrón de diferenciación diferente a  la  línea celular 
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original y a la transfectada establemente con un ShRNA control (HC11 Sh control). Además, la línea 

HC11  Sh  Itgb1‐T  presenta  bajos  niveles  de  expresión  de  ciclina  D1,  necesaria  para  una  activa 

proliferación celular. Esto podría explicar el menor tamaño de los acinos y su morfología anómala. 

Estos resultados apoyan la idea de que integrina beta 1 es requerida para la normal proliferación y 

diferenciación de las células epiteliales mamarias (Figuras R27‐31).  

Los  resultados  muestran  que  la  línea  celular  con  el  ShRNA  específico  para  la  isoforma 

Itgb1‐L (HC11 Sh Itgb1‐L) presenta un aumento del ARNm de la isoforma Itgb1‐C en comparación 

con la línea celular control. Creemos que el hecho de tener aumentada la expresión de la isoforma 

Itgb1‐C es lo que le permite a las células obtener una cantidad de integrina beta 1 necesaria para 

formar  acinos  y  un  patrón  de  diferenciación  similar  al  del  control.  Estos  experimentos  nos 

permiten demostrar que en situaciones celulares donde la isoforma Itgb1‐L se encuentra inhibida, 

ya  sea  por  degradación  diferencial  de  su ARNm  o  por  inhibición  de  su  traducibilidad,  la  célula 

puede responder a las necesidades de integrina beta 1 mediante la expresión de la isoforma Itgb1‐

C (Figuras R27‐31).  

 

Regulación de la estabilidad de la isoforma Itgb1‐L 
 

La isoforma Itgb1‐C no presenta motivos de secuencias ricas en AU (AREs) implicadas en la 

regulación  de  la  estabilidad  de  los  ARNm.  La  presencia  de  las  secuencias  ARE  en  el  segmento 

diferencial  entre  las  isoformas  Itgb1‐C  e  Itgb1‐L  sugiere  que  la  estabilidad  de  estas  isoformas 

podría estar regulada diferencialmente. De hecho, el ARNm de Itgb1‐L mostró ser más estable en 

células HC11 diferenciadas que en las mismas células en proliferación, mientras que la estabilidad 

del ARNm de Itgb1‐C fue similar en ambas condiciones (figura R33).  

Hemos observado que el segmento diferencial Itgb1 3’UTR D presente sólo en la isoforma 

Itgb1‐L es capaz de conferir  inestabilidad al ARNm de  luciferasa cuando es clonado  río abajo de 

este  gen.  Estos  experimentos  los  abordamos  con dos metodologías diferentes:  a) utilizando un 

vector reportero (pGL3‐control) con un promotor constitutivo que luego es transfectado en células 

HC11 en las que se detiene la transcripción general con Actinomicina D; o b) utilizando un vector 

reportero  (pTRE2hygLuc  de  Clontech)  que  nos  permite  trabajar  con  un  sistema  TetOff  para 
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detener  la  transcripción  únicamente  del  vector  de  manera  específica  con  el  agregado  de 

Tetraciclina o Doxiclclina. En ambos casos  se analizó a continuación  la vida media de  los ARNm 

generados a partir de los vectores transfectados. 

Dado  que  se  encuentra  bien  documentado  que  al  detener  la  transcripción  con 

Actinomicina D se producen ciertos artefactos al medir  la vida media de  los ARNm  (Chen et al., 

1995a). Decidimos  abordar  estos  experimentos  con  el  vector pTRE2hygLuc.  Para  ello debíamos 

contar además con líneas celulares estables para los factores regulables por tetraciclina que deben 

asociarse  al  promotor  del  pTRE2.  Estas  líneas  expresan  el  represor  TetR  fusionado  al  dominio 

mínimo de transactivación del factor de transcripción del Herpes virus VP16, la proteína de fusión 

se  denomina  tTAS2.  Al  utilizar  este  tipo  de  líneas  celulares,  que  expresan  la  fusión  con  el 

transactivador VP16 del tTAS2, lo que se logra es trabajar en un sistema TetOff. Esto significa que, 

en ausencia del antibiótico, el tTAS2 activa la transcripción de manera constante, mientras que al 

agregar la tetraciclina, el tTAS2 pierde afinidad por el ADN, se separa de la secuencia del promotor 

y  se  frena  la  transcripción.  Este  sistema  nos  permite  estudiar  la  regulación  de  los  ARNm, 

deteniendo la transcripción específica del reportero, sin afectar la expresión de otros genes.  

Debido  a  que  no  contábamos  con  ninguna  línea  celular  epitelial  mamaria  de  ratón 

establemente  transfectada  con  los  factores  regulables  por  tetracicilina  pero  teníamos  en  el 

laboratorio la línea celular HeLa TetOff (Clontech) que ha demostrado responder de manera muy 

satisfactoria  al  tratamiento  con  tetraciclina  (Tesis  doctoral  de  Maria  Sol  Degese),  decidimos 

utilizarla para  realizar  los experimentos con el  sistema TetOff. Con este  sistema observamos un 

decaimiento del mensajero híbrido luciferasa‐3’UTR D luego del apagado de la transcripción por el 

agregado de tetraciclina (figura R39).  

Estos datos  sugieren que durante  la diferenciación  lactogénica el microambiente  celular 

podría  inducir  la  estabilización  de  la  isoforma  inestable  Itgb1‐L,  probablemente  a  través  de  la 

expresión de un repertorio específico de proteínas de unión a los ARE (AUBPs). Estudios recientes 

en células madre embrionarias diferenciadas (Sharova et al., 2009) y células T (Hao & Baltimore, 

2009)  han  demostrado  que  la  estabilidad  de  los  ARNm  podría  estar  afectada  por  el  estado 

biológico de  las células. Además, se ha demostrado que un  importante subgrupo de transcriptos 

utiliza  sitios  de  poliadenilación  alternativa  dependiendo  del  estado  de  diferenciación  celular 

(Sandberg et al., 2008). Esto resulta en 3’UTR de distintos tamaños y probablemente contribuye a 

107 
 



[DISCUSION]  
la estabilidad diferencial de  los  transcriptos  (Sandberg et  al., 2008).  Los  factores decisivos para 

determinar la elección entre 3’UTRs cortos o largos son aún desconocidos. 

 

Unión de HuR al ARE1 de Itgb1 
 

Se  conoce  que  las  secuencias  ARE  dentro  de  los  3’UTR  de  los  ARNm  pueden  unir  una 

familia  de  proteínas  de  unión  al  ARN  colectivamente  conocidas  como  AUBPs.  Estas  proteínas 

pueden  unirse  a  las  secuencias ARE  del ARNm  y  favorecer  la  estabilidad  o  degradación  de  los 

mismos. HuR es uno de los miembros más representativos de este grupo de proteínas, siendo su 

principal  rol el de estabilizar a  los ARNm a  los cuales  se une. Es  interesante destacar que  se ha 

reportado que Itgb1 es blanco de HuR en células T (Mukherjee et al., 2009).  

Hemos  encontrado  que  el  perfil  de  expresión  de  la  proteína  y  el  ARNm  de  HuR  en  la 

diferenciación de células HC11 y en  la glándula mamaria es consistente con  la estabilización del 

ARNm  de  Itgb1‐L  durante  preñez  y  lactancia,  todo  lo  cual  sugiere  un  rol  para  HuR  en  la 

estabilización  del  ARNm  de  Itgb1‐L  (figuras  R21,  R32,  R37  y  R38).  Esto  fue  apoyado  por  los 

resultados obtenidos por otros abordajes experimentales. La  sobre‐expresión de HuR en células 

HeLa Tet‐off  confirió un  incremento en  la estabilidad del ARNm  a un  reportero  conteniendo el 

3’UTR D de Itgb1‐L luego de detener la transcripción con tetraciclina (figura R39). Y por último, el 

apagado de la expresión de HuR por medio de SiRNA en células HC11 en proliferación disminuyó la 

vida media del ARNm de Itgb1‐L comparado con células transfectadas con un siRNA control (figura 

R40). 

