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NOTAS AL LECTOR 

El snail1 expresado ectópicamente en este trabajo es el de ratón (mmsanil1). 

En general, los GENES aparecen en mayúsculas y el cursiva y las Proteinas/proteinas 

aparecen en minúsculas. 
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I.1 ¿QUÉ ES EL CÁNCER? Visión general. 

Se define como cáncer al conjunto de enfermedades caracterizadas por el 

crecimiento excesivo y descontrolado de células, las cuales invaden y dañan tejidos 

u órganos provocando finalmente la muerte del individuo. Los tumores son 

monoclonales, un concepto que ya fue propuesto por el alemán Theodor Boveri a 

principios del siglo XX, a la vista de la similitud entre los tumores primarios y sus 

metástasis. El proceso de formación de un tumor a partir de una célula implica 

necesariamente la acumulación sucesiva de alteraciones en los genes, lo que 

caracteriza al cáncer como una enfermedad clonal, que se alcanza después de 

muchas etapas las cuáles envuelven cambios dinámicos genéticos y epigenéticos en 

el genoma [1]. 

El cáncer es el resultado de mutaciones en genes que regulan la proliferación y 

la homeostasis. Entre ellos se encuentran los oncogenes y los genes supresores de 

tumores. Alteraciones en éstos provocan de una manera directa la aparición de 

cáncer ya que producen la pérdida de control de procesos básicos celulares, como 

por ejemplo el ciclo de división celular (pérdida de la función de un gen supresor) o 

la proliferación descontrolada (ganancia de la función de un oncogen). También 

existen alteraciones en genes que provocan cáncer de una manera indirecta, son los 

llamados caretakers (codifican proteínas que reparan el DNA) y los landscaper 

(alteraciones en células del estroma) [2]. 

El cáncer engloba un conjunto de enfermedades de diferente origen y con 

diferente apariencia. Años de investigación han permitido resumir el amplio 

espectro de alteraciones genéticas que dirigen una transformación progresiva desde 

una célula normal a una altamente maligna cómo la manifestación de siete 

alteraciones en la fisiología de la célula (Figura I.1). Inicialmente fueron seis las 

propuestas por Hannahan y Weinberg: autosuficiencia en producción de señales de 

crecimiento (proliferación en ausencia de señales), insensibilidad a las señales 

inhibidoras del crecimiento, resistencia a la apoptosis, potencial replicativo ilimitado, 

angiogénesis sostenida y capacidades invasivas y metastásicas. La séptima 

característica alterada en la fisiología de la célula fue propuesta por Schreiber y 
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colegas [3, 4] y se refiere a la capacidad de las células tumorales de evadir el control 

del sistema inmune [5]. 

 

 

Figura I.1 Modelo propuesto para el conjunto de capacidades funcionales adquiridas 
por la mayoría e incluso, quizás todos los tumores humanos. Figura adaptada de [1]. 

Existen unos 200 tipos diferentes de células en nuestro organismo. Si bien, en 

un principio cualquiera de ellos puede potencialmente originar un tumor, en 

realidad el 90% de los tumores son generados por células epiteliales. Una célula 

epitelial normal presenta un fenotipo diferenciado polarizado con uniones 

intercelulares bien formadas, que restringen la movilidad y por lo tanto mantienen la 

integridad del tejido. Durante la progresión de un tumor epitelial las células 

tumorales aún diferenciadas alteran su genoma continuamente lo que le confiere a 

la célula algún tipo de ventaja en el crecimiento. En etapas posteriores, las células 

continúan cambiando su genoma y exhiben un fenotipo desdiferenciado 

acompañado frecuentemente de una baja expresión de marcadores epiteliales, lo 

que conlleva una pérdida de uniones intercelulares y de polaridad epitelial. A 

menudo estos cambios van acompañados de un incremento de la expresión de 

marcadores mesenquimales, así como de la movilidad de la célula, lo que le otorga 

mayor capacidad invasiva. Este proceso en el que la célula cambia su fenotipo 

diferenciado epitelial por un fenotipo mesenquimal es conocido como Transición 

Epitelio-Mesénquima (EMT: Epithelial to mesenchymal transition [6-8]). En 1980 

Greenburg y Hay definieron la EMT cómo un programa celular que permite la 

transformación de una célula epitelial en una mesenquimal [8]. Subsiguientes 

estudios sobre EMT cambiaron el término transformación por transición. 
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I.2 Transición Epitelio-Mesénquima (EMT): Cuando las células 
epiteliales deciden convertirse en células mesenquimales. 

Las células epiteliales y las mesenquimales difieren en varias características 

funcionales y fenotípicas. Las células epiteliales forman capas de células contiguas 

mediante estructuras de membrana especializadas como las uniones estrechas (tight 

junctions), las uniones adherentes (adherens junctions), los desmosomas y las 

uniones gap. Poseen polarización apicobasal, que se manifiesta mediante la 

distribución localizada de las moléculas de adhesión (cadherinas y ciertas integrinas), 

la organización polarizada del citoesqueleto y la presencia de una membrana basal o 

lámina basal. Las células epiteliales en condiciones normales ni se desenganchan ni 

migran, aunque tienen cierta capacidad motriz dentro de la capa epitelial [6]. En 

cultivo, las células epiteliales crecen en clusters de células que mantienen las 

adhesiones con las células vecinas. Presentan marcadores epiteliales como E-

cadherina, desmoplaquina y citoqueratina. 

En contraste, las células mesenquimales no forman capas organizadas, no 

poseen la misma polaridad apicobasolateral, ni la misma organización del 

citoesqueleto que las células epiteliales. Las adhesiones con las células 

mesenquimales vecinas son menos fuertes y no están asociadas a una lámina basal, 

lo que les permite una mayor capacidad migratoria. En cultivo, las células 

mesenquimales tienen forma de huso, con una morfología similar a los fibroblastos 

y tienden a ser motrices. Presentan expresión de marcadores mesenquimales como 

N-cadherina, filamentos intermedios (vimentina) y componentes de la matriz 

extracelular (MEC) como fibronectina [6, 9].  

Por lo tanto, los tejidos mesenquimales son tejidos menos organizados y en 

muchos casos juegan un papel de soporte o de relleno, mientras que los tejidos 

epiteliales presentan una organización más compacta responsable de recubrir las 

diferentes cavidades del organismo y comportarse como una barrera que entre otras 

funciones protege, secreta y absorbe substancias. Aunque el mantenimiento de la 

morfología epitelial es necesario para realizar las diferentes funciones celulares, 

numerosas observaciones demostraron cómo células epiteliales diferenciadas 

podían cambiar su fenotipo a través de la activación del programa EMT. Por la tanto, 
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la EMT permite la conversión de células epiteliales en mesenquimales [10]. La figura 

I.2 muestra los aspectos celulares que provoca este cambio en el fenotipo celular. 

Éstos se pueden englobar en tres grupos [11]: cambios morfológicos, cambios en los 

marcadores de diferenciación y cambios en la movilidad celular. 

 

 

Figura I.2 Características de la EMT [12, 13]. A Imágenes obtenidas mediante DIC 
(Differential interference contrast) de la EMT producida por TGF-β1 en células de epitelio 
mamario NMuMG. Se pueden observar cambios en la morfología celular y la alteración en 
marcadores epiteliales como E-cadherina y ZO-1. B La tabla resume las principales 
características que se modifican durante la EMT.  

Así pues, se define como EMT al proceso biológico que permite que las células 

cambien de un fenotipo polarizado y epitelial a uno altamente motriz y 

fibroblastoide. Durante la EMT se producen alteraciones en la adhesión célula-célula, 

en las interacciones célula-sustrato, en la degradación de la matriz extracelular y en 

la reorganización del citoesqueleto [14]. La completa EMT se alcanza cuando tiene 
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lugar la degradación de la membrana basal y la formación de una célula 

mesenquimal que puede migrar. 

Por lo tanto, la EMT engloba un amplio espectro de cambios moleculares, 

intercelulares e intracelulares. No siempre se pueden observar todos ellos durante 

una transición, por lo que en muchas ocasiones no se habla de una EMT completa 

sino de una EMT-like o EMT parcial. La adquisición de la habilidad de migrar e invadir 

la matriz extracelular como célula individual se considera una marca funcional del 

programa EMT [15].  

I.2.1 Tipos de EMT.  

La EMT se puede clasificar en tres subtipos diferentes dependiendo del contexto 

celular donde tienen lugar y del fenotipo de la célula resultante. Entre los tres 

subtipos existen diferencias funcionales las cuáles generan distintas consecuencias 

(figura I.3). 

 

Figura I.3 Tres tipos de EMT [16]. Tipo 1 se observa durante el desarrollo embrionario 
cuando las células epiteliales primarias padecen una transición a células mesenquimales 
produciendo el primer mesénquima el cual induce mediante el proceso contrario a la EMT, la 
MET (mesenchymal epithelial transition), un epitelio secundario. Tipo 2 se observa cuando 
las células epiteliales adultas y/o células endoteliales, rellenan los espacios intersticiales con 
fibroblastos residentes o inducidos por inflamación. Tipo 3 es parte del proceso de 
metástasis mediante el cual células epiteliales del tumor abandonan el tumor primario, 
migrando a un nuevo lugar generando un tumor secundario. 
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EMT tipo 1: EMT durante el desarrollo embrionario. 

Este tipo de EMT tiene lugar durante la implantación del embrión en el útero, 

durante la gastrulación y durante la formación de la cresta neural en amniotas. 

Durante la implantación embrionaria ciertas células del área extraembrionaria 

padecen una EMT para infiltrarse en el endometrio y anclarse a la placenta [17]. En el 

mismo embrión la primera EMT ocurre durante la gastrulación y conlleva la 

formación de la tercera capa embrionaria, el mesodermo.  

 

Figura I.4 Representación esquemática de EMT tipo 1. Las células con capacidad 
migratoria que derivan del epiblasto dan lugar al mesodermo y endodermo. Las células que 
restan en el epiblasto formarán el ectodermo. (http://www.med.unc.edu/embryo_images) 

Como se muestra en la figura I.4, la inducción del mesodermo empieza en un 

área específica del ectodermo primitivo, la línea primitiva. El epiblasto (única capa 

epitelial en el embrión en el estadio de blástula, azul en la figura) se invagina. Este 

proceso se caracteriza por cambios drásticos en ciertas células epiteliales como la 

constricción de los compartimentos apicales, redistribución de los orgánulos y 

protursión de los compartimentos basales. Cuando estas células están listas para 

ingresar, la membrana basal se rompe localmente. En este punto, las células pierden 

las uniones fuertes entre ellas y se mantienen unidas mediante contactos focales. 

Seguidamente sufren una diferenciación mesenquimal y migran para dar lugar al 

mesodermo y al endodermo. La nueva habilidad de migrar marca la completa EMT 

durante la gastrulación [18], [19]. 

Otro ejemplo de EMT de tipo 1 durante la embriogénesis ocurre en la 

generación de la cresta neural (figura I.5). Ésta se compone de células precursoras 

con habilidad de migrar a distancias extraordinariamente lejanas del embrión [20]. Al 

igual que ocurre en la gastrulación, las células que provienen del neuroectodermo 

experimentan una EMT, pierden las uniones célula-célula e invaden la membrana 

basal para migrar lejos del tubo neural diferenciándose en tejido óseo, músculo liso, 
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neuronas periféricas, glia y melanocitos [20-22]. La EMT es un proceso transitorio y 

reversible ya que estás células mesenquimales revierten a un fenotipo epitelial a 

través de un proceso opuesto a la EMT, la MET (mesenchymal-epithelial transition) 

como ocurre en la formación de los epitelios renal y ovárico [23]. 

 

Figura I.5 Formación y delaminación de las células de la cresta neural. A. Las células del 
borde del pliegue neural se muestran en amarillo, son las que formarán la cresta neural. B En 
amarillo se muestra la migración de las células de la cresta neural.  
(http://www.med.unc.edu/embryo_images) 

El programa EMT tiene lugar en fases subsiguientes de la embriogénesis durante 

la formación de la válvula cardíaca, la fusión palatal y la formación del sistema 

nervioso periférico [24], evidenciando su importante papel durante el desarrollo 

embrionario. 

EMT tipo 2: EMT asociada a la regeneración tisular y la fibrosis. 

La EMT de tipo 2, a diferencia de la de tipo 1, tiene lugar en el tejido adulto. En 

respuesta a señales inflamatorias o daño tisular, las células epiteliales experimentan 

una EMT produciendo fibroblastos que permiten realizar el proceso fibrótico en los 

órganos dañados [25]. Estos fibroblastos liberan una gran variedad de señales 

inflamatorias, como el TGF-β [26] y componentes de MEC (matriz extracelular) como 

colágenos, lamininas y elastina (figura I.6) 

La mayoría de las pruebas provienen de estudios en ratones portadores de 

genes reporteros controlados por promotores epiteliales. El comportamiento de 

estos reporteros evidenció que las células epiteliales, vía EMT, eran precursoras de 

fibroblastos que participaban en la fibrosis [27]. Los fibroblastos no son 

especialmente abundantes en los riñones pero cuando se produce daño tisular, el 

36% de los fibroblastos provienen de EMT locales, entre el 14-15% provienen de la 

médula ósea y el resto por proliferación local [25, 28, 29]. También existen 
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evidencias de que la EMT contribuye a la fibrosis en pulmón [30], [31], [32] y en 

hígado [25] .  

 

Figura I.6 EMT y fibrosis [10]. La EMT de tipo 2 está asociada a la inflamación y a la 
generación de moléculas por parte de células inflamatorias y, a fibroblastos activados 
residentes (miofibroblastos). Estas moléculas causan la disrupción de la capa epitelial por 
degradación de la membrana basal. Las células epiteliales pierden su polaridad y padecen 
una EMT o, mueren por apoptosis. 

Durante el proceso de curación de heridas (Wound Healing), algunas células 

alrededor de la herida, gracias a la EMT, restauran la arquitectura original del tejido 

[33]. Por ejemplo, después de daño en la piel, los queratinocitos epidérmicos a lo 

largo de los límites de la herida sufren un proceso similar a la EMT antes de migrar al 

lugar del daño [33], [34]. Estos queratinocitos en los bordes de la herida pierden sus 

contactos célula-célula, célula-sustrato, inician la secreción de enzimas que 

degradan la matriz y reorganizan el citoesqueleto, lo que les permite invadir el tejido 

conectivo subyacente y migrar hasta la herida, participando en la re-epitelización del 

tejido. 

La mayoría de los mecanismos que gobiernan la curación de heridas guardan 

analogías con el proceso de invasión tumoral que ocurre durante la primera fase de 

la metástasis por ello, ciertos autores, como se recoge en [34], han denominado a 

los tumores como “heridas que no curan”. 
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EMT tipo 3: EMT asociada con la progresión tumoral y metástasis. 

La excesiva proliferación de células epiteliales y la angiogénesis son marcadores 

de la iniciación y crecimiento de un carcinoma primario [1]. La adquisición de 

capacidad invasiva se manifiesta inicialmente por la degradación de la membrana 

basal, lo que permite la diseminación metastásica con fatales consecuencias para la 

vida humana. La activación del programa EMT se ha propuesto como mecanismo 

crítico para la adquisición del fenotipo maligno por células epiteliales cancerosas 

[35]. Estas células que padecen la EMT se encuentran en el frente invasivo de 

tumores primarios, expresan marcadores mesenquimales y son capaces de intravasar, 

de ser transportadas a través de la circulación, de extravasar, y de formar 

micrometástasis o macrometástasis (figura I.7). 

 

Figura I.7 Contribución de la EMT a la progresión de un tumor [36]. La progresión desde 
un epitelio normal a un carcinoma invasivo pasa por muchos estadios. 1) Células epiteliales 
del tumor primario padecen EMT y adquieren propiedades invasivas. 2) Degradación de la 
membrana basal y cambios en la composición de la MEC que facilitan la invasión. 3) Las 
células tumorales invaden el tejido subyacente individualmente [37] (3a) o colectivamente 
[38] (3b). 4) las células entran en los vasos del tumor o cercanos al tumor. 5) Las células 
tumorales son transportadas por la circulación llegando a capilares donde se produce la 
extravasación (6). 7) las células tumorales pueden permanecer latentes durante años. 8) 
Algunas veces, algunas células diseminadas crecen formando un tumor secundario 
requiriendo una MET y angiogénesis (9). Las células fuera del tumor pueden padecer anoikis 
en diferentes estadios de la cascada (se indica por una cruz). No todos los pasos ocurren 
necesariamente de una manera linear por ejemplo, tumores premalignos pueden 
vascularizarse en el lugar de formación del tumor primario ya que, las células tumorales no 
están sometidas a tanto estrés alargandose así el tiempo de la inducción metastásica. 
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Aunque hoy en día, observaciones tanto in vitro como in vivo demuestran el 

papel de la EMT en los primeros pasos de la cascada metastásica [39, 40], durante 

muchos años fue difícil relacionarla cómo un mecanismo potencial en la progresión 

de un carcinoma. Dos de las principales razones fueron que la EMT no se puede 

seguir ni en el espacio ni en el tiempo [35], y porque las metástasis son similares 

histológicamente a los tumores primarios [41]. La similitud histológica entre las 

metástasis y los tumores primarios puede interpretarse como una EMT reversible, la 

cual permitiría en primera instancia la migración y diseminación hacía diferentes 

órganos; una vez allí, la células que han padecido una EMT activarían el programa 

opuesto, la MET, el cual les permitiría establecer colonias secundarias retomando la 

morfología epitelial, adquiriendo de nuevo la habilidad de crecer y proliferar [42], 

[43], [37].  

La hipótesis de que las células de un tumor pasan a través de una EMT parcial se 

refuerza por el hecho de encontrar, durante la progresión del tumor, células que 

expresan tanto marcadores epiteliales como marcadores mesenquimales, lo que 

hace aparecer células con fenotipos intermedios (figura I.8) 

 

 

 

Figura I.8 Durante la progresión de un tumor existe gran heterogeneidad tanto 
morfológica como molecular [10]. En la figura aparecen los marcadores epiteliales (en rojo) 
y los mesenquimales (verde) utilizados para describir la EMT. 
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EMT y Cancer Stem Cell. 

Estudios recientes en tejidos neoplásicos han evidenciado la existencia de 

células cancerosas con propiedades stem cell, las llamadas cancer stem cell (CSC) 

células con capacidad de renovarse y de establecer nuevos tumores [44]. Las CSC se 

descubrieron inicialmente en el sistema hematopoyético [45]. Actualmente se ha 

detectado la existencia de CSC en tumores sólidos de mama [46] , colon [47], [48] y 

cerebro [49].  

 
Figura I.9 La transformación de stem cells normales o la inducción del programa EMT 
en células diferenciadas tumorales podría generar CSC [50]. 

El programa de EMT se relaciona con el perfil descrito por varios autores para 

las stem cells, ya que  la detección de fenotipos intermedios durante la progresión 

de un tumor [10], [21] concuerda con un perfil típico de stem cell [50]. Además, 

recientes investigaciones en tejido mamario han demostrado que el programa EMT 

dota a las células epiteliales normales y a las células transformadas de propiedades 

características de stem cell, como la capacidad de autorrenovarse (generación de 

mamosferas) y la de iniciar tumores (figura I.9) [50]. Incluso, stem cells normales  y 

transformadas de epitelio mamario que muestran los marcadores de superfície de 

CSC muestran múltiples características relacionadas con una transición mesenquimal 

como la expresión de marcadores mesenquimales como vimentina y fibronectina, e 

incremento de la expresión de varios de los factores de transcripción que inducen la 

EMT. De acuerdo con los datos encontrados en células epiteliales de mama, la 
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diferenciación de células stem cell embrionarias humanas también esta asociada a 

todos los cambios que ocurren durante la EMT [51]. 

Algunos estudios sugieren que las CSC pueden dividirse en dos tipos: las 

estacionarias (SCS) y las migradoras (MCS) [52]. Las SCS permanecerían activas en el 

epitelio para reparar lesiones y persistirían en áreas diferenciadas durante la 

progresión de un tumor, pero no podrían migrar. Sin embargo, las MCS derivarían 

de las SCS a través de la adquisición de una EMT transitoria. Como consecuencia 

podrían migrar y al conservar sus habilidades de stem cell podrían formar metástasis. 

Esta relación entre EMT y stem cell indica que la EMT puede facilitar la generación de 

células tumorales con características mesenquimales necesarias para la diseminación 

y, con las propiedades de autorrenovación necesarias para la iniciación de tumores 

secundarios (figura I.9) [53]. 

Así pues, la inducción de la EMT en células epiteliales normales y tumorales de 

mama y de colon genera células stem-like-cell, lo que sugiere un papel activo de la 

EMT generando CSC en estos tumores [50]. 

I.2.2 Regulación transcripcional de la EMT.  

Un número elevado de procesos moleculares cooperan en la iniciación y en la 

finalización de la EMT. Entre ellos se encuentran: (1) la activación de factores de 

transcripción, (2) la expresión de proteínas específicas de superficie, (3) la 

reorganización y expresión de proteínas del citoesqueleto, (4) la producción de 

enzimas que degradan la MEC y (5) los cambios en la expresión de miRNAs [10]. En 

la figura I.10 se muestran la mayoría de los marcadores responsables de estos 

cambios durante la EMT [54]. 

Un paso clave en la EMT es la reducción de la adhesión célula-célula mediante la 

represión transcripcional de las cadherinas componentes de las uniones adherentes, 

ocludina y claudina componentes de las uniones estrechas y desmoplaquina 

componente de los desmosomas [54]. 
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Figura I.10 Representación esquemática de los marcadores de la EMT [54]. Los factores 
que aumentan su expresión como cambios en el citoesqueleto y aparición de marcadores 
mesenquimales se representan en el lado verde de la célula, y los marcadores reprimidos se 
representan en el lado rojo de la célula.  

La β-catenina, proteína de la familia armadillo, forma parte de las uniones 

adherentes. Cuando éstas se deshacen transloca al núcleo donde funciona cómo 

cofactor de los miembros de la familia de factores de transcripción Tcf [55], [56] (T-

cell factor)/Lef, los cuáles activan la transcripción de genes que potencian la 

proliferación celular como c-myc [57]. Los filamentos de F-actina del citoesqueleto 

son reemplazados por una red de fibras de estrés regulada por Rho-GTPasa donde 

se unen componentes de la MEC incluyendo integrinas αvβ6, fascina e ILK [58], [59], 

[60]. Estos cambios son suficientes para que las células puedan separarse, pierdan la 

polaridad apico-basal y adquieran un fenotipo en forma de huso, dichos cambios 

facilitan la migración de la célula [23], [21]. La expresión de los filamentos 

intermedios también cambia durante la EMT con la sustitución de la citoqueratina de 

las células epiteliales [61] por la vimentina típica de células mesenquimales [62]. Las 
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metaloproteasas como las MMP-1,-2,-3,-7 y -14 aumentan frecuentemente durante 

la EMT participando, seguramente, en la pérdida de las uniones célula-célula y en la 

degradación de la membrana basal [63, 64]. La composición de la MEC también 

cambia apareciendo proteínas más intersticiales como colágeno de tipo I, 

fibronectina y tenascina [65].  

Otro mecanismo característico de las células que han experimentado una EMT 

es la capacidad de sobrevivir en ausencia de los componentes normales de la MEC. 

Varios de los factores transcripcionales que regulan la EMT inhiben la apoptosis 

mediante la activación de vías como las MAPK y la PI3K. Estos factores proporcionan 

ventajas selectivas las cuáles son esenciales para que las células invasivas se 

diseminen y formen metástasis [66-68]. 

Regulación transcripcional de la E-cadherina. 

Una marca característica de la EMT es la inactivación de la E-cadherina [35], [69]. 

La E-cadherina es el principal componente de las uniones adherentes. Se expresa 

tempranamente en células embrionarias durante la fase de mórula donde su papel 

es indispensable para la compactación celular [70]. La importancia de su función se 

pone de manifiesto en ratones knockout de E-cadherina. Estos ratones mueren en 

estadíos muy tempranos del desarrollo [71]. También se expresa posteriormente al 

desarrollo embrionario, donde su expresión y su función es esencial para la 

inducción y el mantenimiento de la polaridad celular [72]. Esta capacidad de la E-

cadherina de mantener la adhesión entre las células es lo que le otorga la capacidad 

de actuar como gen supresor de tumores. Además, la alteración de la expresión de 

la E-cadherina es suficiente para desencadenar una EMT [69], [73] y en algunos 

sistemas es necesaria su represión para que el tumor sea invasivo [74], [75]. Por el 

contrario, forzando la expresión de la E-cadherina en ciertos carcinomas invasivos se 

inhibe la capacidad de invadir y de hacer metástasis; inversamente, el bloqueo de la 

función de la E-cadherina en tumores no invasivos activa su capacidad metastásica 

[76]. En una gran variedad de cánceres humanos, la pérdida de la E-cadherina se 

relaciona con peor pronóstico, progresión tumoral y metástasis [77], [78], lo que 

implica que su regulación es clave en la diseminación de un tumor. 
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Durante la progresión tumoral E-cadherina puede ser inactivada funcionalmente 

o silenciada mediante diferentes mecanismos [79]. Además del control post-

transcripcional [80], existen mutaciones somáticas (frecuentes en cáncer de mama 

lobular) y represión del gen de la E-cadherina (CDH1) mediante hipermetilación y 

deacetilación del promotor o/y por la unión de represores transcripcionales [79, 81, 

82] (figura I.11). 

 

Figura I.11 Esquema representativo de la regulación de la expresión de la E-cadherina 

durante la EMT [83]. 

Mediante el análisis sobre el promotor proximal de la E-cadherina de ratón se 

identificaron las cajas E, secuencias cortas de seis nucleótidos (-CACCTG- o –

CAGGTG-), las cuales determinan la expresión específica en células epiteliales. La 

inactivación de estas secuencias activa la transcripción de la E-cadherina en células 

mesenquimales, lo que indica la existencia de represores que silencian la expresión 

de esta proteína en células no epiteliales [84]. Los primeros represores identificados 

fueron los factores de transcripción con dominios Zinc fingers Snail1 (Snail)/ y Snail2 

(Slug) [85-87] y los factores de transcripción Zeb1 “Zinc finger E-box binding 

homeobox” (∆EF1 o ZFHX1A) [88] y Zeb2 (SIP1 “Smad interacting protein”/ZFH1B) [89] 

todos capaces de unirse a las cajas E del promotor de la E-cadherina. Otros 

represores potentes incluyen los factores de transcripción basic helix-loop-helix 

E12/E47 (TCF3) [90] y Twist [91]. Estos represores reprimen activamente la E-
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cadherina mediante el reclutamento de corepresores o, como en el caso de Twist, 

activando la expresión de otros represores de la E-cadherina. 

Estos factores de transcripción también actúan durante el desarrollo 

embrionario [92-95]. Además, la sobreexpresión de estos factores en células 

epiteliales no sólo resulta en la represión de la E-cadherina sino en la 

reprogramación de la célula a un estado mesenquimal. Durante la EMT estos 

represores también reprimen otras moléculas de las uniones adherentes [6] e 

inducen características mesenquimales de una manera coordinada [86, 96]. La 

expresión de Snail1 induce la expresión de fibronectina o de vitronectina [97]. En el 

caso de Twist, este regulador de la EMT induce la expresión de la quinasa Akt2, un 

efector de PI3K y un regulador importante de las vías de supervivencia durante la 

EMT [98]. 

Recientemente se han identificado small non-coding RNA, llamados microRNAs 

o miRNAs, como reguladores de la EMT los cuales inhiben la expresión génica a nivel 

post-transcripcional disminuyendo la estabilidad de mRNAs diana mediante la unión 

a su extremo 3’ UTR. Esta inhibición de la traducción se acompaña de una reducción 

en la estabilidad de los mRNAs diana. Concretamente las familias de los miR-200 y 

miR205 controlan la expresión de Zeb1 y de Zeb2 por lo tanto indirectamente 

controlan la expresión de la E-cadherina [99, 100]. 

I.2.3 Diferentes vías de señalización activan estímulos que desencadenan 
la EMT. 

El microambiente de un tumor compuesto por factores solubles y componentes 

de la MEC juega un papel importante en la inducción de la EMT y la metástasis. 

Además, la interacción de las células tumorales con el microambiente local induce la 

secreción autocrina o paracrina de factores de crecimiento, citoquinas y 

componentes de la MEC, que pueden desencadenar el programa molecular de la 

EMT y evidenciar su dinamismo [14, 101, 102].  

Durante los últimos años se han asociado un gran número de vías de 

señalización y factores de crecimiento con la EMT como el factor de crecimiento 

epidérmico (EGF) vía JAK quinasa [103], el factor de crecimiento fibroblástico (FGF) 

vía ERK/MAPK [104-107] y el factor de crecimiento hepático (HGF) [107, 108]. La 
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figura I.12 muestra las vías de señalización más representativas innvolucradas en la 

EMT y sus interrelaciones, de una manera resumida. 

 

Figura I.12 Red molecular representativa que regula la EMT [6].  
 

La vía Wnt/ββββ-catenina está íntimamente relacionada con la EMT [109]. Cuando 

Wnt se une a los receptores Frizzled y LRP5/6 inactiva GSK3β,  lo que resulta en la 

estabilización y acumulación nuclear de β-catenina, que activa la transcripción de 

genes como c-myc, ciclina D y survivina [110]. Además, la translocación nuclear de 

β-catenina activa la expresión de Slug promoviendo la EMT. Como se explica en el 

apartado I.3, Wnt al suprimir la actividad de GSK3β, unida al complejo de 

degradación, estabiliza a otro regulador central de la EMT, Snail1 [111, 112]. 

TGF-ββββ es otro potente inductor de la EMT. Contribuye a la EMT tanto en el 

desarrollo embrionario como durante la progresión tumoral [113]. Las señales 

activadas por este factor inhiben proteínas epiteliales como E-cadherina, ZO-1 y 

queratinas. Además, también activan  la expresión de proteínas mesenquimales 

como la fibronectina y la vimentina. TGF-β actúa a través de las proteínas Smad, de 

la vía de ERK y de la vía PI3K [102, 114]. También coopera con numerosas quinasas 

como RAS, MAPK, p38 MAPK en la activación de la EMT [115].  
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La disociación de las uniones célula-célula durante la EMT obliga a las células a 

regular las uniones con la MEC a través de las integrinas. Se han observado 

conexiones entre diferentes vías que activan la EMT y las integrinas. Por ejemplo, la 

EMT inducida por TGF-β requiere de la señalización vía integrina β1. Estudios 

recientes han evidenciado una interrelación entre E-cadherina e integrinas que 

coordina el cambio entre ellas durante la EMT. La represión de la E-cadherina activa 

la GTPasa Rap1 la cual regula la activación citoplasmática de las integrinas necesaria 

para la activación de las adhesiones focales [116]. De igual manera, a través de la 

activación de la ILK, las integrinas pueden causar la represión de la E-cadherina [117].  

Los ligandos de la vía Hh, Sonic (Shh), Desert (Dhh) y Indian (IHH) en 

vertebrados y Hh en Drosophila, son proteínas secretadas que sufren modificaciones 

post-traduccionales para ser activas completamente. Los efectores más significativos 

de esta vía son los factores de transcripción Gli1-3 (zinc fingers proteins). Aunque no 

se muestra en la figura, esta vía también está implicada en la inducción de la EMT. En 

células epidérmicas de ratón o de riñón inmortalizadas, Gli1 induce la rápida 

expresión de Snail1 promoviendo la EMT [118]. El bloqueo de esta vía en cáncer de 

páncreas bloquea la invasión inhibiendo la EMT [119]. 

Otra de las vías que parece estar implica en la inducción de la EMT es la activada 

por Notch. Notch después de ser activado transloca al núcleo y activa la 

transcripción génica mediante la asociación con MAM y p300/CBP. Se observó que 

la vía de Notch también contribuía a la EMT durante la formación de la válvula 

cardíaca en el desarrollo [120]. La sobreexpresión de Jagged1 (ligando) y de Notch1 

induce la expresión de Slug y correlaciona con peor pronóstico en varios cánceres 

humanos [121]. La expresión de Slug es esencial para la EMT inducida por Notch, la 

cual se caracteriza por represión de la E-cadherina, acumulación nuclear de β-

catenina y resistencia a la anoikis. Además, Notch activa dos mecanismos distintos 

que actúan sinérgicamente controlando la expresión de Snail1. En primer lugar, 

Notch activa directamente la expresión de Snail1 uniendo su dominio intracelular al 

promotor de Snail1. Además, potencia al factor HIF-α reclutándolo al promotor de la 

lisina oxidasa LOX activándola, lo cual se traduce en una estabilización a nivel de 

proteína de Snail1 [122]. Por lo tanto, la vía de señalización activada por Notch 
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participa en la EMT inducida por hipoxia, para aumentar la movilidad y la 

invasividad de las células tumorales. 

NF-κκκκB es otro importante regulador de la EMT. En modelos de cáncer de mama, 

NF-κB es importante para la protección contra la apoptosis, la inducción y 

mantenimiento de la EMT y para la metástasis [123]. Existen datos que sugieren que 

la inducción de la EMT tanto por Ras como por TGF-β y parte de la activación génica 

específica de la EMT es mediada por la actividad transcripcional dependiente de NF-

κB [124]. Entre los genes activados por NF-κB se encuentran los represores de la E-

cadherina Snail1 y Twist [14, 125, 126]. 

Estudios recientes evidencian la cooperación entre las vías estimuladas por TGF-

β, Notch, Wnt y NF-κB en la inducción de la EMT [113, 127].  

Además, de estos estímulos extrínsecos existen otros intrínsecos como por 

ejemplo mutaciones en moléculas transductoras de señales. Existe la idea de que 

aunque haya factores como el TGF-β que son capaces de inducir la EMT en células 

normales epiteliales, estos factores necesitarían de un ambiente genético concreto 

para mantener activado el programa génico de la EMT. Así, el receptor de TGF-β se 

encuentra mutado en muchos cánceres humanos [128]. Por lo tanto, el background 

genético que presenta una célula juega un papel importante dentro de los 

mecanismos que regulan la EMT. 

Por lo tanto, la EMT es un proceso dinámico que abarca muchos factores 

extrínsecos e intrínsecos. La complejidad de las vías transductoras es tan amplia que 

es preferible hablar de red reguladora de la EMT. 
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I.3 El factor de transcripción Snail1. 

Como se puede observar en la figura I.12 la mayoría de las vías que regulan la 

EMT convergen en los factores de transcripción de la superfamilia Snail. 

I.3.1 La superfamilia de los factores de transcripción Snail. 

Los genes snail codifican factores de transcripción con un dominio de unión al 

DNA del tipo dedos de zinc [129]. Todos los miembros de la superfamilia Snail 

presentan una estructura conservada. Se componen de una región C-terminal que 

contiene de cuatro a seis dedos de zinc del tipo C2H2 [130] y una región N-terminal 

bastante divergente. El tercer y cuarto dedo de zinc muestra una secuencia consenso 

para todos los miembros de la superfamilia Snail. Si se comparan las secuencias 

correspondientes a la región del segundo y quinto dedo de zinc la superfamilia Snail 

se puede dividir en dos grupos independientes pero relacionados: la familia Snail y 

la familia Scratch (figura I.13). A su vez, en los animales vertebrados, la familia 

Snail1 se divide en dos subfamilias: Snail1 (Snail) y Snail2 (Slug).  

 

Figura I.13 La superfamilia Snail1 adaptada de [131]. En amarillo se muestran los dominios 
específicos que definen la superfamilia de Snail encontrados en vertebrados. El color verde 
oscuro muestra la familia Snail, el azul la familia Scratch y el verde claro la subfamilia Slug. El 
dominio SNAG y el tercer y cuarto dedo de zinc está consevado en todas los vertebrados (en 
D. melanogaster y C.elegans en lugar del dominio SNAG tienen un dominio de unión a CtBP). 
La familia Scratch se identifica por el dominio Scratch y el primer dedo de zinc. La subfamilia 
Slug se identifica por el dominio Slug y por la secuencia del primer dedo de zinc. En 
mamíferos la proteína Snail1 ha perdido el primer dedo de zinc. 
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La aparición de estas dos familias sería consecuencia de la duplicación de un 

putativo gen snail al inicio de la aparición de los metazoos. Subsecuentes 

duplicaciones independientes en protóstomos y deuteróstomos parece haber 

originado la situación actual [131, 132]. 

Recientemente se ha descrito en vertebrados un tercer miembro de la familia 

Snail, el llamado Snail3 (Smuc) [133]. Éste diverge de los otros miembros en el 

dominio N-terminal pero sus dominios y residuos lo identifican claramente como un 

miembro de la familia Snail. De los tres miembros en vertebrados, los 

funcionalmente equivalentes Snail1 y Snail2 intervienen en la EMT. De hecho, todos 

los eventos relacionados con EMT que tienen lugar durante el desarrollo 

embrionario y, también en la fibrosis y el cáncer están asociados a la activación de 

los genes snail [97]. 

I.3.2 El factor de transcripción Snail1. 

Snail1 fue el primer represor descrito de la superfamilia Snail. Se identificó en 

Drosophila como un factor de transcripción esencial para la formación del 

mesodermo [134]. Snail1 tiene un papel central en la morfogénesis [85, 135]. Desde 

insectos hasta mamíferos, Snail1 es necesario para la formación del mesodermo y de 

la cresta neural. La ausencia de Snail1 en embriones de ratón causa la muerte en 

estadíos tempranos del desarrollo por no completar la gastrulación por una 

deficiente EMT [136]. La EMT inducida por Snail1 convierte las células epiteliales en 

células mesenquimales con propiedades migratorias que contribuyen a la formación 

de varios tejidos durante el desarrollo embrionario y en la adquisición de 

propiedades invasivas en tumores epiteliales [97]. La expresión de Snail1 reprime la 

E-cadherina e induce una completa EMT en células MDCK (Mardin-Darby Canine 

Kidney) y en líneas celulares de cáncer de mama [85, 86]. En el mismo sentido, la 

inducción de la EMT correlaciona con la inducción de Snail1 [96, 137]. Snail1 se 

expresa en las células invasivas en tumores de piel de ratones [86], en las biopsias de 

pacientes con carcinoma de mama [138], cáncer gástrico [139] y carcinomas 

hepáticos [140]. Además, se expresa en las células del estroma que forman parte del 

microambiente del tumor [141], aparece como un marcador temprano del fenotipo 

maligno y se comporta como un factor de pronóstico [138]. Por lo tanto, Snail1 
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juega un papel fundamental durante la EMT que tiene lugar en el desarrollo 

embrionario [134], en la metástasis y recientemente en la fibrosis [142].  

Regulación a nivel proteína. 

Snail1 es una proteína de 264 aminoácidos compuesta por dos dominios 

diferenciados que interaccionan el uno con el otro [143]: el dominio N-terminal (1-

151) y el dominio C-terminal (152-264) (figura I.14).  

 

Figura I.14 Esquema de la estructura de Snail1 en mamíferos. La región N-terminal 
comprende los aminoácidos 1-151 y contiene el dominio SNAG necesario para la actividad 
represora de Snail1. En esta región también se encuentra el dominio rico en serinas 
involucrado en la regulación de la localización y estabilidad de la proteína y una secuencia de 
exporte nuclear (NES). En la región C-terminal encontramos los cuatro dedos de zinc. Los 
elementos reguladores de la Box-1 se magnifican detallando las fosforilaciones de GSK3β y la 
supuesta oxidación de la LOXL2. 

El dominio C-terminal contiene cuatro dedos de zinc del tipo C2H2 y funciona 

como dominio de unión al DNA. Los dedos se estructuran por dos cadenas en 

lamina-β seguidas de una α-hélice, la parte aminoterminal de la cual se une al surco 

mayor del DNA. Las dos cisteinas e histidinas coordinan la unión con el átomo de 

zinc. El último dedo de zinc no contiene la secuencia conservada C2H2 presente en 

los otros dedos de zinc [143]. En el dominio N-terminal se encuentra el dominio 

SNAG (Snail/Gfi) [144]. Este dominio está conservado en todos los genes snail de 

vertebrados y es necesario para la actividad represora de Snail1 [85].  
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La alineación del dominio N-terminal de diferentes homólogos de Snail1 mostró, 

a excepción del dominio SNAG, que la secuencia más conservada era la 

comprendida entre los aminoácidos 82-151. En este subdominio se encuentra una 

señal de exporte nuclear (NES) precedida de una secuencia rica en serinas.  

La mayoría de datos muestran una correlación inversa entre la expresión de la 

E-cadherina y la de Snail1 [145]. Aún así, en ciertas líneas celulares tumorales ambos 

mRNA pueden coexistir [146]. Este dato planteó la posibilidad de que existiera una 

regulación post-transcripcional de Snail1. Se observó que la fosforilación del motivo 

rico en serinas hacía menos eficiente a Snail1 como represor, ya que la fosforilación 

de esta secuencia hacía accesible la NES (secuencia rica en leucinas) al transportador 

nuclear CRM1 facilitando el exporte de Snail1 fuera del núcleo [143]. Hoy en día se 

sabe que la quinasa responsable de las fosforilaciones en la secuencia rica en serinas 

de Snail1 es la GSK3β [147]. GSK3β fosforila a Snail1 en dos motivos dentro de la 

secuencia rica en serinas (figura I.14). Uno de los motivos se encuentra cerca de la 

NES, la fosforilación en cuatro serinas de esta región controla la localización 

subcelular de Snail1 provocando la salida de Snail1 del núcleo. El otro motivo 

coincide con una caja de destrucción reconocida por la ubiquitin ligasa β-Trcp, la 

fosforilación de éste en dos serinas provoca la ubiquitinización y posterior 

degradación vía proteosoma de Snail1. Recientemente, los mismos autores que 

describieron la regulación dual (tanto a nivel proteína como a nivel transcripcional 

[125]) de Snail1 por GSK3β, han descrito la existencia de una small C-terminal 

domain phosphatase (SCP), la cual regula la defosforilación y por lo tanto la 

estabilidad de Snail1 mediante interacción directa en el núcleo [148]. Un trabajo 

publicado hace poco por nuestro grupo demuestra como existe un control de la 

estabilidad proteica de Snail1 independiente de fosforilación y por tanto 

independiente de GSK3β. Este nuevo mecanismo de regulación de la estabilidad de 

Snail1, relevante durante la EMT inducida por hipoxia, requiere la actividad de la 

ubiquitin ligasa Fblx14 la cual promueve la ubiquitización y degradación a través del 

proteosoma de Snail1 [149].  

Las lisinas K98 y K137 son importantes para la función represora y la estabilidad 

de Snail1. Se ha descrito que la oxidación de estas lisinas por la lysil-oxidase-like-2 

(LOXL2) provoca cambios en la conformación de Snail1 que enmascaran la secuencia 
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de fosforilación por GSK3β y por lo tanto estabiliza a Snail1 [150]. Además estas 

lisinas junto a la lisina K146 son importantes para la estabilidad de Snail1 controlada 

por Fbxl14 [149]. 

