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resumen 

 

El mantenimiento de la polaridad celular representa un mecanismo de supresión 

oncogénica. La interferencia en la expresión de los factores que la regulan es un hecho 

evidente en la progresión de diferentes tumores. Es por ello que dichos factores 

constituyen un tema de estudio de gran relevancia. La proteína DLG1 es considerada 

como un regulador importante de polaridad, siendo capaz de formar complejos 

multiproteicos en dominios intracelulares específicos. De esta forma, DLG1 contribuye 

a la formación de las uniones intercelulares adherentes y además regula negativamente 

la progresión del ciclo celular. La expresión de DLG1 se encuentra afectada en gran 

medida durante la evolución tumoral, observándose cambios en sus niveles y en su 

localización subcelular. Al momento, el conocimiento de los mecanismos que regulan 

sus niveles de expresión es muy pobre e incierto. Dicho conocimiento representaría el 

punto de partida para la búsqueda de estrategias que permitan revertir los cambios 

observados. Por ello, parte de este Trabajo de Tesis Doctoral se dedicó al estudio de los 

mecanismos implicados en la definición de los niveles de DLG1 en contextos biológicos 

que requieren de una correcta expresión de esta proteína. En este sentido, estudiamos la 

implicancia de mecanismos transcripcionales y post-transcripcionales, en especial un 

mecanismo de splicing alternativo descubierto en nuestro laboratorio que tiene lugar en 

la región 5´ no traducible (5´UTR) del ARN mensajero y es capaz de modular la 

abundancia de DLG1. Así, aplicando técnicas de cuantificación de transcriptos y de 

niveles proteicos, exploramos la participación de estos mecanismos bajo diversas 

circunstancias, como la adhesión celular y la progresión del ciclo celular epitelial, 

procesos donde DLG1 es particularmente importante. Además, analizamos la existencia 

del splicing en células provenientes de diversos tejidos pudiendo detectar a su vez la 

participación de este mecanismo en procesos de diferenciación celular. De este modo, 

logramos contribuir a la identificación de nuevos mecanismos de regulación para DLG1, 

los cuales podrían verse afectados en procesos tumorales.  

Determinados virus oncogénicos pueden tomar ventaja de los reguladores de 

polaridad para facilitar su ciclo de replicación interfiriendo con la polarización y 

contribuyendo a la transformación celular. Este es el caso de los virus del papiloma 

humano de alto riesgo oncogénico (HPV de alto riesgo), asociados estrechamente al 

desarrollo de carcinomas cervicales y de otros tumores; y del virus linfotrópico de células 
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T del adulto tipo 1 (HTLV-1), considerado como el agente etiológico de la leucemia 

humana de células T (ATL). Estos virus, con ciclo replicativo diferentes, codifican para 

oncoproteínas denominadas E6 y Tax1 respectivamente, con actividades similares en 

cuanto a su capacidad para promover la proliferación celular. En las mismas resalta, sin 

embargo, la presencia de motivos C-terminales que les permiten interaccionar con 

reguladores de polaridad, dentro de los cuales se encuentra DLG1, siendo todavía 

incierta su función como partner de dichas proteínas virales. Por lo tanto, llevamos a cabo 

una serie de experimentos para profundizar en la significancia biológica de dichas 

interacciones. En este punto sobresalió la aplicación de la técnica de microscopía de 

fluorescencia FRET, capaz de detectar interacciones directas entre proteínas. Pudimos 

observar que la unión a DLG1 por parte de E6 y Tax1 puede implicar consecuencias 

diferentes, indicando que estos virus oncogénicos pueden hacer un uso distinto de sus 

partners de polaridad para favorecer su replicación y estimular la transformación celular. 

En este sentido, detectamos una interacción entre E6 y DLG1 en los bordes celulares y 

región citoplasmática con posibles consecuencias en la proliferación celular. Además, 

descubrimos la existencia de una relación dependiente de la abundancia relativa de cada 

proteína, lo que resulta en diferentes niveles de expresión para cada una de ellas. Estas 

observaciones contribuyen a comprender el significado biológico de las variaciones 

detectadas en la expresión de DLG1 durante la evolución de las lesiones cervicales 

asociadas a infecciones por HPV. En tanto, en relación a la asociación entre Tax1 y DLG1, 

pudimos detectar su ocurrencia en estructuras semejantes a compartimientos 

subcelulares definidos. En este caso, luego del análisis de una variedad de organelas 

celulares, evidenciamos que la asociación Tax1-DLG1 tiene lugar principalmente en la 

región perinuclear, co-localizando con marcadores del aparato de Golgi y del 

centrosoma. En dicha región Tax1 podría reclutar a DLG1 como mecanismo que 

impediría su tráfico a los bordes celulares o bien estimular su participación en 

mecanismos de traducción de señales, teniendo así una significancia oncogénica. Al 

mismo tiempo, conociéndose la polarización del centrosoma inducida por Tax1 

necesaria para la transmisión del genoma de HTLV-1 a una célula no infectada, es 

posible que DLG1 pueda cumplir alguna función en dicho proceso. 

En resumen, teniendo en cuenta los datos alcanzados, este trabajo de Tesis 

Doctoral aporta al conocimiento integral de los mecanismos que regulan la expresión de 

DLG1 y además contribuye al entendimiento de la forma en que los HPV del alto riesgo 

y el HTLV-1 pueden utilizar o interferir con esta proteína de polaridad para promover 
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funciones relacionadas a la transformación celular. Este trabajo también robustece la idea 

de la existencia de mecanismos comunes de patogénesis viral donde la asociación con 

proteínas de polaridad puede relacionarse con el ciclo de replicación y el desarrollo de 

patologías.  

 

 



 

 
 

INTRODUCCIÓN 
 



Introducción 

 Federico Emanuel Marziali - 2017 – Tesis Doctoral  5 

 
 

1.1- Polaridad Celular. 

Actualmente, una de las temáticas más estudiadas en el campo de la biología 

celular lleva el nombre de “polaridad celular”, término que se refiere principalmente a 

la distribución asimétrica de proteínas y lípidos dentro de una célula. Este concepto, a 

su vez, puede extrapolarse a estructuras de gran complejidad y a procesos sub-celulares, 

incluyendo, por ejemplo, al citoesqueleto, organelas, vías de transducción de señales y 

de tráfico vesicular. Así, la polaridad permite definir zonas de distinta composición y 

funcionalidad que, en algunos casos, puede reflejarse incluso en la morfología celular 

(Orlando & Guo, 2009; Rodriguez-boulan & Macara, 2014) 

La polaridad celular fue descripta inicialmente como una propiedad característica 

de células epiteliales. Las mismas exhiben una polaridad de tipo ápico-basal, 

refiriéndose a la presencia de dos dominios diferentes dentro de la misma célula: i) el 

dominio apical en contacto con el lumen exterior o con las células de la capa epitelial 

más superficial, en caso de tratarse de un tejido estratificado; y ii) el dominio basolateral 

en contacto con las células adyacentes y con el tejido conectivo (Dow and Humbert, 

2007). El límite que separa estos dominios viene dado por las uniones intercelulares de 

tipo tight (UT) y de tipo adherente (UA). Las UT forman un cinturón estrecho entre 

células vecinas que funciona como una barrera esencial para el epitelio, mientras que las 

UA permiten mantener la adhesividad entre células en contacto. Ambos tipos de uniones 

están compuestas por proteínas transmembrana que interaccionan con proteínas 

similares de las células adyacentes (Yap et al., 2015; Zihni et al., 2016). En la Figura 1.1 se 

representan las uniones intercelulares y sus componentes más destacados. La formación 

de las uniones intercelulares es esencial ya que permite definir la localización y sitio de 

acción de determinados factores celulares encargados de mantener la identidad de los 

dominios apical y basolateral. 

Posteriormente, el término polaridad celular fue extendido a células muy alejadas 

de la estirpe epitelial. En este contexto se encuentran, por ejemplo, las células del sistema 

inmune. Las mismas poseen un importante repertorio de moléculas transmembrana que 

actúan como sensores de señales que estimulan distintas actividades, como la migración 

o la activación por estimulación antigénica. Durante estos procesos es notable la 

redistribución asimétrica de diversas proteínas y lípidos (Krummel and Macara, 2006; 

Pham et al., 2014).  

De esta manera, en la actualidad se considera a la polaridad celular como una 

propiedad presente en la mayoría de tipos celulares. Debido a su importancia para la 



Introducción 

 Federico Emanuel Marziali - 2017 – Tesis Doctoral  6 

 
 

homeostasis celular, uno de los principales desafíos que se ha planteado consiste en la 

identificación de los mecanismos comunes de polarización, así como también de los 

factores celulares que intervienen. 

 

 

Figura 1.1: Representación esquemática de las uniones intercelulares en células epiteliales. Las 

UT se encuentran en la zona apical y sus componentes son proteínas transmembrana 

pertenecientes a la familia de las Ocludinas, Claudinas y JAM (del inglés Junctional adhesión 

molecule). Sus dominios citoplasmáticos interaccionan con proteínas de la familia ZO (del inglés 

Zonula occludens) las cuales a su vez interaccionan con componentes del citoesqueleto. Las UA se 

localizan por debajo de las UT siendo sus componentes transmembrana proteínas de tipo 

Caderina. Las mismas se asocian a proteínas periféricas de tipo Catenina que por otro lado 

interaccionan con el citoesqueleto cortical. Figura adaptada de Coradini y col (Coradini et al., 

2011). 