Todos estos datos apoyan la idea que la regulación de la estabilidad de la isoforma Itgb1‐L 

podría estar dada, en parte, por la unión de HuR al ARNm a través de las secuencias ARE ubicados 

en  la  región  diferencial  de  esta  isoforma.  Esta  unión  es  la  que  nos  propusimos  probar  en  los 

ensayos de cambio en la movilidad electroforética, utilizando una sonda marcada radiactivamente 

que  contiene  aproximadamente  100  pares  de  bases  del  3’UTR  de  Itgb1  incluyendo  el  ARE1, 

observamos que HuR efectivamente puede unirse  a esta  secuencia  (figura R41).  Las bandas de 

complejos  ribonucleoproteicos conteniendo HuR y el ARE1 de  Itgb1  fueron detectadas  tanto en 

extractos proteicos de células HC11 como en  tejido mamario en distintos estadios de desarrollo 
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(figuras R41 y R45). En estos estadios nos  llamó  la atención que  la naturaleza de  los  complejos 

ribunocleoprotéicos difiere de un estadio al otro, sugiriendo que HuR podría estar formando parte 

de  complejos  diferentes  con  una  composición  dinámica  a  lo  largo  de  la  diferenciación  y 

remodelado  de  la  glándula mamaria.  Estos  resultados  indican  que  es  coherente  pensar  que  la 

presencia de diferentes complejos proteicos  interactuando con HuR  le podrían estar confiriendo 

una estabilidad diferencial al mensajero de  Itgb1‐L en  los distintos estadios del desarrollo de  la 

glándula  mamaria,  participando  de  la  regulación  de  la  expresión  de  Itgb1  específica  de  cada 

estadio.  

La observación de que diferentes complejos proteicos podrían estar uniéndose al ARE1 del 

ARNm de Itgb1 a lo largo del desarrollo de la glándula mamaria, nos llevó a analizar la presencia de 

diversas AUBPs en estos complejos. Como se puede observar en la figura R42 no pudimos observar 

unión al ARE1 de ninguna de las siguientes AUBPs: AUF1, BRF1 y TTP, algunas de las cuales fueron 

probadas  como  proteínas  recombinantes  y  otras  ensayados  por  agregado  de  anticuerpos 

específicos a  las mezclas de reacción. En contraposición, observamos el pegado de  la AUBP KSRP 

(como proteína recombinante GST‐KSRP) a la sonda ARE1 de Itgb1 (Figura R44). Por lo tanto, sería 

interesante determinart si Hur y KSRP compiten para unirse a la sonda de ARE1 de Itgb1. También 

nos interesa analizar la unión de KSRP a la sonda ARE1 en los diferentes estadíos del desarrollo de 

la glándula mamaria con anticuerpos específicos anti‐KSRP, para luego poder evaluar la existencia 

potencial de una competencia entre estas dos AUBPs en  la  fisiología de  la glandula mamaria. Es 

importante  destacar,  como  lo  mencionamos  en  la  introducción  y  en  los  resultados,  que  se 

encuentra descripto en otros  sistemas que HuR y KSRP pueden  competir por el mismo  sitio de 

unión  en  el  3’UTR  de  ciertos  ARNm  (Linker  et  al.,  2005).  Por  ejemplo,  se  podrían  realizar 

experimentos  de  competencia  entre  HuR  y  KSRP  sobre  la  sonda  ARE1  de  Itgb1  agregando 

diferentes concentraciones de  las AUBPs recombinantes y analizando el patrón de  formación de 

los complejos de retardo. 

 

 

 

109 
 



[DISCUSION]  
El  3’UTR  de  la  isoforma  Itgb1‐L  contiene  secuencias  que 

podrían participar en la regulación de la eficiencia de traducción  
 

Además de  los efectos observados sobre  la estabilidad de  los ARNm,  las AUBPs unidas a 

los  AREs  de  los  ARNm  pueden  influenciar  la  traducibilidad  de  los  ARNm  a  los  cuales  se  unen 

(Barreau et al., 2005). Por otro  lado,  Itgb1 parece  ser blanco de una variedad de miRNA de  los 

cuales se han reportado que regulan su expresión incluyendo miR‐124 (Hunt et al., 2011), miR‐183 

(Li et al., 2005) y miR‐29 (Liu et al., 2010);  los últimos dos se unen exclusivamente en  la porción 

diferencial del ARNm de  Itgb1‐L. En  la glándula mamaria se ha reportado una expresión baja de 

mir‐29 durante  la  lactancia y una alta expresión en  involución  tardía  (Avril‐Sassen et al., 2009), 

correlacionando de manera inversa con los niveles de expresión de Itgb1‐L que hemos observado 

en  este  trabajo  y  por  lo  tanto  dando  sustento  a  la  idea  de  que  este  miR‐29  podría  estar 

involucrado en  la degradación de esta  isoforma. Experimentos  realizados con  reporteros bajo el 

control de un promotor constitutivo y expresando el gen de  la  luciferasa bajo  la  influencia de  los 

diferentes 3’UTR de  Itgb1 en células HC11 demostraron que el reportero 3’UTR  Itgb1 D presenta 

una eficiencia de traducción mayor que el reportero con el 3’UTR corto permitiendo inferir que los 

sitios  AREs  y  los  sitios  de  unión  para  miRNA  que  posee  el  3’UTR  Itgb1  D  podrían  ser  los 

responsables de regular de manera diferencial la eficiencia de traducción (figura R36). 

 

Heterogeneidad  en  el  largo  de  los  3’UTR  dentro  de  una 
población celular 

 

Se  ha  postulado  que  la  heterogeneidad  celular  observada  en  diferentes  poblaciones 

celulares puede surgir comor resultado de que células individuales expresen diferentes isoformas 

con  respecto  a  sus  vecinas  (Mueller  et  al.,  2013)  (figura  D1).  Por  lo  tanto,  los  cambios  en  la 

longitud  de  los  3’UTR  mediados  por  poliadenilación  alternativa  podrían  contribuir  a  dicha 

heterogeneidad. En las glándulas mamarias coexisten una mezcla de subtipos celulares diferentes, 

los cuales podrían expresar de manera específica una proporción determinada de las isoformas de 

Itgb1. Por  lo tanto,  la relación entre  las dos  isoformas observada en un determinado estadio del 

tejido sería  la resultante de  lo aportado por cada uno de  las subpoblaciones celulares. De hecho, 
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esta interpretación también es válida para la línea celular HC11 que también correspondería a más 

de  un  subtipo  celular.  Sería  entonces  interesante  realizar  experimentos  de  separación  de  los 

subtipos  celulares  (luminales  o  basales)  dentro  del  tejido  de  la  glándula  mamaria  para  luego 

analizar  la expresión de  las  isoformas del ARNm de  Itgb1 de manera específica en cada uno de 

ellos.  
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Figura D1. Caso hipotético donde se esquematiza un ARNm con dos exones (E1 y E2), un  intron (I), un 5’UTR y un 3’UTR. Sobre esta última 

región  del ARNm  se  graficaron  datos  experimentales  que  permiten  observar  dos  clusters  bien  diferenciados.  Estos  datos  revelan  que  la 

población celular expresan una relación 3:1 de variante  larga (azul) del ARNm con respecto a  la variante corta (rojo). En el ejemplo de una 

población  homogénea  todas  las  células  poseen  la  misma  proporción  3:1  de  variantes  de  transcriptos.  En  el  ejemplo  de  una  población 

heterogénea, existen dos  subgrupos de células: uno que expresa sólo  la variante corta del  transcripto y otro que expresa  sólo  la variante 

larga. La proporción de estas células es la que dictamina la proporción de variantes corta y larga observada en los datos experimentales de la 

población celular. Adaptada de (Mueller et al., 2013). 
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Este modelo se puede aplicar también para cuando ocurren cambios en la longitud de los 