El dominio C-terminal no sólo es importante para la localización celular de 

Snail1 (unión al DNA) sino también por ser fosforilado por la quinasa Pak-1 en la 

S246. Dicha fosforilación retiene a Snail1 en el núcleo y por lo tanto favorece su 

actividad [151]. Igualmente, se han descrito nuevas fosforilaciones en el dominio N-

terminal de Snail1 que también afectan a la estabilidad y a la funcionalidad de este 

factor de transcripción como la fosforilación de la S11 y de la S92 [152]. 

Recientemente, también se han descrito otros mecanismos de regulación post-

transcripcional de Snail1 independiente del mecanismo de control por GSK3β. Es el 

caso de YP1, un nuevo inductor de la EMT, el cual induciría la expresión de Snail1 

mediante la activación de la traducción CAP-independiente del mRNA de dicho 

factor de transcripción [153] y, la estabilización de Snail1 mediada por TNFα/NFκB y 

COP9 signalosoma 2 durante la inflamación [154]. 

I.3.3 Funciones moleculares de Snail1. 

A través de experimentos de transfección con diferentes promotores, se 

identificó la secuencia consenso de unión al DNA de los diferentes genes snail como 

la secuencia de seis nucleótidos –CAGGTG- [129]. Este motivo se llama caja E (E-box) 

y es idéntico al que se unen los factores de transcripción del tipo bHLH, y al que se 

encuentra en el promotor de la E-cadherina. Mediante su unión a las cajas E, Snail1 

actúa como represor transcripcional. Los efectos represores de Snail1 requieren 

tanto el dominio C-terminal de unión al DNA como el dominio SNAG presente en el 

N-terminal. 

Existen varias evidencias de que Snail1 bloquea la expresión de la E-cadherina 

mediante unión directa (reclutando complejos represores a las cajas E presentes en 

su promotor (CDH1)) e indirectamente activando la expresión de otros represores 

como Zeb1 y Zeb2 [155, 156]. Como muestra la figura I.15 existen tres cajas E en el 

promotor CDH1. Las tres controlan la expresión de la E-cadherina [79]. 
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Figura I.15 Representación esquemática del promotor proximal de la E-cadherina 
humano [79]. Se muestran las tres E-boxes. La E-box 2 no aparece porque no se conserva 
comparándo el promotor humano con el promotor de la E-cadherina en ratón donde se 
describió por primera vez este promotor [157]. 

La expresión de Snail1 se asocia con una disminución en la acetilación de la H3 

y la H4 del promotor CDH1. Esto es debido al reclutamiento de HDAC1 y HDAC2 al 

promotor mediante la interacción con el dominio SNAG de Snail1. Este 

reclutamiento puede depender de mSin3A [158, 159]. Otro mecanismo mediante el 

cual Snail1 puede reprimir la E-cadherina es mediante la interacción con AJUBA y el 

reclutamiento de la metiltransferasa PRMT5 [160]. Nuestro grupo ha descrito como 

Snail1 recluta otro complejo represor mediante la interacción con Suz12, el 

Polycomb complex 2 (PRC2) [161] provocando la trimetilación de la K27 de la H3 

(marca represora). Este sistema de represión no sólo tiene lugar en el promotor de 

CDH1 sino en otros promotores regulados por Snail1 como PTEN y MUC1 [161].  

Aunque E-cadherina se considera un represor del fenotipo mesenquimal, y la 

disrupción de las uniones permite la activación de muchas vías que inducen los 

cambios moleculares y fenotípicos observados durante la EMT (MAPK [162], RhoA 

[163], ILK [164] y NFκB [165, 166] ) la pérdida de la E-cadherina no es suficiente para 

activar totalmente el programa mesenquimal, lo que indica que se requiren señales 

adicionales. La transfección de la E-cadherina en células que expresan Snail1 no 

bloquea la represión de Snail1 sobre otros componentes de las uniones, lo que 

demuestra que Snail1 reprime las proteínas que forman las tight junctions 

independientemente de la E-cadherina [167]. Así, Snail1 reprime directamente la 

expresión de proteínas presentes en las uniones intercelulares como claudinas y 

ocludinas [168]. Otros genes epiteliales reprimidos por Snail1 son: la desmoplaquina, 

el receptor de Vitamina D, muc1 y la citoqueratina 18 [86, 155, 169]. En todos los 

casos la represión depende de las cajas E presentes en los promotores 
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correspondientes. Además, la expresión de Snail1 produce un cambio en el patrón 

de expresión de la p120-catenina apareciendo la isoforma más típica de fibroblastos 

[167, 170].  

 

Figura I.16 Genes regulados por Snail1 [97]. La expresión de Snail1 induce la pérdida de 
marcadores epiteliales y la ganancia de marcadores mesenquimales. Además, induce 
cambios en la morfología y en la adquisición de movilidad y capacidad invasiva. También 
regula la proliferación y la muerte celular. No todos son regulados directamente por Snail1. 

Aunque Snail1 se define como represor transcripcional, su expresión activa 

varios genes mesenquimales entre los cuales se encuentran: proteínas de la MEC 

como la Fibronectina [86, 155], las MMP-1,-2 y -7 [171, 172], proteínas del 

citoesqueleto como la vimentina [16] y factores de transcripción como LEF-1 y Zeb1 

[155]. Además, la expresión de Snail1 está implicada en la activación de las vías ERK 

y PI3K [67], en la regulación de la proliferación celular mediante la represión de la 

ciclina D2 y la activación de p27/Cip1 y, en la evasión a la apoptosis reprimiendo p53, 

caspasas y Pten [173, 174]. 

Así que, teniendo en cuenta las funciones moleculares descritas de Snail1 

(figura I.16) y el hecho de que tanto Snail1 como los demás genes de la familia 

Snail se expresan en todos los procesos estudiados en los que ocurre la EMT [132] 

pueden ser definidos cómo claros reguladores de la transición epitelio mesénquima 

(EMT). 
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I.4 La serina/treonina quinasa Akt. 

La serina/treonina quinasa Akt/PKB es un regulador central de muchos procesos 

celulares tanto en células normales como en células tumorales. Akt controla la 

proliferación celular, el crecimiento, el metabolismo, la diferenciación , la migración, 

la angiogénesis y la supervivencia [175, 176]. 

 

Figura I.17 Representación de las diferentes isoformas de Akt [177]. En la figura se 
muestran el dominio PH, el dominio catalítico (Kinase domain) y el dominio regulador C-
terminal (HM). También se muestran los residuos responsables de la activación de Akt para 
cada isoforma. 

Akt pertenece a la subfamilia de las AGC quinasas, la cual está formada por 518 

miembros en humanos [178]. Akt es el homólogo celular de v-Akt (proteína 

codificada en el genoma del virus Akt8 aislado de un linfoma-T de ratón. c-Akt y v-

Akt fueron clonadas por primera vez en 1991 por tres grupos independientes [179-

181]. La subfamilia de las quinasas Akt en mamíferos está compuesta por tres 

isoformas: Akt1/PKBα, Akt2/PKBβ y Akt3/PKBγ [181, 182]. Cada isoforma es producto 

de un gen diferente y comparten una estructura altamente conservada (> 80%) la 

cual se compone de tres dominios funcionales: un dominio N-terminal pleckstrin 

homology (PH), un dominio catalítico quinasa central en el cual se encuentra uno de 

los residuos responsables de la activación de Akt (figura I.17), y un dominio 

regulador C-terminal en el que se encuentra el segundo residuo que participa en la 

activación de Akt. Éste se localiza dentro de un motivo hidrofóbico (HM FxxF(S/T)Y 

[177]. Todas las isoformas a excepción de la variante de ratón y humano (PKBγ-1) 
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contienen este motivo hidrofóbico regulador [183]. La familia Akt se conserva 

evolutivamente desde C. elegans hasta el humano (excepto en levaduras). Entre C. 

elegans y el humano existe un 60% de identidad en la secuencia aminoacídica. Entre 

ratón y humano más del 95%. Tanto el dominio quinasa como el dominio HM se 

conservan entre los diferentes miembros de las AGC quinasas, todos ellos 

mediadores de las respuestas inducidas por insulina y factores de crecimiento. 

Curiosamente, el dominio PH esencial para la unión a PtdIns(3,4,5)P3 no existe en el 

ortólogo de Akt en S. cerevisae (Sch9) [184, 185].  

En cuanto a la distribución tisular tanto Akt1 como Akt2 se expresan 

ubicuamente mientras que Akt3 no se detecta en muchos de los tejidos donde las 

otras isoformas son abundantes. Akt2 se expresa predominantemente en tejidos 

dependientes de insulina como el tejido adiposo, el músculo esquelético y el hígado. 

Akt3 presenta relativa abundancia en el cerebro y los testículos [177]. Trabajos 

recientes con ratones deficientes en alguna de las isoformas o varias han revelado 

funciones específicas de cada isoforma, y alguna redundancia funcional [186]. El 

ratón deficiente en Akt1 muestra una elevada mortalidad neonatal y retraso en el 

crecimiento [187]. El ratón deficiente en Akt2 es insulina-resistente y muestra un 

síndrome similar a la diabetes de tipo II [188]. El ratón deficiente en Akt3 se 

caracteriza por una reducción del 25% en el tamaño y peso del cerebro [189]. La 

inactivación simultánea de las diferentes isoformas provoca un fenotipo más severo 

resultando en la muerte del ratón antes del nacimiento, concretamente en el estadio 

E12 [190]. Los datos extraídos del análisis del fenotipo de estos ratones revela la 

necesidad de mantener cierta actividad de Akt en las células para un correcto 

crecimiento, metabolismo y diferenciación. 

I.4.1 La activación de Akt requiere la fosforilación de dos de sus residuos. 

La activación completa de Akt es un proceso que requiere varias etapas. Un 

elemento clave es la activación de la PI3K [191]. La PI3K puede ser activada mediante 

un gran número de factores (PDGF, insulina, EGF, bFGF, IGF-1, etc), que actúan sobre 

receptores tirosina quinasa [182], receptores acoplados a proteína G y sobre la 

activación de la señalización vía integrinas [192]. La PI3K una vez activada genera el 

PtdIns(3,4,5)P3 (molécula mensajera) a partir de PtdIns(4,5)P2. El dominio PH de Akt 
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se une a este segundo mensajero lo que permite la translocación de Akt citosólica a 

la membrana plasmática y su subsiguiente activación. Recientemente se ha descrito 

como la ubiquitinización de Akt en las lisinas K8 y K14 por TRAF6 contribuye a la 

translocación de Akt a la membrana y a su activación [69]. 

 

 

Figura I.18 Esquema representativo de la regulación de la activación de Akt por la PI3K 

(p85/p110) y por interacción directa con diversas proteínas. (adaptado de [192] ). 

La activación de Akt requiere la fosforilación en la T308 y en la S473 (para Akt1). 

La T308 se encuentra en el T-loop del dominio quinasa y la S473 en el motivo 

hidrofóbico. La fosforilación en ambos residuos es necesaria y suficiente para la 

completa activación de Akt [193]. Ambas fosforilaciones dependen de PI3K. La 

quinasa responsable de la fosforilación en la T308  es PDK1 [194]. PDK1, que 

también contiene un dominio PH, tras la producción de PIP3 colocaliza con Akt en la 

membrana plasmástica y la fosforila. Han sido muchas las quinasas candidatas de la 

fosforilación de la S473. Entre las propuestas se encuentran: MAPKAP-K2, ILK1, 

PKCβ1, DNA-PK, ATM y la propia Akt [195-197], siendo TORC2 la quinasa 

responsable de la fosforilación en la S473, más aceptada [198]. Una vez activada en 

la membrana plasmática, Akt transloca al citosol y al núcleo donde fosforila a sus 

proteínas sustrato [199, 200]. 
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Se han descrito varias fosfatasas responsables de la regulación negativa de Akt. 

Entre las que actúan upstream se encuentra Pten [201] que defosforila tanto 

PtdIns(3,4,5)P3 como PtdIns(4,5)P2; y SHIP [202] responsable de la defosforilación de 

PtdIns(3,4,5)P3 para generar PtdIns(4,5)P2. Además, se han descrito dos fosfatas 

directas de Akt: la PP2A y la PHLPPα las cuales defosforilan la T308 y la S473 

respectivamente [203-205]. 

El mecanismo de activación dependiente de PI3K es común para las tres 

isoformas, pero los datos fisiológicos que demuestran la no redundancia de función 

entre ellas sugieren mecanismos adicionales de activación. 

Investigaciones recientes demuestran como varias proteínas mediante la 

interacción directa con Akt modulan su actividad de una manera positiva o negativa 

[206]. Algunas de estas proteínas que interaccionan con Akt contienen actividad 

enzimática como PDK1 [207], SETDB1 (H3 metiltransferasa) [208] y fosfatasas 

específicas de Akt como PHLPP y PP2A [204]. Otras proteínas que también 

interaccionan con Akt no tienen actividad enzimática, lo que sugiere que sus 

interacciones con una o más regiones de Akt afecta la actividad quinasa de Akt, la 

aproximan a algún componente regulador de Akt o bien cambian su localización 

celular. En la figura I.18 se muestran algunas de estas proteínas (para más detalle 

ver figura R. 20). Alguna de estas proteínas interaccionan específicamente con una 

de las isoformas de Akt [209]. 

I.4.2 La complejidad de la señalización vía Akt y su importancia en la 

fisiología y enfermedad humana. 

El primer residuo fosforilado por Akt fue identificado en la serina 9 de la GSK3β 

[210]. Diversos experimentos con péptidos que contenían variantes de esta 

secuencia definieron el motivo mínimo reconocido y fosforilado por Akt como R-X-

R-X-X-S/T-B, donde X representa cualquier aminoácido y B aminoácidos 

hidrofóbicos. La mayoría de los sustratos identificados tanto in vitro como in vivo de 

Akt contienen este motivo, pero es posible que existan secuencias no conocidas 

todavía, o interacciones macromoleculares en las células que pudieran permitir a Akt 

fosforilar otros motivos. En la tabla I.1 se listan algunos de los sustratos descritos 

para Akt.  
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Tabla I.1 Sustratos identificados in vivo de Akt [175]. 

Como se deduce de la tabla I.1 y de la gran variedad de sustratos que fosforila 

Akt, esta quinasa activa la supervivencia de las células bloqueando la acción de 

proteínas proapoptóticas como Bad [211] e inactivando la transcripción dependiente 

de FOXO [212] (implicado en apoptosis, metabolismo y parada del ciclo celular). 

Además, actúa indirectamente sobre p53 activando la ubiquitin ligasa MDM2 (HDM2 

en humanos) [213] que desencadena su degradación. Akt también colabora 

activando las vías de supervivencia inhibiendo la actividad de la caspasa-9 [214] y 

GSK3β [210]. Es posible que pueda interaccionar con otras vías. En algunas 

condiciones Akt puede activar la supervivencia vía NFκB o a través de la inhibición 

de JNK/p38 [215].  

Otra de las funciones biológicas de Akt es la de regular la captación de 

nutrientes y el metabolismo celular. Akt regula la captación de glucosa en respuesta 

a la insulina. Mediante la inhibición de Rab-GAP AS160, permite la translocación del 

transportador Glut4 [216]. La inhibición de GSK3β por Akt estimula la síntesis de 

glucógeno. Además, la activación de HIFα induce la expresión de Glut1. Además, los 

efectos de Akt no sólo son sobre el metabolismo de la glucosa; se ha sugerido que 
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Akt puede regular la expresión en la superficie celular de otros transportadores de 

nutrientes [217].  

El control del metabolismo y la activación indirecta de mTORC1 por inhibición 

de TSC2 hace que Akt también controle el crecimiento celular [218].  

Además, Akt puede estimular también la proliferación celular a través de 

muchas proteínas que controlan el ciclo como p27 [219] y p21 [220]. 

Akt juega también un papel importante en la angiogénesis, tanto en situaciones 

fisiológicas como patológicas, con efectos tanto en las células endoteliales como en 

las células que producen señales angiogénicas, en células normales y en las células 

tumorales. En las células endoteliales, Akt es activado mediante el VEGF [221]. 

Además, Akt fosforila eNOS [222] y activa la producción del factor inducible por 

hipoxia HIFα y HIF2α  [223]. Finalmente, Akt1, la isoforma más abundante en las 

células endoteliales,  es necesaria para la correcta migración de estas células  [224]. 

Recientemente se le ha asignado un papel a Akt en el control de la migración 

celular, invasión de la matriz extracelular y metástasis. En estos procesos celulares 

tiene relevancia la no redundancia de funciones entre las diferentes isoformas, las 

cuales dependen del sistema celular que se esté analizando [225]. Recientemente la 

activación de Akt aparece como una característica importante de la EMT [226]. La 

primera demostración de Akt induciendo la EMT no se obtuvo hasta el 2003 [227]. La 

EMT inducida por Akt comporta la pérdida de las uniones célula-célula, cambios 

morfológicos, pérdida de polarización apicobasolateral, inducción de movilidad 

celular, disminución en la adhesión célula-MEC y cambios en la producción y 

distribución de proteínas específicas como en el caso de la desmoplaquina la cual se 

internaliza y la inducción de vimentina. Akt también induce la producción de 

metaloproteasas y la invasión celular. La activación de Akt produce una represión 

fuerte de la E-cadherina lo que permite a la célula permanecer en un estado 

mesenquimal durante la fase de crecimiento del tumor. La represión de la E-

cadherina está asociada a la activación del factor de trancripción Snail1 [125, 227], y 

a la regulación negativa de la familia miR-200 activando la expresión de otro 

represor de la E-cadherina, Zeb1 [228]. Además, la inhibición de Akt provoca el 

fenómeno contrario a la EMT, la MET restaurándose los niveles de E-cadherina [229].  
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Muchas de las vías que inducen la EMT (apartado I.2.3) transducen sus señales, 

al menos en parte, a través de Akt como es el caso del TGF-β [230, 231]. HGF 

aumenta la invasión celular a través de la vía PI3K/Akt en melanomas [225]. Akt 

también juega un papel importante en la metástasis producida por la 

hiperactivación de receptores tirosina quinasa como erbB2/HER2 y IGF-IR [232-234]. 

Akt es requerida para la EMT inducida por Hipoxia [235] y por ILK [60]. Además, Wnt 

es capaz de activar directamente a Akt que a su vez inhibiría GSK3β produciendo 

acumulación nuclear de β-catenina y Snail1, por lo que se ha sugerido que Akt 

podría intervenir en la EMT inducida por Wnt/Dishevelled [236, 237]. Datos recientes 

indican que la expresión de Notch en queratinocitos humanos y cáncer de cervix 

induce una EMT dependiente de PI3K/Akt [238]. 

Por lo tanto Akt aparece como un regulador importante de la fisiología celular 

ya que controla muchos procesos celulares. Varios de ellos fueron propuestos por  

Hanahan y Weinberg como mecanismos característicos del cáncer (Figura I.1) como 

descontrol en la proliferación y el crecimiento, resistencia a la apoptosis, 

angiogénesis sostenida y capacidad invasiva y metastásica. De hecho, la vía PI3K/ 

Akt está alterada en una gran variedad de cánceres humanos mostrando un papel 

importante tanto en la génesis como en la progresión de un tumor [239]. Además, la 

vía PI3K/ Akt es una característica central en la EMT la cual junto con la regulación 

del crecimiento celular, proliferación, metabolismo, angiogénesis, supervivencia y 

migración convierten a Akt como una quinasa necesaria en la mayoría de los 

eventos que tienen lugar en la metástasis.  
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El objetivo general de esta tesis fue describir si Akt y Snail1 estaban 

relacionados directamente dentro del contexto de la EMT. Para estudiar esta 

hipótesis nos centramos en: 

1) La caracterización del mecanismo mediante el cual Snail1 activa a 

Akt examinando si es dependiente o no de su actividad 

transcripcional. 

2) La relevancia de la relación entre Snail1 y Akt dentro de la EMT 

analizando la contribución de Akt a los cambios moleculares 

inducidos por Snail1. 
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RESULTADOS 

Sólo hay un modo seguro de dar una vez en el clavo, y es dar ciento en la 

herradura. Algunos tienen la buena estrella de dar en el clavo la primera vez. Hay 

que perseverar en el intento. 

 

Proverbio ruso 

 



 

 54 

R
E
S
U
L
T
A
D
O
S
 



 

 55 

R
E
S
U
L
T
A
D
O
S
 

R.1 Snail1 aumenta la activación y la actividad de Akt in vivo. 

R.1.1 Snail1 induce la fosforilación de Akt en células epiteliales. 

Datos previos descritos por diferentes grupos muestran cómo células que 

expresan Snail1 exhiben mayor actividad de la vía PI3K/Akt [67, 240] lo que sugiere 

una correlación entre la expresión de Snail1 y la activación de Akt. Se decidió 

comprobarlo mediante la preparación de extractos totales de diferentes líneas 

celulares epiteliales que expresaban el plásmido pcDNA-Snail1-HA de forma estable 

(células Snail1) y el análisis, mediante western-blot, de los niveles de fosforilación de 

los residuos responsables de la activación de Akt (P-T308 y P-S473) [194], [241], 

[242]. Las señales obtenidas se compararon con aquellas presentadas por las mismas 

células pero transfectadas establemente con el vector vacío pcDNA (células control).  

Se decidió analizar los niveles de P-T308 y de P-S473 en diferentes clones 

estables que habían sido crecidos en medio con suero (control positivo de la 

activación de Akt), y compararlos con los de los clones que previamente a la 

extracción habían sido deprivados de suero durante 12 h. Como Akt se activa por 

factores de crecimiento, las células crecidas en presencia de suero mostraron mayor 

fosforilación en estos dos residuos que las células crecidas sin suero (ver figura R.1 

A comparar fosfo-señal de carril 1 con el carril 3 y la del carril 2 con la del carril 4).  

Como se puede observar en la figura R.1 A, las líneas celulares que expresaban 

establemente Snail1, aunque mostraron los mismos niveles de Akt total que las 

líneas celulares control, presentaron mayor señal de fosfo-Akt. Para las líneas RWP1 

y MDCK se analizó la fosforilación en la S473. Como muestra la figura R.1 A, Snail1 

indujo un incremento en la señal P-S473 en ambas condiciones de crecimiento (0%, 

10%FBS), siendo más evidente en la condición de activación basal (0% FBS) de la 

quinasa (carril 1 y 2 en ambas líneas). 

También se determinaron los niveles de P-Akt en la línea celular SW480. En este 

caso se analizaron los dos residuos. Como se observa en la figura R.1 A, la expresión 

de Snail1 indujo la fosforilación en la T308 y en la S473 en ambas condiciones de 

crecimiento. 
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Además, se analizó si la presencia de Snail1 prevenía la inactivación o mantenía 

los niveles de fosforilación de Akt. La figura R.1 B muestra la señal de P-Akt en 

células RWP1 a diferentes tiempos después de eliminar el suero del medio. 

Obsérvese que a tiempo 0 las células Snail1 mostraron mayor señal de P-Akt que las 

células control. 8 horas después de la eliminación del suero, la señal de P-Akt en las 

células control disminuyó, sin embargo en las células Snail1 se mantuvo como 

cuando estaban a tiempo 0. Después de 24 h sin suero la señal de P-Akt en ambos 

clones prácticamente desapareció. Por lo tanto, ambos resultados indican que Snail1 

es capaz de inducir o aumentar el estado de fosforilación de Akt lo que hace que los 

niveles de P-Akt se mantengan altos por más tiempo.  

 
Figura R.1 Snail1 induce fosforilación de Akt endógena. A Extractos totales (SDS 1%) de 

células control y Snail1 RWP1, MDCK y SW480 crecidas 36 h con suero en el medio 

(condición 10% FBS) y 24 h con suero más 12 h sin suero (condición 0%FBS) se cargaron en 

un gel de poliacrilamida y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (M.M.6.1.2). Se 

analizaron mediante western-blot los niveles de P-S473 y P-T308, Akt y como control de 

carga se utilizó la E-actina. El anticuerpo específico de anti-HA se utilizó para detectar los 

niveles de Snail1-HA. B Extractos totales (SDS 1%) de células RWP1, que fueron crecidas 

durante 24 h en medio rico en suero. Seguidamente, se les retiro el suero durante 8 h y 24 h 

y se analizaron los niveles de P-S473 mediante western-blot. 



 

 57 

R
E
S
U
L
T
A
D
O
S
 

Para corroborar este resultado se analizó, mediante inmunofluorescencia, la 

distribución de P-Akt en la línea celular RWP1 Snail1 comparándola con la de la línea 

celular RWP1 control. Las células se crecieron en condiciones basales de activación y 

tras estimulación durante 5 min y 30 min con IGF-1. A la vez se determinaron los 

niveles de P-Akt por western-blot en las mismas condiciones.  

Como se muestra en las imágenes obtenidas por microscopía confocal, tanto en 

condiciones de activación basal como tras 5 min de estimulación con IGF-1, las 

células RWP1 Snail1 presentaron señales de fluorescencia de P-S473 mayores 

(figura R.2 primer y segundo panel). En cambio, después de 30 min de estimulación 

con IGF-1, no se detectaron diferencias en la señal de P-S473 entre ambas líneas 

celulares (último panel de la figura).  

 

 

Figura R.2 Snail1 induce la fosforilación de Akt en condiciones basales y tras 5 min de 

estimulación con IGF-1. A Inmunofluorescencia (M.M.9) de los niveles de P-S473 en células 

RWP1 que expresan establemente Snail1-HA comparadas con células RWP1 control. Las 

células crecieron durante 24 h en medio con suero, seguidamente se retiró el suero durante 

12 h y se estimuló 5 min (panel del medio) o 30 min con IGF-1 (último panel). El primer panel 

representa el nivel de activación basal de Akt. Como anticuerpo secundario se utilizó un 

anticuerpo contra conejo conjugado con el fluorocromo rojo Alexa 555. La detección y la 

captura de imágenes se realizó por microscopia confocal. B western-blot de los niveles de P-

S473 en las mismas condiciones y con las mismas líneas celulares que la inmunofluorescencia. 
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Se obtuvieron los mismos resultados en el análisis de los niveles de P-S473 por 

western-blot (figura R.2 B). Los niveles de P-S473 fueron mayores en las células que 

expresaban Snail1 a tiempo 0, y después de 5 min de estimulación con IGF-1 que las 

células control (compárese carril 1 y carrril 2 de las células control con el carril 1 y 2 

de las células Snail1). Como lo observado por inmunofluorescencia, después de 30 

min de estimulación con IGF-1 no se detectaron diferencias en los niveles de P-S473 

entre células Snail1 y células control (compárese carril 3 de cada tipo celular). 

Se quiso caracterizar en qué compartimento subcelular tenía lugar el aumento 

de fosforilación de Akt por Snail1. Para resolver esta cuestión se realizó un 

fraccionamiento subcelular de células RWP1 crecidas en condiciones con suero (10% 

FBS) o deprivadas (12 h 0% FBS) separando núcleos de citosoles. Con el fin de 

aumentar la señal nuclear de Akt, se cargaron volúmenes iguales de cada 

compartimento (no se tuvo en cuenta la relación proteica real entre los 

compartimentos). Seguidamente, se analizaron los niveles de fosforilación de los 

residuos responsables de la activación de Akt, la T308 y la S473 mediante western-

blot. 

Como se observa en la figura R.3, las células que fueron crecidas en presencia 

de suero en el medio presentaron una fosforilación de Akt mayor (más P-Akt) que 

las células deprivadas, lo que sirvió de control positivo de la señal de fosforilación. 

Este incremento se detectó tanto en las células control como en las células Snail1. Al 

comparar la señal de P-Akt en las células Snail1 con la de las células control, esta fue 

mayor en las células que expresaban Snail1. Este incremento se detectó en ambas 

condiciones de crecimiento y en ambos compartimentos celulares. Por lo tanto, 

Snail1 es capaz de inducir la fosforilación de Akt en el citosol y en el núcleo de 

células RWP1 tanto en condiciones de activación basal (0% FBS) como tras 

estimulación con suero (10% FBS). Como muestra la figura, este efecto se detectó 

mejor analizando la fosforilación de la S473.  
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Figura R.3 Snail1 aumenta el estado de fosforilación de Akt, tanto en el citosol, como 

en el núcleo de células RWP1. Fraccionamiento subcelular de células RWP1 control y Snail1 

crecidas en condiciones de activación basal de Akt (0%FBS) como en condiciones de 

activación por suero (10%FBS) en el que se separaron la fracción nuclear de la fracción 

citosólica. Se analizaron los niveles de fosforilación, en la T308 y la S473, con los fosfo-

anticuerpos específicos respectivos. El anticuerpo anti-Akt se utilizó para normalizar la 

proteína total. El marcador nuclear (lamin-β1) y el citosólico (Piruvato quinasa), se utilizaron 

tanto para normalizar las diferentes condiciones como para corroborar la ausencia de 

contaminación entre compartimentos. 

R.1.2 Snail1 aumenta la actividad quinasa de Akt in vivo. 

Teniendo en cuenta que el análisis de los niveles de fosforilación de los residuos 

responsables de la activación de Akt (T308 y S473) es una manera directa pero no 

proporcional de medir su actividad quinasa, se analizaron sustratos de Akt in vivo, 

para comprobar si este aumento en la fosforilación de Akt correlacionaba con un 

aumento en su actividad. 

Uno de los sustratos descritos de Akt son las IKKs. Estas quinasas son las 

responsables de la activación, por la vía clásica, del factor de transcripción NFκB 

[243]. Se ha descrito que Akt puede activar la vía NFκB mediante la fosforilación y 

consiguiente activación de la quinasa IKKα en la T23 [244]. Además, existen datos 

que demuestran la relación de activación entre Akt, Snail1 y el factor de 
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transcripción NFκB [125]. Por ello se quiso analizar si el aumento en la fosforilación 

de Akt en células que expresaban Snail1 correlacionaba con un aumento en la 

actividad NFκB. 

Como se puede observar en las figuras anteriores, el efecto de Snail1 sobre la 

fosforilación de Akt fue más evidente en situación de activación basal de la quinasa 

(0% FBS). Por esto, y para descartar fosforilaciones en las IKKs por activación de 

otras vías estimuladas por factores de crecimiento, se analizó la fosforilación de las 

IKKs en células RWP1 deprivadas de suero durante 12 h después de haber crecido 

24 h en medio de cultivo con suero.   

Como muestra la figura R.4 A las células Snail1 presentaron más actividad IKK, 

detectada por el incremento de la fosforilación de los residuos responsables de su 

activación (Ser177 y Ser181 para IKKβ, y Ser176 y Ser180 para IKKα). Para comprobar 

si este aumento en la actividad de las IKKs correlacionaba con una mayor actividad 

transcripcional dependiente de NFκB, células RWP1 control y Snail1 fueron 

transfectadas con un plásmido reporter de la actividad NFκB, llamado NF3 (figura 

R.4 B; M.M.10). Como se observa en la figura, las células Snail1 presentaron mayor 

actividad transcripcional dependiente de NF κB que las células control. Este 

resultado ha sido reproducido por otros miembros del laboratorio en otros sistemas 

[245]. 

Alternativamente para comprobar si el incremento de fosforilación de Akt por 

Snail1 correlacionaba con un aumento en su actividad, se analizó un sustrato directo 

de Akt, FoxO1 [246]. Existen tres motivos de fosforilación en FoxO por Akt: la T24, la 

S256 y la S319 (en el caso de FoxO1). La fosforilación de los tres es secuencial, y 

provoca la salida de estos factores del núcleo impidiendo así que realicen su 

actividad transcripcional. 
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Figura R.4 Células que expresan Snail1, presentan mayor actividad NFκκκκB. A Extractos 

totales (SDS 1%) de células RWP1 Snail1 y control crecidas en medio sin suero. Los niveles de 

P-IKK fueron analizados por western-blot con el anticuerpo específico anti-P-IKKα/β 

(Ser176/Ser180). Los niveles totales de IKK fueron analizados con el anticuerpo específico 

anti-IKKα. Como control de carga, se utilizó la β−actina. Con el anti-HA se analizaron los 

niveles de Snail1-HA. B Representación gráfica de la actividad transcripcional dependiente de 

NFκB mediante el reporter NF3 (M.M.10), usando la renilla como control interno, en los dos 

clones estables, RWP1 control y RWP1 Snail1. 

 

Para analizar los niveles de P-FoxO en las células que expresaban Snail1 se 

utilizó un anticuerpo específico contra uno de los aminoácidos fosforilados por Akt 

en FoxO1, la S256. Por la misma razón explicada en el experimento que se muestra 

en la figura R.4, se crecieron células RWP1 en medio de cultivo con suero durante 

24 h, más 12 h con medio sin suero. Se cargó en un gel de poliacrilamida la misma 

cantidad de extractos totales proteicos de células RWP1 Snail1 y de células RWP1 

control. 

Como se muestra en la figura R.5 A los niveles de P-FoxO1 fueron mayores en 

las células que expresaban Snail1 que en las células control. Como consecuencia de 

su fosforilación por Akt, FoxO1 es translocado al citosol [247]. Para corroborar que 

una mayor fosforilación de FoxO1 correlacionaba con un mayor exporte nuclear, se 

realizó un fraccionamiento subcelular de células RWP1 Snail1 y control separando la 

fracción citosolica de la fracción nuclear. Utilizando el anticuerpo específico contra 

FoxO1 total (figura R.5 B), se observó en las células Snail1 una desparición de 

FoxO1 del núcleo probablemente consecuencia de un mayor exporte (obsérvese que 
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en las células control, FoxO1 apareció en ambos compartimentos, véase carril 1 y 3, 

en cambio, FoxO1 sólo apareció en el compartimiento citosólico en las células RWP1 

Snail1, véase carril 2 y 4).  

 

Figura R.5 Células que expresan Snail1, presentan mayores niveles de P-FoxO1. A 

Extractos totales de células RWP1 crecidas 24 h en presencia de suero y 12 h sin suero en el 

medio. Los niveles de P-FoxO1 se analizaron por western-blot con el anticuerpo específico P-

FoxO1Ser256. Los niveles totales de FoxO1 se analizaron con el anticuerpo específico anti-

FoxO1. Como control de carga se utilizó la β-actina. Con el anti-HA se muestran los niveles 

de Snail1-HA. B Fraccionamiento subcelular de células RWP1 crecidas bajo las mismas 

condiciones, en el que se separaró la fracción nuclear de la fracción citosólica. El marcador 

nuclear (lamin-β1) y el citosólico (Piruvato quinasa), se utilizaron tanto para normalizar las 

diferentes condiciones como para corroborar la ausencia de contaminación entre 

compartimentos. 

Una vez en el citosol, FoxO1 es degradado vía proteosoma por ubiquitinización de la 

proteína. Tal ubiquitinización requiere de la previa fosforilación de FoxO1 por Akt 

[248], [249]. En figura R.5 A se observa cómo las células Snail1 presentaron menos 

proteína FoxO1 total que las células control. Este resultado junto con la mayor 

fosforilación y el mayor exporte nuclear de FoxO1 en las células Snail1, demuestra 

que el aumento de fosforilación de Akt por Snail1 se traduce en un aumento en su 

actividad [247]. 

Por último, para corroborar que Snail1 aumentaba la actividad quinasa de Akt in 

vivo, células HEK 293 fueron transfectadas transitoriamente con GST-Akt1 en 
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presencia del plásmido que expresaba Snail1 (pcDNA-Snail1-HA) o el plásmido vacío, 

pcDNA. La expresión ectópica de las proteínas se mantuvo 48 h.  

Durante las 48 h de expresión, las células fueron deprivadas de suero durante 

12 h y seguidamente fueron estimuladas o no con IGF-1. Las diferentes GST-Akt1 se 

purificaron y se midieron sus respectivas actividades quinasa, realizando ensayos 

quinasa sobre el péptido que contiene la secuencia de GSK3β fosforilada por Akt 

(crosstide) (M.M.8.1). Como se puede observar en la figura R.6 A Akt1 coexpresada 

con Snail1 presentó mayor actividad quinasa que Akt1 coexpresada con el vector 

vacío. Este aumento de actividad de Akt1 por Snail1 in vivo fue independiente del 

estado previo de activación de Akt1. Nótese que, en la condición de activación basal 

de la quinasa, (tiempo 0 en la figura R.6.A) la actividad detectada en presencia de 

Snail1 fue prácticamente igual que la actividad detectada por la Akt1 cotransfectada 

con el vector vacío y estimulada con IGF-1 durante 5 min. Por lo tanto, la 

coexpresión de Snail1 activa Akt1 como lo hace la estimulación de las células control 

5 min con IGF-1.  

 

Figura R.6 La coexpresión de Snail1 aumenta la actividad de Akt1. A Ensayo quinasa in 

vitro sobre crosstide en el que se midieron las actividades de GST-Akt1 coexpresada con 

Snail1-HA o con el vector vacío, pcDNA, en células HEK 293 crecidas bajo diferentes 

condiciones de activación: en condiciones basales de actividad (0% FBS) o en condiciones de 

activación mediante estimulación con IGF-1 durante 5 min o 1 h. B western-blot, en el que se 

muestran las cantidades de GST-Akt1 purificada que fueron utilizadas para los ensayos 

quinasa. También se muestran los niveles de pcDNA-Snail1-HA transfectados en cada 

condición.  

En el panel B de la figura R.6 se puede observar que cantidades similares de 

Akt1 fueron purificadas en cada condición, lo que indica que las diferencias en las 
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actividades detectadas no eran consecuencia de diferentes cantidades de Akt1 

purificadas.  

R.1.3 El aumento de la fosforilación de Akt en los residuos responsables 

de su activación, la T308 y la S473, es dependiente de la actividad PI3K. 

Como se ha explicado en la introducción (I.4.2), la activación de Akt depende de 

la actividad de la quinasa dependiente de fosfatidil-inositol-trifosfato (PtdIns 3, 4,5 

P3 o PIP3), la PI3K. En un intento de caracterizar el mecanismo por el cual Snail1 

induce la fosforilación de Akt, y su consiguiente aumento en la actividad quinasa, 

células RWP1 fueron tratadas en presencia o ausencia del inhibidor específico de la 

PI3K, LY294002. 

Se analizó la señal P-S473 después de tratar con el inhibidor a diferentes 

tiempos. Como era de esperar, los niveles iniciales de P-Akt (P-S473) en las células 

fueron mayores que los de las células control (comparar carril 0 entre ambas líneas 

celulares de la figura R.7). Como se puede observar, después de 30 min de 

tratamiento con el inhibidor la señal de P-Akt desapareció completamente. 

 

Figura R.7 La fosforilación de Akt inducida por Snail1 es dependiente de la actividad 

PI3K. Células RWP1 fueron crecidas en medio con suero durante 48 h. 1 h antes de introducir 

el inhibidor se retiró el suero del medio. Se introdujo el inhibidor a una concentración final 

de 25 µM y se tomaron muestras a diferentes tiempos. Como control de la acción del 

inhibidor se utilizó el DMSO a la misma concentración final. Se hicieron extractos totales y se 

analizaron los niveles de P-S473 a cada tiempo, normalizando la cantidad total de Akt con el 

anticuerpo Akt total. Como control de carga se utilizó la β-actina. 
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Como el aumento de la fosforilación de Akt inducida por Snail1 no ocurre en 

células tratadas con el inhibidor de la PI3K, podemos concluir que Snail1 requiere la 

actividad previa de PI3K para aumentar o prolongar la fosforilación de Akt. 

R.1.4 El aumento de la fosforilación de Akt en los residuos responsables 

de su activación, la T308 y la S473, no depende totalmente de la 

actividad represora de Snail1. 

Como se ha explicado en la introducción, Snail1 es un factor de transcripción 

cuya función principal es la de reprimir genes. En nuestro laboratorio existe un 

mutante de Snail1, Snail1-P2A, que presenta una mutación puntual de la Prolina en 

posición 2 a una Alanina. Dicha mutación, localizada en el dominio SNAG (dominio 

responsable de la actividad represora [84]) impide al mutante reclutar la maquinaria 

necesaria para reprimir genes [160]. Como se muestra en la figura R.8 A, este 

mutante de Snail1 es incapaz de reprimir la expresión de la E-cadherina. 

Para comprobar si la actividad represora de Snail1 era necesaria para la 

activación de Akt por Snail1, se planteó analizar si el mutante no represor Snail1-P2A 

era capaz de inducir la fosforilación de Akt y de aumentar su actividad. Para ello, se 

analizaron los niveles de P-Akt en células RWP1 que expresaban establemente este 

mutante no represor de Snail1, comparándolos con células control y células Snail1. 

Al igual que el experimento de la figura R.1, células RWP1 que expresaban 

establemente Snail1-P2A fueron crecidas durante 36 h en condiciones de activación 

por suero. Para analizar la activación basal, las células se crecieron durante 24 h en 

presencia de suero, retirándoles el suero durante 12 h más. Como se observa en la 

figura R.8 B, de manera similar a las células que expresaban Snail1-WT, las células 

que expresaban el mutante no represor de Snail1, presentaron niveles más altos de 

P-S473 que las células control, en ambas condiciones de crecimiento. Este efecto, 

como en el caso de Snail1, fue más evidente en situación de activación basal de la 

quinasa. Por tanto, al igual que la proteína WT, Snail1-P2A también induce la 

fosforilación de Akt en el residuo S473 lo que sugiere que el aumento de 

fosforilación de Akt por Snail1 en la S473 es independiente de su actividad represora. 
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Figura R.8 El mutante no represor de Snail1, Snail1-P2A también induce la fosforilación 

de Akt. A. Gráfica extraída de [84], en la que se observa que el mutante Snail1-P2A no es 

capaz de reprimir la CDH1. B western-blot en el que se analizaron los niveles de P-S473 y de 

P-T308 a partir de extractos totales de células RWP1 que expresan establemente Snail1-P2A-

HA, comparándolos con extractos totales de células RWP1 que expresaban establemente 

Snail1 y células control. Como control de carga se utilizó la β-actina. 

 

El experimento se reprodujo analizando si Snail1-P2A era capaz de aumentar la 

activación de Akt, tanto en el citosol como en el núcleo al igual que la proteína WT. 

Para ello, se hizo un fraccionamiento subcelular de células RWP1 Snail1-P2A, 

comparándolo con células RWP1 Snail1 o control. 

Como muestra la figura R.9 el mutante no represor se comportó como el Snail1 

WT incrementando la señal de P-Akt tanto en el citosol como en el núcleo. El 

incremento de la señal de la S473 de Akt se pudo observar en el citosol en ambas 

condiciones de crecimiento, pero en el núcleo sólo se apreció en condiciones de 

activación basal de la quinasa, como ya ocurrió en la mayoría de los experimentos. 