 

1.1.2- Complejos de polaridad. 

Existen tres complejos proteicos muy importantes en el mantenimiento de la 

polaridad, descubiertos en células epiteliales: el complejo “PAR” (del inglés Partitioning 

defective) formado por las proteínas PAR3, PAR6 y aPKC (del inglés Atypical protein kinase 

C); “CRUMBS” formado por CRUMBS, PALS1 (del inglés mLin-2 and protein associated 

with Lin-7 1) y PATJ (del inglés PALS1-associated tight junction protein) (ambos complejos 

ubicados en las UT); y el  complejo “SCRIB”  formado por hSCRIB, LGL (del inglés Lethal 

giant larvae) y DLG1 (del inglés Disc Large 1), ubicado en las UA (Assemat et al., 2008). 

La correcta disposición de estos complejos contribuye a definir la identidad de los 

dominios apical y basolateral. De manera interesante, dicha disposición se encuentra 

establecida principalmente por eventos sinérgicos y antagonistas entre los mismos. En 
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este contexto, se ha descripto que CRUMBS y PAR cooperan entre sí para establecer la 

identidad del dominio apical y ensamblar las UT (Coradini et al., 2011). Por otro lado, 

SCRIB define el dominio basolateral y contribuye a estabilizar las UA. Este último 

adquiere su localización mediante la fosforilación de uno de sus miembros, LGL, 

mediada por aPKC perteneciente al complejo PAR, y por otros procesos de exclusión 

proteica estimulados en forma conjunta por los complejos PAR y CRUMBS (Coradini et 

al., 2011). Así, los tres complejos de polaridad se interconectan de distintas maneras, lo 

que puede afectar las funciones de un componente sobre otro (Figura 1.2.A) (Pieczynski 

and Margolis, 2011).  

La detección de estos tres complejos en otros tipos celulares, como linfocitos y 

neuronas, constituyó un gran avance hacia la identificación de mecanismos generales de 

polaridad. Más aun, el hecho de que también exista sinergia entre CRUMBS y PAR así 

como exclusión para con SCRIB, contribuyó a clasificar a estos complejos como 

reguladores universales de polaridad celular (Figura 1.2.B) (Krummel and Macara, 2006; 

Ludford-Menting et al., 2005).  

 

 

Figura 1.2: Complejos proteicos reguladores de polaridad en distintos tipos celulares. A) 

Células epiteliales. Los complejos PAR y CRUMBS están localizados en la zona apical, regulando 

las UT. El complejo SCRIB se ubica en el dominio basolateral de las células, estabilizando a las 

UA a través de su asociación con la proteína Caderina-E. B) Linfocitos T. Se muestra la disposición 

de los complejos de polaridad durante la migración linfoide. Los complejos CRUMBS y PAR se 

ubican en el frente de avance mientras que el complejo SCRIB se localiza en el polo opuesto. 

(Krummel and Macara, 2006; Pieczynski and Margolis, 2011). 
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1.1.3-Mecanismo de acción de las proteínas de los complejos de polaridad. 

Una temática interesante consiste en entender cómo funcionan las proteínas de los 

complejos de polaridad, considerando que la mayoría no posee actividad enzimática. 

Estas proteínas, en cambio, disponen de una variedad de dominios proteicos en una 

configuración modular que les permiten interaccionar con una gran cantidad de 

ligandos celulares. Los dominios más abundantes en las proteínas de polaridad se 

denominan PDZ, nombre derivado de las tres primeras proteínas donde se los identificó: 

PSD-95 (del inglés Postsynaptic density protein 95), DLG1, ZO-1 (del inglés Zonula 

Occludens-1). Estos son dominios estructuralmente conservados de 80-90 aminoácidos 

que funcionan como módulos específicos de reconocimiento proteína-proteína que 

permiten el reclutamiento de péptidos y la formación de complejos multiproteicos 

(Fanning and Anderson, 1999; Lee and Zheng, 2010; Subbaiah et al., 2011). Los mismos 

reconocen secuencias cortas carboxilo terminales X-S/T-X-V/L, denominadas motivos de 

unión a PDZ (PBM, del inglés PDZ binding motif), presentes en sus ligandos proteicos 

(Lee and Zheng, 2010). Además, los dominios PDZ pueden interaccionar con lípidos de 

tipo fosfatidilinositósidos (PIP) de membrana, lo que favorece el reclutamiento de 

proteínas de polaridad en zonas de la membrana plasmática enriquecidas en estos tipos 

de lípidos (Wawrzyniak et al., 2013). Por lo tanto, a través de dichos dominios, las 

proteínas de polaridad se encargan de ensamblar complejos intracelulares y definir su 

correcta localización dentro de la célula.  

 

1.1.4-Proteínas de polaridad DLG1 y PAR3. 

Dentro de las proteínas de polaridad más estudiadas se puede destacar a DLG1, 

perteneciente al complejo SCRIB, y a PAR3, miembro del complejo PAR.  

DLG1 pertenece a la familia de proteínas MAGUK (del inglés membrane associated 

guanylate kinase), los cuales poseen dominios de reconocimiento e interacción proteica 

característicos, entre los que sobresalen tres dominios PDZ, un dominio de interacción 

SH3 (del inglés Src homology 3) y una región carboxilo-terminal enzimáticamente inerte 

homóloga a la enzima guanilato quinasa de levaduras (GUK) (Oliva et al., 2012). Esta 

organización modular permite su función como proteína de andamiaje, orquestando el 

ensamblado de complejos multiproteicos con funciones en los mecanismos de 

señalización celular, o bien estructurales (Figura 1.3, panel superior). 

Las funciones de DLG1 fueron estudiadas mayoritariamente en células epiteliales. 

Aquí, DLG1 co-localiza con Caderina-E en las UA en asociación con el citoesqueleto, 
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desarrollando actividades estructurales y de transmisión de señales importantes para el 

control de la proliferación (Laprise et al., 2004; Reuver and Garner, 1998). Dicha 

distribución y sus niveles proteicos se encuentran normalmente regulados por un 

complejo patrón de eventos, que incluyen su fosforilación y ubiquitinación. 

Específicamente, se ha demostrado que DLG1 es hiperfosforilada como resultado de un 

mayor nivel de contacto celular, siendo reclutada hacia dichos contactos, donde además 

sería estabilizada (Mantovani et al., 2001). Asimismo, durante procesos de estrés 

osmótico y en relación al ciclo celular, la inducción específica de distintas quinasas 

celulares modifican el patrón de fosforilación de DLG1, con importantes consecuencias 

en su localización y, por ende, en su función (Inesta-Vaquera et al., 2010; Massimi et al., 

2006; Narayan et al., 2009; Sabio et al., 2005). Es importante destacar que DLG1 

interacciona mediante sus dominios PDZ con los oncosupresores PTEN (del inglés 

phosphatase  and tensin homologue) y APC (del inglés Adenomatuos Polyposis Coli) (Ishidate 

et al., 2000; Sotelo et al., 2012; Valiente et al., 2005). En este sentido, se ha demostrado 

que el complejo DLG1-APC es importante en el mecanismo de transmisión de señales 

para la inhibición del ciclo celular, lo que ocurre durante la formación de las uniones 

celulares. En concordancia con esto, la sobre-expresión de DLG1 provoca un bloqueo de 

la progresión del ciclo celular de G0/G1 a S indicando su participación en la regulación 

negativa de la proliferación (Ishidate et al., 2000).  

Reportes más recientes empleando distintos tipos celulares señalan además la 

participación de DLG1 en vías de tráfico endocíticas y exocíticas (Walch, 2013). Se ha 

sugerido que proteínas a ser transportadas por dichas vías pueden reclutar a DLG1 en 

vesículas nacientes o pre-existentes a nivel del post-Golgi y de endosomas (Chetkovich 

et al., 2002; Jeyifous et al., 2009; Komada and Kitamura, 2005; Lee et al., 2003). Así, DLG1 

jugaría distintos roles durante el tráfico vesicular. En primer lugar, se la ha visto 

involucrada en el trasporte de vesículas a lo largo de los microtúbulos del citoesqueleto 

(Asaba et al., 2003). Además, se ha sugerido la participación de DLG1 durante la fusión 

de las vesículas con la membrana plasmática o con otras vesículas precedentes (Massimi 

et al., 2008). 

Por otro lado, la proteína PAR3 perteneciente al complejo de polaridad PAR, es 

una proteína de andamiaje asociada a membrana plasmática que presenta también 

múltiples dominios. Principalmente PAR3 posee: i) tres dominios PDZ; ii) un dominio 

de interacción con aPKC (aPKCBD) (Tabuse et al., 1998); iii) un sitio a través del cual 
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interacciona con distintas proteínas, denominado 4N1/2/3; y iv) un dominio CR1 por el 

cual es capaz de formar homodímeros (Chen and Chen, 2013) (Figura 1.3 panel inferior). 