3’UTR  en  el  desarrollo  de  un  tejido.  Por  ejemplo,  los  diferentes  estadios  del  desarrollo  de  la 

glándula  mamaria  o  el  pasaje  de  células  HC11  del  estado  de  proliferación  al  estado  de 

diferenciación.  Existen  dos  modelos  propuestos,  que  no  son  mutuamente  excluyentes,  que 

explican  como  podrían  lograrse  estos  cambios  durante  transiciones  celulares  (figura  D2).  El 

desarrollo de tecnologías como PCR de células  individuales, separación de subtipos celulares por 

medio de cell sorting, o secuenciación del ARN de células  individuales podrán ayudar a entender 

estos mecanismos. 

 

Figura  D2.  Mecanismo  de  cambio  en  el  largo  del  3’UTR  en  poblaciones  celulares  durante  la 

transición de un estado a otro. Se muestra  un caso hipotético en el cual existe un acortamiento del 

3’UTR  en  la  transición  de  un  estado  A  hacia  un  estado  B  en  el  cual  las  células  presentan  una 

expansión  proliferativa.  En  el  modelo  de  conversión,  todas  las  células  alteran  su  patrón  de 

selección del PAS durante la transición del estado A al estado B por lo tanto la población resultante 

presenta una mayor proporción del transcripto corto. En el modelo de selección, todas  las células 

mantienen  su  patrón  elección  del  PAS  durante  la  transición,  pero  las  células  que  expresan  el 

transcripto corto son preferencialmente seleccionadas. Adaptado de (Mueller et al., 2013). 
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Modelo  de  regulación  de  la  poliadenilación  alternativa  del 

gen de Itgb1 
 

La  relación  entre  las  señales  que  cambian  el  compromiso  celular,  los  caminos  de 

transducción  de  señales  correspondientes  y  la  actividad  de  los  promotores  ha  sido  muy  bien 

documentada  (Yang  et  al.,  2013).  También  existen  demostraciones  bien  establecidas  para  las 

relaciones entre  la actividad de promotores y  los eventos de procesamiento del ARN  (Cramer et 

al., 1999; Kornblihtt, 2007).  

Recientemente se ha documentado que más de la mitad de los genes del genoma humano 

poseen  poliadenilación  alternativa  (Tian  et  al.,  2005),  por  lo  que  este  mecanismo  por  el  cual 

pueden generarse diferentes isoformas de los ARNm con diferencias en la longitud de sus 3’UTR se 

encuentra ampliamente distribuido entre los genes de origen humano. Asi mismo, se ha reportado 

que  la  regulación  de  la  elección  del  sitio  de  polyA  podría  estar  asociada  con  la  actividad 

transcripcional y que  tiene como  resultado en  la preferencia de  las  isoformas de  los ARNm con 

3’UTR  largos  cuando  la expresión génica es baja y de  las  isoformas con 3’UTR cortos cuando  la 

expresión génica es alta (Ji et al., 2009). Además, estas isoformas alternativas de los ARNm pueden 

ser objeto de regulación diferencial de la estabilidad y/o traducibilidad, pudiendo de esta manera 

contribuir a la regulación fina en la expresión proteica con consecuencias en el desarrollo (Alonso, 

2012). 

Es  necesario  un  entendimiento  más  cercano  de  la  poliadenilación  alternativa  como 

mecanismo de diversidad de transcriptos y consecuentemente como mecanismo de regulación de 

la  expresión  génica  con  consecuencias  biológicas,  por  lo  que  los  datos  aquí  mostrados  con 

respecto a la regulación de la expresión del gen de Itgb1 en la glándula mamaria de ratón proveen 

un escenario interesante para alcanzar dicho entendimiento. En base a los resultados presentados 

en esta tesis y a los conocimientos acerca de la regulación dada por la poliadenilación alternativa 

es posible hipotetizar un modelo de la regulación post‐transcripcional del gen de Itgb1 durante el 

desarrollo  de  la  glándula mamaria  de  ratón  (figura D3).  En  la  siguiente  figura  se  puede  ver  el 

modelo que proponemos, adaptado del modelo propuesto y reportado por Laure Weill  (Weill et 

al., 2012), para explicar dicha regulación. 
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Figura D3. Modelo propuesto para  la regulación de  la poliadenilación alternativa (APA) del 3’UTR 

de  Itgb1  en  la  glándula  mamaria  de  ratón.  EL  3’UTR  del  pre‐ARNm  de  Itgb1  podría  presentar 

diferentes tipos de elementos en su secuencia que regulan la APA a través del reclutamiento de los 

factores  correspondientes.  Durante  la  diferenciación  mamaria  y  la  consecuente  disminución  de 

expresion del gen de Itgb1 la utilización del sitio PAS1 débil podría estar inhibido por factores (A y 

B) que se podrían unir a sitios en  la proximidad del PAS1 (X, Y). La utilización del sitio distal PAS2 

más fuerte podría estar aumentada a su vez por otros factores (C, D) que se unan a los elementos 

río arriba  (USE) y elementos río abajo  (DSE) de esta señal. Estas  interacciones podrían facilitar el 

reclutamiento de factores nucleares de  la poliadenilación, CPSF y CstF, al sitio PAS2 y a  la región 

rica en U/GU respectivamente. Consecuentemente los factores regulatorios, miRNA y proteínas de 

unión  al  ARN  (RBP),  presentes  en  el  3’UTR  son  retenidos  en  el  transcripto  maduro  mediando 

procesos  biológicos  relevantes  como  ser  regulación  de  la  estabilidad,  traducción  y  localización 

subcelular de los ARNm. Durante la involución mamaria se observa un aumento en la expresión del 

gen de Itgb1 por lo que la utilización del sitio PAS1 débil podría estar aumentada por factores (E, F) 

que se unan a sitios en su proximidad (X, Y). Estos eventos podrían favorecer el reclutamiento de 

CPSF  al  PAS1,  y  CstF  al  elemento  rico  en  U/GU.  Consecuentemente  el  3’UTR  se  acorta  y  los 

elementos regulatorios, miRNA y RBP, son excluidos del transcripto maduro. 
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En un  tejido dado,  la expresión de miRNA conlleva a  la  interacción entre  los miRNA y el 

ARNm a través de los elementos regulatorios dentro del 3’UTR del transcripto, estas interacciones 

podrían  producir  una  reducción  detectable  en  los  niveles  del  ARNm  blanco  o  modificar  su 

traducibilidad.  Por  otro  lado  la  expresión  de  las  proteínas  de  unión  al  ARN  (RBP)  conlleva  la 

interacción entre éstas  y el ARNm  a  través de  los elementos  regulatorios dentro del 3’UTR del 

transcripto.  Estas  interacciones  podrían  proveer  instancias  regulatorias  que  llevarían  a  la 

estabilidad o degradación del ARNm blanco. La expresión conjunta de los miRNA y las RBP podría 

resultar en regulaciones mas complejas con efectos combinatorios sinérgicos o antagónicos sobre 

el ARNm. La utilización de sitios de poliadenilación alternativos proximales puede producir un tipo 

de transcripto en el cual estén ausentes las secuencias regulatorias detectadas por los miRNA y las 

RBP, mostrando un escenario en el cual estas  interacciones entre  los miRNA,  las RBP y el ARNm 

blanco no puedan  llevarse a cabo. Debido a este cambio  los efectos en  la vida media del ARNm 

blanco y/o la traducibilidad del mismo podrían ser menos pronunciados. 