Aunque los resultados sugirieron que el efecto activador de Snail1 sobre la 

activación de Akt era independiente de su actividad represora, los niveles de 

expresión de ambas proteínas (señal HA de la figura R.8 y R.9) no fueron 

comparables por lo que el experimento se repitió utilizando cantidades similares de 

las proteínas WT y mutante, y analizando la actividad quinasa de Akt sobre el 

crosstide. 
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Figura R.9 El mutante no represor de Snail1, Snail1-P2A, también induce la 

fosforilación de Akt en la S473 tanto en el citosol como en el núcleo. La figura describe 

el resultado obtenido mediante el fraccionamiento subcelular de células RWP1 control, 

Snail1-HA y Snail1-P2A-HA crecidas tanto en condiciones de activación basal de Akt, sin 

suero, como en condiciones de activación por suero, en el que se separaron la fracción 

nuclear de la fracción citosólica. Se analizaron los niveles de fosforilación, en la T308 y la 

S473, con los fosfo-anticuerpos específicos respectivos. El anticuerpo anti-Akt se utilizó para 

normalizar la proteína total. El marcador nuclear (lamin-β1) y el citosólico (Piruvato quinasa), 

se utilizaron tanto para normalizar las diferentes condiciones como para corroborar la 

ausencia de contaminación entre compartimentos. 

Células HEK 293 se transfectaron transitoriamente con GST-Akt1, en presencia 

de Snail1-P2A, Snail1 o el vector vacío, en condiciones de activación basal y tras 

estimulación con IGF-1 (ver figura R.10 A). En todas las condiciones, el mutante no 

represor de Snail1 fue capaz de incrementar la actividad quinasa de Akt1, aunque en 

menor medida que la proteína WT. Se realizó un análisis estadístico de tres 

experimentos utilizando el programa SPSS version 17. Las medias se compararon 

mediante ANOVA y Prueba T. El análisis indicó diferencias significativas (p<0,05 o 

*/**) entre las actividades medidas de las quinasas coexpresadas con el vector vacío 

y las quinasas coexpresadas con Snail1 o el mutante Snail1-P2A en todas las 

condiciones estudiadas. Sin embargo, el análisis estadístico sólo mostró diferencias 

significativas (p<0,05) entre las actividades de las quinasas coexpresadas con Snail1 

y las coexpresadas con el mutante Snail1-P2A tras estimular 60 min con IGF-1. Como 

se muestra en el panel inferior de la figura R.10 A, transfectando transitoriamente 
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los plásmidos se consiguieron niveles similares de expresión de Snail1-P2A y Snail1-

WT. También se muestra la cantidad de GST-Akt1 purificada en cada condición para 

normalizar la actividad medida en el ensayo. 

 

 

Figura R.10 Snail1-P2A aumenta la actividad quinasa de Akt1 in vivo. A Ensayo quinasa 

in vitro sobre crosstide en el que se midieron las actividades de GST-Akt1 coexpresada con 

Snail1-P2A-HA, con Snail1 o el vector vacío, pcDNA, en células HEK 293 crecidas en 

condiciones basales de actividad (0% FBS) y en condiciones de activación mediante 

estimulación con IGF-1 durante 5 min o 1 h. La gráfica muestra la media de tres mediciones 

de actividad de quinasa de un mismo lisado y los valores “p” obtenidos mediante ANOVA 

siendo (*) p<0,05 y (**) p<0,01. El panel inferior corresponde a un western-blot donde se 

observa la cantidad de quinasa purificada en cada condición y la expresión de Snail1 y 

Snail1-P2A. B Ensayo quinasa in vitro sobre crosstide en el que se midieron las actividades de 

GST-Akt1 coexpresada con Snail1-P2A-HA, con Snail1 o el vector vacío, pcDNA, en células 

RWP1 crecidas en condiciones basales de actividad y con suero en el medio. La gráfica 

muestra la media de tres mediciones de actividad de quinasa de un mismo lisado y los 

valores p obtenidos siendo (*) p<0,05 y (**) p<0,01. En el panel inferior se muestra la 

cantidad de quinasa purificada para condición, y la expresión de Snail1 y Snail1-P2A. 

El experimento se repitió transfectando transitoriamente  los diferentes 

plásmidos en células RWP1 WT en condiciones de activación basal (0 % FBS) y en 

presencia de un 10% de FBS en el medio. Como se observa en la figura R. 10 B, las 

quinasas purificadas de células que habían sido transfectadas con Snail1 o Snail1-

P2A mostraron mayor actividad, que aquellas purificadas de células control en 

ambas condiciones. Aunque se obtuvieron diferencias entre las actividades medidas 

de las quinasas coexpresadas con Snail1-WT y con el mutante, éstas no fueron 

significativas (p>0,05). Como se observa en la figura se obtuvieron niveles 

comparables de Snail1-WT y del mutante (figura R.10 B WB). 
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Con los datos obtenidos se puede concluir que el mutante no represor de Snail1, 

el Snail1-P2A es capaz de aumentar la actividad quinasa de Akt1 de manera similar a 

Snail1-WT, en todas las condiciones de crecimiento probadas, a excepción de la 

condición de 60 min de estimulación con IGF-1. Estos resultados sugieren que el 

mecanismo por el cual Snail1 incrementa la fosforilación y la actividad quinasa de 

Akt1 es en parte independiente de su actividad represora, por lo que debe existir 

otro mecanismo responsable del efecto de Snail1 sobre la activación de Akt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESUMEN 

Los resultados de este capítulo demuestran un efecto inductor de Snail1 sobre 

el estado de fosforilación de los residuos responsables de la activación de Akt, con el 

consecuente aumento en su actividad. Este incremento depende de la actividad PI3K, 

y es independiente del estado previo de activación de Akt. Se sugiere la existencia 

de dos mecanismos por los cuales Snail1 actúa como un cofactor positivo de Akt: 

uno dependiente de su actividad represora y uno independiente de su actividad 

transcripcional.  
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R.2 Akt interacciona con Snail1. La interacción de ambas 

proteínas provoca un aumento de la actividad quinasa de Akt. 

R.2.1 Akt fosforila a Snail1 in vitro.  

Con el objetivo de encontrar cuál era el mecanismo alternativo mediante el cual 

Snail1 aumentaba la actividad de Akt, se quiso comprobar si había una relación 

directa entre ambas proteínas. En primer lugar, nos planteamos si el mismo Snail1 

podía ser un sustrato de Akt. Aunque un ensayo de fosforilación por simulación 

computacional (http://scansite.mit.edu/) reveló que Snail1 no contiene el motivo 

específico de fosforilación descrito para Akt (I.4.2), no se descartó esta hipótesis y se 

comprobó si Akt era capaz de fosforilar Snail1 in vitro.  

Se realizaron ensayos quinasa in vitro con proteínas recombinantes de los 

diferentes mutantes de Snail1 (figura R.11), que ya existían en nuestro laboratorio 

para comprobar si Snail1 era fosforilado por Akt y, en caso de que así fuera, poder 

delimitar el dominio de Snail1 en el cual existía el residuo modificado.  

 

Figura R.11 Representación esquemática de la estructura primaria de Snail1 y los 

diferentes mutantes utilizados en los ensayos quinasa in vitro A Representación 

esquemática de la proteína Snail1 donde se resaltan diferentes dominios, el dominio N-

terminal que comprende el dominio SNAG entre los aminoácidos 1-9, el dominio rico en 

serinas entre los aminoácidos 90-120, la NES (secuencia de exporte nuclear) entre los 

aminoácidos 126-146 y el dominio C-terminal que contiene los dedos de zinc entre los 

aminoácidos 151-264. B Esquema detallado de las diferentes construcciones de Snail1 

utilizadas en los ensayos quinasa in vitro. Se muestra la nomenclatura utilizada (columna 

izquierda) y la región de aminoácidos que contienen (columna derecha). 
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En un primer ensayo se analizó la actividad de Akt sobre tres construcciones de 

Snail1: la forma wild type (Snail1-WT) y los mutantes Snail1-Ct y Snail1-SRD 

(dominio en el cual se han descrito diferentes modificaciones que regulan la 

localización y la estabilidad de Snail1 (I.3.2). En estos ensayos se utilizó la quinasa 

Akt1 obtenida como se explica en el apartado M.M.6.1.1. Como control positivo de 

la actividad quinasa de Akt se utilizó la proteína GST-Bad. Bad es fosforilado en un 

único residuo por Akt, la serina 136 [211], [250].  

Como se puede observar en la figura R.12 A, la proteína Snail1-WT se detectó 

fosforilada por Akt de manera similar al dominio Snail1-Ct (comparar carril Snail1-

WT con carril Snail1-Ct). Por tanto, ambas proteínas son fosforiladas por Akt en el 

mismo grado lo que sugiere que el posible residuo candidato se localiza entre los 

aminoácidos 151-264. También, se observa (primer carril y último carril de la figura 

R.12 A marcados con un círculo rojo), que Akt no fosforiló ni el dominio rico en 

serinas ni la GST, usada como control negativo. 

 

Figura R.12 Akt1 fosforila Snail1-WT y Snail1-Ct in vitro pero no el dominio rico en 

serinas. A Ensayo quinasa in vitro en el que por cada condición se fosforilaron 8 pmoles de 

cada proteína con la quinasa Akt1 durante 30 min a 30ºC en presencia de [γ32]ATP. Las 

reacciones se cargaron en un gel de poliacrilamida al 10% para obtener una buena 

separación de las proteínas. Seguidamente, el gel se secó y se expuso un film toda la noche a 

-80ºC para visualizar la radioactividad. Como control positivo de la actividad de Akt1 se 

introdujo la proteína GST-Bad. Como todas las proteínas contenían el fragmento GST 

fusionado, se introdujo la GST para descartar fosforilaciones en esta parte de la proteína de 

fusión. Los círculos en la figura indican ausencia de radioactividad. B El gel se tiñó con el 

colorante proteico Coomassie blue para visualizar las proteínas y así asegurar que había la 

misma cantidad de proteína sustrato. La figura muestra la tinción Coomassie blue del gel del 

mismo ensayo. 
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El ensayo “in silico” predijo la treonina 177 como mejor residuo candidato para 

ser fosforilado por esta quinasa (ver figura R.13 C). Este residuo se encuentra en el 

dominio C-terminal de Snail1 por lo que se generó el mutante puntual Snail1-T177A, 

en el que se reemplazó la treonina por una alanina (aminoácido que no puede ser 

fosforilado). Como se puede observar en la figura R.13 A, Akt1 fosforiló el mutante 

puntual T177A (círculo rojo carril 3) descartándolo así cómo el residuo modificado 

por Akt1. 

Nuestro grupo ha propuesto un modelo de conformación para Snail1 derivado 

de ensayos pull-down en el que se demuestra que la parte N-terminal de Snail1 

interacciona con la parte C-terminal [142]. De acuerdo con dicho modelo, cuando las 

serinas del dominio SRD están fosforiladas o mutadas a ácidos aspárticos, esta 

interacción se pierde por lo que la proteína presentaría una conformación más 

“abierta”. Para comprobar si la conformación “abierta” de Snail1 facilitaba la 

fosforilación por Akt se utilizó el mutante Snail1-S/D el cual mimetiza dicha 

conformación, ya que las serinas han sido sustituidas por ácidos aspárticos 

(aminoácidos que mimetizan la fosforilación). Al comparar el carril 2 y carril 4 de la 

figura R.13 A, teniendo en cuenta que hubo menos proteína Snail1-S/D que Snail1-

WT; (figura R.13 B (Coomassie)), ambas proteínas fueron fosforiladas de forma 

similar por Akt1, lo que indica que la conformación abierta de Snail1 no facilita su 

fosforilación por Akt1.  

Para verificar que el residuo modificado por Akt en Snail1 se encontraba en el 

dominio C-terminal de la proteína, se probó la última región N-terminal que faltaba 

por analizar, el mutante Snail1-Nt1-80 que contiene los 80 primeros aminoácidos 

(último carril de la figura R.13 A y B). Teniendo en cuenta la cantidad de proteína 

introducida en el ensayo, apenas se detectó fosforilación en la región N-terminal. 

Con estos datos, podemos concluir que la región C-terminal de Snail1 es donde 

tiene lugar la fosforilación por Akt. 

 

 



 

 73 

R
E
S
U
L
T
A
D
O
S
 

 

     
 C 

 

Akt Kinase Gene Card AKT1 

Site Score Percentile Sequence SA 

T177 0.5957 0.985 % KMHIRSHTLPCVCTT 0.412 

 

Figura R.13 Akt1 fosforila el mutante puntual de Snail1, Snail1-T177A.y el mutante 

Snail1-S/D (proteína abierta), pero no el mutante Snail1-Nt. A Ensayo quinasa in vitro en 

el que por cada condición se fosforilaron 8 pmoles de cada proteína con la quinasa Akt1 

durante 30 min a 30ºC en presencia de [γ32]ATP. Las reacciones se cargaron en un gel de 

poliacrilamida al 10% para conseguir una buena separación  de las diferentes proteínas. 

Seguidamente, el gel se secó y se expuso un film toda la noche a -80ºC, para visualizar la 

radioactividad. Como control positivo de la actividad de Akt1 se introdujo la proteína GST-

Bad. B El gel se tiñó con colorante proteico Coomassie para visualizar las proteínas y así 

asegurar que había la misma cantidad de proteína sustrato. La figura muestra la tinción 

Coomassie blue del gel del mismo ensayo. C Puntuación de 0.5957 del residuo T177 de Snail1 

en el ensayo de fosforilación por simulación computacional. 

 

Una vez delimitada la fosforilación en el dominio C-terminal de Snail1, se probó 

el mutante Snail1-∆28 al cual le faltan los 28 últimos aminoácidos, que 

corresponden al último dedo de zinc. Como controles adicionales se utilizaron la 

construcción Snail1-S/D y la construcción entera del dominio N-terminal, el Snail1-

N1-151 que corresponde a la región 1-80 más el dominio SRD. Como se puede 

observar en la figura R.14 A se obtuvieron los mismos resultados que en ensayos 

quinasa anteriores. El Snail1-WT, Snail1-S/D y el Snail1-Ct fueron fosforilados en la 

misma proporción por Akt1 (carriles 2, 3 y 6) mientras que el Snail-Nt1-151, (carril 4) se 

fosforiló de forma residual. 
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Figura R.14 Akt1 fosforila principalmente el dominio C-terminal de Snail1. A Ensayo 

quinasa in vitro en el que por cada condición se fosforilaron 8 pmoles de cada proteína con 

la quinasa Akt1 durante 30 min a 30ºC en presencia de [γ32]ATP. Las reacciones se cargaron 

en un gel de poliacrilamida al 10% para conseguir una buena separación de las diferentes 

proteínas. Seguidamente, el gel se secó y se expuso un film toda la noche a -80ºC, para 

visualizar la radioactividad. Como control positivo de la actividad de Akt1 se introdujo la 

proteína GST-Bad. B El gel se tiñó con colorante proteico Coomasie para visualizar las 

proteínas y así asegurar que había la misma cantidad de proteína sustrato. La figura muestra 

la tinción Coomassie blue del gel del mismo ensayo. 

 

En el caso de la fosforilación del mutante Snail-∆28, comparándola con la 

fosforilación detectada en Snail1-WT, ésta disminuyó drásticamente (carril 2 y 4 de la 

figura R.14 A). Estos resultados se resumen mejor en la gráfica representada en la 

figura R.15.  

 

Figura R.15 Comparación del grado de fosforilación de las formas mutadas de Snail1. 

Resultado de la cantidad de [γ32]ATP incorporado por pmol de proteína del ensayo de la 

figura R.14. Las bandas del gel teñido con colorante proteico Coomassie blue se cortaron y 

se contó la radioactividad incorporada en un contador de centelleo. 
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Sabiendo que el posible residuo candidato a ser fosforilado se encontraba en 

los 28 últimos aminoácidos, se realizó una nueva mutación puntual sobre la  serina 

246 generando el mutante Snail1-S246A. Esta serina se ha descrito como residuo 

diana de la quinasa Pak1 [150] cuya función está regulada por Akt [251]. A su vez, 

Pak1 sirve de scaffold protein para la activación de Akt por PDK1 [252], [253]. El 

hecho de que en las células existan muchas acciones redundantes y que se hayan 

descrito sustratos comunes para Pak1 y para Akt [254], hizo que se comprobara si el 

residuo 246 de Snail1 podía ser fosforilado por Akt1. Como muestra la figura R.16 

este mutante puntual también fue fosforilado por Akt1, lo que indica que la serina 

246 no es el residuo diana de Akt1 en Snail1. 

 

 

Figura R.16 Akt1 fosforila el mutante puntual Snail1-S246A. A Ensayo quinasa in vitro en 

el que por cada condición se fosforilaron 8 pmoles de cada proteína con la quinasa Akt1 

durante 30 min a 30ºC en presencia de [γ32]ATP. Las reacciones se cargaron en un gel de 

poliacrilamida al 10% para conseguir una buena separación de las diferentes proteínas. 

Seguidamente, el gel se secó y se expuso un film toda la noche a -80ºC, para visualizar la 

radioactividad. B El gel se tiñó con colorante proteico Coomassie para visualizar las proteínas 

y así asegurar que había la misma cantidad de proteína sustrato. La figura muestra la tinción 

Coomassie blue del gel del mismo ensayo. 

Para muchas quinasas, se han descrito dominios de reconocimiento y de 

interacción con su sustrato, llamados docking sites, diferentes de la secuencia 

fosfoaceptora [255], [256], [257]. Hasta ahora no se ha descrito ningún docking site 

para Akt, pero no se puede descartar que los últimos 28 aminoácidos de Snail1 se 

comporten como docking site hecho que impediría que el mutante Snail1-∆28 
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interaccionara con Akt1 y, por tanto que fuera fosforilado. Esto indicaría, que el 

residuo fosforilado por Akt1 en Snail1 se encontraría dentro del dominio C-terminal 

pero fuera de los 28 aminoácidos y también que Akt tendría un docking site para 

Snail1. 

Para descartar esta hipótesis y comprobar si Akt y Snail1 podían interaccionar, 

se realizaron ensayos pull-down. Extractos proteicos de células RWP1 se incubaron 

con la proteína GST-Snail1-WT y con el mutante GST-Snail1-∆28 y se analizó 

mediante western-blot, la presencia de Akt endógena. Como muestra la figura R.17 

ambas proteínas interaccionaron con Akt. Además el mutante Snail1-∆28 

interaccionó con una afinidad similar a la de Snail1-WT, lo que indica que los últimos 

28 aminoácidos de Snail1 no son necesarios para la interacción con Akt1. A partir de 

este resultado, podemos concluir que la falta de detección de radioactividad en este 

mutante en los ensayos quinasa (figura R.14 y R.15) es debida a que el residuo 

modificado por Akt1 en Snail1 se localiza en los últimos 28 aminoácidos.  

            

 

Figura R. 17 El mutante Snail1-628 interacciona con Akt1 con una afinidad similar a la 

de Snail1-WT. A pull-down en el que por cada condición se incubaron 12 pmol de proteínas 

recombinantes con 500 µg de extractos totales de células RWP1. Se cargó un 2% de los 

extractos como input. Como control negativo se utilizó la proteína GST. Los complejos 

purificados con Glutathion-Sepharose 4B se analizaron por western blot con el anticuerpo 

anti-Akt total. Las membranas se volvieron a incubar con el anticuerpo anti-GST para 

asegurar que había la misma cantidad de proteína purificada.  
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R.2.2 Snail1 interacciona directamente con Akt1 in vitro. Esta interacción 

aumenta su actividad quinasa sin aumentar su nivel de fosforilación. 

Se han descrito una gran variedad de proteínas que mediante su interacción 

con Akt actúan como moduladores de su actividad más que de sustratos [206]. En la 

figura R.18 se detallan gran parte de estos cofactores de Akt y el efecto que tienen 

sobre su actividad. 

 

Figura R.18 Listado de diferentes proteínas que interaccionan con Akt y 

modulan su actividad. http://www.cellsignaling  

Una vez comprobado que Snail1 y Akt interaccionaban (figura R.17) se planteó 

la hipótesis de si Snail1 podría actuar como un cofactor directo de Akt, aumentando 

su actividad a través de su interacción directa. Para ello, se realizaron ensayos 

quinasa en los cuáles Akt1 fusionada con GST, purificada de células HEK 293 tratadas 

con IGF-1 durante 5 min, fue preincubada con la proteína de fusión GST-Snail1, así 

como con varios mutantes de Snail1. Como control se preincubó la quinasa con la 
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GST sola. Seguidamente, se midió la actividad de Akt1 mediante la detección de la 

radiactividad incorporada por el crosstide.  

Como se observa en la figura R.19 A sólo el dominio C-terminal de Snail1, el 

que contiene el dominio de unión al DNA, fue capaz de aumentar la actividad 

quinasa de Akt1. Nótese, que cuando este dominio fue bloqueado por unión al DNA 

(en este caso con el promotor CDH1), Snail1 ya no pudo incrementar la actividad 

quinasa de Akt1 (figura R.19 A, tercera condición). Este resultado verificó que esta 

región, aminoácidos 152-264, es importante para la activación de la quinasa. De 

todas formas, la activación observada con el mutante Snail1-Ct fue menor que con la 

proteína WT. Como se puede observar, la GST sola no mostró ningún efecto sobre la 

actividad. Lo mismo sucedió con el mutante de Snail1 que mimetiza la conformación 

“abierta”, el Snail1-S/D. En la figura R.19 B se muestran las medias comparadas de 

las diferentes mediciones realizadas de la actividad de Akt preincubada con Snail1-

Ct y Snail1-WT. En los dos casos las diferencias entre la actividad de la quinasa 

preincubada con GST y la preincubada con Snail1-WT y Snail1-Ct fueron 

significativas (p<0,05). 

 

Figura R.19 Snail1-WT incrementa la actividad quinasa de Akt1. A Ensayo quinasa in 

vitro en el que se preincubó Akt1 (expresada y purificada de células HEK 293 deprivadas de 

suero durante 12 h y tratadas 5 min con IGF-1), con 1 µg de la proteína GST-Snail1-WT 

durante 10 min a 30ºC. Las reacciones se realizaron en presencia de [γ32]ATP, durante 30 min 

a 30ºC y 30 µM de crosstide se utilizaron como sustrato. Se detuvo la reacción y se prosiguió 

a contar la radioactividad incorporada por el sustrato en cada condición. Como control, se 

preincubó la quinasa con la GST sola. En la gráfica se representa la media de tres mediciones 

de la quinasa procedente de un lisado. B. Ensayos quinasa in vitro en el que se preincubó 

Akt1 con 1 µg del mutante de Snail1, GST-Snail1-Ct y con Snail1-WT durante 10 min a 30ºC. 

Después de 30 min a 30ºC, las reacciones se detuvieron y se midió la cantidad de 

radioactividad incorporada por el sustrato. En la gráfica se muestran las medias de 4 

experimentos, cada uno realizado por triplicado y el valor p obtenido mediante la prueba T 

(programa SPSS). 
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Para explicar como Snail1 podía incrementar la actividad de Akt1 in vitro se 

plantearon dos ideas: o bien la interacción con Snail1 producía un incremento o 

acumulación de Akt1 fosforilado en la T308 y en la S473, o la interacción de Snail1 

con Akt1 incrementaba su actividad, manteniendo una conformación activa de la 

quinasa sin incrementar el estado de fosforilación de los residuos responsables de 

su activación. 

Para discernir entre las dos hipótesis, se procedió a realizar ensayos quinasa in 

vitro en presencia de ATP no marcado radioactivamente. Seguidamente, se analizó el 

nivel de fosforilación de la T308 y la S473 por western-blot de la GST-Akt 

preincubada con GST-Snail1. Dicha señal se comparó con la de la GST-Akt 

preincubada con la GST sola como control negativo. 

Como  muestra la figura R.20, cuando se compararon las señales obtenidas por 

los fosfo-anticuerpos, éstas fueron iguales preincubando con GST-Snail1-WT como 

con la GST sola. Por tanto, el aumento in vitro de la actividad de Akt1 por interacción 

con Snail1 no es consecuencia de un aumento en la fosforilación de los residuos 

responsables de su activación, la T308 y la S473.  

 

Figura R.20 El  incremento in vitro de la actividad quinasa de Akt1 por Snail1, no es 

debido a una mayor fosforilación de los residuos responsables de su activación, al 

menos para el caso de la T308. A Ensayo quinasa in vitro en el que GST-Akt1 purificada, de 

células HEK 293, bajo diferentes condiciones de activación (en condiciones basales de 

actividad (0% FBS) y en condiciones de activación mediante estimulación con IGF-1) fueron 

preincubadas con GST-Snail1-WT durante 10 min a 30ºC. Seguidamente se realizó el ensayo 

quinasa en presencia de ATP no marcado radioactivamente. Las reacciones, se pararon 

después de 30 min a 30ºC. Las direntes condiciones se dividieron en tres y se cargaron en un 
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gel de poliacrilamida al 10% para conseguir una buena separación de las diferentes proteínas. 

Se transferieron a una membrana de nitrocelulosa y se analizaron los residuos T308 y S473 

con anticuerpos anti-P-T308 y anti-P-S473. Como control de la presencia de cantidades 

iguales de todas las proteinas se usó el anticuerpo anti-GST.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESUMEN 

Los resultados de este capítulo evidencian un mecanismo mediante el cual 

Snail1 aumentaría la actividad quinasa de Akt1 por interacción directa. Se ha 

demostrado que esta interacción aumenta la actividad quinasa de Akt1 in vitro. Al 

no aumentar la fosforilación de los residuos responsables de la activación de Akt 

parecería que la interacción con Snail1 facilitaría una conformación más activa de la 

quinasa. También se muestra como Snail1 es un sustrato de Akt1 in vitro. 

Probablemente, el residuo fosforilado se encuentra entre los últimos 28 aminoácidos, 

descartando la serina 246.  
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R.3 Akt interacciona con Snail1 in vivo. Snail1 necesita de la 

actividad quinasa de Akt para reprimir la CDH1.  

R.3.1 Akt y Snail1 interaccionan en el núcleo de células epiteliales 

tumorales. 

Para comprobar que el aumento de actividad de Akt por interacción con Snail1 

tenía lugar in vivo se realizaron experimentos de coinmunoprecipitación (M.M.7.2).  

Células RWP1 WT fueron transfectadas transitoriamente con el plásmido que 

expresaba Snail1-HA o el vector vacío pcDNA. Después de 48 h de expresión se 

lisaron las células (M.M.6.1.2 extracción de proteínas en condiciones no 

desnaturalizantes). Durante toda la noche se incubó una cantidad de estos extractos 

con el anticuerpo HA que reconocía el tag del Snail1 ectópico. Seguidamente se 

analizaron por western-blot con el anticuerpo anti-Akt los complejos que 

coinmunoprecipitaron con Snail1-HA. Como se observa en la figura R.21 A, la 

quinasa Akt endógena se encontró formando parte de los complejos 

inmunoprecipitados con Snail1-HA.  

Como se ha demostrado en el apartado R.1, el mutante no represor de Snail1, 

el Snail1-P2A, también es capaz de activar Akt. Si la hipótesis de la activación de Akt 

por interacción con Snail1 es cierta, deberíamos encontrar que este mutante 

también es capaz de interaccionar con Akt. Como muestra la figura R.21 A, el 

mutante Snail1-P2A también inmunoprecipitó con Akt.  

Estos resultados muestran que ambas proteínas pueden interaccionar con Akt in 

vivo lo que refuerza la existencia de un mecanismo de activación de Akt por 

interacción con Snail1. 

Como se ha explicado en la introducción, Akt contiene tres dominios 

diferenciados: el dominio PH, el dominio quinasa donde se encuentra la T308 y un 

dominio C-terminal que contiene un motivo hibrofóbico donde se encuentra la S473. 

Sabiendo que el dominio PH funciona tanto como dominio de unión a 

fosfoinositidos como dominio modulador de la unión a proteínas [258], se quiso 

examinar si la interacción entre Snail1/ Akt o Snail1-P2A/ Akt estaba mediada por 

este dominio. Con este propósito células HEK 293 fueron cotransfectadas con los 

plásmidos que expresaban Snail1 o Snail1-P2A y con los plámidos GST-Akt1 que 
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expresaban la forma WT o la forma mutada a la cual le faltaban los aminoácidos del 

1-117 (Akt1-∆PH). Seguidamente se incubaron 500 µg de cada condición con 

Glutathion-Sepharose 4B y  se analizaron los complejos purificados por western-blot 

con el anticuerpo anti-HA que reconocía el Snail1 y Snail1-P2A ectópico. La figura 

R.21 B muestra que tanto Snail1 (carril 1 y 3) como el mutante Snail1-P2A (carril 2 y 

4) interaccionaron con ambas formas de Akt1. Como controles se utilizaron líneas 

celulares transfectadas con el vector que expresaba GST y líneas celulares 

transfectadas con el vector vacío pcDNA. 

 

Figura R.21 Snail1 y Snail1-P2A inmunoprecipitan con Akt en células RWP1. El dominio 

PH de Akt no participa en la interacción. A  Ensayo de coinmunoprecipitación en el que 
células RWP1 fueron transfectadas con el plásmido que expresaba Snail1-HA, Snail1-P2A-HA 
o con el vector vacío pcDNA. La expresión se mantuvo 48 h en presencia de 10% de suero. 
500 µg de extractos totales de estas células fueron incubados con el anticuerpo anti-HA. Los 
inmunocomplejos se analizaron por western-blot. Un 5% de input fue utilizado como control 
de carga. B Ensayo pull-down en el que células RWP1 WT fueron transfectadas con los 
plásmidos que expresaban GST-Akt1, GST-∆PH-Akt1 o GST como control. A su vez, estas 
células se cotransfectaron con los plásmidos que expresaban Snail1-HA, Snail1-P2A-HA o 
con el vector vacío pcDNA. La expresión se mantuvo 48 h en presencia de 10% de suero. Se 
utilizaron 500 µg de extractos totales de estas células. Los complejos purificados con 
Glutathion-Sepharose 4B se analizaron por western blot con el anticuerpo anti-HA. Las 
membranas se volvieron a incubar con el anticuerpo anti-GST para asegurar que había la 
misma cantidad de proteína purificada.  
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Se quiso estudiar en que compartimento celular tenía lugar la interacción de 

Snail1/ Akt. Akt tiene una distribución citosólica y nuclear pero Snail1 se localiza 

mayoritariamente en el núcleo, por lo que era probable que la unión entre ambas 

proteínas ocurriera en el compartimento nuclear. 

Para verificar esta hipótesis se realizaron experimentos de co-

inmunoprecipitación transfectando células RWP1 WT con el plásmido que expresaba 

el mutante de Snail1, el Snail1-S/A. Este mutante muestra una distribución 

totalmente nuclear ya que tiene el dominio rico en serinas, dominio responsable del 

exporte nuclear de Snail1, mutado a alaninas (I.3.2.1). Como control se utilizó la 

misma línea pero transfectada con el vector vacío pcDNA.   

Como muestra la figura R.22 A, este mutante se detectó formando parte del 

complejo inmunoprecipitado con Akt, confirmando que la interacción entre ambas 

proteínas puede tener lugar en el núcleo.  

Para descartar completamente que la interacción Snail1/ Akt tuviera lugar en el 

citosol se realizó un fraccionamiento subcelular de células RWP1 que fueron 

transfectadas con Snail1-HA o con el vector vacío pcDNA, separando núcleo de 

citosol. La misma cantidad de extractos proteicos de cada compartimento se incubó 

con el anticuerpo anti-HA que reconoce el Snail1 ectópico. Como muestra la figura 

R.22 B cuando se comparó el carril 1, que corresponde al complejo 

inmunoprecipitado del compartimento citosólico, con el carril 2, que corresponde al 

compartimento nuclear, la señal de Akt precipitada con Snail1 fue mayor en el 

compartimento nuclear. Nótese que aunque hubo más cantidad de Snail1 

inmunoprecipitado en el núcleo, esperable ya que es una proteína mayoritariamente 

nuclear, también se partió de menos señal de Akt que en el citosol (mirar el % de 

input cargado en el gel) lo que indica que Snail1 interacciona mayoritariamente con 

el Akt nuclear. 
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Figura R.22 Snail1 interacciona mayoritariamente con el Akt nuclear. A Ensayo de 
coinmunoprecipitación en el que células RWP1 fueron transfectadas con el plásmido que 
expresaba Snail1-S/A-HA o con el vector vacío pcDNA. La expresión se mantuvo 48 h en 
presencia de 10% de suero. 500 µg de extractos totales de estas células fueron incubados 
con el anticuerpo anti-HA. Los inmunocomplejos se analizaron por western-blot. Se utilizó un 
5% de input como control de carga B Ensayo de coinmunoprecipitación en el que células 
RWP1 fueron transfectadas con el plásmido que expresaba Snail1-HA o con el vector vacío 
pcDNA. Se realizó un fraccionamiento subcelular separando el compartimiento nuclear de la 
fracción citosólica y membrana. 500µg de cada fracción se incubaron con el anticuerpo anti-
HA. Los inmunocomplejos se analizaron por western-blot Se utilizó un 5% de input como 
control de carga. 

Para comprobar que la unión entre ambas proteínas no era consecuencia de la 

sobreexpresión de Snail1, se realizó la coinmunoprecipitación de las proteínas 

endógenas utilizando extractos nucleares (M.M.6.1.3) de dos líneas celulares que 

expresaban niveles altos de Snail1 endógenos las MiaPaca2 y las SW620. Éstos se  

incubaron toda la noche con el anticuerpo específico anti-Akt. Seguidamente los 

complejos purificados se analizaron por western-blot con el anticuerpo anti-Snail1 

generado en nuestro laboratorio (Tabla M.M.11). Como se muesta en la figura 
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R.23, Snail1 se detectó formando parte del complejo precipitado con Akt en ambas 

líneas celulares. 

 

Figura R.23 Snail1 y Akt endógeno co-inmunoprecipitan en el núcleo de células 

MiaPaca y SW620. Ensayo de coinmunoprecipitación en el que se incubaron 500 µg de 
extractos nucleares de células MiaPaca2 y de células SW620, con el anticuerpo específico 
anti-Akt. Los inmunocomplejos se analizaron por western-blot con el anticuerpo anti-Snail1 
generado en nuestro laboratorio. Se utilizó un 5% de input como control de carga. (*) 
Dependiendo de la resolución del gel y del anticuerpo utilizado se observan varias formas de 
Snail1 que pueden corresponder diferentes modificaciones de la proteína con distintos pesos 
moleculres [142] 

Teniendo en cuenta todos los resultados mostrados se puede concluir que 

ambas proteínas interaccionan in vivo y que dicha interacción ocurre en el núcleo de 

células tumorales. 

R.3.2 Akt se une a la región (-178/+92) del promotor de la CDH1, la 

misma región en la que se une Snail1.  

Una vez determinado el compartimento donde tenía lugar la interacción Snail1/ 

Akt y sabiendo que la función de Snail1 descrita hasta ahora es la de regular la 

expresión génica mediante su unión al DNA, se planteó si la interacción podía tener 

lugar sobre algún promotor regulado por Snail1. Aunque Akt es una quinasa que, 

entre otras funciones, regula la actividad de factores de transcripción [246, 259, 260] 

y de proteínas que modifican directamente la cromatina [260-262], no existe 

ninguna evidencia de la unión de Akt al DNA. Con el propósito de comprobar si Akt 

y Snail1 podían colocalizar a nivel de cromatina se estudió mediante 

inmunofluorescencia la distribución de Akt y de Snail1 en células HT-29 M6 Snail1 

tratadas, antes de ser fijadas, con  el tampón CSK (M.M.9). Este tampón permite 
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eliminar aquellas proteínas que no esten unidas a estructuras subcelulares como el 

citoesqueleto o el DNA. 

Como muestra la figura R.24 después del tratamiento, se detectó señal de Akt 

y de Snail1 en la fracción rica en cromatina de estas células. Al superponerse las 

señales (ver merge de la figura) Akt y Snail1 colocalizaron. En la parte inferior de la 

figura se muestra la señal de Akt activa, P-S473. Como se observa en el merge, 

Snail1 colocalizó también a nivel de la cromatina con Akt activa, indicando que Akt y 

Snail1 pueden interaccionar a nivel del DNA y que Akt en estos complejos puede 

estar activa. 

 

Figura R.24 Snail1 y Akt colocalizan en células HT-29 M6. Inmunofluorescencia de Akt 
total, de Akt-P-S473 y de Snail1 en células HT-29 M6 que expresan establemente Snail1-HA. 
Las células fueron tratadas con el buffer CSK antes de ser fijadas. Como anticuerpo 
secundario se utilizó un anticuerpo conjugado con el fluorocromo rojo Alexa 555 para la 
señal de Akt y de P-S473. Para la señal de Snail1 se utilizó un anticuerpo conjugado con el 
fluorocromo verde Alexa 488. La superposición de las señales roja y verde se representa en 
color blanco (Merge) en la figura. La detección y la captura de imágenes se realizaron por 
microscopia confocal. 

Como se ha explicado en la introducción, la principal diana de Snail1 durante la 

EMT es el gen de la CDH1. Datos previos relacionan, aunque indirectamente, Akt con 

la represión de este gen durante la EMT [226]. Este hecho junto con los datos 

obtenidos mediante inmunofluorescencia (figura R.24) llevaron al planteamiento de 

si la interacción Snail1/ Akt pudiera tener lugar en el promotor CDH1 y, en caso de 

que así fuera, su posible funcionalidad.  
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Para averiguar si Snail1 y Akt interaccionaban sobre el promotor CDH1, se 

realizaron ensayos de inmunoprecipitación de cromatina (M.M.12) los cuales 

permiten comprobar si una proteína se une in vivo a un promotor en concreto. 

Extractos enriquecidos en núcleos de células HT-29 M6 y RWP1 fueron incubados 

con el anticuerpo específico anti-Akt. Se estudió la presencia de Akt en la misma 

región del promotor CDH1 previamente descrita como región  a la cual se une 

Snail1(-178/+92) [84],[160]. La cantidad del DNA de interés coprecipitado con Akt y 

la coprecipitada inespecíficamente fue analizada por PCR cuantitativa. La figura 

R.25 muestra como el DNA analizado se detectó en los inmunoprecipitados de Akt y 

no en las condiciones sin anticuerpo, en ambas líneas celulares indicando  que Akt 

se une  a la misma región del promotor CDH1 que Snail1. Sorprendentemente, la 

presencia de Akt en el promotor CDH1 fue independiente de la presencia de Snail1 

ya que en las células control también se encontró Akt unido en el promotor CDH1 

obteniéndose porcentajes de input similares a los obtenidos en la línea que 

expresaba establemente Snail1.  

 

Figura R.25 Akt se une a la región -178/+92 del promotor de la CDH1 

independientemente de la presencia de Snail1. ChIP (M.M.12) en el que se analizó la 
presencia de Akt sobre el promotor CDH1 en las líneas celulares HT-29 M6 y RWP1 control y). 
Snail1. Akt fue inmunoprecipitado de cromatinas provenientes de estas líneas celulares con 
el anticuerpo anti-Akt total. La región -178/+92 del promotor CDH1 se amplificó por PCR 
cuantitativa con oligonucleótidos específicos. Como control negativo se utilizó la cantidad de 
DNA inmunoprecipitada en ausencia de anticuerpo (No Ab). Los resultados que se muestran 
en la gráfica representan el porcentaje de input inmunoprecipitado en cada caso (cantidad 
de promotor inmunoprecipitada respecto a la cantidad de DNA inicial). En la gráfica se 
representa la media de al menos tres experimentos. 
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R.3.3 Snail1 necesita de la actividad kinasa de Akt para reprimir el 

promotor de la CDH1. 

Para estudiar la posible funcionalidad de la interacción Snail1/ Akt en el 

promotor de la CDH1 se decidió comprobar si la actividad quinasa de Akt era 

necesaria para la represión de la E-cadherina por Snail1. Células RWP1 fueron 

transfectadas transitoriamente con el mutante de Akt1, Akt-K179M. Este mutante 

recibe el nombre de kinase dead ya que tiene mutado el sitio de unión al ATP y por 

lo tanto no puede fosforilar proteínas sustrato. Se cotransfectaron los plásmidos de 

Snail1-HA o el vector vacío pcDNA junto con el plásmido pGL3 que contiene el 

fragmento -178/+92 del promotor de la E-cadherina regulando la actividad del gen 

de la luciferasa (M.M.10) lo que  permite detectar su actividad. 

Como muestra la figura R.26, Snail1 reprimió el promotor CDH1 de una manera 

dosis dependiente. Sin embargo, en presencia del mutante de Akt catalíticamente 

inactivo, la represión de la E-cadherina por Snail1 se vió comprometida aunque no 

totalmente ya que en el último punto donde hubo más expresión de Snail1 si se 

detectó represión. Por lo tanto, Snail1 necesita de la actividad quinasa de Akt para 

poder reprimir el promotor de la E-cadherina, especialmente cuando se expresa a 

bajas cantidades. Nótese que inicialmente en el punto donde no hay Snail1, la 

expresión del mutante de Akt incrementa la actividad basal del promotor CDH1; 

esto podría ser como consecuencia de que las células RWP1 WT presentan niveles 

endógenos de Snail1.  
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Figura R.26 Snail1 necesita de la actividad quinasa de Akt para reprimir el promotor de 

la E-cadherina. Células RWP1 WT fueron transfectadas transitoriamente con 100 ng del 
plásmido pGL3 (-178/+92 del promotor de la E-cadherina) o el plásmido pGL3 vacío. 
Simultáneamente se transfectaron el mutante Akt-K179M o el vector vacío pcMV5 con 
cantidades crecientes de Snail1-HA o pcDNA 0, 0.1, 1, 10 ng. La actividad de los promotores 
se examinó mediante ensayos reporters. Los valores se muestran referidos al valor inicial o 
control de cada condición. En la gráfica se representa la media de al menos tres 
experimentos. 

Teniendo en cuenta que nuestro interés se centraba en encontrar la función 

biológica de la interacción Snail1/ Akt en el promotor de la E-cadherina, 

comprobamos si el mutante kinase dead de Akt podía interaccionar con Snail1. Para 

ello células RWP1 fueron cotransfectadas con el mutante Akt-K179M en presencia 

del plásmido Snail1-HA o del vector vacío pcDNA. Después de 48 h de expresión se 

preparon extractos totales (M.M.6.1.2). Una cantidad de éstos se incubaron con el 

anticuerpo anti-Snail1. Como muestra la figura R.27 en los complejos precipitados 

con Snail1 se detectó el mutante de Akt por lo que esta mutación puntual no impide 

que la interacción Snail1/ Akt tenga lugar. 

 

Figura R.27 El mutante de Akt kinase dead interacciona con Snail1. Ensayo de co-
inmunoprecipitación en el que células RWP1 fueron cotransfectadas con  plásmido que 
expresa el mutante de Akt, Akt-K179M-HA y con el plásmido que expresa Snail1-HA o con el 
vector vacío pcDNA. La expresión se mantuvo 48 h en presencia de 10% de suero. 500 µg de 
extractos fueron incubados con el anticuerpo anti-Snail1 preparado en nuestro laboratorio. 
Los inmunocomplejos se analizaron por western-blot con el anticuerpo anti-HA. Se utilizó un 
5% de input como control de carga.  

Se quiso examinar si el impedimento de la represión de la E-cadherina por 

Snail1 por falta de la actividad quinasa de Akt se traducía a nivel mRNA y proteína. 