PAR3 en mamíferos presenta 3 isoformas mayoritarias provenientes de eventos de 

splicing alternativo que sufre el transcripto correspondiente, las cuales difieren en su 

peso molecular (180, 150, y 100 kDa) pero comparten el dominio de oligomerización 

(CR1) y los dominios PDZ (Figura 1.3, panel inferior) (Gao et al., 2002; Macara, 2004). 

La expresión de las distintas isoformas es diferente en los diversos tejidos, lo que genera 

múltiples patrones de interacción y, en consecuencia, diversas actividades (Gao et al., 

2002). La interacción de PAR3 con distintas proteínas y/o lípidos contribuyen en su 

localización asociada a membrana plasmática, donde desarrolla funciones importantes 

para la formación de las UT. En dicho sitio, PAR3 facilita la correcta localización de otras 

proteínas que regulan la polaridad, por ejemplo PTEN, siendo ésta una fosfatasa que 

mantiene el gradiente de lípidos de tipo PIP de membrana necesario para mantener la 

identidad de los dominios apical y basolateral, y para regular la proliferación celular 

(Wu et al., 2000). 

 

 

Figura 1.3: Esquema estructural de DLG1 y PAR3. En colores se muestran los distintos tipos de 

dominios de interacción proteica. En el caso de PAR3, se muestran las tres isoformas proteicas 

más abundantes producto de eventos de splicing alternativo en la región codificante de su ARN 

mensajero (Roberts et al., 2012; Sfakianos et al., 2007).   

 

En otros tipos celulares, las funciones de DLG1 y PAR3 se encuentran menos 

estudiadas. Para células del sistema inmune, se han comenzado a conocer las funciones 

de las mismas en linfocitos T. Aquí, DLG1 participaría en el ensamblaje de complejos 

multiproteicos asociados al receptor de células T (TCR) necesarios para la transmisión 

de señales generadas a partir de células presentadoras de antígenos durante la sinapsis 

inmunológica (Xavier et al., 2004). Luego, DLG1 participaría en la regulación negativa 

de la proliferación estimulada por dichas vías de señalización. Por estas razones se ha 

propuesto que en este tipo celular DLG1 tendría funciones oncosupresoras, al igual que 
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en modelos epiteliales. En cuanto a PAR3, esta proteína localiza en la membrana 

plasmática durante la polarización inducida por la activación de citoquinas. Además, se 

ha reportado su importancia en la migración linfoide, contribuyendo a la polarización 

del citoesqueleto en respuesta a la estimulación por quimioquinas (Gerard et al., 2007).  

 

1.1.5-Alteración de la expresión de proteínas de polaridad celular durante el desarrollo 

oncogénico. 

Dada la variedad de partners celulares y de procesos regulados por las proteínas 

de polaridad, no resulta difícil imaginar las consecuencias que genera una alteración en 

la expresión de las mismas. En este sentido, la pérdida de polaridad celular es una 

característica distintiva de los procesos carcinogénicos. Así, se ha demostrado que DLG1 

presenta cambios en su distribución en diversos tumores (Facciuto et al., 2012). Según se 

señaló en distintos estudios utilizando muestras derivadas de biopsias humanas, en los 

estadios intermedios de las progresiones carcinogénicas, DLG1 se pierde gradualmente 

de las zonas de contacto célula-célula, mientras que se observa un aumento en sus 

niveles de expresión junto a una mayor distribución hacia el citoplasma (Facciuto et al., 

2012). Sin embargo, dicha proteína está ausente o muy disminuida en su expresión en 

los focos invasivos, por lo que su ausencia se ha asociado a eventos tardíos del desarrollo 

tumoral. Este patrón de expresión característico se observó en estudios independientes 

de nuestro laboratorio y de otros autores utilizando muestras derivadas de carcinoma 

cervical, cáncer de mama  y carcinoma de colon (Cavatorta et al., 2004; Fuja et al., 2004; 

Gardiol et al., 2006; Watson et al., 2002)  

Por otro lado, existen cada vez más evidencias indicando que otras proteínas de 

polaridad se expresan diferencialmente en ciertas patologías (Aranda et al., 2008; 

Facciuto et al., 2012). En este sentido, se encontró que la región genómica que contiene 

al gen codificante para PAR3 se encuentra truncada en algunas líneas celulares 

derivadas de carcinomas de cabeza y cuello, pulmón y esófago (Rothenberg et al., 2010; 

Zen et al., 2009). Notablemente, el análisis de la expresión de PAR3 en biopsias de cáncer 

de mama evidenció una disminución de PAR3 en los bordes celulares o bien 

deslocalización de dicha proteína (Xue et al., 2013). 

En conjunto, lo comentado anteriormente señala la implicancia de las proteínas de 

polaridad en los procesos oncogénicos y resalta la necesidad de un control estricto que 
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asegure la correcta expresión de estas proteínas en términos de localización, y más aún, 

de niveles de expresión. A pesar de esto, al momento es escaso e incierto el conocimiento 

de los mecanismos que definen sus niveles de expresión. Un entendimiento claro de 

estos aspectos sería de gran valor a la hora de establecer patrones predictivos de 

malignidad en diversos tumores. En especial, muy poco se conoce acerca de los 

mecanismos de regulación transcripcional y post-transcripcional de las proteínas de 

polaridad, y de sus roles durante los distintos procesos celulares que involucran una 

correcta expresión de estas proteínas. Probablemente alteraciones en estos mecanismos 

podrían contribuir a los cambios observados en sus niveles de expresión durante los 

procesos tumorales. 

 
1.2-Mecanismos de regulación de la proteína de polaridad DLG1. 

1.2.1-Características de la transcripción y de eventos post-transcripcionales de DLG1. 

Según lo comentado en la sección anterior y considerando las variaciones en los 

niveles de DLG1 observadas en estudios con muestras tumorales, en nuestro laboratorio 

surgió la inquietud de estudiar la regulación de esta proteína de polaridad (Cavatorta et 

al., 2004; Gardiol et al., 2006). 

En primer lugar, se estudiaron los mecanismos que regulan la transcripción 

enfocándose sobre la región promotora de su gen codificante. Para ello, se clonó y 

caracterizó funcionalmente dicha región determinando las secuencias con actividad 

transcripcional (Cavatorta et al., 2008). Mediante un análisis informático se pudo 

identificar la presencia de una variedad de sitios probables de unión para factores 

transcripcionales, dentro de los cuales resaltaron los factores de la familia Snail. Estos 

factores reprimen de una manera programada la transcripción de marcadores de 

polaridad durante el desarrollo embrionario. A partir de esto fue posible demostrar que 

los factores Snail reprimen efectivamente la transcripción de DLG1 in vitro y también in 

vivo, lo cual resultó muy relevante ya que se había reportado que la expresión de dichos 

factores se encuentra muy aumentada en procesos tumorales (Cavatorta et al., 2008; 

Facciuto et al., 2012; Peinado et al., 2007). 

Posteriormente se investigaron los sitios de iniciación de la transcripción de dlg1 

utilizando la técnica de Amplificación Rápida de los Extremos del ADNc (RACE). De 

este modo, se identificaron varios sitios de iniciación alternativos ubicados en una región 

de unos 100 pb inmediatamente upstream del sitio de inicio reportado previamente por 

Lue y colaboradores (Figura 1.4.A) (Cavatorta et al., 2011; Lue et al., 1994). Sin embargo, 
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un dato interesante arrojado por estos experimentos fue el hallazgo de que la región 5’ 

no traducible (5’UTR) del ARNm para DLG1 puede sufrir un evento de splicing 

alternativo (Cavatorta et al., 2011). Si bien eventos de este tipo fueron reportados para la 

región codificante de DLG1, su ocurrencia en la 5´UTR no había sido reportada hasta el 

momento. De esta manera, en relación a la 5´UTR, el pool de transcriptos para DLG1 

estaría formado por dos isoformas distintas llamadas Short y Large, que difieren en una 

secuencia o exón no codificante de 116 bases (Exón B) presente en la forma Large y 

ausente en la forma Short debido al evento de splicing (Figura 1.4.A). Dicho exón, como 

se muestra en la Figura 1.4.B, se encuentra flanqueado por los dinucleótidos GT y AG, 

consensos para sitios de splicing dadores y aceptores, respectivamente. Dentro de esta 

región existe un marco abierto de lectura pequeño (uORF, del inglés upstream open 

reading frame), elemento que, interesantemente, se encuentra generalmente en genes que 

deben ser regulados de manera precisa, como proto-oncogenes y genes supresores de 

tumores (Figura 1.4.B) (Cavatorta et al., 2011). Análisis bioinformáticos posteriores 

arrojaron que el Exón B además contribuye firmemente a la formación de estructuras 

secundarias estables en el ARN (Figura 1.4.C).  

 

 

Figura 1.4: Regiones 5´UTR del ARNm para DLG1. A) Representación esquemática de la 5´ UTR 

de DLG1 que sufre un splicing alternativo para dar lugar a la isoforma transcripcional Short. El 

exón no codificante, alternativamente eliminado ha sido nombrado Exón B y dentro de él se ha 

representado el elemento uORF. Los sitios alternativos de inicio de la transcripción se denotan 
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como triángulos rojos invertidos, además se detalla el sitio de inicio de la transcripción (G+1) 

reportado inicialmente por Lue y colaboradores (Lue et al., 1994). B) Secuencia nucleotídica de la 

región 5´UTR de DLG1. La secuencia coloreada en gris constituye el Exón B, donde se resaltan el 

sitio de inicio (ATG) y de terminación (TAG) de la traducción del uORF. Delimitando al Exón B 

se encuentran los sitios de splicing GT y AG resaltados en negrita. C) Estructura secundaria de la 

5´UTR Large. En gris se denota la región del Exón B. Figura adaptada de Cavatorta y col 

(Cavatorta et al., 2011). 