Se ha propuesto que los cambios en la poliadenilación alternativa pueden ser el resultado 

de un incremento en la expresion de la maquinaria de clivaje y poliadenilación, asi también como 

en una diferencia en la degradación de alguna de las isoformas de los ARNm (Morris et al., 2012). 

En  este  último  caso  podría  deberse  a  que  una  de  las  isoformas  contenga  sitios  de  unión  para 

miRNA o AUBPs y la otra no. Un incremento en la abundancia o en la actividad de los miRNA y/o 

RBPs podría  llevar a un aumento/disminución en  la degradación del transcripto,  lo que se podría 

percibir como un cambio en la elección del sitio de poliadenilacion alternativa que no contenga los 

sitios de unión para lo miRNA/RBPs.  

El  antagonismo  entre HuR  y  los miRNAs  ha  sido  reportado  previamente,  como  el  caso 

entre HuR y miR‐16 para regular  los niveles del ARNm de COX‐2 (Young et al., 2012). En nuestro 

caso  la existencia de una relación entre miR‐29 y HuR en el contexto del ARNm de  Itgb1 es una 

hipótesis  interesante que merece ser analizada en  la glándula mamaria ya que el aumento en  la 

expresión de HuR e Itgb1‐L durante la lactancia correlacionan con la baja expresión de miR‐29 en 

este estadio. Además,  la expresión de este miRNA aumenta durante  la  involución post‐lactancia, 

periodo en el  cual  las expresiones de HuR e  Itgb1‐L disminuyen progresivamente. Por  lo  tanto, 

nuestros resultados apoyan la hipótesis de una posible participación conjunta de AUBPs y miRNAs 

en la degradación y/o traducibilidad del ARNm de Itgb1‐L en la glándula mamaria. 
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En resumen, para regular de manera precisa la expresión génica, y por lo tanto alcanzar el 

remodelado tisular o el desarrollo de un organismo, las diferentes células necesitan desarrollar la 

capacidad  de  responder  de  manera  diferencial  a  las  distintas  señales  como  factores  de 

crecimiento, hormonas y/o ligandos de la matriz extracelular.  

Itgb1  juega  un  rol  crítico  en  la  relación  que  tienen  todas  las  células  con  la  matriz 

extracelular  y  por  lo  tanto  su  expresión  necesita  estar  finamente  regulada.  La  poliadenilación 

alternativa surge como una manera para alcanzar la regulación génica célula y tejido específica. A 

través  de  los  aportes  de  esta  tesis  se  muestra  que  este  mecanismo  puede  aplicarsese  a  la 

regulación post‐transcripcional del gen de Itgb1 durante el desarrollo de la glándula mamaria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En este trabajo hemos reportado por primera vez dos isoformas diferentes del 3’UTR de 

Itgb1 producidas por señales  (PAS) y sitios  (pA) de poliadenilación alternativos. Estas  isoformas 

alternativas del ARNm podrían proveer una  instancia de  regulación adicional para  controlar  la 

expresión de Itgb1 debido a la regulación de la estabilidad y la eficiencia de traducción diferencial 

de  estas  isoformas.  Hallamos  que  los  mismos  se  encuentran  finamente  regulados  durante  el 

desarrollo normal de  la glándula mamaria y puede hipotetizarse que estos mecanismos podrían 

estar alterados durante la carcinogénesis. 
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1. Extracción del ARN 

Se extrajo ARN total de tumores mamarios de ratón, de glándulas mamarias de ratón en 

diferentes estadios u otros  tejidos de ratón  (50‐100 mg), utilizando el kit SV Total RNA  Isolation 

System  (Promega, Madison, WI), según  indica su protocolo. La extracción del ARN de células en 

cultivo se  realizó utilizando TRizol Reagent  (Invitrogen) siguiendo  las  instrucciones del provedor. 

Se extrae el medio que cubre a las células y se agrega 1 ml de reactivo por pocillo de una placa de 

6 pocillos. Se pipetea varias veces cada placa hasta observar que todas  las células se despegan y 

que se obtiene una solución homogénea. Luego se transfiere a tubos eppendorff y se agregan 200 

µl  de  cloroformo,  se  agita  a  mano  y  se  incuba  durante  2  minutos  a  temperatura  ambiente.  

Posteriormente  se  centrifuga  a  11,500  rpm  por  15  min  a  4°C.  Se  extrae  la  fase  acuosa  y  se 

transfiere a otro  tubo. Se agregan 500 µl de  isopropanol y se mezcla por  inversión 4‐5 veces. El 

RNA se precipita a  –80 °C entre 2h a toda la noche. Luego se centrifuga a 11,500 rpm por 15 min 

at 4°C. Se descarta el  isopropanol y se agrega 1 ml de etanol 75% . A continuación se centrifuga 

nuevamente durante 5 minutos a la misma velocidad, se descarta el etanol y se deja secar el pellet 

aproximadamente 10 minutos, hasta que se torna transparente. Luego el ARN se resuspende en 

agua. Para  lograr una mejor disolución se  incuba a 55°C por 10 minutos. Luego de disolverlo en 

agua  libre  de  RNAsas,  la  concentración  del ARN  se  determinó  a  través  del NanoDrop  (Thermo 

scientific). 

 

2. PCR, Reacción en Cadena de la Polimerasa 

Las reacciones de PCR se realizaron utilizando 2,5 U de Taq DNA polymerase (Promega) en 

50 μl de reacción conteniendo 5 µl de buffer de reacción 10X, 1,5 mM MgCl2, 200 mM de dNTPs y 

100  pM  de  cada  primer.  Las  condiciones  de  ciclado  térmico  fueron  la  siguientes:  Primero, 

desnaturalización a 94°C por 1 min; luego “annealing” o anillado a 55–65°C (dependiendo de cada 

par de primers);  luego elongación a 72°C por 2 min, Estos pasos se repitieron durante 30 ciclos y 

finalmente se realizó un paso adicional de extensión a 72°C por 10 min.  

El producto de  PCR  se  resuspendió  en  el buffer de  siembra  6X  (0.25  %  p/v de Azul de 

bromo fenol; 0.25 %  p/v de Xylen Cyanol; 0.30 %  p/v de glicerol) antes de sembrar. El producto de 

PCR  y  un  marcador  de  peso  molecular,  en  nuestro  caso  el  1  Kb  plus  Ladder  (Invitrogen),  se 

sembraron en un gel de agarosa 1 %  en buffer TAE 1X, con 0.5 μg/ml de bromuro de etidio. Los 
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geles fueron visualizados y fotografiados con luz ultravioleta. 

 

3. Preparación de ADNc 

El ADNc se generó a partir de 2‐5ug de ARN incubados con 200U de transcriptasa reversa 

M‐MLV (Promega, Madison, WI) 60 minutos a 42°C seguido de 3 minutos a 95°C, en presencia de 

buffer de transcripción 1X, 0.5ug de cebador oligodT (dT15), 2ul de mezcla de 10mM dNTPs y 20U 

de inhibidor de RNAsas RNAsin (Promega, Madison, WI) en un volumen final de 20μl.  