Para ello células RWP1 WT fueron cotransfectadas con Snail1-HA o pcDNA y con 
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Akt-K179M o el vector vacío pcMV5. Después de 48 h de expresión se analizaron los 

niveles de mRNA de la E-cadherina con oligonucleótidos específicos y los niveles de 

proteína por western-blot. Como muestra la figura R.28 A, la expresión de Snail1 

produjo la disminución de los niveles de mRNA de la E-cadherina (comparar carril 1, 

células control, con carril 3, células Snail1). Esta disminución se vió bloqueada por la 

coexpresión del mutante de Akt catalíticamente inactivo. Las células Snail1 

coexpresadas con el mutante de Akt presentaron niveles de mRNA de E-cadherina 

comparables a los de las células control (comparar carril 1 con carril 4). En la figura 

R.28 B se muestra el mismo resultado pero a nivel proteína para todas las 

condiciones, a excepción de la expresión del mutante de Akt en las células control. 

En esta condición aunque los niveles de mRNA no se alteraron, a nivel proteína éstas 

células presentaron menos E-cadherina que las células control (comparar carril 1 con 

carril 2 del panel B de la figura). Nótese que la expresión de este mutante no altera 

los niveles de Snail1 (I.4.3) (señal HA panel B) por lo que se puede concluir que Akt 

como quinasa coopera directamente en la represión de la E-cadherina por Snail1. 

 

Figura R.28 Snail1 requiere la actividad quinasa de Akt para reprimir la E-cadherina. A 

Se extrajo el RNA de células RWP1 WT transfectadas con Snail1-HA o el vector vacío pcDNA 
y con el mutante Akt-K179M o el vector vacío pcMV5. Se analizaron por PCR semicuantitativa 
los niveles de mRNA de la E-cadherina y del Snail1-HA expresado ectópicamente con 
oligonucléotidos específicos. El gen HPRT se amplificó como control. B western-blot de 
extractos totales de células RWP1 WT transfectadas con Snail1-HA o el vector vacío pcDNA y 
con el mutante Akt-K179M o el vector vacío pcMV5. Los niveles de E-cadherina se analizaron 
con el anticuerpo anti-E-cadherina y los de Snail1-HA con el anticuerpo anti-HA (Roche). 
Como control de carga se utilizó la β-actina.  
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R.3.4 Ni la fosforilación en la S10, ni en la S28 de la histona H3 son el 

resultado de la interacción entre Akt y Snail1 en el promotor de la CDH1.  

Con el fin de averiguar cuál podía ser el resultado de la interacción Snail1/ Akt 

en el promotor de la E-cadherina y sabiendo que Snail1 necesitaba de la actividad 

quinasa de Akt, se quiso analizar si Akt podría estar modificando algún residuo de 

alguna histona presente en dicho promotor. 

El primer residuo identificado que podía ser fosforilado in vitro en una histona 

fue la serina 10 de la histona H3 [263]. Han sido muchas las quinasas descritas cómo 

las responsables de la fosforilación de la S10 de la H3 in vitro. En mamíferos la 

quinasa Aurora B sería la principal causante de esta fosforilación in vivo [264]. 

Además PKA [265], Rsk2 [266], Msk1[267] y IKKα [268] también fosforilan la S10 de 

H3 in vivo. Akt también ha sido descrita como quinasa candidata para fosforilar la 

S10 de la H3 [269] por lo que se decidió comprobar si Akt podía fosforilar la H3 in 

vitro. 

Se realizó un ensayo quinasa en el cual la Histona H3 (M.M.8) fue incubada con 

Akt y [γ32]ATP durante 30 min a 30ºC. Como muestra la autorradiografía de la 

radioactividad incorporada por la H3 (figura R.31 A) Akt fue capaz de fosforilar la 

H3 in vitro. Seguidamente se quiso comprobar si el residuo modificado por Akt en 

H3 podría ser la S10. Se realizó el mismo ensayo quinasa pero con ATP no marcado 

radioactivamente. Se cargó la reacción en un gel y se analizó la presencia de la P-

S10 por western-blot con el anticuerpo anti-P-S10-H3. Como muestra la figura R.31 

B, Akt fosforiló la H3 en la S10. En este mismo ensayo, se introdujo una condición en 

la que se preincubó Akt con la proteína de fusión GST-Snail1. Como se observa en el 

carril 3 del panel B, la incubación de Akt con Snail1 aumentó la actividad quinasa 

de Akt sobre la S10 de la H3 lo que indica que o bien en presencia de Snail1, Akt es 

más activa o bien la H3 se convierte en mejor sustrato para Akt (ver resultados R.2 

en los que la preincubación de Akt con Snail1 aumenta su actividad quinasa). El 

resultado de un segundo ensayo quinasa con ATP no marcado radioactivamente se 

analizó por espectrometría de masas en busca de el/los residuo/s modificados por 

Akt. En la figura R.29 C se muestran los resultados que se obtuvieron. Estos 

indicaron que Akt fosforiló a la H3 al menos en la S10, la S28 y la T46, siendo este 
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último el residuo más fosforilado (nótese que este residuo se encuentra dentro del 

motivo específico de fosforilación de Akt, recuadro lila de la figura R.29 C). 

 

Figura R.29 Akt fosforila la histona H3 in vitro. A Ensayo quinasa in vitro en el que se 
incubaron 3µg de proteína recombinante H3 con 1 µg de quinasa recombinante Akt1. El 
ensayo se realizó durante 30 min a 30ºC en presencia de [γ32]ATP. Las reacciones se cargaron 
en un gel de poliacrilamida al 10% para conseguir una buena separación de las diferentes 
proteínas. Seguidamente se secó y se expuso un film toda la noche a -80ºC, para visualizar la 
radioactividad. B Ensayo quinasa in vitro en presencia de ATP no marcado radioactivamente 
en el que se analizó la señal P-S10 por western-blot después de fosforilar la histona H3 con 
Akt1 preincubada o no con la proteína de fusión GST-Snail1. El anticuerpo anti-H3 fue 
utilizado para normalizar la cantidad total de histona H3 introducida en cada condición. C 

Resultado del análisis por espectrometría de masas de los residuos fosforilados por Akt1 en 
la histona H3. A la izquierda se muestra una figura modelo del dominio globular y la cola de 
la H3. 

Una vez determinado que Akt podía fosforilar in vitro la H3 en estos tres 

residuos, se examinó mediante ensayos ChIP si alguno de ellos aparecía fosforilado 

en el promotor de la E-cadherina como consecuencia de un aumento de actividad 

de Akt por interacción con Snail1 en el promotor. En el momento que se realizaron 

estos experimentos sólo existían anticuerpos comerciales para la P-S10 y la P-S28, 

por lo que la P-T46 no pudo ser analizada.  
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Como muestra la figura R. 30, mediante inmunofluorescencia se confirmó que,  

si en la preparación existían células mitóticas prácticamente la totalidad de la señal  

de P-S10 y de P-S28 (la cual se comporta como la P-S10) se acumuló en ellas lo que 

corrobora datos previos que indican que estas señales son mayoritariamente señales 

mitóticas [270], [271]. El resto de células mostraron baja tinción. Con el fin de 

disminuir la presencia de células mitóticas en el ensayo y aumentar la señal de 

células en interfase, se decidió analizar la distribución de estas señales en células 

crecidas sin suero durante 48 h. Como muestra la figura R.30, en estas condiciones 

se pudo detectar mayor señal de P-S10 y P-S28 en células no mitóticas por lo que se 

decidió realizar los ensayos ChIP con cromatina procedente de células HT-29 M6 y 

RWP1 control y Snail1 crecidas en ausencia de suero. 

 

Figura R.30 La P-S28 es una marca principalmente mitótica tanto en células HT-29 M6 

como en células RWP1 control y Snail1. A inmunofluorescencia en presencia de 0,5% FBS 
y en ausencia de suero de la señal de la P-S28 en células RWP1 control (panel superior) y 
Snail1 (panel inferior). La señal verde se obtuvo con el anticuerpo secundario marcado con el 
fluorocromo Alexa 488. B Inmunofluorescencia en ausencia de suero de células HT-29 M6 
control y Snail1 (panel superior). En el panel inferior se muestra aumentada la señal 
cromosómica de P-S28 en células HT-29 M6 Snail1. La señal de P-S28 se muestra en verde. 
Los mismos resultados se obtuvieron para la señal de la P-S10 aunque no se muestran en la 
figura. 
 

A la vez que se analizó la presencia de la P-S10 y de la P-S28 en el promotor de 

la E-cadherina en células control y Snail1, también se determinó su presencia en el 

promotor de la Fibronectina. Esto sirvió como control ya que al ser éste un promotor 
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activado por Snail1, la marca epigenética que se encontrara debería ser diferente a 

la que se encontrara en el promotor reprimido de la E-cadherina.  

Cromatina procedente de células HT-29 M6 y RWP1 control y Snail1 crecidas 48 

h sin suero fue incubada con el anticuerpo P-S10. En el DNA precipitado se analizó 

la presencia de los promotores de E-cadherina y de Fibronectina amplificando el 

fragmento de interés por PCR cuantitativa con oligonuclótidos específicos. Como 

muestra la figura R.31 A, en las células HT-29 M6 (panel A izquierda) no se detectó 

presencia de esta señal en el promotor CDH1 ni en células control ni en células 

Snail1. En células RWP1 (panel A derecha) fue posible detectar un ligero aumento 

de la señal P-S10 en el promotor de la CDH1 en las células RWP1 Snail1 respecto a 

las células control, aún así este se consideró poco significativo evaluando el 

porcentaje de input inmunoprecipitado. Además, el objetivo era encontrar la señal 

como consecuencia de la interacción Snail1/ Akt por lo que no esperaríamos 

encontrar la misma señal en las células control que en las células Snail1.  

 

 
 

Figura R.31 La P-S10 no es consecuencia de la interacción Snail1/Akt en el promotor de 

la E-cadherina. A, B ChIP en el que se analizó la presencia de P-S10  sobre el promotor 
CDH1 y FN1 en las líneas celulares HT-29 M6 y RWP1 control y Snail1 crecidas 48 h sin suero. 
P-S10 fue inmunoprecipitado de cromatinas provenientes de estas líneas celulares con el 
anticuerpo anti-P-S10. La región -178/+92 del promotor CDH1 se amplificó por PCR-
cuantitativa con oligonucleótidos específicos. El panel B muestra los resultados obtenidos 
para la región -375/-320 del promotor FN1. Como control negativo se utilizó la cantidad de 
DNA inmunoprecipitada sin presencia de anticuerpo (No Ac). Los resultados que se muestran 
en la gráfica representan el porcentaje de input inmunoprecipitado en cada caso (cantidad 
de promotor inmunoprecipitada respecto a la cantidad de DNA inicial). 
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En cuanto a la presencia de esta marca en el promotor de la FN1, panel B de la 

figura, la P-S10 apareció tanto en las células control como en las células Snail1 y en 

ambas líneas celulares por lo que no parecía una marca característica de promotores 

controlados por Snail1. 

También se determinó la presencia de la P-S28 en el promotor CDH1 y FN1 de 

cromatinas HT-29 M6 y RWP1 control y Snail1. Cromatinas de células HT-29 M6 y 

RWP1 control y Snail1 crecidas durante 48 h sin suero, fueron inmunoprecipitadas 

con el anticuerpo anti-P-S28. Como muestra la figura R.32 panel C y D izquierda 

en las células HT-29 M6 no se detectó señal específica en ninguno de los 

promotores analizados. En células RWP1, tampoco la P-S28 parecía consecuencia de 

la interacción Snail1/ Akt en el promotor de la E-cadherina ya que no se detectó esta 

marca en las células Snail1. En el caso del promotor de la Fibronectina si se detectó 

la señal en las células Snail1 pero teniendo en cuenta el porcentaje de input 

inmunoprecipitado, no se consideró significativo. 

 

Figura R.32 La P-S28 tampoco es consecuencia de la interacción Snail1/Akt en el 

promotor de la E-cadherina. C, D ChIP en el que se analizó la presencia de P-S28  sobre el 
promotor CDH1 y FN1 en las líneas celulares HT-29 M6 y RWP1 control y Snail1 crecidas 48 h 
sin suero. P-S28 fue inmunoprecipitado de cromatinas provenientes de estas líneas celulares 
con el anticuerpo anti-P-S28. La región -178/+92 del promotor CDH1 se amplificó por PCR-
cuantitativa con oligonucleótidos específicos. El panel D muestra los resultados obtenidos 
para la región -375/-320 del promotor FN1. Como control negativo se utilizó la cantidad de 
DNA inmunoprecipitada sin presencia de anticuerpo (No Ac). Los resultados que se muestran 
en la gráfica representan el porcentaje de input inmunoprecipitado en cada caso (cantidad 
de promotor inmunoprecipitada respecto a la cantidad de DNA inicial). 
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RESUMEN 

En este capítulo se ha demostrado que Snail1 interacciona mayoritariamente 

con el Akt nuclear y que esta interacción puede darse a nivel del promotor de la 

CDH1. El reclutamiento de Akt al promotor CDH1 es independiente de la presencia 

de Snail1. También se demuestra que la actividad quinasa de Akt es necesaria para 

la represión de la E-cadherina por Snail1 en células RWP1. Se descartan la 

fosforilación en la S10 y en la S28 de la histona H3 como resultado de la interacción 

Snail1/ Akt en el promotor de la E-cadherina y como marcas epigenéticas de genes 

regulados por Snail1. 
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R.4. Akt2, pero no Akt1, interacciona con Snail1. Roles 

distintos para las isoformas Akt1 y Akt2 en los cambios 

moleculares inducidos por Snail1 en las células HT-29 M6. 

R.4.1 Akt2 interacciona con Snail1 en el promotor de la E-cadherina. 

Akt se encontraba unida al promotor de la E-cadherina en igual proporción en 

células control y en células Snail1. Como se ha mencionado en la introducción (I.4.2) 

recientemente se han descrito funciones opuestas para Akt1 y Akt2 en cuanto a la 

regulación de la movilidad celular y aparición de metástasis [272] que depende 

principalmente del tipo celular estudiado.  Teniendo en cuenta estos datos  se quiso 

comprobar cuál era la isoforma de Akt que interaccionaba con Snail1 y, en 

consecuencia, cuál era la isoforma de Akt que aparecía unida al  promotor de la E-

cadherina en células control y células Snail1. Los sistemas celulares en los que se 

centró el estudio fueron células RWP1 y células HT-29 M6. La expresión de Akt3 es 

mayoritaria en el sistema nervioso, por lo que ésta isoforma fue inicialmente 

descartada. 

Se ha propuesto que la localización de las isoformas de Akt puede actuar como 

mecanismo de regulación de la selectividad de su función [273]. Como primera 

aproximación, para poder estudiar qué isoforma de Akt era la que interaccionaba 

con Snail1 se analizó por inmunofluorescencia la distribución de Akt1 y de Akt2 en  

células RWP1 y en células HT29-M6, control y Snail1. Las células antes de ser fijadas 

fueron tratadas con el tampón CSK. Como muestra la figura R.33, las células que 

expresaban de una manera estable Snail1 (panel inferior) presentaron más Akt1 en el 

núcleo que las células control (panel superior). Esto ocurrió en la línea celular RWP1. 

En las células HT29-M6 la expresión de Snail1 mostró una distribución nuclear de 

Akt1 diferente que en las células control. Como se observa, Akt1 en las células HT29-

M6 control se concentró en los núcleolos. Sin embargo en las células Snail1, Akt1 

presentó una distribución más punteada por todo el núcleo. En cuanto a Akt2, la 

expresión de Snail1 no alteró la distribución nuclear de esta isoforma de Akt en las 

células RWP1 sin embargo, en las células HT29-M6 en las que las células control 

presentaron una distribución nuclear de Akt2 excluida de los nucleolos, la expresión 

de Snail1 provocó una distribución nuclear homogénea de Akt2. Este resultado 
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indica que Snail1 moviliza o cambia la distrubición nuclar de ambas isoformas de 

Akt. 

 

Figura R.33 Células que expresan Snail1 presentan más Akt1 y Akt2 nuclear. A 

Inmunofluorescencia de Akt1 y Akt2 en células RWP1 control y Snail1 tratadas con el tampón 

CSK antes de ser fijadas. Como anticuerpo secundario se utilizó un anticuerpo contra rabbit 

conjugado con el fluorocromo verde Alexa 488. B Inmunofluorescencia de Akt1 y Akt2 en 

células HT29-M6 control y Snail1 tratadas con el tampón CSK antes de ser fijadas. Como 

anticuerpo secundario se utilizó un anticuerpo contra rabbit conjugado con el fluorocromo 

verde Alexa 488. 

 Para corroborar el resultado obtenido por inmunofluorescencia se realizó un 

fraccionamiento subcelular (M.M.6.1.3) en el que se separó la cromatina del resto 

de compartimentos subcelulares en células RWP1 y HT-29 M6, control y Snail1. La 

distribución de Akt1 y de Akt2 se analizó por western-blot. Como muestra la figura 

R.34, las células HT29 M6 (A) y las células RWP1 (B) transfectada con Snail1 

mostraron una mayor proporción de Akt1 y de Akt2 en la fracción cromatídica 

(comparar carril 2 con el 4 dentro de cada línea celular). Obsérvese, que esta fracción 

apareció limpia de contaminación de las otras fracciones (en la figura ver 

marcadores de los diferentes compartimentos). Estos datos junto con los obtenidos 

por inmunofluorescencia sugieren una acción de Snail1 sobre ambas isoformas de 

Akt movilizándolas a la fracción cromatídica.  
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Figura R. 34 Las células que expresan Snail1 presentan más Akt1 y Akt2 en la fracción 

cromatídica que las células control. A, B Subfraccionamiento celular (M.M.6.1.3) de 

células RWP1 y HT-29 M6 control y Snail1. Se separaron citosol y núcleo de cromatina. Se 

cargó un volumen igual para cada compartimento en un gel de poliacrilamida. Se analizó por 

Western-blot la distribución de Akt1 y Akt2 con los anticuerpos específicos rabbit anti-Akt1 y 

anti-Akt2 (cell signaling). El marcador de cromatina (histona H3) y el citosólico (α−tubulina), 

se utilizaron para normalizar las diferentes condiciones como para corroborar, la ausencia de 

contaminación entre compartimentos.  

Con los resultados que se muestran en las figuras R.33 y R.34 podemos 

suponer que Snail1 puede interaccionar tanto con Akt1 como con Akt2. Esto fue 

confirmado por ensayos de coinmunoprecipitación en el caso de las células RWP1, 

pero en el caso de células MiaPaca2 y células SW620 (sistemas que expresan niveles 

altos de Snail1 endógeno) se obtuvo un resultado diferente. 

Células RWP1 WT fueron transfectadas transitoriamente con el plásmido que 

expresaba Snail1-HA o con el vector vacío pcDNA. Después de 48 h de expresión se 

lisaron las células (M.M.6.1.2 tampón IP). Una cantidad de estos lisados fue 

incubada con el anticuerpo anti-HA que reconocía el Snail1-HA expresado 

ectópicamente. En los inmunocomplejos obtenidos se analizó la presencia de Akt1 y 

de Akt2 por western-blot.  

Como muestra la figura R.35 A, tanto Akt1 como Akt2 coinmunoprecipitaron 

con Snail1-HA en estas células, aunque la interacción fue mayor con Akt2 (comparar 

porcentaje de input, carril 2, de ambas isoformas con la señal de la IP, carril 3). En 

cambio, cuando se quiso comprobar la coinmunoprecipitación Snail1/ Akt1 y Snail1/ 

Akt2 con las proteínas endógenas (panel B) mediante extractos enriquecidos en 
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núcleos de células MiaPaca (panel B, izquierda) y células SW620 (panel B, derecha) 

se observó que Snail1 sólo coinmunoprecipitó con Akt2. Estos resultados indican 

que en un sistema más fisiológico la isoforma Akt2 es la que interacciona con Snail1. 

 

 

Figura R.35 Snail1 ectópico interacciona tanto con Akt1 como con Akt2. La interacción 

entre las proteínas endógenas sólo se da entre Snail1 y Akt2. A Ensayo de 

coinmunoprecipitación en el que células RWP1 fueron transfectadas con el plásmido que 

expresaba Snail1-HA o con el vector vacío pcDNA. La expresión se mantuvo 48 h en 

presencia de 10% de suero. 500 µg de extractos totales de estas células fueron incubados 

con el anticuerpo anti-HA. Los inmunocomplejos se analizaron por western-blot con los 

anticuerpos anti-Akt1 y anti-Akt2. Se utilizó un 5% de input como control de carga. B 

inmunoprecipitación de células MiaPaca2 y células SW620. 200 µg de extractos enriquecidos 

en núcleos  fueron incubados con el anticuerpo anti-Snail1 preparado en nuestro laboratorio. 

Se utilizó un 5% de input como control de carga. Los complejos precipitados fueron 

analizados por western-blot con los anticuerpos anti-Akt1 y anti-Akt2. 

 

Este resultado nos llevo a analizar en profundidad qué isoforma se encontraba 

con Snail1 en el promotor CDH1 en las células RWP1 y HT-29 M6, en las cuales ya 
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habíamos comprobado la presencia de Akt (figura R. 25). La cromatina de células 

RWP1 y de células HT-29 M6 control y Snail1 fue incubada con los anticuerpos 

específicos Akt1 y Akt2. Como control negativo se incubó la misma cantidad de 

cromatina en ausencia de anticuerpo. El DNA inmunoprecipitado fue amplificado 

por PCR cuantitativa con oligonucleótidos específicos de la región de interés -

178/+92  en CDH1 (figura R.36 A) y por PCR semicuantitativa (figura R.36 B). 

El fragmento del promotor CDH1 analizado apareció en la fracción 

inmunoprecipitada con el anticuerpo anti-Akt1 en las células control. Sin embargo, 

en las células que expresaban Snail1 el fragmento del promotor CDH1 apareció en la 

fracción inmunoprecipitada con el anticuerpo específico para Akt2. Por lo tanto, en 

las células control la isoforma que apareció unida en la región estudiada fue la 

isoforma Akt1; en cambio, en presencia de Snail1, la isoforma que se reclutó al 

promotor CDH1 fue la isoforma Akt2. Este resultado indica que Snail1 provoca un 

cambio de isoforma de Akt en el promotor de la E-cadherina. El panel B muestra el 

análisis de la cromatina por PCR semicuantitativa confirmando el resultado ya que se 

observó más producto de PCR de la región estudiada en las células control, en el 

DNA inmunoprecipitado con Akt1 y en las células Snail1, en el DNA 

inmunoprecipitado con Akt2.  

Por lo tanto, se puede concluir que la isoforma de Akt que interacciona con 

Snail1 a nivel del promotor de la CDH1 es la isoforma Akt2. Como se puede observar, 

las diferencias de unión de ambas isoformas al promotor CDH1 fueron más 

marcadas en las células HT-29 M6 que en las células RWP1. Esto podía ser explicado 

porque las células RWP1 control, a diferencia de las HT-29 M6, presentan expresión 

basal de Snail1 endógeno. Así pues, es posible que en las células RWP1 control ya 

exista Snail1 unido al promotor de la E-cadherina e interaccionando con la isoforma 

Akt2. 
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Figura R.36 Snail1 provoca un cambio de isoforma de Akt en el promotor de la E-

cadherina en células RWP1 y HT-29 M6 A. ChIP en el que se analizó la presencia de Akt1 y 

Akt2  en el promotor CDH1 en las líneas celulares HT-29 M6 y RWP1 control y Snail1. Akt1 

fue inmunoprecipitado de cromatinas procedentes de estas líneas celulares con el anticuerpo 

anti-Akt1 total y Akt2 fue inmunoprecipitado con el anticuerpo anti-Akt2 total. La región -

178/+92 del promotor CDH1 se amplificó por PCR cuantitativa con oligonucleótidos 

específicos. Como control negativo se utilizó la cantidad de DNA inmunoprecipitada sin 

presencia de anticuerpo (No Ab). Los resultados que se muestran en la gráfica representan la 

media de los porcentajes de input inmunoprecipitados en cada caso (cantidad de promotor 

inmunoprecipitada respecto a la cantidad de DNA inicial) de al menos tres experimentos. B 

Mismo ChIP donde la región del promotor CDH1 fue analizada por PCR semicuantitativa. 

 

Se quiso estudiar si el reclutamiento de la isoforma Akt2 al promotor de la E-

cadherina en las células Snail1 era un mecanismo específico de este promotor o 

existía también a nivel de otros promotores regulados por Snail1, como el de  FN1 

(el cual es activado por Snail1 [245], [85], [154]) o el de PTEN (el cual es reprimido 

por Snail1 [173]). 

La región del promotor FN1 a la que se une in vivo Snail1 es la -36/+265 [245]. 

Para estudiar si Akt se unía al promotor de la Fibronectina  se utilizaron dos parejas 

de oligonucleótidos (Tabla M.M.14). Como se observa en la figura R.37, ninguna 

de las dos isoformas de Akt se detectó en el promotor de la Fibronectina ya que no 

se observó unión específica. En la gráfica se representa el resultado obtenido con los 

oligonucleótidos que amplifican la región -375/-320. Aunque no se muestran, los 

mismos resultados negativos se obtuvieron para la región -37/+116. 
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Se analizó la presencia de Akt1 o de Akt2 en el promotor de PTEN en células 

RWP1 control y Snail1. La región estudiada fue -370/-135 donde se unía Snail1 [173]. 

Como se muestra en la figura R.37 C la secuencia de PTEN estudiada tampoco se 

detectó en la fracción precipitada ni con Akt1 y ni con Akt2 en ambas líneas 

celulares. 

Por lo tanto en este punto podíamos concluir que  Snail1 interacciona con Akt2, 

que esta interacción puede tener lugar en el promotor CDH1 pero no en otros 

promotores reprimidos como PTEN o activados como FN1. 

 
 

Figura R.37 Ni Akt1 ni Akt2 son reclutadas al promotor de la Fibronectina. ChIP en el 

que se analizó la presencia de Akt1 y Akt2  sobre el promotor FN1 en las líneas celulares 

RWP1 (A) y HT29 M6 control y Snail1 (B). Akt1 fue inmunoprecipitado de cromatinas 

provenientes de estas líneas celulares con el anticuerpo anti-Akt1 y Akt2 fue 

inmunoprecipitado con el anticuerpo anti-Akt2. La región -375/-320 del promotor FN1 se 

amplificó por PCR cuantitativa con oligonucleótidos específicos. Como control negativo se 

utilizó la cantidad de DNA inmunoprecipitada sin presencia de anticuerpo (No Ab). Los 

resultados que se muestran en la gráfica representan la media de los porcentajes de input 

inmunoprecipitados en cada caso (cantidad de promotor inmunoprecipitada respecto a la 

cantidad de DNA inicial) de al menos tres experimentos. El panel C muestra el ChIP sobre el 

promotor de PTEN efectuado de la misma forma que en A y B. 

R.4.2 Akt1 y Akt2 cooperan con Snail1 en la regulación de la expresión 

de marcadores epiteliales y mesenquimales en las células RWP1. Sin 

embargo, en células HT-29 M6 las dos isoformas juegan papeles 

distintos: Akt1 es pro-epitelial y Akt2 pro-mesenquimal. 

Con el objetivo de encontrar la funcionalidad de la interacción Snail1/ Akt2 en el 

promotor de la E-cadherina y de identificar cual de las dos isoformas cooperaba con 

Snail1, se trató de estudiar el papel que jugaban Akt1 y Akt2 en la expresión de 
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diferentes genes regulados por Snail1, como la E-cadherina y la Fibronectina. 

Teniendo en cuenta que el mutante kinase dead podría ser no específico por la 

similitud de secuencia entre las diferentes isoformas, se planteó determinar la 

función de cada isoforma mediante el uso de shRNA específicos para Akt1 y para 

Akt2. Células RWP1 control y Snail1 fueron infectadas con vectores lentivirales que 

codificaban shRNA para Akt1 y para Akt2 (M.M.4). Se interfirió cada isoforma por 

separado. Se confirmó que la interferencia de ambas isoformas era estable al menos 

dos semanas (no se muestra el dato).  

En la figura R.38 A se muestran los niveles de interferencia de Akt1 y de Akt2,  

después de 48 h de ser infectadas. Los shAkt1 y shAkt2 redujeron la expresión de 

Akt1 y de Akt2 respectivamente (en las células control comparar carril 1 donde se 

infectó el shRNA control, con los carriles 2 (sh Akt1) y 3 (shAkt2) y en las células 

Snail1 el carril 4 con el 5 y el 6). Los shRNA fueron específicos ya que cada shRNA no 

afectó los niveles de la otra isoforma. Además de analizarse por western-blot los 

niveles de Akt1 y de Akt2 se analizaron  los niveles de Snail1-HA ya que al interferir 

de Akt pueden alterarse los niveles del factor de transcripción [146]. Como muestra 

la figura R.38, los niveles de Snail1 sólo se vieron afectados y, sólo muy ligeramente, 

por la interferencia de la isoforma Akt1 (compárese los niveles de Snail1 en la 

condición shAkt1 con la condición shcontrol). 

 

Figura R.38 Western-blot mostrando la interferencia de Akt1 y Akt2. Células RWP1 

control y Snail1 fueron infectadas con un shRNA irrelevante o con una mezcla de cinco 

shRNA específicos para Akt1 o para Akt2 (M.M.4). Se cargó una muestra de extractos totales 

(SDS 1%) de estas células, en un gel de poliacrilamida y se analizó Akt1 y Akt2 por western-

blot con sus anticuerpos específicos. La β-actina fue utilizada como control de carga. 
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Se extrajo el RNA de estas células infectadas y se analizaron los mRNA de E-

cadherina, y Fibronectina por PCR cuantitativa con oligonucleótidos específicos 

(M.M.11). En la figura R.39 se muestran los niveles de mRNA de estos genes en las 

células RWP1 Snail1, comparándolos con los niveles detectados en las células 

control shcontrol. 

Se puede observar como células que expresaban de manera estable Snail1 e 

infectadas con el shcontrol mostraron menos mRNA de E-cadherina (gráfico 

izquierda) que las células control indicando que el shcontrol no interfiere en la 

función represora de Snail1. Sin embargo en ausencia de Akt1 y de Akt2, las células 

Snail1 presentaron los mismos niveles de mRNA de E-cadherina que las células 

control shAkt1 y shAkt2 sugiriendo que ambas isoformas son necesarias en la 

represión de la E-cadherina por Snail1. 

En cuanto a la Fibronectina (gráfico derecha), los resultados por PCR cuantitativa 

mostraron como Snail1 activó la expresión de este gen. En cambio, cuando se 

interfirió tanto Akt1 como Akt2 la activación de Fibronectina por Snail1 no fue tan 

eficiente evidenciando que para este gen también existe una cooperación entre 

Snail1 y Akt aunque no sería consecuencia de la presencia de ambas proteínas en el 

promotor FN1 (ver figura R.37). 

 
Figura R.39 La interferencia tanto de Akt1 como de Akt2 impide la represión de la E-

cadherina y la completa activación de la Fibronectina por Snail1. PCR cuantitativa de los 

niveles de mRNA de E-cadherina (izquierda) y de Fibronectina (derecha) en clones RWP1 

Snail1 y control después de infectarlos con shcontrol o con shAkt1 o con shAkt2. Los 

oligonucleótidos utilizados para cada mRNA se detallan en M.M.11. Pumilio fue utilizado 

como control interno. Los valores están referidos a los valores obtenidos para los mRNAs en 

las células control o Snail1 interferidas con el shRNA irrelevante. 
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Teniendo en cuenta que la interferencia de Akt1 reducía ligeramente los niveles 

de Snail1, no se podía descartar que ésta fuera la causa de menos eficiencia en la 

represión de la E-cadherina y en la activación de la Fibronectina por Snail1 en las 

células shAkt1. En cambio, la interferencia de Akt2 no alteraba los niveles de Snail1 

(ver figura R.38), por lo que podría intervenir directamente en la función represora 

de Snail1 sobre la  E-cadherina y para la función activadora de Snail1 sobre la 

Fibronectina.  

Se procedió a estudiar otro sistema celular, las HT-29 M6. Esta línea celular a 

diferencia de la línea RWP1, no expresan Snail1 endógeno y muestran claramente 

una EMT por expresión ectópica de Snail1. Además, y como muestra la figura R.36, 

el cambio de isoforma a nivel del promotor de la E-cadherina por Snail1 es más 

evidente.  

Se infectaron células HT-29 M6 con los shRNA de Akt1 y de Akt2. Como 

muestra la figura R.40 después de 48 h de ser infectadas, los shAkt1 y shAkt2 

redujeron la expresión  de Akt1 y de Akt2  respectivamente y el shcontrol no afectó 

la expresión de estas quinasas. Al igual que en las células RWP1, la interferencia de 

Akt1 pero no la de Akt2 disminuyó los niveles de Snail1. 

 

 

Figura R.40 Western-blot mostrando la interferencia de Akt1 y Akt2. Células HT-29 M6 

control y Snail1 fueron infectadas con un shRNA irrelevante o con una mezcla de cinco 

shRNA específicos para Akt1 o para Akt2 (M.M.4). Se cargó una muestra de extractos totales 

(SDS 1%) de estas células, en un gel de acrilamida y se analizó Akt1 y Akt2 por western-blot 

con sus anticuerpos específicos. La annexina (RWP1) fue utilizada como control de carga. 
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Se analizaron por PCR cuantitativa los niveles de mRNA de E-cadherina, 

Fibronectina y Lef1 (gen activado también por Snail1 [154] durante la EMT) de 

células HT-29 M6  Snail1 infectadas con los shAkt1 y shAkt2 comparándolos con los 

de las células control sh control. 

Como muestra la figura R.41 A, la interferencia de ambas isoformas no tuvo 

ningún efecto sobre la expresión de estos marcadores en las células control. En el 

caso de las células Snail1, solo la expresión de este factor de transcripción provocó 

una reducción de la expresión de la E-cadherina y una activación de la Fibronectina y 

Lef-1. Cuando se compararon los niveles de mRNA de estos marcadores en las 

células Snail1 shcontrol con los de las células Snail1 donde se interfirió la isoforma 

Akt1, la interferencia de Akt1 aumentó aún más la represión de la E-cadherina 

(panel A gráfico arriba izquierda), la activación de Fibronectina (panel A gráfico 

abajo izquierda) y la activación de Lef-1 (panel A gráfico arriba derecha). Además, 

estos cambios se mostraron a nivel de proteína (figura R.41 B comparar carril 3 con 

el 4 en todas las señales). En consecuencia, en estas células la reducción de Akt1 

incrementa los cambios en la expresión de marcadores epiteliales y mesenquimales 

producidos por Snail1 asociados al fenómeno EMT. Nótese que estos efectos 

tuvieron lugar aún existiendo menos niveles de Snail1 (ver figura R.40). Estos 

resultados sugieren un papel pro-epitelial para Akt1 en la línea celular HT29 M6 

Snail1.  

La interferencia de la isoforma Akt2 en las células Snail1 redujo los niveles de 

mRNA de Lef-1 hasta un 50% cuando se compararon con las células Snail1 

infectadas con el shcontrol, lo mismo se detectó a nivel proteína. En cambio, la 

interferencia de Akt2 no tuvo ningún efecto sobre la represión de la E-cadherina ni 

sobre la activación de la Fibronectina por Snail1.  

Por lo tanto, la contribución de Akt2 no es tan clara como la de Akt1. En primer 

lugar, su interferencia sólo afecta a la activación de Lef-1 por Snail1 lo que sugiere 

que la expresión de Akt2 es necesaria para la activación de este marcador 

mesenquimal por Snail1.  
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Figura R.41 La interferencia de Akt1 incrementa los cambios moleculares provocados 

por Snail1 en células HT-29 M6 A. PCR cuantitativa de los niveles de mRNA de E-cadherina 

(izquierda arriba)  de Fibronectina (izquierda a bajo) y de Lef-1 (derecha arriba) en clones HT-

29 M6 Snail1 y control después de infectarlos con shcontrol o con shAkt1 o con shAkt2. En la 

gráfica se representan la media de al menos tres experimentos. Pumilio fue utilizado como 

control interno. Los valores están referidos a los valores obtenidos para los mRNAs en las 

células control o Snail1 interferidas con el shRNA irrelevante. B. Extractos totales (SDS 1%) de 

estas células fueron cargados en un gel y los niveles de Fibronectina, E-cadherina y Lef1 

fueron analizados con sus respectivos anticuerpos específicos. Annexin-AII fue utilizada 

como control de carga. 

 

 Estos resultados sugieren que no hay redundancia de función entre Akt1 y Akt2 

ya que no se obtuvieron los mismos efectos al interferirlas. Para acabar de 

comprobarlo, se analizó si en los efectos observados al interferir Akt1 participa o no 

Akt2. Para ello, células HT-29 M6 Snail1 fueron infectadas con una mezcla de 

lentivirus que codifican para shRNA Akt1 y shRNA Akt2. 

La interferencia de Akt1 y de Akt1+Akt2 fue confirmada por western-blot. 

Cuando se compararon los carriles 3 y 6 de la figura R.42 panel B, se observó que 

la interferencia de ambas isoformas a la vez fue similar en las dos líneas celulares. Se 

procedió a analizar mediante PCR cuantitativa los niveles de mRNA de E-cadherina, 

Fibronectina y Lef-1. Como se observa en la figura, la interferencia de Akt2 bloqueó 

el incremento en la expresión de Fibronectina (figura R.42 abajo izquierda) y de Lef-

1 (figura R.42 arriba derecha) como consecuencia de la reducción de Akt1 lo que 
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sugiere que Akt2 participa en el aumento de expresión de estos marcadores 

mesenquimales por interferencia de Akt1. Así que, Akt2 presenta un papel pro-

mesenquimal en este escenario. A la vez, este resultado demuestra que las dos 

isoformas tienen funciones diferentes pero evidencia una interregulación entre ellas. 

Inesperablemente, la reducción de Akt2 incrementó el efecto represor de la E-

cadherina (figura R.42 arriba izquierda) como consecuencia de la reducción de Akt1 

indicando que, la interferencia de ambas isoformas a la vez provoca una mayor 

represión de la E-cadherina en células Snail1. 

 

Figura R.42 La expresión de Akt2 es necesaria para la activación de marcadores 

mesenquimales como consecuencia de la interferencia de Akt1. La interferencia de las 

dos isoformas causa una mayor represión de la E-cadherina. A PCR cuantitativa de los 

niveles de mRNA de E-cadherina (izquierda arriba)  de Fibronectina (izquierda a bajo) y de 

Lef-1 (derecha arriba) en clones HT-29 M6 Snail1 y control después de infectarlos con 

shcontrol o con shAkt1 o simultánemaente con el shAkt1 y shAkt2. Los oligonucleótidos 

utilizados para cada mRNA se detallan en M.M.11. En la gráfica se representan las medias de 

al menos tres experimentos. Pumilio fue utilizado como control interno. Los valores están 

referidos a los valores obtenidos para los mRNAs en las células control o Snail1 interferidas 

con el shRNA irrelevante. B. Extractos totales (SDS 1%) de estas células fueron cargados en 

un gel poliacrilamida y los niveles de Akt1, Akt2 y Snail1-HA fueron analizados con sus 

respectivos anticuerpos específicos. Annexina fue utilizada como control de carga. 

Este aumento en la represión de la E-cadherina puede ser debido a la expresión 

de otro represor de este gen como Zeb1 (I.2.2.1). Snail1 induce la expresión de 
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Zeb1 [154], [274], el cual también se une a las cajas E presentes en el promotor 

CDH1 [87, 275] y lo reprime. Se examinaron los niveles de Zeb1 en las células HT-29 

M6 Snail1 donde las isoformas fueron interferidas separadamente. 

Como muestra la figura R.43 A y B Snail1 indujo la expresión de Zeb1 tanto a 

nivel mRNA como a nivel proteína. La interferencia de la isoforma Akt2, no alteró la 

activación de Zeb1 por Snail1. Sin embargo, la interferencia de la isoforma Akt1 en 

estas células aumentó hasta 4 veces la expresión de Zeb1 y esto correlacionó con un 

aumento a nivel proteína. Por tanto, la mayor represión de la E-cadherina que se 

detecta al interferir Akt1 puede ser consecuencia de un aumento en la expresión del 

factor de transcripción Zeb1.  

 

 

Figura R.43 La interferencia de Akt1 y de ambas isoformas a la vez, aumenta la 

expresión de Zeb1. A PCR cuantitativa de los niveles de mRNA de Zeb1 en clones HT-29 M6 

Snail1 y control después de infectarlos con shcontrol (shct) o con shAkt1 o el shAkt2. Los 

oligonucleótidos utilizados para el mRNA de Zeb1 se detallan en (M.M.11). En la gráfica se 

representan las medias de al menos tres experimentos. Pumilio fue utilizado como control 

interno. Los valores están referidos a los valores obtenidos para el mRNA de Zeb1 en las 

células Snail1 interferidas con el shRNA irrelevante. B Extractos totales (SDS 1%) de estas 

células fueron cargados en un gel y se analizaron los niveles de Zeb1 por western-blot. 

Annexin-AII fue utilizada como control de carga. C Se muestran los niveles de mRNA de 

Zeb1 en clones HT-29 M6 Snail1 y control después de infectarlos con shcontrol o con shAkt1 

o la suma de shAkt1 y shAkt2. D Extractos totales (SDS 1%) de células HT29 M6 fueron 

cargados en un gel y los niveles de Zeb1 por western-blot. Annexin-AII fue utilizada como 

control de carga. 
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Para averiguar si Akt2 era requerida en la activación de Zeb1 cuando se 

interfería Akt1, los niveles de mRNA y proteína de Zeb1 fueron analizados en células 

HT-29 M6 Snail1 donde habían sido interferidas tanto Akt1 como Akt2. Como 

muestra la gráfica C la interferencia de ambas isoformas incrementó aún más la 

expresión de Zeb1 y esto correlacionó con un incremento en los niveles de proteína 

(panel D) sugiriendo que, la interferencia de ambas isoformas tiene un efecto 

sinérgico sobre la activación de Zeb-1.  

Este resultado impidió saber si Akt coopera con Snail1 en la represión de la E-

cadherina, ya que la represión de la E-cadherina en ausencia de Akt1 o de las dos 

isoformas Akt1+Akt2 en células HT-29 M6 que expresaban establemente Snail1, 

probablemente, está controlada por Zeb1.  

Para asegurar que los efectos observados eran consecuencia de Akt1 y de Akt2, 

se analizaron los niveles de Akt3 mediante western-blot en las mismas células donde 

previamente habíamos interferido las otras isoformas. Como se observa en la figura 

R.44, no se detectó expresión de Akt3 lo que sugiere que esta isoforma de Akt no 

interviene en la regulación de genes por Snail1.  

 

Figura R.44 La interferencia de Akt1 o de Akt1 y Akt2 conjuntamente no afecta a la 

expresión de Akt3. Extractos totales (SDS 1%) de células HT-29 M6 Snail1 y control 

infectadas con shcontrol (sh ct) o con shAkt1 o el shAkt2. Se analizaron por western-blot los 

niveles de Akt3 con el anticuerpo rabbit anti-Akt3 (Cell signaling) . La annexina fuer utilizada 

como control de carga. 