   

1.2.2- Regiones 5´UTR y su asociación con la carcinogénesis. 

Distintos estudios analizando el transcriptoma de mamíferos han revelado que 

una gran parte de los genes permiten la expresión alternativa de diferentes 5´UTR, y 

dicha variabilidad puede generarse de diversas maneras (Carninci et al., 2005; Smith, 

2008; Trinklein et al., 2003; Zhang, 2003). En primer lugar, pueden existir distintos 

promotores definiendo cada uno el inicio de la transcripción en diferentes exones (Figura 

1.5.A). En segundo lugar, un mismo promotor puede inducir el inicio de la transcripción 

en sitios diferentes dentro del mismo exón lo que da lugar a regiones 5´UTR más cortas 

o más largas (Figura 1.5.B). Por último, puede ocurrir la transcripción a partir de un 

único promotor, seguido de eventos de splicing alternativo entre exones no codificantes 

presentes en estas regiones (Figura 1.5.C) (Smith, 2008). Así, al no restringirse solamente 

a regiones codificantes, los eventos de splicing alternativo pueden generar isoformas con 

5´UTR diferentes y propiedades regulatorias distintivas. 

 

 

Figura 1.5: Mecanismos para generar transcritos que difieren en su región 5´UTR. A) Uso de 

promotores múltiples. B) Inicio de la transcripción en diferentes sitios controlado por un único 

promotor. C) Eventos de splicing alternativo entre exones no codificantes de la región 5´UTR. 

Figura adaptada de Smith L y col (Smith, 2008). 

 

Las 5´UTR cumplen una función determinante en la regulación post-

transcripcional y traduccional de los genes eucariotas (Hughes, 2006; Jansen, 2001). Estas 
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regiones llevan a cabo sus funciones gracias a una serie de elementos presentes en ellas, 

pudiéndose encontrar secuencias de unión para proteínas encargadas de transportar el 

ARNm, de ensamblar complejos proteicos necesarios para eventos de splicing y de 

regular la eficiencia de traducción. Otras secuencias en las 5’UTR adoptan estructuras 

secundarias muy estables que interfieren con la unión a la maquinaria de traducción, 

disminuyendo marcadamente la eficiencia de traducción. Además, se encuentran sitios 

de unión para ARN regulatorios, tales como ARN de interferencia (siARN), que por 

apareamiento de bases influyen en la estabilidad del transcripto. Por último, existen 

elementos llamados uORF que consisten en secuencias cortas de ribonucleótidos que 

codifican para péptidos pequeños. Si bien las funciones de los uORFs no se encuentran 

aún del todo caracterizadas, se ha comprobado que poseen un impacto negativo sobre 

la eficiencia de traducción del transcripto (Figura 1.6) (Ruiz-Echevarria and Peltz, 2000). 

De esta manera, los elementos regulatorios presentes en estas regiones actúan en forma 

conjunta para definir la tasa de traducción, estabilidad y localización de un ARNm. 

Resaltando la importancia de la correcta expresión de las diversas 5´UTR de un 

transcripto, ha sido establecido que una inapropiada expresión alternativa de estas 

regiones, debido a errores en los mecanismos que generan la variabilidad, conducen a la 

expresión alterada en diversas proteínas. Esto fue reportado para proteínas con 

funciones oncosupresoras, contribuyendo así al desarrollo de distintas patologías 

incluyendo procesos tumorales (Romeo et al., 1993; Smith et al., 2010; Sobczak and 

Krzyzosiak, 2002). 

 

 

Figura 1.6: Elementos presentes en las regiones 5´UTR involucrados en la regulación de la 

traducción de los ARNm. Se distinguen los sitios de unión para proteínas reguladoras, uORF, 

estructuras secundarias y sitios de unión para ARN antisentido. Además, se incluye la 

representación de la región codificante y la 7-metil guanosina de la caperuza 5´caracteristica de los 

ARNm de mamíferos. Figura adaptada de Mignone y col (Mignone et al., 2002). 



Introducción 

 Federico Emanuel Marziali - 2017 – Tesis Doctoral  16 

 
 

 

1.2.3-Influencia de las formas alternativas de la 5´UTR del ARNm de DLG1 en la 

eficiencia de la traducción. 

Considerando la importancia de las 5´UTR en la regulación génica, en el 

laboratorio se llevaron a cabo experimentos para evaluar el impacto del splicing 

alternativo de la 5’UTR de DLG1 en el proceso de traducción. Así, se pudo demostrar 

que las 5´UTR Short y Large influyen diferencialmente sobre la eficiencia de traducción 

utilizando como modelo el gen reportero Luciferasa, clonado corriente abajo de las 

mismas. La eficiencia de traducción resultó ser mayor para la 5´UTR Short en 

comparación con la 5´UTR Large (Figura 1.7). Mediante el uso de mutantes derivadas, se 

observó que dicha diferencia se debía en parte a la presencia del uORF dentro del Exón 

B de la 5´UTR Large, que no se encuentran en la forma corta (Figura 1.7) (Cavatorta et al., 

2011). Esto concordó con trabajos de otros autores que sostenían que los ARNm que 

presentan regiones 5´UTR largas y estructuradas, conteniendo uORF, son traducidos 

menos eficientemente (Smith, 2008). 

De dichas observaciones se desprendió que un cambio en la proporción de las 

isoformas Short y Large en distintas condiciones, proporcionaría un potencial mecanismo 

de control de la expresión de DLG1 con cambios rápidos en sus niveles proteicos. Por 

esta razón, la incumbencia de este evento de splicing alternativo en distintos contextos 

biológicos como mecanismo para regular niveles proteicos de DLG1 constituye un 

interesante tema de estudio.  

 

 

Figura 1.7: Efecto de las distintas 5´UTR del ARNm para DLG1 en la eficiencia de traducción 

del gen reportero Luciferasa. Las regiones 5´UTR Short, Large y Large MUT (mutación que implica 

la abolición del uORF) fueron clonadas corriente arriba del gen reportero luciferasa en el vector 

pGL3p. Los vectores resultantes fueron transfectados en células epiteliales y se ensayó la 

actividad reportera luciferasa relativa al vector vacío pGL3p. La actividad luciferasa es un índice 

de la eficiencia de traducción para cada caso. Figura adaptada de Cavatorta y col (Cavatorta et 

al., 2011).  
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1.3- Interferencia de virus humanos sobre la expresión de proteínas de 

polaridad celular. 

Un hecho que hace más interesante el estudio de las proteínas de polaridad, 

consiste en que su expresión o actividades pueden ser alteradas por agentes infecciosos, 

entre ellos diversos virus patogénicos humanos. En este sentido, se ha encontrado que 

virus pertenecientes a familias diferentes y con ciclos de replicación totalmente distintos 

siguen esta misma estrategia. Para ello, codifican en sus genomas proteínas virales con 

motivos PBM (sección 1.1.3) que les confieren la capacidad de interaccionar con 

dominios PDZ presentes en las proteínas de polaridad, interfiriendo con sus funciones. 

Interesantemente, la presencia de un PBM es considerada como un marcador de 

patogenicidad viral, detectándose en los tipos virales que producen las patologías más 

severas (Bouvard et al., 2009; James and Roberts, 2016; Javier, 2008). En la Tabla 1.1 se 

muestran distintas proteínas virales pertenecientes a diferentes virus y sus 

correspondientes blancos PDZ de polaridad. Como se puede apreciar, entre las mismas 

existen determinados blancos comunes, lo que sugiere que los procesos regulados por 

estos blancos serían de alta importancia para la replicación de los distintos virus (Javier, 

2008). Si bien estas interacciones pueden tener consecuencias funcionales diferentes de 

acuerdo al virus en cuestión, es posible hipotetizar patrones comunes como pérdida de 

la polaridad, disrupción de las uniones intercelulares, e inhibición de la apoptosis. Así, 

la alteración de estos procesos celulares podría favorecer la replicación y diseminación 

viral con consecuencias en el desarrollo de patologías. 

Sin embargo, la presencia de un PBM parece ser especialmente relevante para 

algunos virus relacionados a la formación de tumores, también conocidos como virus 

oncogénicos. En este sentido, la interferencia de proteínas de polaridad por parte de sus 

oncoproteínas con PBM fue postulada como un mecanismo que contribuye 

significativamente a la transformación celular siempre en conjunto con otras actividades 

importantes de las mismas, como la desregulación del ciclo celular, estimulación de la 

proliferación e inhibición de la apoptosis. En este contexto, se ha propuesto que estas 

oncoproteínas actuarían anulando las funciones de las proteínas de polaridad. Sin 

embargo, es posible que estas proteínas sean utilizadas por el virus para formar 

complejos proteicos que promuevan activamente mecanismos de traducción de señales 

importantes para la proliferación celular y desarrollo de patologías (Kong et al., 2014; 

Krishna Subbaiah et al., 2012). Por otro lado, es incierto si al mismo tiempo las proteínas 
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de polaridad podrían modular funciones de las oncoproteínas virales cumpliendo un rol 

importante durante el ciclo de replicación viral. Teniendo en cuenta esto, es importante 

analizar en profundidad estas interacciones proteicas y sus consecuencias biológicas.  