 

4. Amplificación rápida de los extremos 3’ de ADNc (3’ RACE RT‐PCR) 

La primer cadena de ADNc fue obtenida por reacción de transcripción reversa 2 hs a 37ºC 

con 3μg de ARN total calentado durante 3 minutos a 65ºC para desarmar la estructura secundaria, 

y  subsecuentemente  enfriado  en  hielo,  en  un  volumen  de  reacción  de  20μl  conteniendo  10 

unidades  de  RNAsin  (Promega  Biotech,  Madison,  WI),  100U  de  transcriptasa  reversa  M‐MLV 

(Promega,  Madison,  WI),  RT  Buffer,  0.5mM  de  cada  uno  de  los  dNTPs,  1μg/μl  del  cebador 

adaptador‐(dT)15  (5’‐GTCGCGAATTCGTCGACGCG‐(dT)15‐3’). La  integridad del ARN usado y de  la 

síntesis de  la primera  cadena de ADNc  fue  verificada por  reacción  en  cadena de  la polimerasa 

(PCR) con los cebador específicos de Actina como se describió previamente. Las reacciones de PCR 

(condiciones:  desnaturalización  inicial  a  94°C  2min,  30  ciclos  de  94°C  1min,  58°C  1,5min,  72°C 

3min, y extensión final a 72°C 5min) fueron llevadas a cabo sobre las reacciones de RT usando un 

cebador sentido específico de  integrina β1   de ratón (Ex17: 5’‐AGAAAATGAATGCCAAGTGGG‐3’) y 

otro cebador sentido específico de integrina β1 de humanos (Ex17: 5’‐GTGCCGTAACAACTGTGG‐3’) 

y  un  cebador  oligodT(15)‐adaptor  como  anti‐sentido.  Los  fragmentos  de  diferentes  tamaños 

fueron analizados y visualizados en geles 0.7%  de agarosa con Bromuro de Etidio. Como control, 

no  se  obtuvieron  fragmentos  de ADN  en  las  reacciones  de  amplificación  cuando  la  síntesis  de 

ADNc  no  se  llevó  a  cabo,  indicando  que  solo  los  fragmentos  transcriptos  fueron  amplificados. 

Luego de realizar varias veces  las reacciones de PCR en condiciones cada vez más restrictivas, se 

purificaron  del  gel  los  fragmentos  de  interés  usando  QIAquick  Gel  Extraction  Kit  (Qiagen, 

Germany). Los amplicones purificados fueron directamente ligados al vector de clonado mediante 

pGEM‐T Eassy Vector System (Promega, Madison, WI).  
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5. Cultivos celulares 

La  línea  celular  HC11,  derivada  de  glándulas  mamarias  de  ratón  BALB/c,  fueron 

mantenidas  como  se  describió  anteriormente  (Hynes  et  al.,  1990).  La  células  HeLa  TetOff  

(Clontech)  fueron  mantenidas  en  medio  Dubelco  modificado  Eagle  (DMEM)  alta  glucosa 

(Invitrogen),  con  L‐glutamina  con  10%   de  suero  fetal  bovino  y 

penicilina/streptomicina/anfotericina  B  (Invitrogen).  Para  el  estudio  del  3’UTR  de  ItgB1  en 

humanos utlizamos las líneas celulares: HeLa, HeK293, T47D y HepG2. Todas estas líneas celulares 

humanas fueron cultivadas de igual manera que las HeLa TetOff.  

6. Diferenciación celular y estiramiento 

La diferenciación de las células HC11 fue inducida como se reportó anteriormente (Hynes 

et al., 1990). Para realizar los experimentos de estiramiento se colocaron dentro de placas de Petri 

(6 cm de diámetro) membranas de  siliconas hechas en el  laboratorio  según protocolo descripto 

por Quaglino et al, luego las células fueron plaqueadas a una densidad de 7 x 105 células por placa. 

Luego de que  las células se adhirieron a  las placas, fueron crecidas por 48hs hasta que el cultivo 

celular se convirtiera en confluente. Se removieron  las membranas con  las células adheridas y se 

colocaron dentro del dispositivo de estiramiento, para luego armar el dispositivo de estiramiento 

como  se describió previamente  (Quaglino et al., 2009) y  se  le agrego medio de  cultivo  libre de 

suero sobre las células. Las membranas fueron sujetas a estiramiento radial de 20%  sostenido por 

diferentes  intervalos de  tiempo  (3h  a  5h).  Finalmente  se  extrajo  el ARN  total de  las diferentes 

condiciones. 

 

7. Transfecciones transientes 

Las  células HC11  y HeLa  TetOff  fueron plaqueadas  en medio  completo para permitirles 

llegar a 70‐80%  de  confluencia.  Luego  fueron  transfectadas utilizando polietinelamina  lineal/PEI 

(Polysciences) con un protocolo ajustado para cada  línea celular:  incubamos 2, 4 o 10 ug de ADN 

total, para placas de 6 celdas, 6 cm y 10 cm respectivamente, en presencia de PEI (1ug/ul pH 7,2) 

en  una  relación  3:1  (PEI:ADN)  para  ambas  líneas  celulares,  en  medio  OPTIMEM  durante  10 

minutos. Le agregamos medio RPMI o DMEM sin suero, estos complejos  fueron agregados a  las 
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células  luego de  lavarlas 3 veces con PBS 1X. Pasadas  las 3 o 6 horas  las células  fueron  lavadas 

nuevamente con PBS 1X y se les cambio el medio de transfección por medio completo. 

8. Constructos 

Los fragmentos de PCR correspondiente al 3’UTR completo de Itgb1 de ratón (Itgb1 3’UTR 

Total, NM_010578 bases 2719 a 3810), el fragmento del 3’UTR presente solo en la isoforma corta 

(Itgb1 3’UTR Corto, NM_010578 bases 2719 a 3232) y el fragmento correspondiente a  la porción 

diferencial de  la  isoforma  larga (Itgb1 3’UTR D, NM_010578 bases 3232 a 3810) fueron clonados 

rio  abajo  del  gen  de  la  luciferasa  en  el  vector  pGL3  utilizando  el  sitio  de  restricción  XbaI. 

Adicionalmente,  el  fragmento  Itgb1  3’UTR  D  fue  clonado  en  el  vector  pTRE2hygLuc  (Clontech) 

utilizando  los  sitios  de  restricción  NheI  y  SalI  (pLuc  Itgb1  3’UTR  D). Su  nombre  se  debe  a  sus 

características:  TRE  significa  “Tetracycline Responsive  Element”,  dado  que  posee  secuencias  de 

pegado  del  represor  de  tetraciclina  TetR  río  arriba  de  un  promotor  mínimo  (CMV,  promotor 

mínimo del citomegalovirus); hyg por la presencia de un gen de resistencia a higromicina; y luc por 

la  presencia  del  gen  de  luciferasa  como  gen  reportero.  La  característica  de  esta  secuencia  de 

luciferasa es que no posee regiones propias de su 3´UTR, sino que sólo se extiende hasta su codón 

stop, permitiendo el clonado y  la regulación por  las secuencias  insertadas. Para  los experimentos 

de EMSA de ARN clonamos la región ARE 1 de Itgb1, mas 50 pb río arriba y 50 pb río abajo, con el 

kit  CloneJET™  de  Fermentas  (pJet‐Itgb1ARE1).  De  forma  alternativa,  insertamos  la  misma 

secuencia en orientación invertida de manera de poder generar un buen control de especificidad 