 

Previamente (figura R.28) se han mostrado datos que indican que la actividad 

quinasa de Akt es necesaria para la represión de la E-cadherina por Snail1. Se 

comprobó como afectaba la interferencia de las isoformas a la activación global de 

Akt analizando los niveles de P-S473 en células HT-29 M6 infectadas con shAkt1 y 
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shAkt2 por separado (figura R.45 izquierda) y conjuntamente (figura R.45 

derecha). 

Como muestra la figura R.45 la única señal de fosfo-Akt que se detectó fue en 

las células Snail1. La señal de P-S473 se normalizó con la señal de Akt total. Aunque 

los niveles de Akt total disminuyeron marcadamente cuando se interfirió Akt1, esta 

disminución apenas afectó los niveles de P-S473 (panel izquierdo comparar carril 5 y 

6 células Snail1). En el caso de la señal de P-S473 en las células donde fue interferido 

Akt2 la disminución fue nula, al igual que la disminución de la señal de Akt total. 

Esto indica que la isoforma más abundante en estas células es Akt1. Sólo se detectó 

una clara disminución de la P-S473 cuando ambas proteínas fueron interferidas a la 

vez (panel derecho carril 6). Por lo tanto e inesperadamente, después de interferir las 

isoformas, la activación total de Akt apenas se ve afectada 

 

Figura R.45 La interferencia de Akt apenas disminuye los niveles de Akt activa. Extractos 

totales (SDS 1%) de células HT-29 M6 Snail1 y control infectadas con shcontrol (shct) con 

shAkt1 o el shAkt2 o ambos a la vez. Se analizaron por western-blot los niveles de P-S473 y 

los niveles de Akt total. La β-actina y la annexin-AII fueron utilizados como control de carga. 

 

Este dato planteó la cuestión de cual era la isoforma responsable de mantener 

la activación de Akt después de interferir Akt1 o Akt2 o las dos. No se puede 

descartar que haya una relación entre Akt1 y Akt2 en la que cuando una es 

interferida la otra se hiperactive ya sea por interacción directa con Snail1 o por otras 

vías. Incluso podría ser que los efectos observados no dependan de la expresión ni 

de la activación de Akt sino del balance entre Akt1 y Akt2. Por tanto, los datos 

obtenidos por los shRNA deben ser considerados con cautela ya que no se puede 

asumir que los resultados obtenidos al interferir una isoforma sean consecuencia 

directa de la actividad residual o falta de actividad de la isoforma interferida ya que 
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podrían ser consecuencia de la activación o participación de la isoforma de Akt no 

interferida o ambas acciones a la vez. Además, el hecho de que al interferir Akt1 y 

Akt2 se active otro represor de la E-cadherina (Zeb1) evidencia la complejidad del 

sistema ya que otras vías se ven afectadas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

RESUMEN 

En este capítulo se ha demostrado como Snail1 moviliza tanto Akt1 como Akt2 a la 

fracción cromatídica de células RWP1 y células HT-29 M6. Aún así, la isoforma que 

interacciona con Snail1 sería Akt2. Snail1 provoca un cambio de isoforma en el 

promotor de la CDH1, siendo Akt1 la isoforma presente en las células control y Akt2 

la isoforma presente en las células Snail1. En cuanto al papel de cada isoforma en la 

regulación de los cambios moleculares producidos por Snail1, depende de la línea 

celular estudiada. En células RWP1 tanto Akt1 (indirectamente) como Akt2 

(directamente) cooperan en la represión de la E-cadherina y en la activación de la 

Fibronectina por Snail1. En células HT-29 M6, la interferencia de Akt1 provoca una 

mayor expresión de marcadores mesenquimales que depende de Akt2 y la 

interferencia de Akt1 y de ambas isoformas conjuntamente provoca una mayor 

expresión del factor de transcripción Zeb1 que resulta en una mayor represión de la 

E-cadherina. 
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DISCUSIÓN 

No estoy de acuerdo con lo que usted dice, pero me pelearía para que usted 

pudiera decirlo 

 

François Marie Arouet (Voltaire) 
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D.1 La contribución de cada isoforma de Akt a los cambios de 

expresión de marcadores de la EMT inducidos por Snail1 

depende del sistema celular analizado 

La vía de señalización PI3K/ Akt ha sido identificada como un regulador clave de 

varios procesos celulares asociados al cáncer como la supervivencia, la proliferación, 

el crecimiento, el metabolismo, la angiogénesis y la metástasis. Recientemente se ha 

descrito como esta vía está alterada en gran variedad de cánceres humanos [239] de 

tal manera que se han detectado aumentos en la expresión e hiperactivación de Akt 

en cánceres de estómago, mama, próstata, colon, ovario así cómo en tumores 

cerebrales. La detección de Akt hiperactiva ha sido asociada con mal pronóstico y 

alta probabilidad de producir metástasis distales en pacientes con cáncer de mama 

[276]. Además, estudios basados en la secuenciación del genoma de cánceres 

humanos han identificado mutaciones de las diferentes isoformas de Akt [277], 

mutaciones oncogénicas en la subunidad catalítica de la PI3K [278] y mutaciones en 

fosfatasas de Akt como Pten [279], todas ellas resultando en la hiperactivación de la 

señalización a través de Akt, un aumento en la fosforilación de sus sustratos y, en 

consecuencia, inducción de la transformación celular, dando lugar a la 

tumorogénesis [280, 281].  

A pesar de los numerosos estudios que han evidenciado la importancia de Akt 

en el cáncer y otras patologías, queda todavía por resolver la contribución de cada 

isoforma de Akt en los procesos biológicos regulados por ellas. Hasta hace 

relativamente poco y como consecuencia de la alta similitud de secuencias, se 

asumió que las tres isoformas actuaban de una manera redundante. En este sentido, 

las tres isoformas poseen la habilidad de transformar células in vitro [282]. Sin 

embargo, tanto estudios de deleción genética en ratones como el uso de siRNAs, 

para el análisis en cultivos celulares, han revelado que a pesar de la alta similitud 

entre las diferentes isoformas, cada una exhibe funciones específicas. Por ejemplo, 

estudios recientes muestran como la movilidad celular y la metástasis son reguladas 

dependiendo del tipo celular, de una manera opuesta  por las distintas isoformas de 

Akt [283, 284]. 

Diferentes grupos apuntan a Akt como un regulador central de varios procesos 

que controlan la migración invasiva incluyendo la reorganización del citoesqueleto 
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de actina, las uniones intercelulares, la movilidad celular y la degradación de la 

matriz extracelular. En este sentido, datos recogidos principalmente mediante la 

sobreexpresión de mutantes de Akt activados reflejan cómo Akt1 es capaz de 

potenciar la capacidad motriz de fibroblastos mediante la fosforilación de Girdin, 

proteína de unión a actina que promueve la formación de fibras de estrés y 

lamelipodios [285]. La señalización mediada por Akt1 también incrementa la 

actividad de MMP2 en células epiteliales mamarias de ratón provocando un 

aumento en la capacidad invasiva [286]. Igualmente, Akt1 promueve la movilidad 

celular y la producción de MMP9 vía NFκB en células de fibrosarcoma [287]. 

También se ha descrito que la expresión de un mutante de Akt1 constitutivamente 

activo induce la EMT en carcinoma de células escamosas [227]. Además, tanto Akt1 

como Akt2 promueven la invasión de células procedentes de cáncer de páncreas 

humano incrementando la expresión del receptor de IGF-1 [288]. Por tanto, en un 

amplio rango de tipos celulares la señalización vía Akt está asociada con un 

aumento en la movilidad celular y en la invasión.  

Sin embargo, en contraste con los datos mencionados anteriormente, varios 

estudios han demostrado un papel antimigratorio de Akt1 en líneas celulares 

procedentes de epitelio mamario humano. Tres estudios independientes revelaron 

que la sobreexpresión de Akt1 inhibía la capacidad invasiva y migratoria de varias 

líneas celulares derivadas de cáncer de mama, mientras que el uso de siRNA 

aumentaba dicha migración [234, 259, 289] (figura D.1). Estudios realizados en el 

laboratorio del Dr. Toker demuestran que el efecto inhibidor de Akt1 en la 

capacidad invasiva migradora está mediado por la degradación del factor de 

transcripción NFAT, cuyos genes dianas están relacionados con la movilidad [290-

292]. Los estudios realizados por el laboratorio de la Dra. Brugge describen cómo 

Akt1 inhibe la movilidad de células MCF10A que sobreexpresan IGF-IR atenuando la 

actividad de ERK/MAPK [234]. También muestran como la inhibición de Akt1 induce 

la EMT en las mismas células; sin embargo, la inhibición de ERK no impide dicha 

inducción, sugiriendo un efector o vía alternativa para los sorprendentes efectos del 

bloqueo de Akt1 sobre la EMT. De forma interesante, la EMT inducida por 

interferencia de Akt1 es revertida por la reducción de Akt2.  
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Otro mecanismo mediante el cual Akt1 podría inhibir la migración es mediante 

su efecto sobre el supresor de tumores TSC2. Estudios realizados por el laboratorio 

de la Dra. Bissell reflejan cómo la sobreexpresión de Akt1 inhibe la actividad de Rho-

GTPasa y la invasión de células procedentes de cáncer de mama conjuntamente con 

un aumento en la fosforilación y en la degradación de TSC2 [289].   

 

 

 

Figura D.1 Mecanismos mediados por Akt responsables de la migración de carcinomas 

[272]. Las células procedentes de carcinoma de mama responden a IGF-1 activando la PI3K y 
a su vez activando Akt1 y Akt2. Akt1 funciona como supresor de la migración mediante 
varios mecanismos redundantes, incluyendo la degradación de NFAT y suprimiendo la 
actividad de ERK y TSC2. Akt2 funciona de forma opuesta, promoviendo la migración en 
parte aumentando la expresión de β1 integrinas y a través de otros mecanismos todavía no 
descritos [273]. 
 

Todos los resultados comentados anteriormente han sido obtenidos a partir de 

experimentos en líneas celulares. Últimamente, trabajos realizados en modelos 

animales han caracterizado aún mejor el papel de cada isoforma de Akt en el control 

de la génesis, la invasión y la metástasis del cáncer de mama. Muller y colegas 

cruzaron un modelo de ratón de cáncer de mama, el PyVmT (polyomavirus middle T 

antigen) el cual expresaba un mutante del PyVmT no acoplado a la PI3K, con ratones 

que expresaban un transgen codificante de Akt1 activa [293]; ambas proteínas 

estaban bajo el control del promotor específico de epitelio mamario MMTV. La 
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sobrexpresión de Akt1 aceleró la tumorogénesis mamaria proporcionando una señal 

antiapoptótica. Sin embargo, estos ratones no presentaron el fenotipo altamente 

metástasico que mostraban los ratones portadores del PyVmT WT [294]. En 

siguientes estudios, el mismo grupo describió cómo el modelo animal de 

tumorogénesis mamaria obtenido al cruzar ratones portadores del receptor tirosina 

quinasa ErbB2 y de Akt1 activa, ambos expresándose en el epitelio mamario del 

ratón, aceleraba la aparición de tumores pero suprimía la capacidad invasiva y, por 

lo tanto la aparición de metástasis en los tejidos subyacentes [295].  

En contraste con los estudios realizados mediante la sobreexpresión de Akt1, los 

resultados obtenidos mediante el uso de ratones deficientes para Akt1 no han 

proporcionado datos consistentes. Así, mientras en un estudio muestran cómo la 

interferencia de Akt1 aumenta el potencial metastático e invasivo de tumores 

mamarios por expresión de ErbB2 [232],  en otro estudio observan cómo la 

deficiencia de Akt1 reduce la aparición de metástasis sugiriendo un papel pro-

invasivo de Akt1 [233]. Una explicación plausible para estos diferentes resultados 

podría ser los diferentes backgrounds genéticos de los ratones y de los tejidos 

subyacentes utilizados. 

Contrariamente a los datos obtenidos con Akt1, Akt2 se caracteriza cómo la 

isoforma de Akt que favorecería la migración y la invasión de células procedentes de 

cáncer de mama. Akt2, pero no Akt1 ni Akt3, aumenta la expresión de β1-integrinas 

y promueve la adhesión y la invasión de las células cancerosas mamarias in vitro así 

cómo metástasis in vivo [273]. Igualmente, los estudios realizados por el laboratorio 

de la Dra. Brugge evidencian cómo Akt2 promueve la migración de células MCF10A 

que sobreexpresan IGF-IR in vitro y en cultivos 3D [234]. En un estudio diferente se 

describe cómo el aumento de expresión de Akt2 por el factor de transcripción Twist 

promueve invasión y migración de células procedentes de cáncer de mama [97]. 

Asimismo, la elevada expresión de Akt2 correlaciona con agresividad y mal 

pronóstico [296] jugando un papel crítico en el establecimiento de metástasis 

durante la progresión del cáncer de colon [297]. 

De todas estas observaciones se puede deducir que, tanto in vitro como in vivo 

Akt1 y Akt2 presentan funciones distintas en el control de la invasión y de la 

migración. Estas funciones parecen depender de la técnica utilizada y del 
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background genético. Lo que no está claro hoy en día son los mecanismos 

responsables de esta distinción en la función de ambas isoformas. Además, se han 

obtenido resultados opuestos en otros sistemas celulares como fibroblastos donde 

el uso de shRNA ha mostrado que, en contraste a los resultados obtenidos en 

cáncer de mama, Akt1 potencia la migración de estas células in vitro mientras Akt2 

la retarda [220]. 

En nuestro modelo estudiamos el papel de Akt1 y de Akt2 en la EMT inducida 

por el factor de transcripción Snail1 en células epiteliales tumorales procedentes de 

cáncer de páncreas (RWP1) y de colon (HT29-M6). Para ello se ha analizado la 

contribución de cada isoforma en la represión del marcador epitelial E-cadherina y 

en la activación de los marcadores mesenquimales Fibronectina y Lef-1, inducidos 

por la expresión estable de Snail1. Al igual que lo detectado por varios grupos, se 

han obtenido diferentes resultados dependiendo del sistema celular utilizado. Así en 

el caso de las células RWP1 Snail1, la interferencia de ambas isoformas mediante el 

uso de shRNA específicos para cada una (figura R.38) impide la represión de E-

cadherina y disminuye la activación de Fibronectina por Snail1 (figura R.39). Estos 

resultados indican que en este sistema celular, la reducción individual tanto de Akt1 

como de Akt2 suprime el efecto observado en estos marcadores por la expresión de 

Snail1. Por tanto, en las células RWP1, ambas isoformas presentan funciones 

redundantes aunque no podemos descartar que sean consecuencia de mecanismos 

diferentes. En este sentido, la interferencia de Akt1 disminuye ligeramente los 

niveles proteicos de Snail1, probablemente vía GSK3β [146]. Ésta podría ser la causa 

de que la función represora y activadora de Snail1 sea menos eficiente aunque no se 

pueden descartar otros mecanismos. Sin embargo, en el caso de Akt2, su 

interferencia no altera los niveles de Snail1 sugiriendo que ambas proteínas 

cooperan en la inducción de los cambios moleculares asociados a la EMT.  

Los datos obtenidos en la línea celular HT29-M6 Snail1 reflejan un resultado 

diferente. Al igual que los estudios realizados por el laboratorio de la Dra. Brugge, la 

interferencia de Akt1 aumenta los cambios en la expresión de los marcadores de 

EMT, en nuestro caso, inducidos por Snail1. Después de reducir la expresión de Akt1 

las células HT29-M6 Snail1 presentan aún mayor represión de la E-cadherina y 

mayor activación de la Fibronectina y de Lef-1 (figura R.41) sugiriendo un papel 



 

 122 

D
IS
C
U
S
IÓ

N
 

pro-epitelial de Akt1 en este sistema. Nótese que este efecto tiene lugar aún cuando 

los niveles de Snail1 son menores que los de las células Snail1 infectadas con el 

shRNA irrelevante (figura R.40). Los cambios se observan tanto a nivel de mRNA 

como a nivel de proteína. La interferencia de Akt2, sin embargo, no muestra ningún 

efecto sobre la represión de la E-cadherina ni sobre la activación de la Fibronectina 

provocada por Snail1; en cambio, sí impide la activación de Lef-1, indicando que la 

expresión de Akt2 es necesaria para la activación de este factor. Estos datos reflejan 

cómo ambas isoformas poseen funciones diferentes en células HT29-M6 después de 

padecer una EMT por expresión de Snail1. La interferencia en las células HT29-M6 

control no tiene ningún efecto sobre los marcadores analizados, por lo que 

podemos decir que son cambios inducidos por la expresión de Snail1. 

Los estudios realizados por el laboratorio de la Dra. Brugge demuestran cómo el 

incremento en la migración y en la invasividad como consecuencia de la reducción 

de Akt1 en células MCF10A, Akt2 juega un papel distinto pero no opuesto. 

Concretamente muestran cómo la interferencia de Akt2 por si sola no tiene ningún 

efecto sobre la migración y la invasividad, sin embargo, su reducción suprime la 

estimulación en la capacidad migratoria y en la EMT de estas células inducida por la 

reducción de Akt1. De acuerdo con estos datos, en nuestro modelo, cuando 

interferimos ambas isoformas simultáneamente (figura R.42), Akt2 suprime el 

incremento de activación de los marcadores mesenquimales observado por 

interferencia de Akt1. Por el contrario, la interferencia de Akt2 potencia aún más la 

represión de la E-cadherina por Snail1 observada por interferencia de Akt1. En los 

resultados obtenidos por el laboratorio de Brugge, la interferencia de Akt1 induce la 

EMT en las células MCF10A después de ser estimuladas con factores de crecimiento 

como el IGF-1 y/o el EGF. Esta inducción la asocian a la activación de ERK. Sin 

embargo, la inhibición de ERK en estas células no restaura la expresión de los 

marcadores epiteliales ni disminuye significativamente la activación de marcadores 

mesenquimales. Estos resultados son consistentes con trabajos previos que 

muestran que aunque el tratamiento con un inhibidor de ERK es capaz de prevenir la 

invasión y el desarrollo de la EMT [298] el tratamiento después del establecimiento 

de la EMT no lo es [299]. Los mismos autores sugieren que el fallo en revertir 

completamente la EMT puede ser causado por cambios irreversibles inducidos 
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después de interferir Akt1. Estos autores analizaron GSK3β como posible candidato, 

pero no encontraron cambios en su actividad después de interferir Akt1. Teniendo 

en cuenta que la EMT inducida por Ras y FosER induce un loop autocrino de TGFβ 

que estabiliza el fenotipo mesenquimal [300, 301], estos autores sugieren que la 

EMT inducida por la interferencia de Akt1 podría desencadenar la producción de un 

factor soluble similar.  

En nuestro estudio, hemos identificado a Zeb-1 como un factor responsable del 

mantenimiento de la represión de la E-cadherina después de interferir Akt1. Así 

mostramos cómo células HT29-M6 Snail1 en las que se ha interferido Akt1 

presentan una activación de hasta cuatro veces del factor de transcripción Zeb-1 

tanto a nivel de mRNA como a nivel de proteína (figura R.43). Además, aunque la 

interferencia de Akt2 sola no provoca ningún cambio en la expresión de Zeb1, la 

interferencia de ambas isoformas conjuntamente provoca una mayor activación de 

este represor de la E-cadherina, acentuando y manteniendo así la represión de este 

marcador epitelial iniciada por Snail1.  

Nuestro grupo ha descrito cómo Snail1 induce la expresión de Zeb1 [136, 154] y 

ésta depende de la actividad ERK [302]. Igualmente en el mismo trabajo se muestra 

cómo la inhibición de la vía PI3K también activa Zeb1 ([302] figura RII.10) 

sustentando el resultado obtenido mediante la interferencia de Akt1. Por tanto, 

estos datos son consistentes con los resultados mostrados por el laboratorio de la 

Dra. Brugge. 

Hace relativamente poco se ha descrito cómo la familia de los microRNAs miR-

200 tienen como diana el 3’ UTR de los mRNA que codifican para los factores de 

transcripción helix-loop-helix Zeb1 y Zeb2, inhibiéndolos postranscripcionalmente 

previniendo así la EMT [98, 99]. Estudios aún más recientes han detallado cómo las 

diferentes isoformas de Akt regulan de manera distinta, la abundancia de la familia 

de los miR-200 en fibroblastos de pulmón y células epiteliales de riñón de ratón 

[228]. En la figura D.2 se muestra el modelo propuesto al respecto por Tsichlis y 

colaboradoradores. 
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Figura D.2 Modelo propuesto por Tsichlis y colaboradores [228]. El balance entre Akt1 y 
Akt2 regula los microRNAs que controlan la EMT. El color rojo indica un papel positivo y el 
color azul un papel negativo en el desarrollo de la EMT. 
 

Nuestros resultados son consistentes, en parte, con los obtenidos por el grupo 

de Tsichlis. Las discrepancias se encuentran cuando interferimos la isoforma Akt2 

sola y ambas isoformas simultáneamente. En el trabajo de Tsichlis, cuando expresan 

Akt2, en ausencia de Akt1 y Akt3, disminuyen los niveles de los miR-200 y por tanto 

aumentan los niveles de Zeb1/2. En cambio en nuestro modelo la interferencia de 

Akt2 sola no tiene ningún efecto sobre la expresión de Zeb1 inducida por Snail1. 

Además, en el mismo trabajo se muestra cómo al interferir ambas isoformas se 

atenúan los efectos sobre la expresión de Zeb1/2 inducidos por la interferencia de 

Akt1, evidenciando así una interregulación entre ambas isoformas (figura D.2). En 

nuestro caso, la interferencia de ambas isoformas simultáneamente, no sólo no 

revierte la activación de Zeb1 presentada por la interferencia de Akt1, sino que la 

potencia. Por tanto en las células HT29-M6 bajo las condiciones de previa 

interferencia de Akt1, el papel de Akt2 sobre Zeb1 sería el mismo que Akt1, aunque 

probablemente actuaría por un mecanismo diferente de los descritos hasta ahora. 

De alguna manera, la interferencia de Akt1 provocaría que Akt2 se convirtiera 
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también en un represor de Zeb1 en células con una EMT ya establecida, como las 

HT29-M6 Snail1 impidiendo que se cumpla por completo el modelo presentado por 

Tsichlis y colaboradores. Quizás, la ausencia de la isoforma más abundante de Akt 

en estas células provoque la compensación de algunas de las funciones de Akt1 por 

Akt2 como la de inhibir a Zeb1. Esto sugiere otro nivel de regulación del factor Zeb1, 

y pone de manifiesto la compleja red que controla la EMT. En nuestro caso, podría 

ser que en las células HT-29-M6 Snail1, Akt1 estuviera activando directamente la 

família de los miR-200; lo que no está claro es como actuaría Akt2. 

En el modelo propuesto por Tsichlis se sugiere que la abundancia relativa de las 

isoformas Akt1 y Akt2 sería el factor clave que controlaría la expresión de los 

microRNAs, así que cuando la ratio Akt1:Akt2 disminuye, las células presentan mayor 

capacidad invasiva, mayor formación de metástasis y cambios asociados a la EMT 

(mayor represión de la E-cadherina y activación de Zeb1/2). Estos cambios son 

revertidos cuando se interfiere Akt2, hecho que sería comparable a la disminución 

de la activación que vemos de los marcadores mesenquimales Fibronectina y Lef-1 

(no analizados por Tsichlis) cuando interferimos ambas isoformas simultáneamente. 

En cambio, no sería así para el caso de la represión de E-cadherina, donde, aunque 

detectamos que una ratio entre Akt1 y Akt2 menor aumenta la expresión de Zeb-1 y 

la represión de E-cadherina, este efecto no se revierte cuando se interfiere Akt2. Una 

explicación a estas diferencias podría recaer en que las células utilizadas por el 

grupo de Tsichlis contienen cantidades similares de ambas isoformas. Sin embargo, 

en las células HT29-M6 (y en RWP1 aunque las diferencias de los mRNAs de cada 

isoforma no son tan grandes), Akt1 es la isoforma abundante (figura R.45 la señal 

de Akt total después de interferir cada isoforma nos revela este dato). Este dato 

sustenta que la ratio Akt1:Akt2 puede contribuir a la función específica de cada 

isoforma de Akt en la EMT.  

En el trabajo realizado por el Dr. Tsichlis y colaboradores describen como Akt3 

no participa en la regulación de los microRNAs de la familia miR-200. Ya que en la 

línea celular HT29-M6 Snail1 hemos obtenidos resultados diferentes a los obtenidos 

por el Dr. Tsichlis para Akt1 y Akt2, nos planteamos si en nuestro sistema podría 

estar interviniendo la otra isoforma de Akt, Akt3. Akt3 presenta un papel clave en 

melanomas [303, 304]. Además, Akt3 está sobreexpresada en cánceres de mama 
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negativos para ER y en cáncer de próstata insensibles a andrógenos sugiriendo que 

Akt3 contribuye a la agresividad de los cánceres que no responden a hormonas 

[305]. Nos planteamos si la interferencia de Akt1 o/y Akt2 podía alterar la expresión 

de Akt3, de tal manera que pudiera compensar la falta de alguna de las otras 

isoformas. Sin embargo, no hemos detectado expresión de Akt3 en las líneas 

celulares analizadas descartando así que participe en los cambios observados 

(figura R.44). También se ha comprobado cómo se ve afectada la activación de Akt 

después de interferir cada isoforma por separado o conjuntamente. Comparando la 

señal de fosforilación de Akt en las células control con la de las células Snail1 se 

puede observar cómo la expresión estable de Snail1 provoca una gran activación de 

Akt. Sin embargo, e inesperadamente, después de interferir cada isoforma, la 

actividad de Akt total apenas se ve afectada (figura R.45). Este resultado impide 

definir concretamente el papel que juega cada isoforma en este modelo celular y, en 

consecuencia, saber cuál es la isoforma responsable de los cambios observados en 

los marcadores epiteliales y mesenquimales estudiados.  

De los datos obtenidos por el uso de shRNA específicos para cada isoforma de 

Akt, surgen muchas preguntas, entre ellas: (1) ¿después de reducir los niveles de 

Akt1 (isoforma más abundante en estas células), cuál es la isoforma responsable de 

mantener la activación de Akt? Podría ser que la cantidad de Akt1 residual se 

hiperactivara o se indujera la actividad de Akt2. (2) ¿Existe una interregulación entre 

las diferentes isoformas de Akt? Así en nuestro modelo, el efecto sobre la activación 

de marcadores mesenquimales como consecuencia de interferir Akt1 depende de 

Akt2. ¿Es este un efecto directo de Akt2 activando estos marcadores, que está 

inhibido por Akt1? Un posible experimento que contribuiría a aclarar esta cuestión 

consistiría en sobreexpresar Akt2 una vez interferida Akt1. Además, (3) ¿el efecto 

observado podría ser dependiente de la actividad y de la abundancia relativa de 

cada isoforma? Existen sistemas fisiológicos que regulan la actividad de Akt1 y Akt2 

por ejemplo mediante la regulación de sus fosfatasas específicas [306]. En 

conclusión, estos datos evidencian la necesidad del uso de un sistema Knockout para 

cada isoforma con la finalidad de poder caracterizar la participación específica de 

Akt1 y Akt2 en la EMT inducida por Snail1.  
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En definitiva, nuestros datos ponen de manifiesto la diferente contribución de 

Akt1 y Akt2 dependiendo de la línea celular analizada. Mientras en las células RWP1 

ambas isoformas presentan funciones solapadas en cuanto a la regulación de los 

marcadores de la EMT por expresión de Snail1, en las células HT29-M6 Snail1, Akt1 

tiene un comportamiento pro-epitelial y Akt2 pro-epitelial o pro-mesenquimal 

dependiendo del escenario y del marcador estudiado. Las dos líneas celulares tienen 

importantes diferencias. Mientras que las RWP1 control presentan expresión basal 

de Snail1 endógeno, las HT29 M6 control no. Seguramente, esta característica 

molecular junto con el diferente background genético de cada línea son las 

responsables de las diferencias fenotípicas que presentan ambas líneas después de 

la expresión estable de Snail1. De tal manera que las células HT29-M6 Snail1 

presentan un fenotipo marcadamente mesenquimal mientras que las RWP1 Snail1 

un fenotipo intermedio. En definitiva, las diferencias detectadas entre las funciones 

de las isoformas de Akt en ambas líneas celulares estudiadas son consistentes con 

los resultados obtenidos por otros grupos, que señalan cómo el papel de cada 

isoforma puede depender del background genético del sistema estudiado cómo de 

la abundancia relativa de cada isoforma de Akt en cada tipo celular.  

Desde hace tiempo se sabe que existen diferencias en la activación de las 

diferentes isoformas de Akt dependiendo del tejido estudiado [307, 308] pero, ¿qué 

induce estas diferencias? Una idea que emerge de los diferentes estudios es la 

posibilidad de que las isoformas de Akt interaccionen con diferentes proteínas, 

sustrato o no, de tal manera que participen también en la especificidad de su 

función y de su activación ya sea (1) cambiando la localización subcelular o (2) 

permitiéndoles acceder a diferentes sustratos.  

Aunque la compartimentalización de las diferentes isoformas no ha sido 

suficientemente caracterizada, experimentos con líneas procedentes de cáncer de 

mama crecidas en colágeno IV han mostrado cómo Akt1 es predominantemente 

nuclear mientras, Akt2 se localiza principalmente en la parte basal de la célula 

próxima a la matriz extracelular [273]. El mismo trabajo asocia esta diferente 

distribución con la diferente contribución de cada isoforma a la migración y 

potencial metastásico de las células. Por lo tanto, es muy probable que las 

diferencias en la distribución subcelular de las isoformas de Akt limite la 
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accesibilidad a diferentes sustratos, causando así la especificidad de funciones 

observadas en diferentes tipos celulares. En nuestras condiciones, la expresión 

estable de Snail1 moviliza o cambia la distribución nuclear de ambas isoformas 

incrementando su presencia en la fracción rica en cromatina (figura R.33 y R.34).  

Hemos mostrado mediante varias técnicas cómo Akt puede formar parte del 

mismo complejo que Snail1. Experimentos de coinmunoprecipitación 

sobrexpresando Snail1 en células RWP1, así como coinmunoprecipitando las dos 

proteínas endógenas en células MiaPaca2 y SW620 (Figura R.21, R.23), revelan que 

ambas proteínas pueden interaccionar, directa o indirectamente, in vivo. Además, 

nuestros aproximaciones han permitido localizar dicha interacción en la fracción 

nuclear de células RWP1, MiaPaca2 y SW620 (Figura R.22, R.23), dato confirmado 

por el estudio de la distribución de Akt y Snail1 en células HT29-M6 mediante 

inmunofluorescencia (Figura R.24). En este trabajo, no se ha hecho un estudio 

profundo de los dominios de Akt y de Snail1 que participan en esta interacción, aún 

así, nuestro datos sugieren que el dominio PH de Akt no tiene un papel en la 

interacción con Snail1 (Figura R.21). Además, hemos visto que el mutante Snail1-

P2A interacciona con Akt con la misma afinidad que la proteína WT por lo que el 

dominio SNAG, tampoco parece implicado en esta interacción.  

En fibroblastos, la vía Rac/Pak es una de las rutas implicadas con que Akt1 y 

Akt2 median sus fenotipos opuestos en cuanto a la migración. En dos trabajos se 

demuestra cómo la región que une el dominio PH con el dominio quinasa, linker 

region, es la responsable de la distinción en la contribución de ambas isoformas a la 

migración ya que permite que Akt1, y no Akt2, localice en el borde de la membrana 

plásmatica, incrementando así la activación de Rac y, en consecuencia, activando la 

migración [220, 309]. No sólo las diferencias entre el dominio PH y la linker region 

podrían ser las responsables de la interacción con proteínas diversas y de la 

compartimentalización de las isoformas de Akt ya que otro estudio indica cómo el 

dominio C-terminal de Akt es el responsable de la distinta actuación de Akt1 y Akt2 

sobre CREB [310]. Por lo tanto, es muy probable que la interacción diferencial de las 

isoformas de Akt con varias proteínas [311] defina su función, y module su 

especificidad por sustratos. 
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Los resultados obtenidos por fraccionamiento subcelular (figura R.34) indican 

que Snail1 moviliza tanto Akt1 como Akt2 a la fracción rica en cromatina. Teniendo 

en cuenta los datos mencionados anteriormente, y una vez comprobado que Snail1 

interacciona con Akt, podemos pensar que quizás esta interacción localice a Akt en 

la cromatina de las células, permitiendo que regule o que coopere con Snail1 en el 

control de la expresión de algún gen regulado por Snail1. Los datos obtenidos por 

coinmunoprecipitación de cromatina reflejan que Akt se encuentra en la misma 

región del promotor de la E-cadherina a la cual se une Snail1 región (-178/+92, 

figura R.25). Curiosamente, teniendo en cuenta que Akt también aparece en el 

promotor de la E-cadherina en las células control, podemos decir que la presencia 

de Akt en el promotor CDH1 es independiente de la presencia de Snail1. Sin 

embargo, experimentos de coinmunoprecipitación en células MiaPaca2 y SW620 

(figura R.35) demuestran cómo la isoforma de Akt que interacciona con Snail1, en 

células epiteliales tumorales muy invasivas, es Akt2. Considerando este resultado, se 

quiso comprobar cuál era la isoforma de Akt que aparecía en el promotor de la E-

cadherina en presencia de Snail1. Mediante ensayos de coinmunoprecipitación de 

cromatina hemos comprobado que la isoforma que colocaliza con Snail1 en el 

promotor CDH1 es Akt2 (figura R.36). Por lo tanto ya no diríamos que la presencia 

de Akt en el promotor de la E-cadherina es independiente de Snail1 sino que Snail1 

provoca un cambio de isoforma sobre el mismo promotor cambiando Akt1 por Akt2 

tanto en células RWP1 Snail1 como HT29-M6 Snail1. Además hemos demostrado 

que este reclutamiento de la isoforma Akt2 por Snail1 no ocurre en otros 

promotores reprimidos por Snail1, como el de PTEN, ni en promotores activados por 

Snail1 como el de FN1 (figura R.37). En definitiva, estos resultados indican que en 

células epiteliales Akt2 y no Akt1 interacciona con Snail1, y que dicha interacción 

puede tener lugar en el promotor de la E-cadherina.  

No hay datos previos que muestren Akt unida a la cromatina. Las únicas 

evidencias de Akt como modificador de la expresión génica a nivel de cromatina son 

indirectamente a través de otras proteínas, tanto activadoras [261] como represoras 

[208]. Por tanto, podría ser que la unión de Akt1 al promotor CDH1 sea a través de 

alguna de esas proteínas. Sin embargo, en el caso de Akt2, es muy probable que su 
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unión al promotor de E-cadherina sea a través de otro factor que, por los resultados 

obtenidos, podría ser el mismo Snail1.  

Una vez comprobado que Snail1 y Akt pueden interaccionar y que dicha 

interacción puede tener lugar en el promotor de la E-cadherina, lo siguiente fue 

investigar la relevancia funcional de esta interacción. El uso del mutante de Akt1 

catalíticamente inactivo Akt1-K179M ha permitido observar que la actividad quinasa 

de Akt es necesaria para la represión de la E-cadherina por Snail1. Así, los ensayos 

reporter muestran cómo Snail1 es capaz de reprimir, pero en menor grado, el 

promotor CDH1 en ausencia de la actividad quinasa de Akt (figura R.26). En cambio, 

el resultado obtenido por el análisis de los niveles de mRNA y de proteína (figura 

R.28) confirma que la actividad quinasa de Akt participa en la represión de la E-

cadherina por Snail1. Este mutante, no altera los niveles de Snail1, lo que sugiere 

que el efecto observado es consecuencia de la participación directa de la actividad 

quinasa de Akt en la represión de la E-cadherina por Snail1. Es importante resaltar la 

controversia del uso de “dominantes negativos” porque aunque serían específicos 

de cada isoforma, no puede descartarse que bloqueen la activación global de Akt y 

por tanto que actúen cómo dominantes negativos de todas las isoformas de la 

proteína. Se ha mostrado cómo este mutante interacciona con Snail1 (figura R.27) 

lo que indica que los efectos observados no son consecuencia de que ambas 

proteínas no puedan interaccionar, sino de la falta de actividad quinasa de Akt. 

Además, este dato sugiere que la actividad quinasa de Akt no es necesaria para la 

interacción con Snail1. 

El siguiente paso fue averiguar qué podría estar haciendo Akt en el promotor de 

la E-cadherina. Hasta ahora, lo que sabemos es que su actividad quinasa es 

necesaria para la represión de este gen por Snail1. En consecuencia, nos planteamos 

si Akt podría estar modificando algún residuo de las histonas presentes en el 

promotor CDH1.  

Existen modificaciones post-traduccionales en las histonas que regulan la 

expresión génica. El conjunto de estas modificaciones se conoce como Histone code 

[312]. Las modificaciones de las histonas de los nucleosomas incluyen entre otras, 

acetilaciones, metilaciones, fosforilaciones, sumolizaciones y ubiquitinaciones. La 

mayoría de dichas modificaciones, tienen lugar en el extremo o “cola” N-terminal de 
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éstas proteínas. Estas modificaciones pueden alterar la interacción DNA-histonas y 

esto, afectar a la estructura de la cromatina. A la vez, dichas modificaciones 

covalentes de las histonas intervienen en procesos de transcripción, replicación, 

reparación del DNA y también en la progresión del ciclo celular ya que permiten el 

reclutamiento de proteínas que participan en dichos procesos. 

Un ensayo de fosforilación por simulación computacional reveló que sólo la H3 

contenía el motivo de fosforilación descrito para Akt, por lo que comprobamos si 

Akt era capaz de fosforilar la H3 in vitro. Nuestros resultados evidencian cómo Akt 

fosforila la H3 in vitro (figura R.29). Asimismo, mediante el análisis de las 

modificaciones en la H3 por espectrometría de masas después de haber sido 

fosforilada por Akt, hemos confirmado la S10 e identificado al menos dos residuos 

más fosforilados por Akt en H3, la T46 (que presenta el motivo específico de 

fosforilación para Akt) y la S28. Además, la P-S10 ha sido comprobada mediante su 

detección con un anticuerpo específico de la P-S10 en un ensayo Akt quinasa in vitro.  

El siguiente paso en nuestra investigación fue comprobar si alguna de estas 

modificaciones estaba presente en el promotor de la E-cadherina cuando las células 

expresaban Snail1. Cuando se realizaron estos ensayos sólo existían anticuerpos 

comerciales para la P-S10 y la P-S28, por lo que la P-T46 no se pudo estudiar. 

Recientemente un estudio ha identificado la fosforilación de la T46 cómo una marca 

característica de células apoptóticas [313]. 

Para poder reducir la señal mitótica de la P-S10 y la P-S28 (figura R.30) los 

experimentos de coinmunoprecipitación de cromatina se hicieron creciendo las 

células 48 h sin suero, de forma que se disminuía la presencia de células mitóticas en 

los cultivos aumentando así la señal de las células en interfase. Los resultados 

obtenidos descartan tanto la P-S10 como la P-S28 cómo consecuencia de la 

presencia de Akt en el promotor de la E-cadherina (figura R.31, R.32). Tampoco se 

detecta ninguna de las dos modificaciones en el promotor de FN1. En definitiva, 

ninguna de las dos marcas parece estar asociada a promotores regulados por Snail1. 

Recientemente Sabbattini y colaboradores han descrito cómo la doble marca 

H3K9me3/P-S10 causada por Aurora B se incrementa en genes reprimidos durante 

la diferenciación de células stem cell mesenquimales [314], aportando así el primer 

dato de la existencia de esta doble marca fuera de la mitosis. En las “colas” de las 
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histonas existen varios motivos conservados en que una lisina es seguida 

inmediatamente de una serina. Varios estudios indican la posible existencia de un 

nuevo mecanismo de regulación en estos motivos mediante el cual la fosforilación 

de la serina regula la metilación de la lisina. Una consecuencia surgida de la 

descripción de este mecanismo de regulación es la necesidad del uso de anticuerpos 

que reconozcan la doble marca, ya que los anticuerpos que reconocen una de ellas 

pueden dar resultados falsos, puesto que la modificación de uno de los dos residuos 

puede interferir en la detección del otro [315]. En este sentido, en el estudio 

realizado por Sabbattini y colaboradores se muestra cómo el análisis de la P-S10 y la 

K9me3 por separado no permite detectar diferencias entre células no diferenciadas y 

células diferenciadas. Considerando que tanto la dimetilación de la lisina 9 como la 

trimetilación de la lisina 27 son marcas que aparecen en el promotor de la E-

cadherina cuando éste es reprimido por Snail1, sería aconsejable repetir los 

experimentos con los anticuerpos que reconocen las dobles marcas (H3K9me2/P-

S10 o H3K27me3/P-S28) para poder descartarlas completamente. Según los 

resultados obtenidos por Sabbattini y colaboradores que demuestran cómo esta 

marca es característica de genes reprimidos en células diferenciadas mesenquimales 

[314], no esperaríamos encontrar la doble marca en células epiteliales tumorales que 

han padecido una EMT, ya que este proceso hace que presenten un fenotipo 

intermedio. Estudios realizados por nuestro grupo detallan cómo durante el proceso 

de diferenciación de una célula mesenquimal, Snail1 se expresa y reprime la E-

cadherina con la consecuente aparición de la marca K27me3 [160]. Quizás sería 

interesante comprobar si en el proceso de diferenciación de células mesenquimales, 

durante el cual se expresa Snail1, existe la misma colaboración a nivel del promotor 

CDH1 con Akt y si su consecuencia sería la doble marca.  

Por tanto, queda por resolver la función de Akt en el promotor de la E-

cadherina en células epiteliales tumorales cuando se induce una EMT por expresión 

de Snail1. Otra posibilidad podría ser que Akt activara alguno de los represores que 

son reclutados por Snail1 en la represión de la E-cadherina. Como se ha explicado 

en la introducción, tanto nuestro grupo como el de Amparo Cano ha evidenciado 

cómo Snail1 reprime la E-cadherina reclutando el PRC2 [160] y las HDAC 1/2 [157]. 

Se ha descrito que Akt es capaz de fosforilar e inhibir a un componente del PRC2, 
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EZH2, una metiltransferasa que interviene en la trimetilación de la lisina 27 de la H3 

[262]. Curiosamente, dicho componente del PRC2 está implicado en la progresión 

tumoral y metástasis en varios tipos de cáncer  incluyendo el cáncer de mama [316, 

317]. Como se ha mencionado al principio de esta discusión, los datos publicados 

describen cómo Akt1 inhibe la progresión y la metástasis del cáncer de mama [234], 

por lo que parece más plausible que este efecto de Akt inhibiendo a este 

componente del PRC2 sea realizado por Akt1 y no por Akt2. En dicho trabajo no 

discriminan entre las dos isoformas de Akt. Para comprobar esta hipótesis, se 

debería analizar cuál de las dos isoformas de Akt es la que fosforila a EZH2. Si fueran 

las dos quizás se debería examinar si ambas tienen efectos opuestos, al igual que 

ocurre en fibroblastos [220]. En éstos, aunque tanto Akt1 como Akt2 interaccionan 

con Pak1, la coexpresión de Akt1, la activa y la coexpresión de Akt2, la inactiva. Uno 

de los mecanismos propuestos por los que Akt1 activa a Pak1 es la fosforilación de 

la S21 [251]. En el estudio realizado en fibroblastos se muestra cómo Akt2 es incapaz 

de fosforilar a Pak1. Podríamos pensar en una situación similar a nivel del promotor 

de la E-cadherina. Como hemos visto, la expresión de Snail1 provoca un cambio de 

isoforma en el promotor. Quizás la sustitución de Akt1 por Akt2 impida la 

fosforilación e inhibición de EZH2 y, por lo tanto, favorezca la trimetilación de la 

lisina 27 y la consecuente represión de la E-cadherina por Snail1.  