En las siguientes secciones se introducirán a dos virus oncogénicos: el Virus del 

Papiloma humano (HPV) de alto riesgo oncogénico, y el Virus Linfotrópico de células T 

humanas tipo 1 (HTLV-1), y en cada caso se comentará el conocimiento actual de la 

relación entre sus oncoproteínas centrales y proteínas de polaridad de sus células blanco. 

 

Prot. viral con motivo PBM Virus Blancos con dominios PDZ 

E6 HPV de alto riesgo DLG1, SCRIB, PAR3, MAGI-1,MAGI-2, 

MAGI-3, PATJ, PTPN3, etc  

Tax1 HTLV-1 DLG1, SCRIB, MAGI-I, MAGI-3, Pro-IL6 

Env HTLV-1 DLG1 

E4 ORF1 Adenovirus-9 DLG1, MAGI-1, MUPP1, PATJ, ZO-2 

Core HBV GIPC1, PTPN3 

NS5 West Nile virus SCRIB, MAGI-3, PAR3, ZO-1 

NS1 Influenza A SCRIB, DLG1 

Tabla 1.1: Principales blancos PDZ de distintos virus patogénicos humanos. HBV, Hepatitis B 

virus; MAGI, membrane associated guanylate kinase WW and PDZ containing protein; PTPN3, protein 

tyrosine phosphatase non receptor type 3; IL6, interleukine 6; MUPP1, multi-PDZ domain protein 1; 

GIPC1, GIPC PDZ domain containing protein 1. Tabla adaptada de James y col (James and Roberts, 

2016). 

 

1.3.1-HPV de alto riesgo y cáncer cervical.  

Los HPV son un grupo de virus con genoma ADN doble hebra circular que 

infectan epitelios cutáneos (HPV cutaneotrópicos) y de mucosas (HPV mucosotrópicos) 

de una gran variedad de sitios anatómicos (Syrjänen, 1999a). Los HPV mucosotrópicos 

que infectan mucosas genitales son los más estudiados y caracterizados, constituyendo 

cerca de 40 tipos distintos clasificados en dos grupos según las manifestaciones clínicas 

que provocan sus infecciones: los de alto y los de bajo riesgo oncogénico (Munoz et al., 

2003). Los de alto riesgo, tales como HPV-16 y -18, entre otros, se consideran importantes 

agentes carcinogénicos, dado que son causantes de lesiones que pueden progresar a 

carcinoma. En cambio, los de bajo riesgo, como HPV-6 y -11, inducen principalmente la 

formación de verrugas genitales benignas y están raramente asociados con malignidad 

(Munoz et al., 2003). 
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La infección por HPV se inicia a través de microlesiones del epitelio que exponen 

a sus células basales y permiten el ingreso del virus a las mismas. La infección persistente 

en el tiempo, con uno o más tipos de HPV de alto riesgo, está ligada al desarrollo del 

cáncer cervical. Ésta es una de las neoplasias más comunes que afecta a la mujer, siendo 

el cuarto cáncer más frecuente a nivel mundial luego del de mama, y ocupando el primer 

lugar en Latinoamérica (Ferlay et al., 2015). De acuerdo al Ministerio de Salud de nuestro 

país, cada año se diagnostican 5000 nuevos casos de carcinoma cervical y mueren 

aproximadamente 2700 mujeres a causa de esta enfermedad 

(http://www.msal.gov.ar/inc/acerca-del-cancer).   

El proceso hacia el desarrollo final de esta patología es gradual y su primera 

manifestación consiste en la aparición de Lesiones Escamosas Intraepiteliales (SIL, del 

inglés Squamous Intraepithelial Lesion) en la mucosa del cuello uterino (Syrjänen, 1999b). 

La severidad de estas lesiones se clasifica en grados, de acuerdo a la extensión del 

epitelio normal diferenciado que es reemplazado por células no diferenciadas, de tipo 

basal. Dicha clasificación distingue entre lesiones de bajo grado (LSIL, del inglés low-

grade SIL) y de alto grado (HSIL, del inglés high-grade SIL) (Figura 1.8) (Doorbar et al., 

2012; Shah  P.M., 1996; Syrjänen, 1999b). En LSIL ocurre el ciclo viral productivo, 

permitiendo la liberación de viriones de HPV. Las HSIL surgen como resultado de 

infecciones abortivas, en las cuales se desregula la expresión génica viral y el virus no 

puede completar su ciclo de vida. Por lo tanto, a nivel de displasias moderadas a severas 

ya no existe producción de viriones. Durante la etapa final estas lesiones pueden 

evolucionar a carcinoma cervical de tipo invasivo, donde las células anormales traspasan 

la membrana basal e invaden el tejido circundante, pudiendo eventualmente provocar 

metástasis (Figura 1.8) (zur Hausen, 1996). Muchas infecciones, sin embargo, cursan en 

sentido contrario gracias a la respuesta inmune del hospedador, lo que conduce a la 

eliminación espontánea de la infección, pudiendo ocurrir incluso la regresión de las 

lesiones (Schiffman and Kjaer, 2003). 
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Figura 1.8: Lesiones cervicales asociadas a infecciones por HPV de alto riesgo. Se representa la 

infección por HPV iniciada a partir de microlesiones del epitelio estratificado del cérvix 

exponiendo a las células basales al contacto con el virión. Luego se representan 

esquemáticamente las lesiones precursoras LSIL y HSIL, y finalmente el estadio de carcinoma 

cervical invasor donde las células anormales traspasan la membrana basal invadiendo el tejido 

circundante. Figura adaptada de Lowy y col (Lowy and Schiller, 2006).  

 

1.3.1.1-Oncogénesis asociada a HPV de alto riesgo. 

El ciclo de vida de HPV se encuentra estrechamente relacionado al programa de 

diferenciación de las células epiteliales (Doorbar et al., 2012). A medida que las células 

se diferencian en el epitelio estratificado normal y migran desde la capa basal para 

convertirse en células suprabasales, se produce una inhibición de la proliferación, arresto 

en el estadio G1 del ciclo celular y diferenciación terminal. Sin embargo, este proceso se 

encuentra alterado en las infecciones asociadas a HPV, induciéndose el pasaje a fase S 

fuera de programa. Este evento es imprescindible para el ciclo viral, ya que el virus 

necesita de la maquinaria de replicación del ADN celular para su propia replicación 

genómica, y esto se produce gracias a la actividad de dos oncoproteínas virales llamadas 

E6 y E7 (Freije et al., 2012; Kubben et al., 1994; Sherr and Roberts, 1999).  

 

1.3.1.1.1-Oncoproteína viral E7 de HPV.  

La proteína E7 no posee actividad enzimática ni es capaz de unirse al ADN, sin 

embargo, lleva a cabo sus funciones interaccionando con factores celulares 

fundamentales para el control del ciclo celular. En este sentido, las interacciones mejores 

caracterizadas de E7 involucran a supresores de tumores, como p107, p130 y en especial 

pRb (del inglés Retinoblastome protein) (Munger et al., 2001; Zhang et al., 2006). Esta 

última proteína secuestra e inhibe las actividades de los factores transcripcionales de la 

familia E2F (del inglés E2 factor), esenciales para la entrada a fase S del ciclo celular. Así, 
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el secuestro de pRb por parte de E7 posee un gran impacto sobre la célula infectada ya 

que promueve fuertemente la progresión del ciclo celular y posterior replicación celular, 

incluso en ausencia de factores de crecimiento y demás señales extracelulares (Doorbar 

et al., 2012; Munger et al., 2001). 

Por otro lado, E7 tiene la habilidad de unirse e inhibir la función de otros 

reguladores de la proliferación celular tales como histonas desacetilasas y factores 

transcripcionales de la familia AP1 (Antinore et al., 1996; Nguyen et al., 2002). 

Finalmente, se ha comprobado que contribuye a la inestabilidad genética observada en 

carcinomas, ya que induce la síntesis de múltiples centrosomas en la fase S, a través de 

la formación de centriolos inmaduros (Duensing and Münger, 2002).  

 

1.3.1.1.2-Oncoproteína viral E6 de HPV. 

Las proteínas E6 derivadas de HPV de alto riesgo poseen aproximadamente 150 

aminoácidos y contienen dos motivos dedos de zinc en su estructura, esenciales para su 

actividad (Barbosa et al., 1989). Esta proteína tiene una localización sub-celular 

preferencialmente nuclear; sin embargo, también se la ha detectado en citoplasma y en 

membrana plasmática (Dreier et al., 2011; Mesplede et al., 2012). 