(pJET‐Itgb1ERA1). La región pA1 de  Itgb1 flanqueada por;   200 pb, 100 pb río abajo y 100 pb río 

arriba (pRiG‐Itgb1.pA1) fue clonada en el vector pRiG utilizando  las enzimas de restricción NhoI y 

BamHI. Asi mismo clonamos la región pA1 de Itgb1 flanqueada por 900 pb, 450 pb río abajo y 450 

pb río arriba (pRiG‐Itgb1.fullpA1) o con mutaciones puntuales de la señal PAS1 (AATTAAAATAAAA), 

esta secuencia una vez mutada se transformo en la siguiente secuencia AAGTAAAAGGAAA, la cual 

no presenta las bases consenso para una señal de poliadenilación, fueron clonadas también en el 

vector pRiG utilizando  las enzimas de  restricción NhoI  y BamHI. EL  vector pRiG  y pRiG‐77SS.AE 

fueron gentilmente provistos por el Dr. Bin Tian (Univ. of New Jersey). Para el clonado de la señal 

PAS2 (pRiG‐Itgb1.pA2) en el vector pRiG seguimos el mismo procedimiento que para la señal PAS1. 
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Figura  MyM1.  Esquema  de  las  construcciones  generadas  en  esta  tesis.  A)  vector  pGL3  control 

(Promega) con  las secuencias clonadas en el sitio Xba1 río abajo del gen de  luciferasa. B) vector 

pRiG mostrando únicamente  las 11 bases correspondientes a  las señales PAS clonadas en su sitio 

múltiple  de  clonado  (MCS).  C)  vector  pTRE2hygLuc  (Clontech)  mostrando  la  secuencia  clonada 

utilizando los sitios de restricción NheI y SalI de su MCS. 

 

9. Ensayos de decaimiento del ARNm endógeno y reportero 

Se  transfectaron  las  células HeLa  TetOff    (Clontech)  utilizando  PEI  con  cada  constructo 

reportero:  pLuc  Itgb1  3’UTR  D  y  pCEFL‐HA‐HuR.  Estas  células  HeLa  TetOff  expresan  el 

transactivador  tTAS2 que  induce  la  transcripción del  reportero en  ausencia de  tetraciclina o  su 

análogo  doxiciclina.  Luego  de  ser  transfectadas  las  células  fueron  incubadas  en  medio  sin 

tetraciclina por 24hs,  luego  agregamos  tetraciclina  a una  concentración  final de 1ug/ul, por un 
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periodo  de  0  a  5hs.  Después  de  pasado  este  tiempo  lisamos  las  células  utilizando  TriZol 

(Invitrogen) o TriReagent (Genbiotech). Aislamos el ARN siguiendo las indicaciones del fabricante. 

Tratamos 2ug de ARN  total  con RQ1 RNase  free DNase  (Promega) por 15 minutos, para  seguir 

luego  con  la  síntesis  del  ADNc  utilizando  la  transcriptase  reversa  MMLV  (Promega),  RNasin 

(Promega)  y Oligo  dT  (Biodynamics)  como  se  indicó  anteriormente.  Cuantificamos  el ARNm  de 

luciferasa por medio de PCR en tiempo real con cebadores específicos (ver Tabla 1). La cantidad de 

luciferasa  cuantificada  fue  normalizada  utilizando  cebadores  específicos  para  el  gen  de 

hygromicina, presente en el mismo vector. Las células HC11 fueron transfectadas transientemente 

utilizando  PEI  con  cada  vector  correspondiente  (derivados  del  vector  pGL3):  Itgb1  3’UTR  Total, 

Itgb1 3’UTR Corto e Itgb1 3’UTR D. Después de la transfección las células fueron incubadas por 24 

hs en medio completo para luego agregarles Actinomicina D (5ug/ul) por un período de tiempo de 

0 a 5 hs. Luego de este tiempo extrajimos el ARN como se menciono anteriormente, en este caso 

la cantidad de  luciferasa cuantificada fue normalizada utilizando el gen GAPDH. Las células HC11 

proliferando  y diferenciadas  fueron  incubadas  con Actinomicina D por un período de 0  a 5 hs. 

Luego las células se trataron como se menciono anteriormente, en este caso medimos la cantidad 

de ARNm de las isoformas de Itgb1 por medio de qPCR. En los experimentos de decaimiento con el 

SiRNA de HuR,  las células fueron transfectadas con  los SiRNA correspondientes y  luego de 3 dias 

las células fueron incubadas con Actinomicina D (5ug/ul) por 0 y 3hs. Luego extrajimos el ARNm y 

medimos por qPCR la cantidad de Itgb1‐L. 

 

10. PCR en tiempo real o qRT‐PCR 

El ADNc obtenido de  las extracciones de ARN, fue sujeto a PCR en tiempo real utilizando 

un equipo Stratagene MX 3000P usando SYBR green (Roche) como marcador. La Tabla 1 muestra 

la temperatura de annealing y  la concentración óptima de cada par de primers utilizado en este 

trabajo:  
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Cebador 

 

Secuencia 

 

Temperatura  

         (ºC) 

 

Magnesio   

(mM) 

 

HuR 

PrimerF  

5'‐TGGGCTACGGTTTTGTG‐3’ 

PrimerR 

5'‐GGACCCTGGAGTTGATGATT‐3’ 

 

68 

 

4 

 

 Itgb1‐T 

PrimerF  

5’‐CGTCGCAGCATATGAACC‐3’ 

PrimerR 

5’‐AACAAAGCCACCAGCAAGG‐3’ 

 

68 

 

4 

 

GAPDH 

PrimerF  

5’‐AAGAAGGTGGTGAAGCAGGCATC‐3’ 

PrimerR 

5’‐CGAAGGTGGAAGAGTGGGAGTTG‐3’ 

 

60 

 

3 

 

Luciferasa 

PrimerF 

 5’‐CCGCCGTTGTTGTTTTG‐3’  

PrimerR 

5’‐ACACAACTCCTCCGCGC‐3 

 

61 

 

4 

 

Higromicina 

 

 

PrimerF 

5’‐GGAATCCCCGAACATCG‐3’ 

PrimerR 

5’‐GCAGACGCGCTACTTCG‐3’ 

 

 

61 

 

 

 

3 

 

 

Itgb1‐S  PrimerF 

5’‐GCAGCATCTGAACCATGAC‐3’ 

PrimerR 

5’‐TTTTTTTTTTTTTTTTTGAAC‐3’ 

 

50 

  

4 

Itgb1‐L 

 

 

 

PrimerF 

5’‐AAACCTGTGTGCCATTGTG‐3’ 

PrimerR 

5'‐GGACCCTGGAGTTGATGATT‐3’ 

 

 

60 

 

 

4 
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Se  realizaron  las  mezclas  de  reacción  correspondientes,  según  la  concentración  de 

Magnesio requerida, junto con 0.3 ul de Taq polimerasa (Invitrogen), 2,5 ul de buffer de reacción 

10X,  cebadores  correspondientes,  dNTPs  0.6  nM  con  el  agregado  de  SYBR  green  (0.025  ul  por 

reacción de una solución de trabajo 1/30 en DMSO (Roche)), a un volumen final de 25 ul. El ADNc 

fue diluido de 3 a 10 veces y se agregaron 5 ul en cada tubo. Cada punto fue medido por duplicado 

o triplicado para evitar errores de medición.  