Otro trabajo relaciona a Akt con la maquinaria epigenética reguladora mediante 

su interacción con la metiltranferasa específica de la lisina 9 de la histona H3 SETDB1 

[208]. Esta proteína localiza predominantemente en regiones ricas en eucromatina y 

contribuye en la represión génica mediada por los zinc fingers KRAB mediante la 

unión de HP1 [318]. Aunque tanto Akt1 como Akt2 interaccionan con SETDB1, Akt2 

lo hace con mayor afinidad. Estudios recientes indican como SETDB1 y la DNA 

metiltransferasa DNMT3A interaccionan directamente y localizan en promotores 

reprimidos en células tumorales [319]. En consecuencia, sería interesante ver si la 

metiltransferasa de la H3, SETDB1, participa en la represión de la E-cadherina por 

Snail1 y comprobar si la interacción Snail1/ Akt2 tiene algún efecto sobre la acción 

de dicha metiltransferasa.  

En definitiva, los datos obtenidos en el capítulo R.3 y R.4 detallan un nuevo 

mecanismo mediante el cual Akt regula sucesos nucleares como la transcripción 



 

 134 

D
IS
C
U
S
IÓ

N
 

génica durante la EMT. Este mecanismo ocurre a través de la interacción directa con 

el factor de transcripción Snail1. Hemos mostrado que Akt y Snail1 pueden 

interaccionar a nivel del promotor de la E-cadherina. Hemos comprobado también 

que la actividad quinasa de Akt es necesaria para la represión de la E-cadherina por 

Snail1. Hemos planteado la pregunta si la interacción de Snail1 con las diferentes 

isoformas de Akt podría regular la especificidad de función de cada una de ellas. En 

cuanto a la posibilidad de interaccionar con Snail1, hemos demostrado que la 

isoforma que interacciona mayoritariamente con Snail1 en los sistemas estudiados 

es Akt2. Hemos mostrado que esta interacción podría darse en el promotor de la E-

cadherina. Podría ser que el reclutamiento de Akt2 al promotor de la E-cadherina 

sea el responsable del comportamiento mesenquimal de esta isoforma de Akt. En 

conclusión, estos datos sugieren que Snail1 forma parte de la lista de proteínas que 

al interaccionar con Akt participa en la contribución de cada isoforma de Akt en la 

EMT. 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos por shRNA este mecanismo podría 

tener lugar en la línea celular RWP1 donde los resultados muestran un efecto directo 

cooperativo de Snail1 y Akt2 en la represión de la E-cadherina. Sin embargo, en las 

células HT29-M6 la regulación de la expresión de varios marcadores de la EMT 

parece más compleja. El papel de Akt2 en estas células sólo se pone de manifiesto 

mediante la previa interferencia de Akt1 evidenciando así una interregulación de 

ambas isoformas en las estas células. 

Existen datos que sugieren cómo en la represión de la E-cadherina, los 

diferentes represores descritos actuarían de una manera jerárquica [80]. En este 

sentido Snail1 sería responsable de la represión inicial e inducción de la EMT y Zeb1, 

entre otros represores, sería el responsable del mantenimiento de la represión de E-

cadherina y de la EMT. Teniendo en cuenta estos datos, la interferencia de Akt1 o el 

balance entre las dos isoformas de Akt en estas células podría considerarse cómo un 

marcador de cómo establecida está la EMT evidenciado por el incremento en los 

cambios moleculares que ocurren durante este proceso y por la activación de Zeb1.  

Considerando la actuación jerárquica de los diferentes represores de la E-

cadherina durante la EMT, es posible que el reclutamiento de Akt2 por Snail1 al 

promotor de la E-cadherina tuviera lugar al inducirse la EMT, es decir, cuando en el 
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control de la expresión de la E-cadherina, Snail1 es el represor más importante. Esto 

explicaría que no se detecte ningún efecto sobre la expresión de la E-cadherina 

cuando Akt2 es interferida en las células HT29-M6 Snail1, ya que en estas células la 

expresión de este marcador epitelial está controlada por Zeb1. En este caso, el 

efecto cooperativo de Akt2 y Snail1 en la represión de la E-cadherina en estas 

células sólo se detectaría siempre y cuando la EMT no estuviese establecida (Zeb1 

represor más importante de la E-cadherina). Una manera de comprobar esta 

hipótesis sería interferir Akt2 en las células HT29-M6 control e inducir la expresión 

de Snail1 ya sea ectópicamente o endógenamente mediante algún factor que active 

la expresión de Snail1, como el TGF-β.  Ahora bien, si esto fuera así, surge la 

pregunta de ¿por qué se detecta Akt2 en el promotor de la E-cadherina si su 

represión ya no está controlada por Snail1? Quizás esta interacción entre Akt2 y 

Snail1 es detectable por los altos niveles de Snail1 presentes en estas células 

después de su expresión estable, aunque no sea el principal represor de la E-

cadherina. 

De acuerdo con esta interregulación entre Akt1 y Akt2 en las células HT29-M6 

Snail1, nuestro trabajo aporta nuevos datos sobre el complejo control de la EMT. Así, 

una vez interferida Akt1, Akt2 compensa la función represora sobre la E-cadherina 

de Akt1. Sabemos que Snail1 activa la expresión de Zeb1. Nuestros resultados 

muestran como Snail1 activa a Akt por interacción directa (discutido en el siguiente 

capítulo). El hecho de que Akt2 compense la función represora de Akt1 sobre la E-

cadherina y que Snail1 sea capaz de activar mediante interacción directa a Akt2 

plantea la cuestión de, si en estas condiciones, estaríamos delante de un nuevo 

mecanismo regulador de Snail1 sobre Zeb-1. Esta hipótesis implicaría que Snail1 

regularía de manera dual a Zeb-1. Por un lado activaría su expresión [302] y por otro 

lado, la inhibiría a través de la activación de Akt2. Para comprobarlo, deberíamos 

confirmar que la interacción entre Akt2 y Snail1 continua teniendo lugar una vez 

interferida Akt1. 

Los resultados obtenidos por shRNA en ambas líneas celulares muestran un 

efecto cooperativo entre Akt2 y Snail1 en la activación de genes mesenquimales 

aunque en las células HT29-M6 Snail1 sólo se detecta en condiciones de previa 

interferencia de Akt1. Este efecto no sería consecuencia del reclutamiento de Akt2 al 



 

 136 

D
IS
C
U
S
IÓ

N
 

promotor de genes activados por Snail1, ya que cómo hemos comprobado, esto no 

ocurre. ¿De qué manera podrían cooperar? Resultados obtenidos en nuestro grupo 

sugieren cómo en el proceso de activación de genes mesenquimales por Snail1 

intervienen al menos tres factores: NFκB, β-catenina y TFCP2c [320]. Los datos 

muestran cómo Snail1 forma un complejo junto con NFκB y PARP-1 en el promotor 

de la Fibronectina y Lef1 que podría reclutar coactivadores promoviendo así la 

transcripción de dichos genes. Al mismo tiempo, β-catenina se une a estos 

promotores mesenquimales colaborando también en el control de su expresión. 

TFCP2 colabora con ΝFκB y β-catenina mediante su unión a dichos promotores pero 

en diferentes regiones. En la literatura no sólo existen datos describiendo cómo la 

activación de la vía PI3K/Akt puede activar genes mesenquimales como la 

fibronectina [321] sino también cómo diferentes señales a través de la vía PI3K/Akt 

pueden activar los cofactores necesarios para la activación de genes mediada por 

Snail1 [125, 237, 322]. Quizás la interacción Akt2/ Snail1 permite una acción directa 

de esta quinasa sobre alguno de los cofactores activándolos o permitiendo una 

mejor colaboración con Snail1 en su papel como activador de genes mesenquimales.  

Por último, y teniendo en cuenta los diferentes trabajos que detallan como Akt1 

tiene un papel pro-epitelial en células tumorales epiteliales y pro-mesenquimal en 

fibroblastos, sería interesante comprobar si la isoforma de Akt que interacciona con 

Snail1 en fibroblastos es Akt1. Si fuera así estaríamos delante de un mecanismo de 

regulación génica por Akt1 o de Akt2 que dependería de la posibilidad de 

interaccionar o no con Snail1. 

Los resultados obtenidos por ChIP de las células control en los que se observa 

Akt1 unida al promotor de la E-cadherina plantean la pregunta: ¿Qué puede estar 

haciendo Akt1 en estas células? Aunque el papel de Akt sobre la expresión de la E-

cadherina en ausencia de Snail1 no ha sido estudiado profundamente en esta tesis, 

vale la pena discutir los resultados obtenidos teniendo en cuenta el papel de la E-

cadherina en la diferenciación epitelial [323, 324] y los numerosos estudios que 

detallan cómo Akt interviene también en la diferenciación celular [325-327]. Estudios 

realizados sobre la diferenciación de queratinocitos revelan cómo las tres isoformas 

de Akt son importantes para dicho proceso, ya que las tres isoformas (aunque Akt1 

en menor medida) son activadas en este contexto. En este sentido, la transfección de 
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un mutante de Akt constitutivamente activo aumenta la expresión de marcadores de 

diferenciación epidérmicos [328], y protege selectivamente a los queratinocitos 

diferenciados de la apoptosis. Otro estudio basado en la diferenciación de los 

osteoclastos señala cómo tanto Akt1 como Akt2 son esenciales para la 

diferenciación de estas células pero no para su supervivencia, evidenciando así un 

papel directo de Akt en el control de la diferenciación celular. Este efecto ocurre a 

través de las IKKs y de NFκB [329]. En el caso de la diferenciación de la glándula 

mamaria durante la gestación, Akt1 y Akt2 participan de manera diferente, si bien la 

supresión de Akt1 retrasa la diferenciación, la supresión de Akt2 la acelera [330]. 

Considerendo el papel de Akt en la diferenciación celular, el grupo de Tsichlis, 

analizan la contribución de cada isoforma de Akt en la diferenciación del epitelio 

mamario sugiere la idea de que el efecto que se observa cuando se interfiere Akt1 o 

Akt2 en células epiteliales en respuesta a señales oncogénicas, tiene que ver con la 

participación de ambas isoformas en la diferenciación epitelial. Así, el aumento de la 

invasividad y migración podría ser explicado por la supresión de Akt1, isoforma 

responsable de la correcta diferenciación del epitelio mamario. Al interferir Akt1, las 

células padecen una EMT que les permite aumentar su movilidad, y por tanto, 

poseer mayor capacidad invasiva y de migración. En consecuencia, este aumento de 

la invasividad está asociado al cambio del estado de diferenciación de las células 

(EMT). En definitiva, estos autores concluyen que la supresión de Akt1 aumenta la 

invasividad ya que promueve la selección de células tumorales indiferenciadas. Este 

efecto parece estar mediado por la supresión de la fosforilación de Stat5 en ratones 

Akt1-/-.  

Teniendo en cuenta los datos mencionados anteriormente y los obtenidos  en 

nuestro tabajo, en los que se detecta Akt1 unida al promotor de la E-cadherina 

(figura R.36), podría ser que Akt1 regulara directamente el promotor CDH1, ya sea 

modificando algún residuo presente en las “colas” de las histonas, o provocando 

cambios en los complejos activadores y/o represores unidos al promotor CDH1.  

El promotor de E-cadherina humano contiene varios elementos reguladores 

incluyendo cajas CCAAT (-65), una región rica en GC (-30/-58) y las tres cajas E 

(Figura I.15). Las regiones proximales CCAAT y la región rica en GC son requeridas 

para la expresión basal de la E-cadherina y son reconocidas por los factores de 



 

 138 

D
IS
C
U
S
IÓ

N
 

transcripción constitutivos AP2 y Sp1 además de proteínas de unión a CAAT [156]. 

Las cajas E, como ya se ha mencionado en la introducción, son reconocidas por 

represores. La unión de estos represores es capaz de superar los efectos positivos de 

los factores constitutivos que interaccionan con los elementos reguladores de la 

expresión basal de la E-cadherina [331]. Recientemente, se ha propuesto que dos 

cajas presentes en posición distal del promotor de la E-cadherina, reconocidas por 

p300, participan en la activación de la expresión de la E-cadherina en células 

epiteliales de mama [332].  

Akt es capaz de fosforilar la acetiltransferasa p300 [261]. Esta fosforilación es 

crítica para la transactivación de p300, ya que estimula su actividad acetiltransferasa 

y la unión a factores de transcripción. Además, la fosforilación de p300 por Akt 

regula la interacción con MyoD, estabilizando así un complejo activador en los 

genes específicos del músculo desplazando complejos represores [333]. En nuestro 

sistema podría tener lugar un mecanismo similar. En una situación normal Akt 

podría mantener el estado de activación basal de la E-cadherina. Como muestran 

nuestros datos, la ausencia de actividad Akt disminuye los niveles proteícos de E-

cadherina en células RWP1 control (figura R.28). Se sabe que la fosforilación de 

p300 por Akt ocurre en el núcleo; nuestros resultados abren la posibilidad de que 

pudiera ocurrir directamente en el promotor. Además, Akt podría contribuir a 

aumentar la expresión de la E-cadherina vía Sp1. El promotor de la E-cadherina 

presenta cinco lugares de unión del factor de transcripción Sp1. Existen varios 

trabajos que demuestran cómo Akt modula la expresión génica a través de este 

factor de transcripción. Sin embargo, estos estudios no están relacionados con la 

diferenciación epitelial sino con la angiogénesis y la invasión celular [334, 335]. Sea 

cual sea el mecanismo mediante el cual Akt regula la expresión de la E-cadherina, 

nuestros datos sugieren otra contribución de esta quinasa en la diferenciación 

epitelial.  
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D.2 La interacción de Snail1 con Akt incrementa su actividad 

quinasa in vitro e in vivo. 

Las interacciones entre proteínas contribuyen de una manera importante en las 

comunicaciones intercelulares e intracelulares. Estas interacciones son responsables 

de la iniciación y la progresión de los procesos celulares. De tal manera, dichas 

uniones inducen cambios conformacionales que estabilizan, desestabilizan o alteran 

la actividad enzimática de sus interactores [336]. Las asociaciones entre proteínas 

también contribuyen a la formación de grandes complejos moleculares, permitiendo 

coordinar la respuesta de múltiples señales que llegan a la célula [337]. Además, 

algunas proteínas funcionan cómo andamio permitiendo la asociación de sus 

interactores con ciertas estructuras celulares, o facilitando el transporte entre los 

diferentes compartimentos subcelulares [338]. Para llevar a cabo estas funciones las 

proteínas interaccionan o bien constitutivamente o bien dependiendo de señales.  

Hace unos diez años se observó cómo Akt se activaba mediante la fosforilación 

mediada por la activación de PI3K. Este descubrimiento fue clave, ya que demostró 

una relación entre Akt y PI3K, una quinasa conocida por presentar un papel crítico 

en el control de la fisiología celular. Actualmente se ha demostrado cómo la 

actividad de su efector, Akt, está modulada mediante una compleja red de proteínas 

reguladoras y distintas vías de señalización [206, 339]. La complejidad de esta red 

aumenta aún más si tenemos en cuenta que existen tres isoformas de Akt en 

mamíferos, y que no todas las diferentes proteínas reguladoras de Akt interaccionan 

con las tres isoformas [340, 341]. 

 

Figura D.3 Esquema de los dominios de Akt y algunas de las proteínas que 

interaccionan y modulan su actividad [342]. Las proteínas que interaccionan con Akt se 
muestran listadas bajo el dominio con el que interaccionan. Para más detalle ver figura R.18. 
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Como se muestra en la figura D.3, las diversas proteínas descritas que 

interaccionan con Akt se pueden clasificar conforme al dominio por el que 

interaccionan con la quinasa. Algunas de estas proteínas contienen actividad 

enzimática como PDK1 [207], IMPDH [343], SETDB1 [208] y PHLPP [204]. Otras 

proteínas que interaccionan con Akt no presentan aparentemente actividad 

enzimática. Esta propiedad compartida sugiere que estas interacciones con una o 

más regiones de las diferentes isoformas de Akt modulan la actividad quinasa [260, 

344, 345], el acceso a componentes reguladores [209, 346] o a sustratos de Akt [340, 

347-349] y/o su localización subcelular [350]. Por tanto, las consecuencias de la 

interacción de estas proteínas con Akt son diversas. En consecuencia, la unión debe 

incrementar o disminuir la fosforilación o activación de Akt. Según los datos 

publicados, estos efectos sobre Akt dependen del tipo celular y de las condiciones 

experimentales utilizadas [351].  

La importancia de estas proteínas que interaccionan con Akt ha sido mejor 

caracterizada en condiciones patológicas. Este es el caso de la sobreexpresión de 

Tcl1 en la leucemia prolimfocítica de células T, la cual contribuye a la patogénesis 

facilitando la activación de Akt y alterando su localización subcelular [352]. De 

manera opuesta, en otros tumores, se ha descrito como son reprimidos los mRNA 

de proteínas que al interaccionar con Akt la inhiben facilitando así la activación de 

esta quinasa. Este es el caso de CTMP [311]y CKIP-1 [353]. Este dato sugiere la 

existencia de mecanismos fisiológicos que regulan la activación de Akt alterando la 

abundancia de las proteínas que interaccionan con ella. 

Así pues, se han descrito un gran número de proteínas que interaccionan 

directamente con Akt controlando su actividad. Además, como se ha mencionado 

anteriormente, algunas reclutan Akt a ciertas estructuras o compartimentos 

subcelulares, y otras sirven de andamio a Akt para regular su función y/o su 

activación. Teniendo en cuenta el número de proteínas que interaccionan con Akt, 

es altamente probable que las diferentes funciones de Akt en respuesta a diferentes 

señales se regulen mediante estas uniones proteína-proteína.  

Nuestros resultados muestran cómo el factor de transcripción Snail1 puede 

formar parte de la lista de proteínas que mediante su interacción con Akt regulan su 
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actividad quinasa. Aunque en nuestro trabajo no hemos estudiado el dominio de 

Akt que interacciona con Snail1, los resultados obtenidos por pull-down descartan 

que el dominio PH de Akt participe en dicha interacción (figura R.21). Los datos 

correspondientes al capítulo R.2 describen cómo la preincubación de Akt con Snail1 

incrementa significativamente su actividad quinasa in vitro (figura R.19). Hemos 

demostrado que el dominio C-terminal de Snail1 que contiene los dedos de zinc, es 

necesario, aunque no suficiente, para el incremento de la actividad quinasa de Akt 

por Snail1. Hemos comprobado también que la previa unión de Snail1 al DNA 

impide el efecto de Snail1 sobre la actividad de Akt, confirmando así, la importancia 

del dominio de unión al DNA, el C-terminal, en la activación de Akt por Snail1. 

Teniendo en cuenta estos resultados, y basándonos en que este efecto de Snail1 

sobre Akt es consecuencia de la interacción directa de ambas proteínas, podríamos 

esperar que el mutante de Snail1 C-terminal y Akt interaccionaran. Aunque en esta 

tesis no se han realizado ensayos de interacción directa entre ambas proteínas, 

resultados preliminares obtenidos mediante ensayos pull-down sugieren que en la 

interacción Snail1/ Akt interviene la región C-terminal, y que dicha interacción 

participa en el efecto de Snail1 sobre la actividad quinasa de Akt.  

Los resultados obtenidos por ChIP muestran cómo Akt se detecta en el 

promotor de la E-cadherina, promotor reprimido por Snail1. Snail1 para reprimir 

genes requiere de la unión directa del dominio C-terminal al DNA. Los resultados 

obtenidos in vitro muestran cómo Snail1 precisa no estar unido al DNA para 

interaccionar y activar a Akt. Considerando estos datos, esperaríamos encontrar la 

interacción Snail1/ Akt no en promotores reprimidos por Snail1 sino en promotores 

activados ya que en éstos no se necesita la unión directa de Snail1 al promotor. Sin 

embargo, no hemos detectado presencia de Akt en un promotor activado por Snail1, 

el de la Fibronectina (figura R.37), pero si hemos confirmado que Akt es necesaria 

para la activación de este marcador mesenquimal por Snail1 (figura R.39). Esto 

plantea la posibilidad de que, aunque la interacción Snail1/Akt ocurra en el 

promotor de la E-cadherina, su activación por interacción con Snail1 tendría lugar 

una vez Snail1 hubiera realizado su función represora sobre este gen. En dicho 

momento el dominio C-terminal de Snail1, en parte responsable de la activación de 

Akt, quedaría libre y podría interaccionar con la quinasa. Se sabe que para que 
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Snail1 pueda activar genes mesenquimales es necesario que primero realice su 

función represora, podría ser que después de reprimir la E-cadherina, Snail1, todavía 

presente en este promotor, active a Akt y esto ayude a Snail1 a activar marcadores 

mesenquimales como la Fibronectina, Lef-1 y otro represor de la E-cadherina como 

Zeb-1. Esto explicaría porque en ausencia de Akt, Snail1 no puede ni reprimir la E-

cadherina ni activar la Fibronectina almenos en las células RWP1. 

Nuestros resultados indican cómo el incremento en la actividad quinasa de Akt 

por Snail1, no es consecuencia de un aumento en el estado de fosforilación de los 

residuos responsables de su activación, la T308 y la S473 (figura R.20). Teniendo en 

cuenta que la única quinasa presente en el ensayo es Akt, parecería que el 

mecanismo por el cual Snail1 aumenta la actividad quinasa de Akt in vitro es 

mediante la formación de una conformación más activa de Akt al interaccionar con 

Snail1. Sin embargo, no podemos descartar que el hecho de no detectar un 

aumento en la fosforilación de los residuos responsables de la activación de Akt no 

sea consecuencia de la saturación de la fosfoseñal.  

Los datos que describen el efecto de la interacción Snail1/ Akt en la actividad de 

la quinasa han sido realizados con Akt1. Teniendo en cuenta que los mecanismos de 

activación descritos para cada isoforma son iguales, y que la única diferencia radica 

en cual es la isoforma de Akt que interacciona con la proteína reguladora que se 

estudie, consideramos que los datos obtenidos con esta isoforma son extrapolables 

a cualquier isoforma de Akt que interaccione con Snail1. En el capítulo R.3 se ha 

mostrado cómo en células epiteliales la isoforma de Akt que interacciona con Snail1 

es Akt2 por tanto nuestro trabajo muestra como en este tipo celular un manera de 

regular la actividad de Akt2 sería mediante la interacción directa con Snail1. 

Independientemente de este efecto de Snail1 sobre la actividad de Akt, hemos 

sugerido cómo Snail1 puede ser un sustrato de Akt. Mediante ensayos quinasa in 

vitro y la utilización de diferentes mutantes deleccionados de Snail1 (figura R.11), 

hemos identificado los últimos 28 aminoácidos de Snail1 como la zona donde se 

localiza el residuo modificado in vitro por Akt (figura R.14, R15). Hemos confirmado 

este resultado descartando los últimos 28 aminoácidos de Snail1 cómo residuos 

importantes en la interacción con Akt (figura R.17). Hemos comprobado también 

cómo la conformación abierta de Snail1 no favorece la fosforilación de Snail1 por 
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Akt (figura R.13, R.14). Se han generado además dos mutantes puntuales de Snail1, 

el Snail1-T177A y el Snail1-S246A, los cuáles se han excluido como residuos diana 

de Akt en Snail1.  

Teniendo en cuenta que la señal de fosforilación detectada en Snail1 en los 

diferentes ensayos quinasa es similar a la detectada en la proteína Bad, sustrato 

identificado in vivo por Akt, se puede pensar que esta fosforilación puede ocurrir in 

vivo. Sin embargo, considerando el resultado negativo obtenido por espectrometría 

de masas y que Snail1 no contiene el motivo específico fosforilado por Akt 

(RXRXXS/T), es poco probable que sea un sustrato de Akt in vivo. Además, las 

proteínas quinasas no suelen formar complejos estables con sus sustratos, y si  

demostrado que Snail1 y Akt forman parte del mismo complejo in vivo (figuras R.21, 

R.22, R.23 y R.35). Por todo esto, además del hecho que Snail1 es capaz de 

interaccionar con una forma de Akt catalíticamente inactiva (figura R.27), 

consideramos más probable que Snail1 sea un regulador de la actividad de Akt que 

un sustrato.  

Los resultados descritos en el capítulo R.1 verifican in vivo el incremento de 

actividad quinasa de Akt por Snail1 in vitro. Así, el análisis del nivel de fosforilación 

de los residuos responsables de la activación de Akt demuestra cómo Snail1 induce 

la fosforilación en estos residuos en líneas celulares epiteliales tumorales (figura 

R.1). Esta inducción ocurre tanto en ausencia de suero en el medio (0%FBS) como en 

presencia de suero (10% FBS). El análisis de la distribución de Akt activa (P-S473) 

mediante inmunofluorescencia corrobora los datos obtenidos por western-blot 

(figura R.2) e indica como Snail1 es capaz de incrementar la fosforilación de Akt en 

respuesta a IGF-1. Curiosamente, tras estimular 30 min con IGF-1 ya no se detectan 

diferencias en los niveles de fosforilación de Akt entre las células que expresan 

Snail1 y las células control. A través de experimentos de fraccionamiento subcelular 

hemos detectado cómo la inducción de la fosforilación de Akt por Snail1 tiene lugar 

tanto en el citosol cómo en el núcleo (figura R.3). Por tanto, a diferencia de lo que 

ocurría in vitro, Snail1 es capaz de aumentar la fosforilación de Akt in vivo. Estos 

resultados son consistentes con datos previos publicados en los que se describe 

cómo células MDCK, que expresan Snail1, poseen mayores niveles de Akt fosforilado 

en respuesta a señales de estrés como la ausencia de suero en el medio de 
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crecimiento y ante la estimulación de señales pro-apoptóticas como el TNF-α [67]. 

Nuestros resultados aportan nuevos datos sobre las condiciones en las que tiene 

lugar este incremento de fosforilación de Akt por Snail1.  

Mediante el análisis del estado de fosforilación de algunos sustratos de Akt, 

hemos confirmado cómo el aumento de la fosforilación de Akt por Snail1 implica un 

aumento de su actividad quinasa in vivo. Hemos mostrado cómo células Snail1 que 

presentan niveles mayores de fosfo-Akt también presentan niveles mayores de P-IKK, 

lo cual correlaciona con mayor actividad transcripcional dependiente de NFκB 

(figura R.4). Además, estas células presentan niveles más altos de P-FoxO que 

confirman un mayor exporte nuclear y degradación de FoxO (figura R.5). Aunque 

no se muestra en este trabajo, también se analizó otro sustrato de Akt, la quinasa 

GSK3β. Dada la relación existente entre las tres proteínas [146], se pensó que quizás 

uno de los sentidos fisiológicos del incremento de fosforilación y de actividad de Akt 

por Snail1 fuera inhibir a GSK3β estabilizando así a Snail1. Curiosamente, no se 

detectaron cambios en la fosforilación de este sustrato. Este resultado puede ser 

consecuencia de que el estado de fosforilación de GSK3β en las células donde fue 

analizado (RWP1) era ya muy alto. Sin embargo, teniendo en cuenta que Snail1 y Akt 

interaccionan, no se puede descartar que esta interacción, además de activar a Akt, 

defina los sustratos sobre los que actúa esta Akt activada. 

Los resultados obtenidos mediante los ensayos quinasa de GST-Akt purificada 

de células HEK 293 coexpresada con Snail1, confirman que Snail1 es capaz de 

incrementar la actividad quinasa de Akt in vivo (figura R.6). Además, el hecho de 

que este incremento ocurra tanto en situación basal como tras estimulación con 

IGF-1 durante diferentes tiempos, indica que este aumento en la actividad quinasa 

de Akt es independiente del estado previo de fosforilación de la quinasa. 

Intentando caracterizar el mecanismo por el cual Snail1 aumenta la fosforilación 

y la actividad quinasa de Akt hemos comprobado que es un mecanismo 

dependiente de PI3K (figura R.7). Este resultado es esperable (ver introducción I.4), 

ya que, la activación de Akt depende esencialmente de la actividad de PI3K. De 

hecho, a excepción de un trabajo en el que demuestran cómo PIKE-A interacciona 

con Akt y la activa de manera PI3K independiente [354], casi todas las proteínas que 
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interaccionan con Akt y modulan su actividad lo hacen de una manera PI3K 

dependiente [209, 260, 350, 355]. 

Resultados publicados por nuestro grupo [173] describen cómo Snail1 induce la 

fosforilación de Akt por inhibición de la fosfatasa Pten durante la apoptosis inducida 

por radiación γ. En el mismo trabajo se muestra cómo células MDCK después de ser 

irradiadas responden rápidamente con un aumento en los niveles de fosforilación de 

Akt, que se traduce en una mayor resistencia a la apoptosis. Para estudiar la 

relevancia de la represión de Pten por Snail1 en la resistencia a la apoptosis por 

radiación γ, Pten  fue interferido. En este caso las células presentan una mayor 

resistencia a la apoptosis como es de esperar. Sin embargo, la protección que 

proporciona la interferencia de Pten a las células no es tan completa como la que 

proporciona la expresión de Snail1. Además, se muestra cómo los niveles de 

fosforilación de Akt en las células Snail1 antes de ser irradiadas ya son más altos. En 

consecuencia, estos resultados sugieren que Snail1 actúa sobre la activación de Akt 

por mecanismos diferentes, a parte de la represión que ejerce sobre Pten. De 

acuerdo con esto, Snail1 incrementa la resistencia a la apoptosis en células donde la 

expresión de Pten es indetectable. Además, la sobreexpresión de Pten provoca que 

los niveles de Akt decaigan después de irradiar las células. Sin embargo, aún 

sobreexpresando Pten, las células Snail1 presentan niveles mayores de fosfo-Akt que 

las respectivas células control. Los datos mostrados en esta tesis son consistentes 

con los publicados anteriormente por nuestro grupo los cuáles sugieren un 

mecanismo de activación de Akt por Snail1 independiente de su actividad 

transcripcional. En nuestro estudio, hemos demostrado cómo el mutante no 

represor de Snail1, el Snail1-P2A, aunque en menor medida, también aumenta la 

fosforilación de Akt (figura R.8). Al igual que ocurre con la proteína WT, este 

aumento se detecta tanto en el citosol cómo en el núcleo (figura R.9). El análisis de 

la actividad quinasa de Akt indica qué este mutante no represor también es capaz 

de incrementar la actividad quinasa de Akt independientemente de su estado previo 

de activación. Teniendo en cuenta que en algunos experimentos la expresión de 

Snail1-P2A es mucho mayor que la del Snail1 (figuras R.8, R.9), no podemos 

descartar que el aumento que observamos en la fosforilación no sea consecuencia 

de una mayor expresión de la proteína. Sin embargo, en el análisis de la actividad 
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quinasa, donde se han transfectado transitoriamente Snail1 y Snail1-P2A, se 

obtienen expresiones similares de ambas proteínas, y se confirma que el mutante no 

represor Snail1-P2A es capaz de aumentar significativamente la actividad quinasa de 

Akt (figura R.10). Sin embargo, aunque los análisis estadísticos realizados indican 

que las diferencias en las actividades de Akt purificada en presencia de Snail1 WT y 

de Snail1-P2A no son significativas, en todos los ensayos realizados, las actividades 

detectadas de Akt en presencia del mutante no represor de Snail1 fueron menores 

que las detectadas en Akt purificada en presencia de la proteína WT. En 

consecuencia, no podemos descartar un mecanismo dependiente de la actividad 

represora de Snail1 como sería el mediado por la represión de alguna fosfatasa 

como Pten. 

Los resultados relevantes obtenidos con este mutante no represor de Snail1 es 

la evidencia de un mecanismo mediante el cual Snail1 incrementa la fosforilación y 

la actividad quinasa de Akt independientemente de actividad represora. Teniendo en 

cuenta estos datos, los obtenidos en los ensayos quinasa in vitro en los que la 

preincubación de Snail1 incrementa la actividad quinasa de Akt, y la 

coinmunoprecipitación de ambas proteínas, proponemos como mecanismo 

alternativo el basado en la interacción directa con Snail1. Este mecanismo se 

confirma en los experimentos de purificación de GST-Akt, o pull-down, que 

muestran que tanto la proteína WT como el mutante Snail1-P2A interaccionan con 

Akt (figura R.21). En consecuencia, el incremento de la actividad quinasa de Akt por 

Snail1 es la suma de diferentes mecanismos, entre los cuales podría estar la 

represión de algunas de las fosfatasas de Akt, como Pten, y una conformación más 

activa de Akt al interaccionar con Snail1. Otra posibilidad es que la interacción con 

Snail1 bloquee el acceso de fosfatasas directas de Akt como PP2A o PHPPL y, por 

tanto, favorezca la acumulación de Akt activa prologando su actividad. De hecho, ya 

se ha descrito en diversos sistemas un mecanismo similar mediante el cual se regula 

la actividad de Akt impidiendo que PP2A acceda a la quinasa [203, 356]. Para 

comprobar si en nuestro caso este mecanismo también es el responsable, se podría 

analizar el efecto de Snail1 sobre la activación de Akt en presencia de algún 

inhibidor específico de estas fosfatasas, como el ácido okadaico, el cual inhibe 

selectivamente PP2A. Si en presencia de este inhibidor Snail1 continua 
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incrementando la fosforilación de Akt descartaríamos un mecanismo dependiente 

de la acción directa de Snail1 sobre PP2A. También podría ser que Snail1 

interaccionara mejor con Akt activa, lo que favorecería esta acumulación de P-Akt en 

las células Snail1. Sin embargo, los datos indican cómo el incremento en la actividad 

quinasa de Akt por Snail1 tiene lugar independientemente del estado previo de 

activación de la quinasa. Aún así, el hecho de que el aumento en la fosforilación de 

Akt por Snail1 dependa de la actividad PI3K implica que para ver el efecto de Snail1 

sobre Akt, es necesaria una activación basal de Akt. Experimentos de 

coinmunoprecipitación con mutantes de Akt como el T308A/S473A, que no puede 

ser fosforilado, aclararían esta cuestión. 

Todos estos mecanismos basados en la interacción de Snail1 con Akt sólo serían 

aplicables al Akt nuclear. Snail1 incrementa la fosforilación de Akt tanto en el núcleo 

como en el citosol (figura R.3) sin embargo, sólo hemos detectado interacción de 

ambas proteínas en el compartimento nuclear. En consecuencia, parece más 

probable que el mecanismo de activación de Akt por Snail1 mediado por su 

actividad represora sea el responsable del incremento de fosforilación de Akt en el 

citosol.  

Finalmente, no podemos descartar un efecto de Snail1 sobre algún activador 

por encima de Akt, como PI3K. Se ha descrito la existencia de una vía de señalización 

de PI3K autónoma en el núcleo [357]. Por tanto existe la posibilidad de que Akt se 

active en el núcleo. Sin embargo, esto dependería de la presencia nuclear de PDK1. 

Recientemente se ha descrito como esta master quinasa sufre cambios de 

localización celular [358]. En este mismo trabajo muestran cómo células Pten -/- 

presentan una mayor localización nuclear de PDK1. Sabiendo que Snail1 reprime  

Pten, sería interesante estudiar la localización de PDK1 en células que expresan 

Snail1 para poder analizar si éste es uno de los mecanismos que participa en la 

activación de Akt por Snail1. 

De todos los mecanismos discutidos en este trabajo, el que muestra nuestros 

resultados es la activación de Akt por interacción directa con Snail1. Por tanto, 

nuestro estudio propone una nueva función de Snail1, no descrita anteriormente: la 

de cofactor directo de una proteína, en este caso de la quinasa Akt.  
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 Figura D.4 Modelo propuesto que describe la relación directa entre Snail1 y Akt 

estuidiada en este trabajo. (La descripción se comenta detalladamente en el texto). 
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D.3 Modelo propuesto 

La progresión de un carcinoma está asociada a la pérdida de las características 

epiteliales y a la adquisición de propiedades mesenquimales e invasivas de las 

células tumorales. La pérdida de las uniones entre las células es el primer paso de la 

transición epitelio mesénquima (EMT). Durante este proceso tiene lugar la 

inactivación funcional de la E-cadherina. La represión de la E-cadherina por el factor 

de transcripción Snail1 es un paso esencial en la pérdida del fenotipo epitelial. La 

activación de Akt es una característica de muchos carcinomas humanos. Akt regula 

una gran variedad de procesos celulares incluyendo la EMT. En este trabajo 

describimos una relación directa entre Snail1 y Akt dentro del contexto de la EMT. 

Así pues, nuestros resultados muestran cómo Snail1 interacciona con Akt2. Dicha 

interacción incrementa la actividad quinasa de Akt2 la cual es necesaria para los 

cambios moleculares inducidos por la expresión de Snail1. De los resultados 

obtenidos en este trabajo, proponemos el siguiente modelo (figura D.4). 

En células epiteliales con uniones adherentes bien formadas (1), la expresión de 

Snail1 está reprimida (2) o la activación basal de GSK3β es suficiente para exportar 

Snail1 del núcleo e inducir su degradación citosólica mediante el proteosoma siendo 

así muy corta la vida media de Snail1 (3). El funcionamiento de Pten bloquea o sólo 

permite una activación basal de Akt (4). Además, en estas células la isoforma de Akt, 

Akt1, esta presente en el promotor de la E-cadherina probablemente regualando la 

expresión basal de este marcador epitelial (5). Como se ha mencionado en la 

introducción, la mayoría de las señales que inducen EMT convergen en un 

incremento en la expresión de Snail1 (6). La expresión de Snail1 activa a Akt al 

menos mediante dos mecanismos. Uno dependiente de su actividad transcripcional, 

por ejemplo por inhibición de Pten (7) lo que implica un aumento general de la 

actividad PI3K (8), que incrementa la fosforilación y activación de cualquier isoforma 

de Akt tanto en el citosol (9) como en el núcleo (10) independientemente de su 

estado previo de activación. El otro mecanismo está asociado a la interacción directa 

entre ambas proteínas (11). Esta interacción induce la actividad quinasa de Akt, tiene 

lugar en el núcleo y con la isoforma Akt2. Este incremento de la actividad quinasa de 
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Akt por Snail1 se traduce en una mayor fosforilación de algunos de sus sustratos 

como FoxO1 e IKKα/β (12). 

Nuestros datos muestran cómo la interacción entre Snail1 y Akt2 provoca su 

reclutamiento al promotor de la E-cadherina (13), desplazando a Akt1 (14) y 

cooperando así en la represión de dicho marcador epitelial (15). Aunque el 

mecanismo no ha sido descrito, nuestros datos reflejan cómo Akt2 es necesaria para 

la activación por Snail1 de genes mesenquimales como la Fibronectina (16). A su vez, 

Akt1 coopera también en los cambios moleculares inducidos por Snail1 

seguramente controlando su estabilidad mediante la inhibición de GSK3β (17). Este 

sería el esquema general en las células RWP1. En cambio, en las células HT29-M6 

aunque Snail1 también promueve el reclutamiento de Akt2 (13) y el desplazamiento 

de Akt1 (14) en el promotor de la E-cadherina, los datos obtenidos muestran cómo 

Akt1 tiene un papel pro-epitelial ya que inhibe la represión de la E-cahderina, 

inhibiendo a Zeb1 (18) y bloquea la activación de genes mesenquimales por Akt2 y 

Snail1 (19).  
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1. La expresión estable de Snail1 en células epiteliales tumorales induce la 

fosforilación de Akt tanto en el citosol como en el núcleo. Este aumento en 

la fosforilación de Akt correlaciona con un aumento de la actividad quinasa 

in vivo sobre dos de sus sustratos: FoxO1 y IKKα/β. 

2. La preincubación de Akt con la proteína recombinante GST-Snail1 

incrementa la actividad de la quinasa in vitro. El dominio C terminal de 

Snail1 tiene un papel importante tanto en la interacción como en el 

incremento de la actividad de Akt. 

3. Snail1 interacciona in vivo con Akt. Dicha interacción tiene lugar en el 

núcleo de células epiteliales tumorales. La isoforma de Akt que 

interacciona con Snail1 es Akt2. 

4. Akt está unida al promotor de la E-cadherina independientemente de la 

presencia de Snail1. La expresión de Snail1 provoca un cambio de isoforma 

de Akt presente en el promotor de la E-cahderina. Así, Akt2 es la isoforma 

unida al promotor de la E-cadheirna en presencia de Snail1 y Akt1 la 

isoforma unida al promotor en ausencia de Snail1. La actividad quinasa de 

Akt es necesaria para la represión de la E-cadherina por Snail1. 

5. El papel de cada isoforma de Akt en los cambios moleculares inducidos 

por Snail1 es diferente según la línea celular estudiada. Así,  Akt2 muestra 

un papel pro-mesenquimal en ambas líneas celulares analizadas. En las 

células RWP1 Snail1, Akt2 es necesaria para la represión de la E-cadherina 

y la activación de la Fibronectina por Snail1 sin embargo, en las células 

HT29-M6 Snail1 sólo es necesaria para la activación de genes 

mesenquimales. En cuanto al papel de Akt1, ésta presenta un papel pro-

mesenquimal en las células RWP1 Snail1 siendo necesaria para estabilizarlo 

a nivel proteína y pro-epitelial en las células HT29-M6 Snail1 inhibiendo la 

expresión de Zeb1 y la activación de genes mesenquimales por Snail1/ 

Akt2. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Me lo contaron y lo olvidé; lo vi y lo entendí; lo hice y lo aprendí  
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M.M.1 Construcciones de cDNA y su preparación. 

Para expresar proteínas de fusión, tanto en procariotas como en eucariotas, lo 

primero que se hizo fue diseñar el plásmido o vector que contendría el cDNA de 

interés y se eligió el origen del cual provendría el inserto. Éste fue otro vector cDNA 

total de una línea celular.  

M.M.1.1 Preparación de las construcciones 

Obtención del inserto a partir de RNA total 

Se escogió el sistema celular en el que la proteína de interés era abundante. Se 

localizó la secuencia a amplificar y se diseñaron los oligonucleótidos 5’ y 3’ teniendo 

en cuenta el vector aceptor del inserto. Para facilitar el clonaje se introdujeron 

secuencias dianas de enzimas de restricción que también se encontraban en el 

vector. En el oligonucleótido 5’ se introdujo una secuencia Kozak (5’CCACC3’) 

fusionada al final de la diana de restricción y precediendo el codón ATG de inicio, 

para mejorar la traducción. Se realizó una RT-PCR (M.M.11) para obtener el cDNA.  