La función más estudiada de E6, y quizás la más importante, consiste en la 

degradación del oncosupresor p53. Para ello, E6 recluta a la ubiquitin ligasa E6AP (del 

inglés E6 associated protein) y a p53, formándose un complejo tripartito que estimula la 

degradación de p53 a través del mecanismo proteolítico dependiente de ubiquitina 

(Huibregtse et al., 1991). De esta manera, E6 promueve la inhibición de la apoptosis 

mediada por dicho oncosupresor. La importancia de p53 como blanco de E6 se enfatiza 

además por el descubrimiento de que E6 puede unirse directamente al sitio de unión al 

ADN de p53, bloqueando así su actividad como factor transcripcional (Lechner and 

Laimins, 1994). Considerando las funciones de p53 relacionadas a la reparación del 

ADN, estos eventos permiten indirectamente la acumulación de mutaciones en genes 

supresores de tumores y oncogenes, favoreciendo a un ambiente de inestabilidad génica 

que contribuye fuertemente a la transformación celular. 

 

1.3.1.1.2.1-Interferencia de E6 con proteínas de polaridad celular. 

El alineamiento de las secuencias de las proteínas E6 derivadas de HPV de alto 

riesgo reveló una región conservada en el sitio carboxilo terminal representando motivos 

PBM a través de los cuales pueden interaccionar con dominios PDZ De manera 
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interesante, dicho motivo se encuentra ausente en las proteínas E6 de los HPV de bajo 

riesgo, lo que fue propuesto como una diferencia fundamental que justificaría en parte 

la distinta patogenicidad entre los dos tipos de HPV (Figura 1.9) (Ganti et al., 2015). 

La mayoría de proteínas PDZ con las cuales E6 interacciona pertenecen a 

miembros de la familia MAGUK, importantes para el control de la polaridad celular y la 

formación de las UA y UT (ver Tabla 1.1, sección 1.3). En este contexto, DLG1 representa 

el primer blanco de polaridad reportado para la oncoproteína E6 (Kiyono et al., 1997). 

Estudios bioquímicos utilizando como modelo células epiteliales en cultivo permitieron 

descubrir una interacción entre las dos proteínas, que se encontraría mediada por el PBM 

de E6 y los dominios PDZ de DLG1 (Kiyono et al., 1997). Estudios posteriores en modelos 

de sobre-expresión sugirieron que una sobre-abundancia de E6 respecto DLG1 

conduciría además a la degradación proteolítica de DLG1 por proteosomas (Gardiol et 

al., 1999). De este modo, fue propuesto inicialmente que E6 ejerce una interferencia sobre 

la polaridad promoviendo la degradación proteolítica de DLG1, lo que favorecería el 

aumento en la proliferación celular. Estos estudios fueron extendidos hacia otros blancos 

PDZ de E6 cuyas interacciones habían sido puestas en evidencia y efectivamente se 

observó el mismo fenómeno (Banks et al., 2001; Nakagawa and Huibregtse, 2000). 

 

 

Figura 1.9: Alineamiento del extremo C-terminal de distintas proteínas E6 de HPV de alto y 

bajo riesgo. Se resalta en rosa los motivos PBM en las proteínas E6 de los HPV de alto riesgo, 

ausente en los de bajo riesgo. Figura adaptada de Nagasaka y col (Nagasaka et al., 2013) 

 

Dichas observaciones alentaron a nuestro laboratorio a analizar la expresión de 

DLG1 en las lesiones cervicales asociadas a HPV, tanto en las intraepiteliales precursoras 

como en el carcinoma cervical. En este contexto, el análisis por inmunohistoquímica en 

muestras de pacientes reveló un dato muy interesante: en las lesiones precursoras los 

niveles de DLG1 se encontraron muy incrementados en comparación al epitelio normal 

y al mismo tiempo la localización celular y tisular se vio alterada. Sin embargo, en el 

estadio de carcinoma invasor los niveles de DLG1 fueron muy bajos o bien casi 

indetectables (Figura 1.10) (Cavatorta et al., 2004).  
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Posteriormente, haciendo uso de cultivos organotípicos tipo raft (que mimetizan el 

ambiente natural de la infección por HPV, o sea el epitelio estratificado) a partir de 

queratinocitos humanos expresando las oncoproteínas E6 y E7 de HPV-18 (E618 y E718), 

nuestro grupo de trabajo pudo demostrar que la expresión de dichas oncoproteínas es 

capaz de reproducir el aumento y deslocalización de DLG1, fenotipo observado en las 

lesiones intraepiteliales precursoras (Valdano et al., 2016). Además, estudios de 

microarrays sugirieron que los niveles transcripcionales de DLG1 podrían variar por la 

expresión diferencial de proteínas de HPV (Doorbar et al., 2015). En concordancia, otros 

experimentos desarrollados por nuestro grupo arrojaron que la expresión de E7 es capaz 

de aumentar significativamente la actividad del promotor para DLG1, fenómeno que, 

interesantemente, puede incrementarse en presencia de la oncoproteína E6. Por otro 

lado, contribuyendo a la importancia de las proteínas PDZ de polaridad para la biología 

de los HPV, otro grupo de trabajo demostró que la replicación del genoma de HPV-16 

es altamente dependiente de su oncoproteína E6 y más precisamente de su motivo PBM 

(Lee and Laimins, 2004). Así, una deleción del PBM conduce a la integración del genoma 

viral circular en el genoma celular, lo cual es en detrimento del ciclo de replicación del 

virus. Más aun, de manera interesante, en este modelo el silenciamiento de proteínas de 

polaridad con dóminos PDZ, como hSCRIB, llevó a una disminución en los niveles de 

E6. Esto sugiere una función importante de este tipo de proteínas para la correcta 

expresión de E6 y muy probablemente en el ciclo de HPV-16 (Nicolaides et al., 2011).  

Estas observaciones en conjunto señalan que la relación entre E6 y proteínas de 

polaridad podría ser más compleja que la sugerida inicialmente. Así, la consecuencia de 

la interacción E6-DLG1 podría no derivar en todos los casos en la degradación de DLG1, 

sino que dicha interacción podría tener una función distinta durante las distintas etapas 

del ciclo viral y durante el desarrollo oncogénico. Por estas razones es necesario estudiar 

más profundamente la relación entre E6 y DLG1, a fin de comprender mejor el papel real 

que juega DLG1 en el ciclo de HPV y en la carcinogénesis cervical, lo cual además podría 

ser extrapolable a otras proteínas de polaridad celular.  
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Figura 1.10: Expresión diferencial de DLG1 durante la progresión maligna cervical. En el 

epitelio cervical estratificado normal, DLG1 se expresa en el núcleo y citoplasma de las células 

basales, mientras que en los estratos superiores su expresión disminuye y se observa 

principalmente en la zona de contactos celulares. En las LSIL (donde el ciclo viral es productivo) 

ocurre un evidente aumento en los niveles de expresión y un cambio de localización de DLG1 

hacia citoplasma. En las HSIL no existe diferenciación celular terminal y el epitelio se constituye 

casi totalmente de células tipo basales. Aquí la expresión de DLG1 es todavía elevada. 

Finalmente, en el estadio de carcinoma invasivo la expresión de DLG1 cae abruptamente. En 

marrón se aprecia la expresión de DLG1. Tomado de Cavatorta y col (Cavatorta et al., 2004) 

 

1.3.2-Virus linfotrópico de células T humanas (HTLV-1).  

Los HTLV son retrovirus distribuidos en todo el mundo con un número estimado 

entre 15-20 millones de personas infectadas y con regiones de alta prevalencia donde la 

infección tiende a concentrarse dentro de una población contenida geográficamente 

(Gessain and Cassar, 2012; Proietti et al., 2005). Los HTLV se clasifican en cuatro tipos, 

el HTLV-1, -2, -3 y -4, siendo los más caracterizados al momento el tipo 1 y el 2 (Mahieux 

and Gessain, 2009; Manns and Blattner, 1991). El HTLV-1 está asociado al desarrollo de 

la leucemia a células T del adulto (ATL) y de la mielopatía asociada al 

HTLV/paraparesia espástica tropical (HAM/TSP), mientras que el HTLV-2 no se ha 

asociado consistentemente con ninguna patología (Ishitsuka and Tamura, 2014; Roucoux 

and Murphy, 2004). La ATL es una neoplasia linfoproliferativa agresiva asociada a una 

corta sobrevida en su forma aguda, mientras que la HAM/TSP es una enfermedad 

neurológica crónica y debilitante (Gessain et al., 1985; Levin and Jacobson, 1997). Las 

células blanco del HTLV-1 son principalmente los linfocitos T y las vías de contagio 

abarcan el contacto sexual, la transfusión sanguínea y el trasplante de órganos. Además, 

es posible la transmisión de madre a hijo durante el amamantamiento, siendo esta vía 

muy efectiva en la transmisión del HTLV-1 (Gross and Thoma-Kress, 2016).  
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A diferencia de otros virus, el HTLV-1 no se propaga principalmente a través de 

la liberación de viriones al medio extracelular, ya que los mismos presentan una baja 

capacidad infectiva. En cambio, el principal mecanismo de trasmisión de este virus se 

basa en el contacto celular entre un linfocito T HTLV-1 + y un linfocito no infectado 

(Gross and Thoma-Kress, 2016). Más específicamente, el virus promueve activamente la 

formación de un contacto, llamado sinapsis virológica, a través del cual es posible la 

transferencia del genoma viral de ARN y de otras proteínas virales hacia el linfocito no 

infectado. Luego de dicha transferencia ocurre la transcripción y traducción de proteínas 

virales que aseguran la retro-transcripción del genoma de ARN a ADN, para luego darse 

la integración del mismo en el genoma celular quedando establecido así de manera 

permanente (Gross and Thoma-Kress, 2016).  