 

11. Western blot 

Se extrajeron las proteínas a partir de tejido de glándulas mamarias de ratón y de lisados 

celulares y  se homogenizaron en buffer RIPA  (50 mM Tris‐HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 1%  NP40, 

0.5%  sodium deoxycholate, 0.1%  SDS) con inhibidores de proteasas y fosfatasas (Pierce, Rockford, 

IL). Luego de la desnaturalización por calor, iguales cantidades de lisados proteicos, determinados 

por  la  técnica de Bradford,  fueron separados en geles de poliacrilamida‐SDS 8%  y  transferidos a 

membranas  de  nitrocelulosa.  Las  proteínas  separadas  por  electroforesis  se  transfirieron  a 

membranas de PDVF, polyvinylidene fluoride (Millipore) utilizando un equipo Mini trans blot (Bio‐

Rad).  La  transferencia  se  realiza  una  hora  a  100V  en  frío.  Esto  permite  transferir  proteínas 

cargadas negativamente, mediante una corriente eléctrica, desde el gel a  la membrana. Luego  la 

membrana se bloquea una hora con 5%  leche descremada. Las proteínas de la leche se adhieren a 

toda la membrana en donde no haya proteína pegada, lo que impedirá que el anticuerpo primario 

se asocie de manera  inespecífica.  Luego,  se hacen 3  lavados  con T‐TBS 0.05  %  Tween‐20, de 5’ 

cada uno. Se agrega el primer anticuerpo a la concentración óptima  y se incuba el tiempo óptimo. 

Se realizan 3  lavados con TTBS 0.05% , de 10 minutos cada uno. Se agrega el segundo anticuerpo 

1:5000 durante 60’. Finalmente se realizan 3  lavados con TTBS 0.1%  de 10’ cada uno y un  lavado 

con TBS, para eliminar exceso de segundo anticuerpo y restos de detergente que interfieren con la 

reacción  enzimática  posterior.  acoplada  al  anticuerpo  secundario,.  Los  anticuerpos  primarios 

utilizados fueron los siguientes: anti‐Itgb1 (1:600, sc‐8978 M‐106 Santa Cruz), anti‐HuR (1:1000, sc‐

5261 3A2 Santa Cruz), anti‐ciclina D1 (1:600, sc‐8396 A‐12 Santa Cruz), anti‐actina (1:2000, sc‐1616 

I‐19  Santa  Cruz)  o  anti‐beta  tubulina  (1/1000,  sc‐9104  H‐235  Santa  Cruz)    a  4°C.  Luego  las 

membranas  fueron  incubadas  con  anticuerpos  secundarios  conjugados  con  fluoroforos  o 

acoplados a la proteína HRP ‐ peroxidasa (horse‐radish peroxidase)  que reacciona con el reactivo 

ECL  (Enhanced    chemoluminiscence,  Millipore)  para  dar  quimioluminiscencia  que  puede  ser 
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observada  con un dispositivo especial o mediante placas  fotosensibles.  Luego del  agregado del 

reactivo y de  la exposición, se revela mediante exposición a placas radiográficas. Las membranas 

incubadas  con  anticuerpos  secundarios  conjugados  con  fluoroforos  fueron  escaneadas  en  un 

escáner  Odyssey  SA  (LICOR  Biosciences,  Lincoln,  NE),  la  intensidad  de  las  bandas  fueron 

cuantificadas utilizando el software del Odyssey o utilizando el programa ImageJ. 

 

12. Ensayos de morfogénesis 

Las células HC11 fueron tratadas con tripsina y resuspendidas en medio del ensayo (RPMI 

suplementado  con  2%   SFB,  2  mM  L‐glutamina,  2.5  ng/ml  EGF  y  5g/ml  insulina)  a  una 

concentración de 25.000 células por mililitro. Cámaras de 8 compartimientos RS (Nalgene) fueron 

recubiertas con 40 uL de Matrigel por compartimiento y se dejaron solidificar por 15 minutos. Las 

células fueron mezcladas 1:1 con medio de ensayo conteniendo 4%  de Matrigel, y 400 uL fueron 

adicionados a cada compartimiento de la cámara recubierta con Matrigel. El medio fue cambiado 

cada 4 días. 

 

13. Inmunoflorescencia indirecta y adquisición de las imágenes  

Se  utilizaron  los  siguientes  anticuerpos  para  la  detección  indirecta  de  la 

inmunoflorescencia: anti  caspasa 3  clivada  (Asp175; Cell  Signaling)  y Anti  Laminina V  (ab78286; 

Abcam). Ambos anticuerpos primarios fueron utilizados a una dilución de 1:200. Los anticuerpos 

secundarios  fueron  los  siguientes:  anti‐mouse  o  anti‐rabbit  acoplados  con  colorantes 

fluorescentes Alexa. Todos  los anticuerpos secundarios fueron utilizados a una dilución de 1:500. 

Los  núcleos  fueron  teñidos  con  DAPI.  El  análisis  confocal  fue  realizado  con  microscopio  laser 

confocal (modelo 510; Carl Zeiss MicroImaging, Inc.) equipado con un captador de imágenes LSM 

(Carl Zeiss MicroImaging, Inc.). Los objetivos utilizados fueron de marca Olympus; objetivo UPLFL 

20X con apertura numérica de 0,5 y objetivo LUMPLFL 60X agua con apertura numérica de 0,9. 
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14.  ARN  en  horquilla  pequeños  (ShRNA)  para  el  apagado  de  la 

expresión de Itgb1 

Se  obtuvieron  los  ShRNA  para  Itgb1  (OligoIDs:  V2LMM_39157,  V3LMM_429938, 

V2LMM_188403)  y  el  ShRNA  control  (Non‐silencing‐GIPZ  lentiviral  shRNAmir  control)  en  los 

vectores  pGIPZ‐GFP  (Thermo  Scientific Open Biosystems, Huntsville, AL)  y  fueron  transfectados 

establemente en  células HC11  con PEI.  Las  tres  líneas estables generadas  fueron  las  siguientes: 

ShItgb1‐T1, ShItgb1‐T2, ShItgb1‐L y Shctrl. El apagado de  la expresión de  Itgb1  fue evaluado por 

western blot y qPCR con anticuerpos y cebadores específicos. 

 

15. Generación de líneas celulares estables 

Para la generación de las líneas celulares estables transfectadas con los diferentes ShRNA 

se procedió a transfectar las células con PEI en placas de 10 cm con cada ShRNA correspondiente. 

Luego se mantuvieron  las células con medio de cultivo completo con el agregado del antibiótico 

puromicina a una concentración de 1ug/ml durante 10 días o hasta que la mayoría de las células se 

murieron.  Se dejaron  recuperar  las  colonias de  células  sobrevivientes en medio  con  antibiótico 

para luego levantarlas con tripsina y congelarlas en nitrógeno líquido. Posteriormente se evaluó la 

expresión de los ShRNA por la expresión de la protéina fluorsecente verde GFP y por su capacidad 

de inhibir la expresión de Itgb1. 