Obtención del inserto por subclonaje 

Cuando la proteína que se quiso expresar ya estaba clonada en otro vector, se 

digirió con enzimas de digestión que liberaron la secuencia de la proteína o inserto 

con extremos compatibles a los lugares de restricción del vector de destino. 

El vector con el inserto se digirió (2-3 µg) en un volumen final de 20-50 µl con 

los enzima/s (New England Biolabs) que se eligieron. La cantidad del enzima, el 

tampón utilizado, la temperatura y el tiempo de reacción fueron los específicos para 

cada enzima. La totalidad de la reacción se cargó en un gel de agarosa (0.5, 1, 2% 

dependiendo del tamaño del inserto) para separar la banda del vector de la del 

inserto. Se purificó la banda deseada con el kit GFX PCR DNA and Gel Band 

Purification (Amersham). Finalmente se eluyó en TE o H2O estéril. 
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Obtención de inserto por PCR 

Cuando el inserto se tuvo que extraer del vector de origen porque los extremos 

no eran compatibles o porque se quiso introducir algún cambio (delección, inserción, 

mutagénesis) se diseñaron los oligonucleótidos adecuados según el caso. Se partió 

de unos 150-300 ng de DNA molde y en un volumen total de 50 µl, se añadieron el 

tampón y reactivos del kit de la polimerasa (existen diferentes tipos de polimerasa 

en nuestro caso se uso la Pfx (Invitrogen)). A la reacción de PCR se le añadió MgCl2 

1.5 mM, 0.3 mM de una mezcla de dNTPs (Invitrogen) y 0.3 µM de los 

oligonucleótidos diseñados. Las condiciones de PCR fueron: 95ºC 3 min (heat shock), 

95ºC 15 seg, 50-68ºC (dependiendo de la Tm de los oligonucleótidos) 30 seg, 68ªC 

el tiempo fue diferente dependiendo de la extensión del inserto teniendo en cuenta 

la actividad de la polimerasa (1 min/1 Kb), repetición de los pasos 2,3 y 4 durante 25 

ciclos y 68ºC extensión final 2 min. Una vez realizada la PCR se purificó el fragmento 

a partir de un gel de agarosa. 

M.M.1.2 Preparación de los vectores 

Una vez preparado el inserto, el vector aceptor se linealizó con las mismas 

enzimas de restricción que las del inserto. Cuando se digirió con enzimas que 

generaron extremos cohesivos el vector se defosforiló para evitar recircularizaciones. 

El vector fue defosforilado mediante la calf intenstine phosphatase (CIP) (New 

England Biolabs (NEB)) durante 1 h a 37ºC. Posteriormente la fosfatasa se inactivó 

incubando 15 min a 70-75ºC. El DNA se purificó con el Kit GFX PCR DNA and Gel 

Band Purification (GE Healthcare). Se eluyó con agua estéril o TE. Si se necesitó 

introducir algún nucleótido, se usó el fragmento Klenow (NEB) durante 15 min a 

temperatura ambiente. 

Una vez obtenidos el inserto y el vector, éstos se cargaron en un gel de agarosa 

para comprobar la relación vector: inserto y si la medida era la correcta. 

Seguidamente se realizó la ligación con la T4 ligasa (New England Biolabs) siendo 

de 1 h a temperatura ambiente en el caso de haber usado enzimas cohesivos y toda 

la noche en el caso de haber usado enzimas romos. Es importante la relación vector: 

inserto para conseguir colonias positivas. Esta relación depende del tamaño de los 
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dos DNAs. Por norma general se ligaron en una relación molar 1:3 en el caso de 

extremos cohesivos y en una relación 1:10 en el cado de extremos romos. 

En general el producto de la ligación se transformó en DH-5α competentes 

generadas por el método de Inoue [359]. El proceso de transformación consistió en 

30 min en hielo, seguidos de choque térmico a 42ºC durante 90 seg y posterior 

recuperación a 37ºC con 1 ml de LB. Se sembró el resultado en una placa de LB-agar 

con el antibiótico de selección conferido por el vector y se comprobaron si las 

colonias crecidas contenían el inserto. Para ello, se extrajo el DNA plasmídico 

mediante el método de lisis alcalina con el kit de minipreps de Promega. El DNA se 

digirió para comprobar que el vector realmente contenía el inserto y si la clonación 

se hizo con solo un enzima, comprobar que la dirección de inserción fue la 

adecuada. Seguidamente, para asegurar que el fragmento clonado contenía la 

secuencia correcta, se secuenció mediante el dRhodamine terminator Cycle 

Sequencing kit (Perkin Elmer) con oligonucleótidos próximos al lugar de interés 

(máximo 500 pb). 

Los vectores pueden ser separados en dos grandes grupos: los que expresan la 

proteína en procariotas (tienen un promotor procariota) o los que expresan el 

inserto en eucariotas (tienen un promotor eucariótico). Dentro de los vectores de 

expresión en eucariotas existen vectores de interferencia los cuáles expresan un 

short hairpin RNA.  Este pre-RNA es procesado por la célula, convirtiendo el 

precursor (en forma de hairpin) en RNA sense y antisense de tal manera que simula 

un RNA interferente natural e impide la expresión de una proteína en concreto 

(pLKO1). 

Vectores de expresión en procariotas 

Con el objetivo de realizar los ensayos de fosforilación y los pull-downs, 

diferentes cDNAs procedentes de diferentes pcDNA3-Snail1 fueron clonados al 

vector pGEX-6P1 o 6P2 (Amersham) según se describe en [84], [142] con las dianas 

BamHI/XhoI. Este tipo de vector expresa la proteína fusionada a la Glutathion-S-

Transferase (GST) en posición N-terminal. La expresión es inducible por IPTG. De esta 

manera, se pueden purificar las proteínas de fusión por cromatografía de afinidad a 

la Glutathion-Sepharose 4B. También, se puede obtener el producto final sin GST 
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gracias a la secuencia de corte específica para la proteasa PreScission que contiene la 

etiqueta GST en el inicio de transcripción (ver M.M.2.1). Las diferentes 

construcciones utilizadas se detallan en la figura R.11. 

Vectores de expresión en eucariotas 

pcDNA3 -mmsnail1/pIRESneo-snail1-P2A-HA 

mmsnail1 pcDNA y pIRES-neo fueron clonados previamente en nuestro 

laboratorio. El cDNA de mmsnail1 fue obtenido a partir de mRNA de fibroblastos 

NIH3T3 mediante RT-PCR con oligonucleótidos específicos cuya secuencia se 

obtuvo del archivo GenBank (NM_011427). El oligonucleótido sense (5’) contenía la 

diana BamHI y una secuencia Kozak (5’CCACC 3’) fusionada a la diana BamHI 

precediendo al  codón ATG de inicio para mejorar la traducción. Al oligonucleótido 

antisense (3’) se le añadió la diana EcoRV eliminando el codón stop y manteniendo 

la pauta de lectura con la primera tirosina (TTA) del péptido HA (Hemaglutinina). Los 

vectores receptores (pcDNA3/pIRESneo) contenían previamente la etiqueta HA 

clonada EcoRV/Not1. 

El mutante mmsnail1-P2A se construyó en nuestro laboratorio por el Dr. Eduard 

Batlle a partir del pcDNA3-mmsnail1-HA usando el Quickchange Site Directed 

Mutagenesis Kit (Stratagene) como se describe en [84]. El clonaje en pIRESneo se 

realizó a partir del mmsnail1-P2A pcDNA3 usando EcoICRI/NotI. El vector pIRESneo 

fue digerido EcoRV/NotI.  Los insertos, con HA, se liberan del vector digiriendo 

BamHI/NotI  

  

cDNA Oligonucleótido sense (5’-3’) Oligonucleótido antisense (5’-3’) 

mmsnail1 CCGGATCCACCATGCCGCGCT 
CCTTCCTGG 

CCGGATATCCGCGAGGGC 
CTCCGGAGCA 

mmsnail1-

P2A 
GGCGGATCCACCACCATGgCGC 

GCTCCTTCCTGG 
CCAGGAAGGAGCGCGcCAT 
GGTGGTGGATCCGCC 

 
Tabla M.M.1 Secuencias de oligonucleótidos usados para Snail1 y para Snail1-P2A. La 
secuencia Kozak está subrayada, el codón de inicio en negrita y la mutación P2A en letra 
minúscula. 
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pcDNA3 mmsnail1N/C terminal 

Las dos mitades de Snail1 se obtuvieron a partir del pcDNA3-Snail1 usando la 

diana BglII presente a 455 pb del ATG de inicio. La mitad N-terminal (1-151) se 

mantuvo en el vector que fue religado. La mitad C-terminal (152-264) fue 

amplificada del cDNA entero con oligonucleótidos específicos, introduciendo una 

secuencia Kozak y un codón de inicio ATG en el extremo 5’. Este oligonucleótido 

hibrida en las 18 pb a partir de la diana BglII utilizada para separar las dos mitades N 

y C. 

pcDNA3mmsnail1-∆∆∆∆28, pcDNA3mmsnail1-SRD, pcDNA3mmsnail1-Nt-1-82 

La delección 237-264 (Snail1-∆28) se consiguió mediante high-fidelity PCR 

amplification y oligonucleótidos específicos. El oligonucleótido 3’ hibrida en la 

secuencia mmsnail1 evitando el último dedo de zinc (237-264). En el extremo 3’ se 

añadió una diana EcoRV para poner la etiqueta HA en pauta. Se libera del vector 

digiriendo BamHI/EcoRV (sin HA) o BamHI/NotI (con HA). 

 

cDNA Oligonucleótido sense (5’-3’) Oligonucleótido antisense (5´-3’) 

mmsnail1-

∆28 

CCGGATCCACCATGCCGCGCT 
CCTTCCTGG 

CCGGATATCCGTATCTCTTCACATC 

 
Tabla M.M.2 Secuencias de oligonucleótidos usados para Snail1-∆∆∆∆28. La secuencia Kozak 
está subrayada, el codón de inicio en negrita.  

El mutante SRD (serine rich domain), que comprende los aminoácidos 82-123, se 

obtuvo mediante oligonucleótidos específicos. El oligonucleótido 5’ añadía una 

secuencia Kozak, una diana BglII para su clonaje y un nuevo codón de inicio. El 

oligonucleótido antisense se diseñó para amplificar desde el final del dominio rico 

en serinas y añadía una diana PstI en el extremo 3’. 
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cDNA Oligonucleótido sense (5’-3’) Oligonucleótido antisense (5´-3’) 

mmsnail1-

SRD 

GCAATAGATCTTCCACCATGGAG 
AGCCCCAAGGC 

CGTCTGCAGCTCCAGGGA 
GGAGGCCG 

 
Tabla M.M.3 Secuencias de oligonucleótidos usados para Snail1-SRD. El codón de inicio 
se muestra en negrita. Subrayada se muestra la diana BglII (oligo sense) y la diana PstI (oligo 
antisense). 

El cDNA mmsnail1-Nt(1-82) se obtuvo a partir de pcDNA3-mmsnail1 mediante 

oligonucleótidos específicos. El sense fue el mismo que se detalla en la tabla M.M.1 

y el antisense el que se detalla en tabla M.M.3 (sense).  

Mutantes Serinas-Alaninas, Serinas-Aspárticos y mutantes puntuales 

Los mutantes Snail1-S/A y Snail1-S/D se obtuvieron mediante síntesis dirigida 

con oligonucleótidos sintéticos correspondientes a la secuencia 90-120 (Sigma-

Genosys). Los dominios resultantes se insertaron en un cDNA de Snail1 al que 

previamente se le había eliminado esta región. Los codones que codificaban para 

serinas se cambiaron a alaninas o aspárticos respectivamente. Las serinas mutadas 

se muestran en la tabla M.M.4. El cambio de serinas por alaninas produjo la 

aparición de una nueva diana NotI que se usó para localizar los mutantes. Aún así, 

todos los mutantes fueron secuenciados. 

 

cDNA Dominio rico en serinas 

mmsnail1-S/A/D SLSDEDSGKSSQPPSPPSPAPSSFSSTSASS 

 
Tabla M.M.4 Serinas mutadas en el mutante Snail1-S/A y Snail1-S/D. La serina 
subrayada, la S99, no se conserva en todos los homólogos en mamíferos. 

Para la realización de los mutantes puntuales Snail1-T177A y Snail1-S246A, se 

partió del cDNA de pcDNA3-mmsnail1 y mediante mutagénesis dirigida con 

oligonucleótidos complementarios y específicos se amplificó todo el vector. Después 

de hacer la PCR, se digirió con DpnI para eliminar el vector parental ya que esta 

enzima digiere el DNA metilado. El nuevo vector generado no está metilado y por 

tanto no es digerido. Los mutantes se comprobaron por secuenciación. 
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cDNA Oligonucleótido sense (5’-3’) Oligonucleótido antisense (5´-3’) 

mmsnail1-

T177A 
CGAAGCCACGCGCTGCCTTGT ACAAGGCAGCGCGTGGCTTCG 

mmsnail1-

S246A 
CGAACCTTCGCCCGCATGTCC GGACATGCGGGCGAAGGTTCG 

 

Tabla M.M.5 Secuencias de oligonucleótidos usados para Snail1-T177A y Snail1-S246A 
En negrita se muestran la base cambiada. 

GST-Akt1, GST-∆∆∆∆PH-Akt1 

Estos plásmidos fueron cedidos por el Dr. José Miguel Lizcano. El vector pEGB-

T2 permite la expresión en eucariotas de la quinasa Akt1 fusionada a la Glutation-S-

transferasa. El mutante ∆PH-Akt1 contiene una deleción de los aminoácidos 1-117. 

El cDNA se libera digiriendo con BamHI/KpnI. 

pcMV5-Akt-K179M-HA 

Este vector fue cedido por el Dr. Lionel Larue. Este mutante puntual de Akt 

altera el sitio de unión al ATP anulando su actividad quinasa. El inserto se libera 

digiriendo  con EcoRI/BglII. El vector es el pcMV5 de expresión en eucariotas. 
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Los tampones utilizados para estos prodecimientos fueron 

 Luria-Bertani (LB)                          Antibióticos (1000x) 

  10 g/ l triptona                               Ampicilina: 150 mg/ ml (H2O) 

  5 g/ l extracto de levadura             Cloramfenicol: 50 mg/ ml (EtOH) 

  10 g/ l NaCl                                                                                           

    LB-agar                                             TAE 

  LB                                                   40 mM Tris pH 7.6 

  1.5% agar (w/v)                              9.4 mM ácido acético 

        1 mM EDTA 

 Terrific Broth (TB)    Sample buffer for DNA (10x) 

12 g/ l triptona                           16.7 mM Tris-HCl pH 7.5 

24 g/ l extracto de levadura        83.3 mM EDTA 

  720 mM K2HPO4                     16.7 Ficoll 400 

     170 mM KH2PO4   0.6% orange green 

4% glicerol      

            (para crecer vectores de bajo                   

 número de copia como el pLKO)                                                                                
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M.M.2 Purificación de proteínas recombinantes en E.coli. 

Una vez subclonados los diferentes mutantes de Snail1 en el vector pGEX y 

comprobados, se retransfomaron en una cepa de E.coli específicamente diseñada 

para la expresión de proteínas de mamífero BL-21 RIL, las cuáles contienen los 

tRNAs de los aminoácidos Arginina, Isoleucina y Leucina. Para seleccionar los 

vectores, los cultivos se crecieron en medio LB con ampicilina (para seleccionar el 

pGEX) y cloramfenicol (para seleccionar los plásmidos que codificaban los tRNAs) a 

37ºC y en agitación 220 rpm.  

Se sembró en una placa de LB-agar+ Ampicilina+ Cloramfenicol, se creció toda 

la noche, se comprobó el DNA plasmídico y se guardó un stock con 30% de glicerol 

a -80ºC.  

M.M.2.1 Inducción, purificación y elución de proteínas recombinantes 

Inducción 

20 ml de cultivo LB+ Ampicilina+ Cloramfenicol de bacterias que contenían el 

plásmido de interés fue crecido toda la noche. 2 ml de este cultivo saturado fueron 

diluidos 1/100. La inducción se llevó a cabo cuando el cultivo llegó a fase 

exponencial (Abs=0.6 a λ=600nm) añadiendo IPTG a una concentración final de 0.1 

mM. Después de 2 h más creciendo, las células se recogieron por centrifugación (10 

min a 4ªC y 8000 rpm). A partir de este paso todo el proceso se mantuvo a 4ªC para 

evitar la acción de las proteasas y la agregación de las proteínas recombinantes. El 

protocolo escogido para purificar cada proteína dependió de su solubilidad y de la 

tendencia a agregarse. 

Solubilización con TX-100 1% 

Es el protocolo utilizado para las proteínas solubles (Snail1-Nt(1-82), Snail1-Ct, 

Snail1-∆∆∆∆28, Snail1-SRD, GST). El pellet de células se resuspendió en 10 ml de PBS 

(phosphate-buffered-saline), se separó en fracciones de 0.5 ml y se sonicó 15 seg a 

una fuerza de 40% de sonicador. Se juntaron todas las fracciones en un solo tubo y 

se añadió 1% de Tritón X-100 final. Se agitó durante 30 min y se centrifugó 10 min a 

10.000 rpm a 4ºC. 
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Solubilización con N-Laurilsarcosine  

Es el protocolo utilizado para las proteínas que tenían tendencia a agregarse 

(Snail1-WT, Snail1-Nt(1-151), Snail1-S/D). El pellet se resuspendió en 10 ml de 

STE con 100 µg/ ml de lisozima y se incubó durante 15 min. El pellet se dividió en 

alícuotas de 0.5 ml y se sonicó. Todas las fracciones se juntaron en un tubo al cual se 

le añadió DTT a 5 mM final, N-Laurilsarcosine resuspendido en STE al 10% y Tritón 

X-100 al 1%. Se homogenizó con el vórtex durante 1 min y se centrifugó a 11.000 

rpm 20 min a 4ºC. En este momento, se le añadió Tritón X-100 al 2% final. 

Purificación con Glutathion-Sepharose 4B 

Para purificar la proteína de interés, se incubó el sobrenadante de la 

centrifugación 1 h a 4ºC con 400 µl de Glutathion-Sepharose-4B (GE Healthcare) 

diluída al 50% con PBS (200 µl efectivos). Esta resina tiene unida covalentemente 

Glutation y permite la unión específica de la GST. De esta manera, en un solo paso 

de cromatografía, la proteína de fusión con GST fue retenida, mientras que el resto 

de proteínas fueron descartadas. 

Se lavó la resina con PBS de 5-10 veces para eliminar uniones inespecíficas y se 

eliminó el exceso de líquido seguido de la elución. Si se desea que la proteína 

mantenga la GST se tiene que eluir con GEB (Glutathion Elution Buffer). El Glutation 

reducido que contiene el tampón compite con la Glutation de la sefarosa por la 

unión a la GST, liberando así la proteína. Se añadieron 200 µl de GEB a la resina y se 

incubaron en agitación 10-20 min a temperatura ambiente (protocolo Glutathion-

Sepharose-4B). Se centrifugó a 500 g y se recogió el sobrenadante que contenía la 

proteína. Se repitió el proceso y se comprobó en un gel de poliacrilamida teñido con 

Coomassie Blue si esta segunda fracción contenía proteína. La solución tiene que 

estar libre de Glutation para los experimentos, por lo que el eluido se dializó contra 

el tampón de diálisis 16 h a 4ªC. En el caso que se quiera la proteína sin la etiqueta 

GST, se cortó con 2 µl de PreScission protease en un volumen final de 200 µl de 

tampón de diálisis. Se dejó incubar de 4 a 16 h en agitación a 4ºC. Se centrifugó a 

500 g y se recogió el sobrenadante que contenía la proteína sin la GST. 
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Comprobación de la eficiencia de la purificación 

Se cogieron muestras de cada paso durante todo el proceso. Estas muestras 

junto a una alícuota de la proteína final se cargaron en un gel de poliacrilamida 

(SDS-PAGE) teñido con Coomassie Blue. La concentración de la proteína se 

determinó cargando en el mismo gel un patrón conocido de BSA (albúmina de suro 

bovino). Se cuantificaron las bandas con un escáner GS-700 y se refirió cada valor a 

los patrones de BSA. 

 

Los tampones utilizados para estos prodecimientos fueron 

 

 Tampón diálisis                                    Tinción Coomassie blue  

  25 mM Tris pH 8.0   0.1% (w/v) Coomassie blue 

  1 mM EDTA    20% (v/v) MetOH 

  120 mM NaCl    10% (v/v) Glacial acetic acid 

  1 mM DTT 

 

 STE                                                       Tampón GEB 

  10 mM Tris pH 8.0   100 mM Tris-HCl pH 8 

  100 mM NaCl    120 mM NaCl 

  1 mM EDTA    10% glicerol 

 PBS      0.1% Triton X-100 

  136.9 mM NaCl    5 mM DTT 

  2.7 mM KCl    (10 mM Glutation reducida) 

  10.14 mM Na2HPO4 

  1.76 mM KH2PO4 pH 7.3 

 

 

 

 

 



 

 168

M
A
T
E
R
IA
L
E
S
 Y
 

M
É
T
O
D
O
S
 

M.M. 3 LÍNEAS CELULARES UTILIZADAS 

Todas las líneas celulares fueron crecidas en Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM, Invitrogen). El medio fue suplementado con glucosa 4.5 g/ l, piruvato 

sódico (Life Technologies), glutamina 2 mM, penicilina 56 U/ ml, estreptomicina 56 

µg/ l y 10% de suero fetal bovino (FBS; GIBCO). Las líneas celulares se mantuvieron a 

37ºC en una atmósfera húmeda que contenía 5% CO2 y 95% de aire. 

 

Línea 

celular 
Origen Características 

RWP1 

 

Carcinoma ductal de 
páncreas humano 

Morfología epitelial. Contactos intercelulares bien 
formados. 

HT-29 M6 Adenocarcinoma 
humano de colon 

Morfología epitelial. Altos niveles de 
E-cadherina. Forman colonias compactas 

293T HEK Línea embrionaria de 
riñón humano 

Morfología fibroblastoide. 

MDCK Epitelio tubular renal 
de perro 

Morfología epitelial. Forman colonias. Complejos de 
unión bien formados. 

SW480 

Adenocarcinoma 
humano de colon 

Morfología intermedia. A baja confluencia presentan 
bajos niveles de E-cadherina, fenotipo que revierte a 
alta confluencia. APC mutado, alta actividad 
transcripcional de la via β-catenina/TCF. K-ras 
oncogénico 

Mia-Paca2 Adenocarcinoma 
ductal de páncreas 

Fenotipo mesenquimal. Presentan altos niveles de 
Snail1. 

SW620 
Adenocarcinoma de 
colon 

Provienen de metástasis en nódulo linfático.  
Fenotipo mesenquimal. Presentan altos niveles de 
Snail1. 

 

Tabla M.M.6 Líneas celulares utilizadas durante este trabajo y algunas de sus 
características. 

Las líneas celulares se crecieron en frascos de plástico tratado haciendo pases 

semanales. Cuando las células llegaron a confluencia fueron tripsinizadas (tripsina 

1% Life Technologies) y se resembraron en placas para hacer el experimento o en 

frascos para su mantenimiento. 

Se utilizó un número de células diferente dependiendo del experimento. Para 

determinarlo, se añadió Trypan Blue (Sigma) a una mezcla de células y con ayuda de 

una cámara de Neubauer y un microscopio óptico, se controló la integridad y la 
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supervivencia celular y se determinó el número de células/ ml. Se descartaron 

cultivos que presentaron tinciones positivas superiores al 5%.  

Los stocks de las diversas líneas celulares se guardaron en nitrógeno líquido con 

un 10% DMSO como crioprotector. 

M.M. 3.1 Clones estables 

RWP1 Snail1/Snail1-P2A/control: los clones se obtuvieron después de la 

transfección estable con pcDNA-mmsnail1-HA o pIRESneo-mmsnail1-P2A-HA 

mediante el kit Lipofectamine-Plus Reagent (Invitrogen) en medio Optimem 

(Invitrogen). 48 h después de la transfección, las células fueron seleccionadas con 

G418 (500µg/ml) y los clones fueron aislados. Se analizó la expresión de los vectores 

mediante western-blot con el anticuerpo anti-HA. 

HT-29 M6 Snail1/control: La línea HT-29 M6 fue seleccionada a partir de la 

línea parental HT-29 M6 con metrotexato a una concentración de 10-6 M, con un 

fenotipo mucosecretor [360]. Los clones estables HT-29 M6 mmsnail1 y control se 

obtuvieron en nuestro laboratorio como se describe en [84]. Los clones expresan 

mmSnail1 con el tag hemaglutinina (HA) bajo un promotor inducible que deja de ser 

funcional al añadir Doxiciclina (2 µg/ml) al medio de cultivo. Los clones controles 

contienen el vector vacío pUHD10-3. La expresión estable de Snail1 se consiguió 

añadiendo los antibióticos G418 (neomicina) a 500 µg/ ml y Higromicina (200 µg/ ml) 

en el medio. Estos clones presentan un fenotipo típico de EMT con baja expresión de 

E-cadherina y pérdida de la cohesión celular. 

MDCK Snail1/control: clones obtenidos en nuestro laboratorio, descritos en 

[84], [154]. Se obtuvieron a partir de la transfección estable con el vector pIRES-neo 

mmsnail1HA. La expresión estable de Snail1 se mantuvo añadiendo G418, 500 µg/ 

ml al medio. Estos clones pierden totalmente la expresión de la E-cadherina y 

adquieren un fenotipo fibroblastoide. Los clones controles contienen el vector vacío 

pIRES. 

SW480 Snail1/control: clones cedidos por el Dr. Alberto Muñoz (Instituto de 

Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols”, CSIC, UAM). Descritos en [168]. 
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M.M.4 Transfección/Infección.  
 

Placa Número de células sembradas 

Placa de 6 pozos 2 x 105 

100 mm ∅ 1 x 106 

150 mm ∅ 5 x 106 

 
Tabla M.M.7 Condiciones en las que las células fueron sembradas en placas para ser 
transfectadas o infectadas. Se sembró un número de células de tal manera que estas 
estuvieran al 80% de confluencia en el momento de la transfección o infección (normalmente 
24 h después de la siembra). (∅ : diámetro) 

Transfección  

Las células fueron transfectadas o bien con el kit Lipofectamine 2000 (Invitrogen), 

de acuerdo con las instrucciones del fabricante, o con PEI (polytelenimine polymer). 

En el caso de Lipofectamina, se utilizó una relación de 2 µl de reactivo/ µg de DNA 

plasmídico en un volumen final de medio Optimem (Invitrogen) indicado, 

dependiendo de la superficie de la placa. La mezcla se añadió a la placa con 

Optimem. A las 4 h se cambió el medio Optimem por medio DMEM y se dejó 24-48 

h (si la proteína es tóxica o se expresa en grandes cantidades se recomienda detener 

la expresión a las 24 h). En el caso del PEI, en la tabla M.M.8 se muestran los valores 

utilizados para cada componente de la mezcla de transfección la cual contenía NaCl 

150 mM, DNA y por último el PEI 1 mg/ ml a pH 7.5. Esta mezcla se homogeneizó en 

un vórtex 10 seg y se dejó reposar 15 min a temperatura ambiente. Gota a gota en 

espiral y a cierta altura la mezcla se añadió a las células en medio DMEM dejando la 

transfección 24 h-48 h. En el caso de dejar 48 h la transfección es recomendable 

cambiar el medio a las 24h.  

 

Placa DNA(cantidad máxima) NaCl (volumen final µµµµL) PEI µµµµL 

6 pozos 2 µg 200 10 

100 mm ∅ 15 µg 1560 78 

150 mm ∅ 33 µg 3320 166 

 
Tabla M.M.8 Condiciones para la transfección con PEI. 
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Infección  

Las células fueron infectadas con lentivirus portadores del plásmido pLKO.1-

puro el cual llevaba como inserto shRNA para Akt1 y para Akt2. Estos fueron 

obtenidos de Sigma (números de referencia shAkt1 TRCN0000039793, 

TRCN0000039794, TRCN0000039795, TRCN0000039796, TRCN0000039797 para 

shAkt2  TRCN0000039968, TRCN0000039969, TRCN0000039970, TRCN0000039971, 

TRCN0000039972). 

La línea celular utilizada para la producción de los virus fue HEK 293T. Se 

sembraron 1 x 106 de estas células en placas de 100 mm de diámetro (∅). A las 48 h 

las células presentaron un 100% de confluencia. La mezcla de transfección contenía 

50 % pLKOsh (una mezcla de 5 shRNA para Akt1 o para Akt2 o un shRNA irrelevante) 

y una mezcla de vectores para la producción de los virus que consistía en 10 % 

pCMV-VSV-G (envelope protein), un 30 % de pMDLg/pRRE y un 10 % de pRSV (los 

dos últimos para empaquetar los virus), NaCl y PEI. Después de 24 h, el medio se 

cambió con el fin de concentrar o aumentar la titulación del virus (ver tabla M.M.9). 

Después de 24 h más, se cambió el medio por medio fresco, el anterior se filtró y se 

le añadió polybrene 8 µg/ ml (aumenta la eficiencia de la infección ya que actúa 

como carrier). Este medio filtrado, que contenía los virus, se añadió a las células que 

se querían infectar (Infección 1ª). A las 8 h, se cambió el medio de las células 

infectadas por medio fresco. Se realizó una segunda infección con los virus 

recogidos a las 48 h, durante 8 h (Infección 2ª) y se volvió a añadir medio fresco 

durante 16 h más a la células infectadas (las células productoras del virus se 

descartaron). Después de estas dos rondas de infección, se añadió medio fresco con 

puromicina 2.5 µg/ ml para seleccionar las células que habían sido infectadas y se 

mantuvo durante 48 h (si las células están confluentes la puromicina es menos 

eficiente; en ese caso se tripsinizaron). A las 48 h de selección con puromicina se 

sembraron las células necesarias para el experimento sin selección. Para analizar la 

eficiencia de infección se incluyó una placa control la cual no fue infectada. Las 

células de esta placa no sobrevivieron a la selección con puromicina. 
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Placa con 293T HEK Volumen de medio para concentrar 

placa de 6 pozos 2 ml 

100 mm ∅ 5,5 ml 

150 mm ∅ 12 ml 

 
Tabla M.M.9 Concentración de medio de acuerdo con la superficie de la placa 

 

M.M.5 Tratamientos  

Deprivación de suero (0% FBS) Para el análisis de la activación basal de Akt o 

previamente a la estimulación por IGF-1 o a la introducción de algún inhibidor, a las 

células después de ser crecidas durante 24-36 h con medio DMEM 10% FBS, se les 

retiró el medio y se les añadió el mismo volumen de medio DMEM pero sin suero el 

cual se mantuvo 8 h o 12 h más. Antes de añadir el medio se realizaron al menos 

dos lavados de medio sin suero o PBS para la eliminación total del suero en el 

medio.  

IGF-1 Factor de crecimiento insulínico tipo 1 o Insulin-like Growth Factor-I 

(Sigma) de ratón expresado en E.coli. El IGF-1 de ratón y el humano comparten un 

97 % de la secuencia. Es un potente factor de crecimiento mitótico que media la 

activación de Akt. Después de deprivar a las células de suero, se añadió IGF-1 a una 

concentración final de 20-50 ng/ ml durante 5, 30 o 60 min. En la condición control 

se añadió PBS-0.1% BSA. 

LY-294002 Potente inhibidor permeable y específico de la PI3K [361] que 

impide la activación de Akt. Se utilizó a una concentración final de 50 µg/ ml durante 

30 min como sugería la casa comercial (Biomol Laboratories). En la condición control 

se añadió DMSO. 
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M.M.6 Extracción y análisis de proteínas  

M.M.6.1 Extracción de proteínas 

Cuando las células llegaron a la confluencia adecuada o se acabó el proceso de 

transfección, éstas se lisaron para extraer las proteínas. El tipo de extracción 

dependió del experimento que se quiso realizar. Todas las extracciones se realizaron 

en hielo para evitar la degradación proteica y todos los tampones fueron 

complementados con un cóctel de inhibidores de proteasas y de fosfatasas. Como 

agente reductor se utilizó DTT a excepción del tampón lisis quinasa en el cual se 

utilizó β-mercaptoetanol. 

 

Inhibidores de proteasas                Inhibidores de fosfatasas 

 10 µg/ ml aprotinin      1 mM β-glycerol phosphate 

 1 mM leupeptin                       10 mM sodium fluoride phosphatase (NaF) 

 2 mM pefablock             2 mM sodium orthovanadate (NaOV) 

 10 µg/ ml pepstatin 

M.M.6.1.1 Purificación de la quinasa Akt1 de células 293T HEK. 

Para la expresión y purificación de la quinasa Akt1 se dividió un frasco T75 

confluente de células HEK 293T en cinco placas de 100 mm ∅. A la 24 h se 

transfectó el plásmido pEGB-GST-Akt1 (5 µg) mediante el protocolo PEI. Se optimizó 

la relación µg DNA/ µL PEI siendo la mejor la relación 1 µg DNA/ 10.5 µL PEI 

(preparado a 1 mg/ ml en agua miliQ y tamponado a pH neutro con HCl). La mezcla 

de transfección se incubó 10 min en medio DMEM sin suero y se añadió gota a gota 

a las células. Se dejó expresar hasta 48 h. Las células se lisaron con el tampón lisis 

quinasa más un cóctel de inhibidores de proteasas (Sigma). Un volumen de estos 

lisados se incubó con 10:1 (v/v) de Glutathion-sepharose-4B (Pharmacia) durante 1 h 

a 4ºC. La GST de la proteína transfectada (GST-Akt1) se unió específicamente a la 

sefarosa. Tras la incubación, se hicieron cuatro lavados con el mismo tampón lisis 

quinasa pero con un mayor contenido en sal, eliminando el sobrenadante mediante 

centrifugaciones de 1 min a 11000 rpm a temperatura ambiente. El último lavado se 

realizó con el tampón quinasa. Se eliminó el exceso de líquido de la resina y se 

añadió el mismo volumen de tampón de elución a cada alícuota suplementado con 
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sacarosa para conservar mejor la proteína. De cada placa se obtuvieron 5 alícuotas y 

se guardaron a -80ºC hasta su uso.  

En el caso de transfectar GST-Akt1 bajo diferentes condiciones, por ejemplo 

cotransfectando con Snail1-WT o Snail1-P2A, antes de incubar un volumen de lisado 

con la sefarosa, se cargaron 5 µl de cada condición en un gel y se analizaron los 

niveles de GST-Akt. Como resultado, se modificaron o no los volúmenes a incubar 

de cada lisado para purificar la misma cantidad de la quinasa en cada condición. Los 

lisados se guardaron a -20ºC no más de 24 h. Independientemente del volumen 

escogido en cada condición, todas las incubaciones se hicieron en un volumen final 

de 200 µl de tampón  de lisis quinasa.  

Para saber el mínimo volumen de lisado a incubar para poder detectar actividad 

quinasa, se realizaron pruebas de diferentes tiempos de reacción con 25 µl de cada 

lisado. Una vez determinada la actividad de la quinasa purificada en ese volumen, se 

decidió aumentar el volumen o bien alargar el tiempo del ensayo quinasa. En cada 

ensayo, siempre hubo un control o blanco el cual fue una placa de células HEK 293T 

sin transfectar. 

 

Los tampones utilizados para estos prodecimientos fueron 

 Tampón de lisis quinasa                         Tampón lisis quinasa+NaCl 

  50 Mm Tris-HCl pH 7.5     Tampón lisis 

0.27 M Sacarosa     0.5 M NaCl 

1 mM NaOV  

1 mM EDTA              Tampón de elución   

1 mM EGTA                  50 mM Tris-HCl pH 8 

10 mM Na B glycerophosphate               0.27 M Sacarosa 

50 mM NaF                                                           0.1 mM EGTA 

5 mM Sodium pyrophosphate   0.1% B-mercaptoetanol 

1% (by mass) Triton X-100   Tampón quinasa 

 Justo antes de usarlo:            50 mM Tris-HCl pH 7.5 

0.1% B-mercaptoetanol           0.1 mM EGTA 

1% Protease Inhibitor Cocktail cat# P8340 Sigma       0.1% B-mercaptoetanol 
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M.M.6.1.2 Extracción total de proteínas  

Extracción en condiciones desnaturalizantes con el tampón de lisis 1% SDS 

Este tampón se utilizó para extraer todo el contenido proteico de las células 

(proteínas solubles, nucleares y transmembrana). Después de crecer las células 48 h, 

se descartó el medio de cultivo original y las células se lavaron 2-3 veces con PBS 

frío. Se añadieron diferentes volúmenes según el tamaño de las placas siendo éste 

200 µl para las placas de 6 pozos y 500 µl para las placas de 100 mm de diámetro. 

Las células se recogieron con una rasqueta y se homogeneizaron en el tampón de 

lisis con una jeringa de insulina (20 gauges) unas 20 veces. Las muestras se hirvieron 

5 min a 95ºC para desnaturalizar tanto el DNA como las proteínas. Los extractos se 

centrifugaron 10 min a 20.000 g para comprobar que no había pellet lo que 

significaba que la extracción se había hecho correctamente. La concentración 

proteica se determinó mediante Lowry. La cuantificación se realizó por interpolación 

en una recta patrón de BSA. 

 

Tampón de lisis SDS 1% 

  1% SDS 

  10 mM EDTA 

  50 mM Tris pH 8.0 

Extracción total de proteínas en condiciones no desnaturalizantes 

Este tampón se utilizó para extraer las proteínas solubles citosólicas y nucleares 

de las células en condiciones nativas. Fue utilizado para los experimentos de 

inmunoprecipitación y pull-down. Después de crecer las células 48 h, el medio de 

cultivo original se descartó y las células se lavaron 2-3 veces con PBS frío. Se 

añadieron diferentes volúmenes según el tamaño de las placas. Las células se 

recogieron con una rasqueta, se resuspendieron en el tampón de lisis y se incubaron 

durante 30 min a 4ºC en agitación. Seguidamente, el lisado se homogeneizó con 

una jeringa de insulina (20 gauges) unas 20 veces para asegurar la rotura de núcleos. 

La solución resultante se centrifugó 15 min a 4ºC. El sobrenadante obtenido se 

consideró como “lisado total en condiciones nativas”. Los lisados se cuantificaron 

mediante el ensayo Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad) basado en el método Bradford. 

La cuantificación se realizó interpolando a una recta patrón de BSA.  
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Tampón de lisis IP/pull-down  Cóctel inhibidores 

   50 mM Tris pH 7.6                             1 mM Na-Vanadate pH10 

             150 mM NaCl                                     10 mM Na β glycerophosphate 

              1% Tritón X-100                                10 mM NaF 

             0.5% NP-40/Nonidet                           5 mM Sodium pyrophosphate    

                          1 mM MgCl2                                                             1m M Benzamidine 

                                        1 mM EDTA          0.2 mM PMSF                

              1 mM EGTA 

  

M.M.6.1.3 Fraccionamiento subcelular 

Separación de núcleo y citosol (figuras R.3, R.5 B, R.9, R.22 B, R.23 R.35) 

Las células se lavaron dos veces con PBS y se recogieron en 500 µl de tampón A. 

Después de 10 min de incubación en hielo, se añadió al lisado 0.3 % de Tritón X-100 

final y se mezcló en un vórtex durante 30 seg. Después de centrifugar 1 min a 11.000 

rpm, el sobrenadante contenía el citosol y el pellet o precipitado la fracción nuclear. 

A la fracción citosólica se le añadió 1.1 en volumen del lisado de tampón B y se 

incubó 30 min a 4ºC en agitación. Seguidamente, se centrifugó a máximas rpm 

durante 30 min y se descartó el pellet. 

La fracción nuclear se lavó 3 veces con el tampón A para evitar contaminación 

de citosol en el núcleo, y se resuspendió en 100 µl de tampón C. Los lisados se 

incubaron 30 min a 4ºC en agitación y luego se centrifugaron a máximas rpm 

durante 15 min. El sobrenadante contenía la fracción nuclear. Cuando este tipo de 

extracción se utilizó para ensayos de inmunoprecipitación se diluyó 1/10 el tampón 

C en tampón A para disminuir la alta concentración de sales. 
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Los tampones utilizados para estos prodecimientos fueron 

Tampón A         Tampón B 

  10 mM HEPES pH 7.8    0.3 M HEPES pH 7.8 

  1.5 mM MgCl2                        1.4 M KCl 

  10 mM KCl     30m M MgCl2 

  0.5 mM DTT 

Tampón C 

  20 mM HEPES pH 7.8 

  25% glycerol 

0.42 M NaCl 

1.5 mM MgCl2 

0.2 mM EDTA 

0.5 mM DTT 

 

Purificación de cromatina (figura R.34) 

Las células se lavaron dos veces con PBS en hielo se recogieron y se 

centrifugaron 1 min a 2000 rpm a 4ºC. El pellet se lavó con PBS para sacar restos de 

medio de cultivo que pudieran quedar. El pellet se resuspendió con 100-200 µl de 

tampón D+ 0.1% Tritón X-100. El lisado se  incubó 8 min en hielo. Se centrifugó 5 

min a máximas rpm a 4ºC el sobrenadante contenía la fracción citosólica y el pellet 

los núcleos. La fracción citosólica se centrifugó a 20.000 g 5 min más para asegurar 

que no hubiera contaminación. La fracción nuclear se lavó 4 veces con el tampón D 

y se resuspendió en 50-100 µl de tampón E. El lisado se incubó 30 min a 4ºC. 

Seguidamente, se centrifugó la fracción nuclear a máximas rpm obteniendo en el 

sobrenadante el nucleoplasma y en el pellet la cromatina. La cromatina se lavó tres 

veces con el tampón E, se resuspendió en tampón de carga 1X para proteínas y se 

sonicó a una fuerza 10 % durante 5 seg dos veces. Finalmente, la fracción rica en 

cromatina se hirvió 10 min a 70ºC y se analizaron las proteínas asociadas por SDS-

PAGE/western-blot. 
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Los tampones utilizados para estos prodecimientos fueron 

Tampón D                                                         Tampón E 

 10 mM HEPES pH 7.9     0.1% Tritón X-100 PBS 

 10 mM KCl      3 mM EDTA 

 1.5 mM MgCl2                             0.2 mM EGTA 

 0.34 M Sucrosa                  1mM DTT 

 10% glycerol 

 1 mM DTT 

M.M.6.2 Análisis de proteínas por western-blot 

Para analizar las proteínas se utilizó la electroforesis unidimensional en geles de 

poliacrilamida (sodium dodecyl sulfate polyacrilamide gel electrpphoresis SDS-PAGE). 

Se prepararon geles de 1.5 mm de grosor con el sistema Mini-Protean III (Bio-Rad) 

con un porcentaje de acrilamida en la parte separadora del gel diferente 

dependiendo del tamaño de las proteínas a analizar (ver tabla M.M.10). La 

concentración de acrilamida en la parte apiladora fue del 4 %. A las muestras se les 

añadió tampón de carga, se hirvieron 4 min y se corrieron en el gel a voltaje 

constante en tampón TGS. 