Sin embargo, estudios in vitro más recientes han demostrado que los viriones de 

HTLV-1 pueden ser infectivos para células dendríticas, siendo estas últimos capaces 

además de transmitir la infección a los linfocitos T (Jain et al., 2009). Este modelo 

explicaría la transmisión viral de madre a hijo durante el amamantamiento. En este 

proceso, los escasos viriones de HTLV-1 serían capaces de traspasar la barrera de 

enterocitos por transitocis y luego infectar células dendríticas ubicadas por debajo de 

dicha barrera epitelial, las cuales a su vez serían capaces de transmitir el virus a linfocitos 

T propagando la infección. (Martin-Latil et al., 2012).  

 

1.3.2.1-Expresión de la oncoproteína Tax1 y funciones. 

Las propiedades oncogénicas del HTLV-1 pueden explicarse en gran parte por el 

accionar de una proteína viral denominada Tax1. Las funciones patogénicas de Tax1 se 

basan en su accionar en distintos compartimientos subcelulares (Figura 1.11). 

Inicialmente, esta proteína fue reportada como un factor nuclear, actuando como un 

potente activador transcripcional de genes virales y a su vez de genes celulares 

necesarios para la progresión del ciclo celular. Tax1 inhibe la respuesta apoptótica 

interfiriendo con las funciones del oncosupresor p53, no estimulando su degradación 

sino compitiendo por ligandos importantes (Ariumi et al., 2000). Al mismo tiempo, Tax1 

interfiere con el regulador pRb estimulando eventos de fosforilación sobre la misma que 

se traducen en la inhibición de sus funciones como regulador negativo de la entrada a 

fase S del ciclo celular (Haller et al., 2002). Dichas funciones se asemejan a las llevadas a 

cabo por E6/E7 de HPV de alto riesgo creando un ambiente propenso a la acumulación 

de mutaciones necesarias para la inmortalización celular. Sin embargo, a diferencia de 
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otros virus tumorales (que generalmente requieren la expresión continua de las 

oncoproteínas transformantes), la expresión de Tax1 es detectada solamente en un 

porcentaje de células transformadas provenientes de ATL (Chlichlia and Khazaie, 2010). 

Esto sugiere que Tax1 cumpliría un rol principal en la inducción del proceso de 

inmortalización, pero luego sería dispensable para el mantenimiento del fenotipo 

transformado.  

Posteriormente fue demostrado que Tax1 es capaz de expresarse también en 

citoplasma, lo que fue respaldado por el descubrimiento de señales de exportación 

nuclear en su secuencia aminoacídica (Tsuji et al., 2007). En este compartimiento celular, 

Tax1 interfiere negativamente con reguladores de distintas vías de señalización que 

regulan la proliferación linfoide, como la vía NF-kB (del inglés Nuclear factor kappa B) y 

PI3K/AKT (del inglés Phosphatidylinosytol-3 kinase/akt) contribuyendo así a la 

inmortalización (Cherian et al., 2015; Grassmann et al., 2005; Huang et al., 2009). Por otro 

lado, se ha reportado la expresión de Tax1 en diferentes organelas citoplasmáticas 

(Figura 1.11). En este sentido, se ha detectado a Tax1 en centrosoma, con una función 

importante para la polarización del mismo hacia la sinapsis virológica durante la 

transmisión viral hacia una célula no infectada (Nejmeddine et al., 2005; Nejmeddine et 

al., 2009). Además, una fracción de Tax1 participaría en vías de tráfico intracelular. En 

este sentido, se ha encontrado a Tax1 co-localizando con marcadores del retículo 

endoplasmático así como también con marcadores del aparato de Golgi, sugiriendo su 

transporte por la vía secretoria clásica (Alefantis et al., 2005; Alefantis et al., 2007). En 

relación a esto, experimentos en células vivas, han permitido observar que vesículas 

post-Golgi conteniendo Tax1 pueden dirigirse hacia la membrana plasmática, lo que 

serviría para liberar a Tax1 al medio extracelular (Alefantis et al., 2005). Sumado a esto, 

se ha reportado además la presencia de Tax1 en exosomas (Jaworski et al., 2014). Los 

mismos son vesículas producidas por la invaginación de endosomas tempranos, que 

pueden liberarse al medio extracelular por la fusión de los mismos durante las vías de 

reciclado de endosomas (Mathivanan et al., 2010). De esta manera se facilitaría aún más 

a la expresión de Tax1 en el medio extracelular, donde jugaría un rol importante en el 

desarrollo de patologías neurológicas relacionadas a HAM/TSP (Alefantis et al., 2005). 

Por último, se reportó la expresión de Tax1 en autofagosomas, aumentando el número 

de ellos y desregulando la autofagia para promover la supervivencia y transformación 

de células infectadas (Ren et al., 2015). 
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Figura 1.11: Funciones de Tax1 en distintos compartimientos subcelulares. En verde se 

representa la expresión de Tax1 y las flechas señalan los compartimientos subcelulares.  

 

1.3.2.2-Interferencia de Tax1 con proteínas de polaridad. 

En linfocitos T, muchas de las actividades biológicas, como migración, 

proliferación, y activación por estimulación antigénica, requieren una polaridad celular 

determinada, la cual se debe en parte, a la correcta distribución de proteínas de polaridad 

con dominios PDZ, pertenecientes a los complejos mencionados en la sección 1.1.2. La 

proteína Tax1, al igual que E6 de HPV de alto riesgo, presenta un motivo PBM en su 

extremo carboxilo terminal, con el cual puede interaccionar con dominios PDZ (Figura 

1.12) (Rousset et al., 1998). Así, es lógico pensar que Tax1 tome ventaja de estas proteínas 

para desregular estos procesos, estimulando la proliferación celular y favoreciendo el 

ciclo de replicación viral. La importancia de dichas interacciones se puso en evidencia 

trabajando con una mutante de Tax1 delecionada en el PBM. En este sentido, dicha 

mutante pierde significativamente su potencial oncogénico y provoca un retraso en la 

inmortalización de los linfocitos (Xie et al., 2006). Además, en el contexto del genoma 

viral completo, la deleción en el PBM conduce a un detrimento de la persistencia viral, 

indicando que la interacción de Tax1 con proteínas con dominios PDZ no sólo es 

importante para la inmortalización de la célula infectada sino también para el ciclo de 

vida del HTLV-1. Por último, lo que enfatiza aún más la importancia de estas 

interacciones es el hecho de que el PBM no se encuentre en Tax de HTLV-2. En relación 

a esto se ha propuesto que dicha diferencia contribuiría en gran medida a explicar la 

diferencia en la patogenicidad del HTLV-1 respecto del HTLV-2, lo cual es semejante a 
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lo ocurrido entre las proteínas E6 de los HPV de alto y bajo riesgo oncogénico (Higuchi 

and Fujii, 2009). 

 

Figura 1.12: Alineamiento de la secuencia C-terminal de Tax de HTLV-1 y HTLV-2. En rosa se 

resalta el motivo PBM de Tax1. 

 

Dentro de los blancos PDZ para Tax1, se ha reportado a la proteína DLG1, la cual 

fue descripta como un regulador negativo de la proliferación de linfocitos T. En este 

sentido, se ha demostrado que el silenciamiento de DLG1 puede causar 

hiperproliferación luego de la estimulación de TCR, y, por otro lado, su sobre-expresión 

induce el arresto del ciclo celular en fase G1 (Swat Ana Miletic et al., 2007; Xavier et al., 

2004). La expresión de Tax1 puede revertir este último proceso mediante un mecanismo 

no completamente entendido (Suzuki et al., 1999). Al momento, se ha reportado que la 

interacción de Tax1 con DLG1 provocaría una redistribución de esta última a estructuras 

insolubles no identificadas, conduciendo simplemente a la inactivación de sus funciones 

oncosupresoras (Hirata et al., 2004). Sin embargo, un aspecto que resulta interesante es 

que el silenciamiento de DLG1 no recupera la capacidad transformante de una mutante 

de Tax1 delecionada en su PBM (Higuchi and Fujii, 2009). Así, esto puede indicar que 

los complejos de Tax1-DLG1 no sólo tengan una función relacionada a la inactivación de 

las funciones de DLG1, sino que posean una función adicional en el proceso de 

inmortalización celular. Por ello, es interesante continuar caracterizando la función 

biológica de los complejos Tax1-DLG1 indagando las posibles estructuras celulares 

donde puede ocurrir esta asociación. De este modo sería posible conocer más 

profundamente el rol de las proteínas de polaridad durante la inmortalización y 

transmisión del HTLV-1.  

Por lo tanto, de los datos presentados en esta sección se desprende la necesidad de un 

estudio más profundo acerca de la proteína de polaridad celular DLG1, abarcando desde los 

mecanismos moleculares que regulan sus niveles de expresión hasta su caracterización como 

ligando de las oncoproteínas de HPV de alto riesgo y de HTLV-1 y su incumbencia en el ciclo viral 

y el desarrollo de patologías. 
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2.1- Objetivo general. 