 

16.  ARN  pequeños  de  interferencia  (SiRNA)  para  el  apagado  de  la 

expresión de HuR 

Se  transfectaron SiRNA para HuR y su control negativo  (AllStars Negative Control siRNA, 

QIAGEN)  en  células  HC11  utilizando  Lipofectamine  2000  (Invitrogen),  de  acuerdo  a  las 

instrucciones del  fabricante. Ambos  SiRNA  fueron utilizados  en una  concentración de 40nM.  El 

apagado en la expresión de HuR fue analizado 3 dias luego de la transfeccion por medio de qPCR y 

western blot con cebadores y anticuerpos específicos. 
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17. Ensayo de movilidad electroforética de ARN 

Las sondas de ARN se sintetizaron con el kit de transcripción T7 de ARN (Promega) a partir 

del  vector  pJET‐Itgb1ARE1  y  pJET‐Itgb1ERA1.  Para  hacer  las  sondas  radiactivas  se  les  agrego 

rUTP[α‐32P] al proceso de  transcripción  in  vitro. Se extrajeron extractos  totales de  células HC11 

plaqueadas  en  places  de  6  pocillos  en  condiciones  de  proliferación  y  muestras  de  tejidos  de 

glándulas mamarias normales de ratón. Las células se  levaron con PBS 1X y  lisadas con buffer de 

lisis: 10mM de Hepes pH 7,6, 3mM ClMg, 40mM ClK, 2 mM DTT, 5%  glicerol, 0,5%   igepal, 1mM 

fluoruro  de  enilmetilsulfonil  (PMSF),  10mM  FNa,  1mM  ortovanadato  de  sodio,  10mM  beta‐

glicerofosfato e inhibidor de proteasa (Sigma). Luego de centrifugar (5 minutos a 14000 rpm a 40C) 

medimos  la concentración de proteínas por medio de  la técnica de Bradford. Pre‐incubamos 5ug 

de proteínas  totales con BSA  (concentración  final de 500ng/ul), ARNt  (125 ng/ul) y heparina  (10 

ng/ul)  por  5  minutos  a  temperatura  ambiente  (RT).  Agregamos  2‐4  ng  de  sondas  radiactivas 

seguidas por una incubación por 20 minutos a RT. Finalmente el ARN de cadena simple se digirió 

con  0,6  unidades  de  RNasa  T1  por  10  minutos  a  RT.  Los  complejos  ribonucleoprotéicos  se 

revelaron en gel de poliacrilamida no desnaturalizante al 6 %  en TBE 1X por 1 hora y media, pre‐

corrido por 20 minutos. 

 

18. Expresión bacteriana de proteínas de fusión con GST 

Transformamos bacterias E. Coli de  la  cepa BL21 pLys  con  construcciones basadas en el 

vector pGEX‐4T3 codificante para la proteína de fusión GST‐HuR o GST. Las bacterias se crecieron 

en 500 ml de medio LB hasta  llegar a una densidad óptica de 0,5 para agregarle posteriormente 

IPTG (1mM) por 3 hs. Las bacterias se centrifugaron a 3000 g por 30 minutos y se resuspendieron 

en 10 ml de PBS, 1%  de Triton X‐100, 1 mM EDTA, 2 g/ml de aprotinina, 2 g/ml de  leupeptina y 

1mM de PMSF. Luego sonicamos la suspensión celular y removimos los debris celulares por medio 

de centrifugación a 10.000 g por 15 minutos. El sobrenadante se mezclo con 300 ul de bolitas de 

glutation‐sefarosa  (Amersham Biosciences) y centrifugamos a 3000 g por 5 minutos. Lavamos el 

pellet 3 veces con PBS 1X, 1%  de Triton‐X, 1mM de EDTA, inhibidor de proteasa (Sigma) y 1mM de 

PMSF, y luego dos veces con PBS, inhibidor de proteasa y 1mM de PMSF. Finalmente, las proteínas 

purificadas se eluyeron con 50 mM de Tris, 10 mM de glutatión, inhibidor de proteasa y 1 mM de 

PMSF. 
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19. Ensayo de expresión del gen reportero de Luciferasa 

Las  células  se plaquearon en placas de 6 o 12 pocillos y  se  transfectaron  con 0,1 ug de 

vectores reporteros de  luciferasa y vectores   que expresan constitutivamente betagalactosidasa. 

Luego se lisaron las células en buffer de lisis (Promega) 24 hs luego de las transfeccion. Los lisados 

celulares se incubaron con luciferina del Luciferase Reporter system (Promega). Los resultados se 

normalizaron para la eficiencia de transfeccion por medio de un ensayo de betagalactosidasa. 

 

20. Tratamiento de animales 

Los ratones BALB/c se mantuvieron en un ambiente  libre de patógenos con temperatura 

controlada en un ciclo de 12 h de  luz, 12 h de oscuridad y dándoles agua y comida ad  libitum de 

acuerdo con los protocolos estándar internacionales de cuidado de animales (Canadian Council of 

Animal Care’s 1980 Guide to the Care and Use of Experimental Animals). Los procedimientos con 

animales  fueron  llevados a cabo en  la  facilidad de animales de  la Facultad de Ciencias Exactas y 

Naturales de la Universidad de Buenos Aires (UBA) siguiendo las normas provistas por el comité de 

utilización  y  cuidado  de  animales  de  la  UBA.  Las  glándulas  mamarias  No.  4  y  5  fueron 

asépticamente  removidas  de  hembras  vírgenes,  preñadas,  lactancia  e  involución.  Los  tumores 

mamarios de líneas tumorales independientes inducidas por MMTV fueron obtenidos como según 

lo descripto por (Gattelli et al., 2006). 

 

21. Análisis por FACS 

Las células HC11 fueron transfectadas con diferentes versiones derivados del vector pRiG. 

Las células se levantaron 24 hs luego de ser transfectadas y fueron sujetas a un análisis por FACS. 

Brevemente, las células se trataron con tripsina para despegarlas de las places de cultivo. Se leyó 

la fluorescencia verde y roja a 530 nm y 585 nm, respectivamente, en un sistema BD FACScalibur 

(BD Biosciences). Se  transfectaron  las  células  con vectores que expresan EGFP y RFP  solas para 

ajustar  los canales de  fluorescencia verde y  roja  respectivamente. El programa R  se utilizo para 

realizar el análisis de  las curvas de  fracciones cumulativas, utilizando códigos como  se describió 

previamente (Ji et al., 2011). 
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22. Minería de datos de EST y SAGE 

Los  ESTs  correspondientes  al  transcripto  de  Itgb1  de  ratón  (Mm.263396)  fueron 

descargados  de  la  base  de  datos  de  UniGene  (http://www.ncbi.nlm.nih.gob/unigene)  que 

comprende un total de 771 secuencias de ESTs. Se extrajeron 283 lecturas de 3’‐ESTs con sitios de 

poliadenilación    y  fueron  alineadas  contra  el  gen  de  Itgb1  de  ratón  utilizando  el  algoritmo  de 

BLASTN  del NCBI.  La  posición  de  los  EST  fueron mapeados  según  la  localización  en  el  genoma 

utilizando la fuente UCSC (http://genome.ucsc.edu). Para realizar un análisis comparativo de las 

variantes de  Itgb1 en diferentes  tejidos de  ratón, analizamos 269  librerías de SAGE descargadas 

desde    la  base  de  datos  del  Cáncer  Genome  Anatomy  Project  ‐  SAGE  Genie 

(http://cgap.nci.nih.gov/SAGE/).  Las  cuentas de  los SAGE  tags  fueron normalizadas a 200.000 

tags  por  librería  de  acuerdo  al  número  total  de  tags  en  cada  librería.  Se  encontraron  3  tags 

confiables: CCAGGGACTG  (2877 bp en  relación con el comienzo de  la  secuencia NM_010578.2), 

ACTGATTTTC (3051 bp), y  CTTGCTCTGT (3706 bp), de los cuales CTTGCTCTGT se corresponde con 

la  variante  larga  Itgb1‐L,  y CCAGGGACTG  y ACTGATTTTC  se  corresponden  con  la  variante  corta 

Itgb1‐C. Ambos valores de  los tags para  Itgb1‐C fueron combinados para  los análisis estadísticos. 

Para permitir una buena visualización de los datos, utilizamos el software MultiExperiment Viewer 

(MeV v4.7) (Saeed et al., 2003). Esta herramienta fue empleada para la normalización y el análisis 

de clúster de los datos de SAGE. 
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