 

 Gel Separador Gel apilador 

% polyacrylamide 7.5 10 15 4 

H2O 5.5 ml 4.9 ml 3.6 ml 6 ml 

Tris-HCl 1.5 M pH 8.8 2.5 ml  

Tris-HCl 0.5 M pH 6.8  2.5 ml 

10% SDS 100 µl 

Acrylamide/bisacrylamide 

(37.5:1) 
1.9 ml 2.5 ml 3.8 ml 1.4 ml 

10%APS 40 µl 

TEMED 20 µl 

Tabla M.M 10 Reactivos utilizados para preparar los geles de acrilamida. 
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Si se quería analizar la pureza o la concentración de una purificación, los geles 

se tiñeron con Coomassie Blue. Si se trataba de un ensayo de interacción o para 

analizar la localización o los niveles de una proteína en un tipo celular, las proteínas 

se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (0.45 mm Protan) en una cubeta 

húmeda (Bio-Rad) llena de tampón de transferencia a 400 mA entre 1 h o 2 h, 

dependiendo del peso molecular de la proteína a analizar. La membrana se tiñó con 

Ponceau para comprobar que la transferencia se había realizado correctamente. 

Las membranas se bloquearon con 3%-5% de leche desnatada en TBS-0.1% 

Tween durante 30 min-1 h. En el caso de detectar fosfo-señales el bloqueo se realizó 

con 3% BSA en TBS-0.1% Tween. El anticuerpo primario (ver tabla M.M.11) se 

añadió a una solución de bloqueo recién preparada y se incubó durante 1 h a 

temperatura ambiente o toda la noche a 4ºC. Antes de incubar con el anticuerpo 

secundario se hicieron tres lavados con TBS-0.1% Tween (con leche o no) de 5-10 

min cada uno. Seguidamente, se incubó durante 1 h a temperatura ambiente con la 

dilución recomendada de anticuerpo secundario conjugado a la peroxidasa de 

rábano (HRP). Después de lavar tres veces más (el último lavado siempre sin leche), 

la membrana se incubó con el sustrato de HRP, el luminol (Enhanced 

ChemiLuminiscene ECL, incubando con PIERCE ECL Western Blotting substrate 

durante 1 min o con Supersignal West Dura Extended Duration substrate durante 5 

min). La luminiscencia se detectó con películas fotográficas (Agfa-Curix 

autoradiographic Films). 

Los tampones utilizados para estos prodecimientos fueron 

 Ponceau   TGS                            TBS 

  0.5% Ponceau (w/v) 25 mM Tris OH pH 8.3    25 mM Tris-HCl pH 7.5 

  1% Glacial acetic acid 192 mM glycine              137 mM NaCl 

     5% SDS 

 Tampón de transferencia  Tampón de carga para proteínas  

  50 mM Tris-OH    60 mM Tris-HCl pH 6.8 

  386 mM glycine    2% SDS 

  0.1% SDS    5% β-mercaptoetanol blue 

       0.005% Bromophenol blue 

       5% glycerol 
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Los anticuerpos utilizados en este trabajo fueron 

Anticuerpo 
primario 

Organismo Dilución  Código Casa comercial 

ββββ-actin ratón 1:2000 AC-15 Sigma 

annexin conejo 1:2000 - - 

Pyruvate kinase cabra 1:10000 AB1235 Chemican 

lamin B1 conejo 1:2000 ab16048 Abcam 

E-cadherin ratón 1:2500 610182 BD Tansduction 

rata 1:1000 1867431 Roche 
HA 

conejo 1:2000 H6908 Sigma 

GST cabra 1:2000 27-4577 Amersham 

Akt total conejo 1:1000 9272 Cell Signaling 

P-S473 conejo  1:1000 9271 Cell Signaling 

P-T308 conejo  1:1000 9275 Cell Signaling 

Akt1 conejo  1:1000 2938 Cell Signaling 

Akt2 conejo  1:1000 3063 Cell Signaling 

Akt3 conejo  1:1000 3788 Cell Signaling 

FoxO1 total conejo  1:1000 9462 Cell Signaling 

P-FoxO1 conejo  1:1000 9461 Cell Signaling 

IKKαααα total conejo  1:1000 2685 Cell Signaling 

P-IKKα/ βα/ βα/ βα/ β conejo  1:1000 2607 Cell Signaling 

Zeb-1 cabra 1:100 E-20 Santa Cruz 

Fibronectin1 conejo  1:2000 A0245 Dako 

Lef1 conejo  1:2000 C12A5 Cell signaling 

H3 ratón 1:1000 Ab1791 Abcam 

P-S10 conejo  1:2000 04-817 Millipore 

P-S28 conejo  1:1000 07-145 Upstate 

Snail ratón 1:25-50 EC3 Hecho en nuestro laboratorio [140] 

Tabla M.M.11 Lista de los anticuerpos primarios utilizados en este trabajo 
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M.M.7 Ensayos de interacción entre proteínas  

M.M.7.1 Pull-down (figuras R.17, R.21 B) 

Los experimentos de pull-down sirven para comprobar la interacción directa o 

indirecta entre una proteína recombinante utilizada como cebo con otras proteínas 

provenientes de extractos celulares o transfectadas. En este trabajo, los ensayos pull-

down sirvieron para evaluar interacciones entre diferentes dominios de Snail1 y de 

Akt. En el caso de la figura R.21 B células RWP1 fueron transfectadas con GST-Akt1, 

GST-∆PH-Akt1 o GST sola con Snail1-HA o Snail1-P2A. Después de 48 h de 

transfección se lisaron las células con tampón de lisis no desnaturalizante (tampón 

IP/ pull-down). 200 µl de cada condición se purificaron con Glutathion-Sepharose 4B 

(20 µl) durante 1 h a 4ºC. La resina se lavó 5 veces con 1 ml del mismo tampón de 

lisis  incubando 5 min a 4ºC cada lavado (el último lavado sin detergentes). Un 5 % 

del lisado se usó como input. Los complejos se eluyeron con tampón de carga 

hirviéndolos 4 min.  

En el caso de la figura R.17, 18 pmoles de cada fragmento de GST-Snail1 se 

incubaron con 500 µg de extractos totales (tampón de lisis IP/pull-down) de células 

RWP1 durante 2 h a 4ºC o 30 min a 22ºC en agitación. La reacción de interacción se 

completó añadiendo tampón de lisis sin detergente e inhibidores de proteasas y 

fosfatasas hasta un volumen final de 500 µl. Los complejos formados se purificaron 

con Glutathion-Sepharose 4B (20 µl) durante 25 min a 22ºC en agitación. La reacción 

se centrifugó a 3000 rpm 2 min a 4ºC y se descartaron los sobrenadantes. La resina 

resultante del pull-down se lavó 5 veces 5 min a 4ºC a temperatura ambiente con 1 

ml de tampón de lisis (el último lavado sin detergentes). Los complejos se eluyeron 

con tampón de carga hirviéndolos 4 min. Un 5 % del lisado se usó como input. 

Todos los complejos formados y purificados en los experimentos se analizaron por 

western-blot. 

M.M.7.2 Coinmunoprecipitación (figuras R.21 A, R.22, R.23, R.27 y R.35) 

Los experimentos de coinmunoprecipitación sirven para comprobar 

interacciones in vivo, directas o indirectas, entre dos proteínas endógenas o 
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transfectadas, purificando los complejos con un anticuerpo específico de una de las 

proteínas de interés. 

Se preparó el tipo de extractos deseado y 250-500 µg de estos extractos se 

incubaron toda la noche a 4ºC en agitación constante con 1 µg de anticuerpo 

específico de una de las dos proteínas de interés. Un 5 % del lisado se usó como 

input. A la coinmunoprecipitación se le añadió tampón de lisis sin detergente hasta 

diluir los extractos 1/10 (1 mg/ ml). Al día siguiente se incubaron durante 1 h a 4ºC 

en agitación con 20 µl proteína A-sepharose (conejo) o proteína G-sepharose (rata, 

ratón) (GE, Healthcare) equilibrada con el tampón de lisis. Se centrifugó 3 min a 

2000 rpm a 4ºC, el sobrenadante se descartó y la resina se lavó 3 veces con 1 ml de 

tampón de lisis + 200 mM NaCl y 2 veces más con 1 ml de tampón IP/ pull-down sin 

detergentes. Cada lavado se realizó durante 5 min a 4ºC en agitación. Finalmente se 

resuspendió la resina en tampón de carga y se hirvió la muestra. Todos los 

complejos formados y purificados en los experimentos se analizaron por western-

blot. 

 

M.M.8 Ensayos de fosforilación in vitro  

M.M.8.1 Ensayo de actividad sobre un péptido sustrato o crosstide 
(figura R.6, R.10, R.19). 

Una cantidad variable (300 ng-1 µg dependiendo de la actividad) de GST-Akt 

purificada, (M.M.6.1.1) estimulada o no con IGF-1, se incubó con 30 µM 

concentración final del crosstide que en este caso, fue un péptido de 11 aminoácidos 

derivado de la secuencia que fosforila Akt en GSK3β (GRPRTSSFAEG la S es el 

residuo fosforilado por Akt). La reacción se realizó en presencia de Glutation 20 mM 

(para liberar la GST-Akt unida a la sefarosa), tampón de reacción quinasa, MgCl2 10 

mM (el sustrato real de la quinasa es ATP acomplejado con Mg2+) y una 

concentración final de ATP (mezcla de 32P-[γ−ATP] 3000 cpm/ pmol (GE Healthcare) y 

ATP no marcado) de 100 µM. La reacción duró entre 10-30 min y se realizó a 30ºC. El 

ensayo se detuvo poniendo el volumen de reacción (25-40 µl) en un papel de 

fosfocelulosa P81 (Whatman) que después de ser lavado solo retenía el crosstide. 

Los papeles se lavaron con ácido fosfórico 50 mM hasta que en el blanco (donde 
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solo hay quinasa sin crosstide) no se detectó radioactividad, por último se lavaron 

con acetona. Una vez los papeles estuvieron secos, la radioactividad incorporada se 

midió mediante contaje Cerenkov en un Contador de Centelleo WallacII. La 

radioactividad detectada se refirió a las cpm de 1 nmol de ATP radioactivo  En cada 

experimento se realizaron triplicados y los experimentos se repitieron al menos tres 

veces. Se descartaron los valores de actividad > 1/3 de las cpm de 1 nmol de 32P-

[γ−ATP]. Una unidad de actividad es la cantidad de enzima requerida para catalizar la 

transferencia de 1 nmol de fosfato por minuto. 

M.M.8.2 Ensayo de fosforilación sobre proteína sustrato (figuras R.12, 
R.13, R.14, R.15, R.16, R.29). 

Una cantidad variable (300 ng-1 µg dependiendo de la actividad) de GST-Akt 

purificada (M.M.6.1.1) estimulada 5 min con IGF-1 se incubó con 1 µg de proteína 

de fusión GST-Snail1 y equimolar el resto de mutantes. La reacción se realizó a 30ºC 

durante 30 min en presencia del tampón de reacción quinasa, MgCl2 10 mM, 

Glutation 20 mM y ATP 100 µM (mezcla de 32P-[γ−ATP] 3000 cpm/ pmol (GE 

Healthcare) y ATP no marcado radioactivamente) en un volumen final 30 µl. La 

reacción se detuvo con 10 µl de tampón de carga y se resolvió por SDS-PAGE en 

geles al 10 %. El gel se tiñó con Coomassie blue para visualizar las proteínas. Una vez 

secado se expusieron  films autoradiográficos un tiempo variable, dependiendo de 

la radioactividad esperada (1 h o toda la noche a -80ºC) o bien las bandas del gel se 

cortaron y se midió la radioactovidad con un contador de centelleo. En todos los 

ensayos quinasa sobre Snail1 se utilizó como control positivo GST-Bad y como 

control negativo la GST sola. 

En el ensayo de la figura R.29, se utilizó 0.4 µg de Akt1 comercial (Invitrogen 

P2999 lot Lumber 39797E) con actividad quinasa 400 U/mg. Como sustrato se utilizó 

1 µg de Histona H3 (H3.1 human) recombinante (New England Biolabs M2503S). La 

reacción se realizó a 30ºC 30min. En el ensayo que se envió a analizar por 

espectrometría de masas, se aumentaron las cantidades de proteínas a 1 µg de Akt y 

3 µg de Histona H3 y se redujo el tiempo de reacción a 10 min para disminuir sitios 

de fosforilación inespecíficos. En la condición de preincubación de la quinasa con 

GST-Snail1, se utilizó 1 µg de GST-Snail1.  
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 Tampón reacción quinasa  10x                         Reacción [final] 

   50 mM Tris-HCl pH 7.5   10 mM MgCl2  

   0.1% β−mercaptoetanol   10 mM Glutation 

   0.1 mM EGTA    100 µM ATP 

 

M.M.9 Inmunofluorescencia  

Se sembraron entre 30.000-50.000 células sobre cubreobjetos esterilizados 

previamente con etanol, lavados con PBS y secados dentro de la campana de flujo 

laminar. Después de 48 h, una vez las células ya estaban bien adheridas al 

cubreobjeto, se procedió a estudiar la distribución de las proteínas de interés 

utilizando el protocolo de permeabilización adecuado. 

Permeabilización 0.3% Tritón X-100 (figuras R.2, R.30) 

Los cubres se lavaron dos veces con PBS frío. La fijación se hizo añadiendo 4 % 

paraformaldhehido (PFA) durante 20 min a temperatura ambiente. Después de 5 

lavados con PBS se añadió 0.3% Triton X-100 durante 10 min. A partir de aquí los 

lavados se realizaron con PBS+0.01% Tween o Tritón-X-100. Después de 5 lavados 

se realizó el bloqueo con 4% de leche en PBS+0.01 % Tween o con 3% BSA para la 

detección de fosfoseñales durante 30-1 h. Los cubreobjetos se incubaron con 15 µl 

del anticuerpo primario, diluido en la misma solución de bloqueo (ver tabla M.M.12) 

en una cámara húmeda durante 1 h. Después de 5 lavados más, los cubres se 

incubaron en 15 µl de dilución de anticuerpo secundario conjugado con el 

fluorocromo por lo que la incubación se tuvo que hacer en una cámara húmeda a 

oscuras. La incubación se hizo durante 45 min. Después se volvieron a lavar 3 veces 

con PBS+0.01% Tween y 2 más con PBS solo. Los cubres se montaron en 

portaobjetos con Mowiol o Fluoromont G. Se dejaron secar a temperatura ambiente 

15 min y se guardaron a 4ºC hasta la captura de imágenes por microscopía confocal 

(Leica TCS SP2 AOBS). Los aumentos a los cuales se captaron las imágenes 

introducidas en este trabajo fueron de x40 o x60. 
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Anticuerpo primario Dilución 

P-S473 conejo Cell signaling 1/25 

Snail1 ratón EC3 

Akt total conejo Cell signaling 1/50 

Akt1 conejo Cell signaling 1/50 

Akt2 conejo Cell signaling 1/50 

P-S10 conejo Millipore 1/200 

P-S28 conejo Millipore 1/200 

 

Tabla M.M 12 Anticuerpos y diluciones utilizadas para Inmunofluorescencia 

Tratamiento con el tampón CSK (figuras R.24, R.33) 

Antes de fijar las células, los cubres se incubaron 5 min con tampón CSK +0.5% 

Tritón en hielo. Los cubres se lavaron 1 vez con el tampón CSK (sin detergente) para 

retirar los restos del Tritón. Las células se fijaron añadiendo 4% paraformaldhehido 

(PFA) durante 20 min a temperatura ambiente. Después de 5 lavados con PBS los 

cubres se bloquearon con 4% de leche en PBS+0.3% Tritón X-100 o con 3% BSA-

PBS+0.3% Tritón X-100 durante 1 h. La incubación del anticuerpo primario se realizó 

durante 1 h en la cámara húmeda. Después de lavar 3 veces con PBS+0.1% Tween 

los cubres se incubaron con el anticuerpo secundario. En el caso de P-S473 y de Akt 

se aumentó la señal mediante el sistema amplificador de señal Envision-TSA 

(PerkinElmer). Los cubres se incubaron 40 min con el Envision (secundario de conejo) 

en la cámara húmeda y a oscuras. Después de tres lavados, se incubó 5 min con el 

sustrato del Envision, el TSA, a una dilución 1/200. Se lavaron tres veces más con 

PBS+0.01%-Tween y dos veces más con PBS. Finalmente los cubres se montaron en 

los portaobjetos.  

 

Tampón CSK      

  20 mM HEPES pH 7.8     

  100 mM KCl o NaCl     

  3 mM MgCl2 

  300 mM Sacarosa 
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M.M.10 Ensayos reporter de actividad transcripcional (figuras 

R.4 B, R.8 A, R.28) 

Vectores utilizados 

El vector reporter utilizado en este trabajo es el pGL3 básico (Promega) en el 

cual fue mutada una secuencia putativa de unión de Snail1. Este nuevo vector se 

llamó pGL3*. En la figura R.8 A y R.26 el vector pGL3* utilizado para estudiar la 

actividad de Snail1 sobre el promotor de la E-cadherina contenía el fragmento -

178/+92 descrito en [84] y proviene de nuestro laboratorio. Este segmento del 

promotor de la E-cadherina contiene las 3 E-box de respuesta a Snail1 descritas en el 

mismo trabajo y responde en forma dosis dependiente a la represión por Snail1. En 

la figura R.4 B el vector pGL3 (NF3) utilizado para analizar la actividad de NFκB fue 

cedido por el Dr. Manuel Fresno (Centro de Biología Molecular, CSIC-UAM, Madrid). 

Contiene el gen de la luciferasa bajo control de tres secuencias consenso para este 

factor de transcripción. Para los ensayos se sembraron 30.000-40.000 células RWP1 

en placas de 24 pozos. Se transfectó 100 ng de pGL3 vacío o pGL3-E-cadherina con 

25-50 ng de Akt kinase dead o el vector vacío pcMV5. Como control interno de la 

eficiencia de la transfección se cotransfectó 0.5 ng del plásmido SV40-Renilla 

luciferasa (simian virus) lo que permitió corregir dependiendo de la eficiencia de 

transfección en cada pozo y por lo tanto comparar entre diferentes experimentos. Se 

tranfectó pcDNA Snail1 en cantidades crecientes de 0, 0.1, 1, 10 ng. Cada condición 

se complementó la cantidad de DNA transfectado con el vector vacío pcDNA. Las 

transfecciones se realizaron con LipofectAMINE Plus (Life Technologies) de acuerdo 

con las instrucciones del fabricante. Después de 48 h de expresión, los pozos se 

lavaron con PBS y las células se lisaron. Las actividades de Firefly (Luciferasa de 

luciérnaga) y la actividad Renilla reniformes se midieron con el kit Dual Luciferase 

Reporter Assay System (Promega) en un luminómetro FB 12 (Berthold Detection 

System, Germany). Los datos representados en las gráficas corresponden a la 

actividad luciferasa bajo control de los promotores de interés normalizada con la 

actividad luciferasa de la Renilla y del vector vacío pGL3*. En cada experimento se 

realizaron triplicados y los experimentos se repitieron al menos tres veces (en las 

gráficas se representan la media de los tres experimentos y la desviación estándar).  
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M.M.11 RT-PCR (figuras R.28 A, R.39, R.41 A, R.42 A, R.43 A, C) 

El RNA se extrajo de las células transfectadas o infectadas después de 48 h con 

el kit Gene EluteTM Mammalian Total RNA Miniprep (Sigma-Aldrich) y cuantificado 

con el Thermo Scientific NanoDropTM 1000 Spectrophotometer. Para los análisis por 

PCR semicuantitativa se utilizaron 150-200 ng de RNA y se analizaron con el kit One-

Step RT-PCR (Quiagen) que permite la retrotranscripción y la amplificación por PCR 

del cDNA generado en el primer paso, en un solo tubo. Para los análisis por PCR-

cuantitativa se utilizaron 50 ng-100 ng de cDNA obtenido mediante el kit 

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis (Roche) (en este caso primero se obtiene el 

cDNA (unos 5 µg) y se reparte para hacer todas las PCR).  

Las temperaturas de PCR oscilaron entre 55-60ºC para PCR semicuantitativa y 

los ciclos de 24-27 para cDNA de E-cadherina dependiendo la línea celular utilizada 

y para los demás hasta 28-30 (siempre hay que tener en cuenta la cantidad relativa 

de cada mRNA según la línea celular estudiada). En el caso del análisis por PCR 

cuantitativa, se hizo una master PCR analizando todos los cDNA de interés y 

utilizando una temperatura de 59ºC. En ambos casos, los productos de la PCR se 

cargaron en un gel de agarosa al 2% (ya que los fragmentos esperados no 

superaban los 150 bp) y se comprobó si el tamaño obtenido era el esperado. 

Oligonucleótidos 
Amplicón 

Sense (5’-3’) Antisense (5’-3’) 

HPRT GGCCAGACTTTGTTGGATTTG TGCGCTCATCATCTTAGGCTTTGT 

pumillio CGGTCGTCCTGAGGATAAAA CGTACGTGAGGCGTGAGTAA 

mmsnail1 GCGCCCGTCGTCCTTCTCGTC CTTCCGCGACTGGGGGTCCT 

akt1 CAACCGCCATCCAGACTGT CTCAAACTCGTTCATGGTCAC 

akt2 
CAAGCGTGGTGAATACAT 

CAAGAC 

CTGCTACGGAGAAGTTGTT 

TAAGGG 

fibronectina AGCAAGCCCGGTTGTTATG GCTCCACGTTGACCCATCTG 

lef1 CGAAGAGGAAGGCGATTTAG GTCTGGCCACCTCGTGTC 

zeb1 CGGCGCAATAACGTTACAAA TTTCACTGCTCCTCCCTGGT 

E-cadherina GAACGCATTGCCACATACAC ATTCGGGCTTGTTGTCATTC 

Tabla M.M.13 Oligonucleótidos utilizados para la RT-PCR semicuantitativa y 
cuantitativa. 
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M.M.12 Inmunoprecipitación de Cromatina (ChIP) (figuras R.25, 
R.31, R.32, R.36 y R.37) 

Las células se sembraron en placas de 150 mm de diámetro (5 x 106) y se 

dejaron crecer 48 h. El medio se retiró lavando dos veces con PBS precalentado a 

37ºC. Seguidamente se procedió a crosslinkar mediante 5 ml de medio DMEM sin 

suero con 1 % de formaldehído 10 min en agitación suave (100 rpm) a 32ºC. La 

reacción se paró con 250 µl de Glicina 2.5 M (0.125 M de concentración final) 

incubando durante 2 min. Las células se lavaron con PBS frío y se resuspendieron en 

1 ml de Tampón de lisis suave (en hielo siempre para mantener las estructuras). Los 

lisados se incubaron 10 min en hielo y se centrifugaron 15 min a 3000 rpm. El 

sobrenadante se descartó y el pellet se resuspendió en 1 ml de tampón de lisis SDS. 

Los lisados se sonicaron para generar fragmentos de DNA de 200 hasta 1000 bp 

(40% amplitud en Branson DIGITAL Sonifier UNIT Model S-450D sonicator 20 x 10 

segundos). Seguidamente se incubaron en hielo al menos 20 min y se centrifugaron 

a 14000 rpm durante 10 min. Si la sonicación fue  correcta, en esta última 

centrifugación debería aparecer un pellet mínimo oscuro si no era así se repitió la 

sonicación. El tamaño de los fragmentos de DNA generados se comprobó cargando 

1-5 µl de las cromatinas en un gel de agarosa y tiñendo con BrEt.. 

La concentración de proteína se determinó con el método Lowry. Se utilizaron 

250 µg (para las inmunoprecipitaciones de marcas en histonas) y 500 µg (para las 

inmunoprecipitaciones de Akt). Estas cromatinas se diluyeron 1/10 en tampón de 

dilución y se les realizó un pre-clearing con proteína A/G bloqueada con esperma de 

salmón (Upstate) más IgGs inespecíficas durante 3 h en agitación a 4ºC para reducir 

la unión inespecífica. Las muestras se centrifugaron 2 min a 2000 rpm y 100 µl se 

retiraron como input. El resto de lisado se dividió entre las diferentes IP (sin 

anticuerpo (control negativo)/ con anticuerpo específico). La incubación se realizó 

toda la noche a 4ºC en agitación. Las concentraciones de anticuerpo para el ChIP 

fueron las utilizadas para el western-blot (tabla M.M.11) pero 10 veces más 

concentradas. 

Al día siguiente se añadieron 30 µl de proteína-A/G bloqueada con esperma de 

salmón y se incubó 1 h a 4ºC en agitación. Para reducir el fondo o unión inespecífica, 

las IP se centrifugaron 2 min a 2000 rpm, se descartó el sobrenadante y la resina se 
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lavó 5 veces en MoBitec columns o en la noria con cada tampón frío (bajo en sal, alto 

en sal, LiCl y TE). Las muestras se eluyeron añadiendo 100 µl de tampón de elución 

después de centrifugar las columnas 2 min a 2000 rpm para retirar el TE. La elución 

de las muestras se hizo a 37ºC 30 min-1 h. El DNA se recuperó por centrifugación de 

los eluidos 5 min a 2000 rpm. 

Seguidamente se procedió a descrosslinkar las muestras añadiendo NaCl 0.2 M 

e incubando toda la noche a 65ºC. Al día siguiente se digirieron los restos de 

proteína con proteinasa K durante 2 h a 55ºC y el DNA se purificó mediante 

columnas del kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification (Amersham Biosciences). 

Los fragmentos de DNA presentes en los inmunoprecipitados se analizaron 

mediante PCR cuantitativa. 

 

oligonucleótidos 
Promotor Figura 

Sense (5’-3’) antisense (5’-3’) 

R. 27 AACCCTCAGCCAATCAGCGG GTTCCGACGCCACTGAGAGG 

CDH1 
-

178/+92 
R.31, 

R.44 
CGCTGCTGATTGGCTGTGG CTGGAGCGGGCTGGAGTC 

FN1 
-375/-

320 

R.32, 

R.44 
GGGAAGGGGGAGCGTCTTG AAGGGAGTGGCTGGACTTGT 

PTEN 
-370/-

165 
R.32 GAGGCGAGGATAACGAGCTA CCGTGCATTTCCCTCTACAC 

 
Tabla M.M.14 Oligonucleótidos utilizados para amplificar los promotores por PCR 
cuantitativa. 
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Los tampones utilizados para estos prodecimientos fueron 

 

 Tampón de lisis suave                                        Tampón bajo en sal 

  50 mM Tris pH 8.0    0.1% SDS 

  2 mM EDTA     1% Triton X-100 

  0.1% Nonidet P-40    2 mM EDTA 

  10% glicerol      20 mM Tris pH 8.0 

  Inhibidores de proteasas y fosfatasas  150 mM NaCl 

 Tampón de lisis SDS                                         Tampón alto en sal 

  1% SDS      0.1 % SDS 

  10 mM EDTA     1% Triton X-100 

  50 mM Tris pH 8.0    2 mM EDTA 

        20 mM Tris pH 8.0 

        500 mM NaCl 

  Tampón de dilución                  Tampón LiCl 

  0.001% SDS     250 mM LiCl 

  1.1% Triton X-100    1% NP-40 

  16.7 mM Tris pH 8.0    1% Sodium deoxycolate 

  2 mM EDTA     1 mM EDTA 

  2 mM EGTA     10 mM Tris pH 8.0 

  167 mM NaCl      

 

  Tampón de elución           Tampón proteinasa K 

  100 mM Na2CO3    20 µl 1 M Tris-HCl pH 6.5 

  1% SDS      10 µl 0.5 M EDTA 

        2 µl proteïnasa K 
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A.1 VECTORES 

A.1.1 Vectores de expresión en eucariotas 

pcDNA3 

 

Inserto Clonado 

mmsnail1-HA BamHI/NotI 

mmsnail1-P2A-HA 

mmsnail1-S/A 
BamHI/NotI 

 

 



224 

A
N
E
X
O
 

 

pIRES 

 

 

Inserto Clonado 

mmsnail1-HA BamHI/NotI 

mmsnail1-P2A-HA BamHI/NotI 
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pEBG-T2 

 

 

 

 

 

Inserto Clonado 

GST-Akt1 BamHI/KpnI 

GST-∆∆∆∆PH-Akt1 BamHI/KpnI 
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pcMV5 

 

 

 

 

 

Inserto Clonado 

Akt-HA-K179M EcoRI/BglII 
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A.1.2 Vector de expresión en procariotas 

pGEX 

 

 

Inserto Clonado 

mmsnail1-HA BamHI/XhoI 

mmsnail1-Nt 1-82 

mmsnail-Nt-1-151 

mmsnail1-SRD 

mmsnail1-Ct-152-264 

mmsnail1-∆∆∆∆28 

mmsnail1-S/D 

mmsnail1-T177A 

mmsnail1-S246A 

BamHI/XhoI 
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A.1.3 Luciferase reporter vector  

pGL3 

 

 

Inserto Clonado 

-178/+92 CDH1 MluI/XhoI 
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A.1.4 Lentivirus  

 

pLKO.1-puro 

 

 

Inserto Números de referencia Sigma 

shAkt1 TRC0000039793 

TRC0000039794 

TRC0000039795 

TRC0000039796 

TRC0000039797 

shAkt2  TRC0000039968 

TRC0000039969 

TRC0000039770 

TRC0000039771 

TRC0000039772 
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pCMV-VSV-G 
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pRSV  

 

 



232 

A
N
E
X
O
 



 



 



AGRADECIMIENTOS 

 

En fin, largo ha sido el viaje. De hecho, 5 años y medio. Todavía me acuerdo 

cuando estudiaba biología y pensaba que tenía que estudiar mucho para poder 

conseguir mis sueños, pero está claro que sin la ayuda de los incondicionales 

como familia y amigos y de toda la gente que me ha acompañado en este 

camino no lo hubiera conseguido. Así que ¡mil gracias a todos! Me gustaría no 

olvidarme de nadie pero, si por desgracia no te nombro, recuerda que mi 

corazón te  lo agradece aunque no quede reflejado en estas líneas. 

En primer lugar agradecer a Mireia y Antonio la oportunidad que me han 

dado de cumplir uno de mis sueños o al menos iniciarlo, el de hacer ciencia. El 

primer año con Mireia fue difícil y duro. Todavía recuerdo cuando nos decía a 

mí y a los “cateninos” -tenéis que hacer un pull-down y un binding al día-. En 

esos momentos piensas – ¡madre mía que dura!- con el tiempo acabas viendo que 

es la única manera de conseguir las cosas: trabajando. Me gustaría 

agradecerte, Mireia, que siempre te hayas preocupado por nosotros, incluso a 

veces como una madre. Gracias por escucharme esos viernes por la tarde 

cuando no salía nada. Gracias por animarme siempre a seguir luchando.  

En los dos últimos años he tenido la suerte de poder conocerte, Antonio. No 

sé cómo agradecerte todo lo que me has enseñado y lo que me has ayudado. Sólo 

decirte que ha sido un placer hablar de ciencia contigo. Gracias por escuchar 

mis ideas, fueran buenas o malas. Gracias por darme alas. Gracias por tener 

paciencia y, sobretodo, gracias por ayudarme a seguir mi sueño en el nuevo 

viaje que inicio en unos meses. Por cierto, tenemos un paper pendiente ;p 

Gracias a los dos, espero algún día poder devolvéroslo. 

Otra persona importante en esta etapa de mi vida has sido tú Jose. ¿Cómo 

podría agradecerte todo el apoyo que me has dado? Sé que siempre te lo digo y 

tú siempre me dices que no hace falta que te lo agradezca, pero quiero que 

sepas, que si no fuera por esos grandes momentos en la UAB en los que te 

interesabas por mi trabajo y en los que buscábamos experimentos para 

demostrar nuestra ideas, está claro que no hubiera llegado hasta aquí. Mil 

gracias Jose. De paso, agradecer a Arantzazu, esa impresionante becaria que 

tienes, sin la cual no hubiera podido acabar muchos experimentos. Gracias 



Arantzazu por siempre estar ahí. Mucho ánimo y fuerza. Ya sabes dónde estoy 

para lo que necesites. 

Otras personas importantes en este tiempo han sido la Rosanilla, la Granell 

y la Anna. Ese trío sin el cual no hubiera pasado ni del primer año. Muchas 

gracias a las tres por sacarme a fumar un piti cuando me veíais con esa cara 

de ”me voy y lo dejo todo”. Es una lástima que la distancia no me deje disfrutar 

más de vosotras, pero que sepáis, que siempre que me necesitéis estaré ahí. 

Gracias Anna por tu ternura. Gracias Rosana por tu sabiduría. Gracias Txell 

por tu paciencia y por entenderme. De verdad muchas gracias a las tres. 

Los “cateninos”, vosotros habéis sido mis primeros compañeros de trabajo y 

por ello hemos pasado situaciones complicadas, pero también situaciones muy 

divertidas. Gracias Julio por enseñarme a hacer una construcción y por las 

charlas. Gracias Imma por mostrarme una sonrisa cada vez que la necesitaba. 

Gracias Neus por tu disposición, tu ayuda y tu comprensión. Guio, gracias por 

enseñarme en mis inicios y por esas charlas y reuniones de pelu en casa de Ali 

que permitieron que te conociera fuera del labo. David, bueno ya sabes lo que 

pienso de ti, pero quiero que la gente lo sepa. Eres uno de los mejores 

compañeros de trabajo que una persona puede desear (sólo hay que decirte 

alguna vez “calla” ;p). Recuerda, todos somos especiales, lo que pasa es que 

algunos no tienen paciencia. Gracias por todo David. Montse, dos tíos que  

están en una discoteca y le dice uno al otro – eo ¿qué hora es?- y le dice el otro –

las cuatro de la madrugada- , -joé que tarde!-, y contesta, -pues haberlo 

preguntado antes ;p. Ya, ya muy malo pero lo que daría por verte reír de 

nuevo. Gracias por esos momentos en la comida. Gracias por responder siempre 

a mis preguntas. Por favor, no cambies, espero que todo el mundo vea lo grande 

que eres. Gabri, ¡qué ya está que estoy a punto de depositar! ¿Ves? y al igual que 

me ha llegado a mi, también te llegará a ti. No sabes cuantas veces he pensado 

qué lástima no haber coincidido más tiempo contigo, menos mal que aún así te 

he podido conocer y quiero seguir conociéndote. Ya sabes dónde estoy para 

cualquier cosa (sí, sí, también cuando me llames a las tres de la madrugada ;p). 

Bea, esa sevillana, hemos coincidido poco pero también hemos pasado muy 

buenos momentos. Gracias por aportar frescura al grupo. La nueva troupe Ero 

y Txell, sólo deciros que ánimo y que cuando intentamos hacer lo imposible, es 

cuando lo hacemos posible. Antes de cambiar de equipo me gustaría agradecer 



a toda la gente que ha pasado por la unidad de Biofísica. A todos los 

compañeros Alba, Núria, Marta, Mercè, Álex etc…a todos los profesores, ha 

sido un placer compartir estos años con todos vosotros. 

Ahora le toca a mi segundo grupo, los “snail”. Recuerdo lo nerviosa que 

estaba la primera estancia que pasé con vosotros, de la cual quiero destacar la 

ayuda de Bárbara. Gracias por todos los momentos en los que me ayudaste a 

mejorar técnicas y gracias por escuchar todas mis batallitas. Luego vino una 

estancia más larga, estos dos últimos años, los cuáles me han permitido 

conoceros un poquito mejor a todos. En primer lugar me gustaría agradecer a 

Sandra y a Nico, gracias a los dos por enseñarme más ciencia y por permitirme 

acabar la tesis con nuevas ideas. Sandra, sé que te tocó trabajar conmigo por 

obligación, sólo quiero que sepas que te agradezco esos momentos, aunque 

fueran menos de los que me hubiera gustado, en los que me dedicaste tu tiempo 

gracias a los cuáles, he aprendido mucho tanto de ciencia como de la vida. 

Nico, gracias también por la paciencia que tuviste conmigo durante los 

primeros meses y, aunque un día se te acabó, durante el resto de los días 

siempre has estado ahí, gracias. Rosa, gracias por mantener el laboratorio 

tanto físicamente como emocionalmente. Creo que la gente no sabe realmente lo 

afortunada que es de tenerte como compañera de trabajo yo, al menos, no tengo 

palabras para agradecerte todo lo que me has ayudado. Gracias Rosa. Manolo, 

ese ruiseñor que tanto me gusta oírle cantar, ejem… (entre tú y yo, en el fondo 

me gusta, pero ya sabes que también soy una amante del silencio). No te tomes 

a mal esos días de estrés que pedía por favor que “mataran al canario” ya sabes 

que te agradezco lo que me has ayudado enseñándome muchas cosas y 

dándome un abrazo cuando lo necesitaba. Gracias Manolo. Jelena, gracias por 

intentar enseñarme inglés (espero no haber sido muy mala alumna…) y por ser 

tan buena compañera de trabajo, hvala. Raquel, gracias por muchas 

conversaciones que hemos tenido. Natalia, sin ninguna duda eres todo un 

personaje. Gracias por esos momentos de risas. Víctor, para mi ha sido un 

placer conocerte. Tienes que explicarme el secreto de conciliar la vida familiar 

con la científica. Ya te lo dije un día, eso es de admirar. Y ese equipo magnifico 

de los técnicos, gracias a todos. Gracias Raúl por haberme echado una mano 

siempre que te lo he pedido e incluso sin habértelo pedido y sobretodo, gracias 

por enseñarme a trabajar en ese laboratorio que, como todos sabemos, no es 



fácil. Gracias Ali por siempre tener una sonrisa, por ser tan encantadora. 

Gracias a ti también Jordina por tener tanta pasión por lo que haces ya sea 

contar células como jugar un partido de fútbol. La nueva generación, Alba, 

Estel, Álex y Elena, ánimo en vuestra andadura por la ciencia, habéis escogido 

un buen grupo, aprovechad la oportunidad.  

No quiero dejarme a la otra parte del IMIM que no pertenece al grupo 

snail pero que han compartido muchos momentos conmigo, gracias a los cuáles 

he podido seguir mi camino. Gracias Laura por esas charlas en la sala de 

cultivos sobre el futuro, sobre los experimentos,  gracias por compartir alegrías 

y penas científicas, ya te queda poco. Gracias Elena por tus consejos y por tu 

ayuda, siempre has estado ahí para echarme una mano. Gracias Neus por tu 

sensibilidad y tus ánimos. Gracias Mari y Vero no hemos coincidido mucho, 

pero hemos compartido cosas como si nos conociéramos desde hace mucho 

tiempo y espero seguir compartiéndolas. Al igual que David, estos últimos años 

me has ayudado mucho a tomar decisiones, sin ni siquiera conocerme. Gracias 

David ¡nos vemos en Columbia! 

Quiero agradecer a todos aquellos que siempre me han dedicado una 

sonrisa por los pasillos o al menos me han preguntado –¿qué tal Patri?- no los 

nombro porque seguro me dejaría alguno. Gracias a todos. 

Ahora mis amigos de toda la vida. Es imposible agradeceros todo lo que me 

habéis dado. Toda vuestra comprensión, vuestra paciencia, vuestro interés por 

saber como estoy y vuestra ayuda. Ya sabéis que mi amistad es para toda la 

vida. Como no, tengo que agradecer especialmente a varias personas como los 

padres de Ali y de Marina que siempre han escuchado mis dudas y siempre han 

intentado aconsejarme sobre los pasos a seguir. Gracias de todo corazón. 

Gracias a mi Marina, que pena que ahora estés tan lejos pero ya sabes, aunque 

la distancia nos separe siempre estaremos juntas. Gracias por ser como eres y 

por siempre estar ahí. Sin duda eres mi mejor amiga. Thanks Viky for all your 

advices and for taking care of Marina. Gracias a las chicas de la uni, Nuri, 

Marta, Noe y Meri. Tengo tantos recuerdos, tanta vida con vosotras y, lo mejor 

de todo, es que sé que aún quedan más cosas por compartir con vosotras. 

Gracias a todas y especialmente gracias a ti Meri por dejar que te recupere. 

Gracias a mi familia política, gracias por preguntarme siempre cómo va todo y 

por acogerme en vuestro hogar. Gracias a toda la panda Ana, Luis, Joan, Eli, 



los padres de Meri y Joan, Vero, Alberto, Iván, Vero, Angi, JR, etc… gracias a 

todos por dedicarme vuestro tiempo y por siempre preocuparos de cómo estoy.  

De igual forma que mantienes amigos durante toda la vida aparecen de 

nuevos y ahí estás tu Montse ja saps que una de les coses que més agraeixo 

d’haver fet la tesis és haver-te conegut. ¡Com pot cabre tanta bondat en una 

persona!. Ojalà haguéssim compartit més temps juntes però crec que ha estat 

suficient com per saber que sempre estarem allà la una amb l’altra per 

qualsevol cosa. Mil gràcies per haver tingut tanta paciència amb mi i per 

ajudar-me tant espero haver estat i estar a l’alçada. Mil gràcies Montse. 

Gràcies també al Jordi, a la Núria i als teus pares, de veritat sou i heu estat un 

regal que sempre agrairé.  

Ali, madre mía, no sé por donde empezar, es imposible agradecerte todo lo 

que me has dado durante tantos años, ni siquiera escribiendo la palabra 

GRACIAS un millón de veces, sería suficiente. Quiero que quede claro que tú 

has sido, eres y serás uno de los pilares de mi vida y que sin ti podría caer en 

cualquier momento, pero sé que nunca vas a permitir eso. Siempre encuentras 

salida, siempre me haces ver las cosas desde otro punto de vista, me has 

cuidado y me cuidas. Sólo quiero que sepas que me tendrás toda la vida, que te 

echaré mucho de menos pero, que esté donde esté, responderé. Gracias mi Ali. 

Raúl, hace unos diez años que te conozco y la vida nos ha llevado por 

caminos diferentes hasta que ha decidido que se cruzaran. Me considero tan 

afortunada de que hayas decidido compartir tu vida conmigo. No sé porque he 

tenido tanta suerte pero cada mañana que me levanto agradezco que estés a mi 

lado. Gracias por hacerme reír siempre con tus chistes malos, por quitarle 

siempre hierro al asunto y por cuidarme. Gracias por permitirme realizar mis 

sueños sólo espero compartirlos contigo y que tú compartas los tuyos conmigo. 

Te estás convirtiendo en otro de mis pilares y espero agradecértelo día a día y 

durante toda la vida.  

Mi familia, Papá, Mamá, Bea tampoco hay suficientes palabras para 

agradeceros todo lo que habéis hecho por mí aún sin comprender porque he 

elegido este camino. Siempre respetáis, aunque no compartáis lo que decido, ése 

es el mejor regalo que podríais haberme hecho. Gracias, de todo corazón, 

gracias por tener tanta paciencia, por saberme perdonar cuando me he 

equivocado y por felicitarme cuando lo he hecho bien. Gracias por haber 



trabajado tanto y haberme permitido llegar hasta aquí. Gracias por estar 

siempre ahí, en los malos y en los buenos momentos. ¡Os quiero con toda mi 

alma! 

¡GRACIAS A TODOS! 
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