El mantenimiento de la polaridad celular es clave para la homeostasis celular y la 

integridad de los tejidos. La alteración en proteínas que regulan esta propiedad es una 

característica distintiva de los procesos de transformación celular. En este marco, la 

expresión de la proteína de polaridad DLG1 se encuentra realmente afectada durante la 

progresión maligna de diversos tumores de origen epitelial, y de manera interesante, 

también en tumores asociados a infecciones con virus oncogénicos, como es el caso de 

los HPV de alto riesgo y el HTLV-1. El hecho de que estos virus posean proteínas con 

capacidad de interaccionar con DLG1 hace interesante el estudio de esta última como 

factor importante en la promoción de la transformación maligna inducida por los virus, 

así como también su posible rol como regulador de las actividades de las proteínas 

virales durante el ciclo de replicación viral. 

De esta forma se desprendió el objetivo general de esta Tesis Doctoral, que consiste 

principalmente en el estudio de los mecanismos de regulación que controlan los niveles 

proteicos de DLG1, y, además, en la profundización del significado biológico de DLG1 

como blanco de los virus oncogénicos HPV y HTLV-1. 

Así, en este trabajo indagamos la implicancia de mecanismos transcripcionales y 

post-transcripcionales en la definición de los niveles de expresión de DLG1 en distintos 

tipos celulares y, a su vez, en contextos biológicos en los cuales las actividades de DLG1 

son relevantes. Particular atención se prestó al mecanismo de splicing alternativo en la 

5´UTR del ARNm descubierto por nuestro grupo de trabajo que posee la potencialidad 

de regular los niveles proteicos de DLG1.  

Luego, con el fin último de entender posibles funciones de las asociaciones 

proteína viral-proteína de polaridad en la transformación celular y replicación viral, 

estudiamos como la proteína DLG1 se ve influenciada por la oncoproteína viral E6 de 

los HPV de alto riesgo oncogénico y la oncoproteína Tax de HTVL-1. En esta última parte 

cabe destacar la aplicación de la técnica de microscopia de fluorescencia FRET (del inglés 

Fluorescence resonance energy transfer) que permitió detectar interacciones directas entre 

proteínas en el contexto de células intactas, lo cual no había sido reportado hasta el 

momento para las asociaciones entre proteínas de polaridad y proteínas virales. 

Además, quisimos analizar el impacto que posee la pérdida de expresión de DLG1 

sobre otros reguladores de la polaridad celular con el fin último de desentrañar 

mecanismos de pérdida de polaridad durante procesos oncogénicos.   
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2.2- Objetivos específicos. 

2.2.1- Estudio de la implicancia de mecanismos transcripcionales y post 

transcripcionales en la regulación de la expresión de la proteína de polaridad DLG1 

en distintos contextos biológicos. 

I) Análisis de la presencia de las isoformas Short y Large en distintos tipos celulares 

II)  Regulación de la expresión de DLG1 durante:  

i) -el aumento de la confluencia celular epitelial 

ii)-la progresión del ciclo celular epitelial 

iii)-la diferenciación celular 

 

2.2.2- Rol de DLG1 en los procesos tumorales asociados a infecciones por HPV de alto 

riesgo oncogénico. 

I) Análisis de la expresión subcelular de la proteína de polaridad DLG1 y la 

oncoproteína E618 en células epiteliales 

II) Análisis de la expresión diferencial de DLG1 y E618 según la abundancia relativa 

de las mismas 

III) Estudio de la interacción entre DLG1 y E618 por microscopía FRET 

IV) Influencia de la pérdida de DLG1 en la expresión de otras proteínas de 

polaridad 

 

2.2.3- Rol de DLG1 en los procesos tumorales asociados a infecciones por HTLV-1. 

I) Análisis de la expresión subcelular de la oncoproteína viral Tax1 

II) Análisis de la co-expresión de Tax1 y la proteína de polaridad DLG1 

III) Estudio de la interacción entre Tax1 y DLG1 por técnicas de FRET 

IV) Identificación de estructuras sub-celulares donde tiene lugar la interacción 

Tax1-DLG1  
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3.1-Cepas bacterianas y vectores de expresión. 

En la Tabla 3.1 se detalla el genotipo de la cepa bacteriana y las características de 

los vectores de expresión utilizados: 

 

Cepas bacterianas Genotipo Origen 

Escherichia coli  
DH5α 

supE44, ∆lacU169, (Ф80lacZ ∆AM15), hsdR17, recA1,  
endA1, gyrA96, thi1, relA1 

Colección 
laboratorio 

Plásmidos Características relevantes Referencia u 
origen 

pcDNA3 Vector de expresión de proteínas recombinantes en células 
animales. Ori (colE1), Ampr, Neor, CMVp, MCS. 

Invitrogen 
(EE. UU.) 

pegfp Vector de expresión de proteínas recombinantes en células 
animales fusionadas al extremo C-terminal de la proteína 
verde fluorescente (egfp, del inglés enhanced Green 
fluorescent protein). Ori (colE1), Kanr, Neor, CMVp, MCS. 

Clontech  
(EE. UU.) 

pmTurquoise2 Vector de expresión de proteínas recombinantes en células 
animales fusionadas al extremo C-terminal de la proteína 
fluorescente mTurquoise2 (mTurq2). Ori (colE1), Kanr, 
Neor, CMVp, MCS. 

(Goedhart et al., 
2012)  

pseyfp2 Vector de expresión de proteínas recombinantes en células 
animales fusionadas al extremo C-terminal de la proteína 
fluorescente seyfp2. Ori (colE1), Kanr, Neor, CMVp, MCS.  

(Kremers et al., 
2006)  

pseyfp2-mTurq2 Vector que permite la expresión de las proteínas seyfp2 y 
mTurq2 fusionadas entre sí. Ori (colE1), Kanr, Neor, CMVp.  
Control positivo para experimentos de FRET. 

(Goedhart et al., 
2012)  

pGEX2T Vector de clonado que permite la expresión de proteínas 
fusionadas a la proteína glutatión S transferasa (GST). Ori 
(pBR322), MCS, GST, lac I, Ampr, tacP 

(Smith and 
Johnson, 1988)  

pGEM-T-Easy Vector de clonado de productos de PCR generados con 
Taq polimerasa. Ori (colE1), MCS Ampr 

Promega (EE. UU.) 

pGEX2T-E618 pGEX-2T conteniendo la secuencia codificante de la 
proteína E6 de HPV-18. 

(Thomas and 
Banks, 1998)  

pGEX2T-Tax1 pGEX-2T conteniendo la secuencia codificante de la 
proteína Tax de HTLV-1. 

Este trabajo de 
Tesis 

pseyfp2-E618 pseyfp2 conteniendo la secuencia codificante de la 
proteína E6 de HPV-18 

Este trabajo de 
Tesis 

pseyfp2-E618∆PBM pseyfp2 conteniendo la secuencia codificante de la 
proteína E6 de HPV-18 delecionada en su motivo PBM. 

Este trabajo de 
Tesis 

pmTurq2-Tax1 pmTurquoise2 conteniendo la secuencia codificante de la 
proteína Tax de HTLV-1 

Este trabajo de 
Tesis 
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pseyfp2-Tax1 pseyfp2 conteniendo la secuencia codificante de la 
proteína Tax de HTLV-1 

Este trabajo de 
Tesis 

pGW1-HA-Tax1 Vector de expresión en células animales conteniendo la 
secuencia codificante de Tax de HTLV-1 fusionada al 
epitope HA (HA, del inglés hemagglutinin) 

Este trabajo de 
Tesis 

pseyfp2-Tax1Mut pseyfp2 conteniendo la secuencia codificante de la 
proteína Tax de HTLV-1 mutada en su motivo PBM 

Este trabajo de 
Tesis 

pcDNA3-HA-DLG1 pcDNA3 conteniendo las secuencias codificantes de la 
proteína DLG1 de rata fusionada al epitope HA. 

(Gardiol et al., 
1999)  

pmTurq2-DLG1 pmTurquoise2 conteniendo las secuencias codificantes de 
la proteína DLG1 de rata  

Este trabajo de 
Tesis 

pegfp-DLG1 pegfp conteniendo las secuencias codificantes de la 
proteína DLG1 de rata  

Este trabajo de 
Tesis 

pseyfp2-PAR3 pseyfp2 conteniendo la secuencia codificante de la 
proteína PAR3 de ratón 

Colección del 
laboratorio  

pgfp-Rab5 Vector que permite la expresión de la proteína RAB5 
fusionada a GFP 

Cedido por el Dr. 
Phillip D Stahl. 
(Barbieri et al., 
1998)  

pgfp-Rab7 Vector que permite la expresión de la proteína RAB7 
fusionada a GFP 

Cedido por el Dr. 
Bo van Deurs. 
(Bucci et al., 2000)  

prfp-LC3 Vector que permite la expresión en células animales de la 
proteína LC3 fusionada a la proteína roja fluorescente (rfp, 
del inglés red fluorescent protein) 

Cedido por la Dra. 
Maria Isabel 
Colombo. (Fader et 
al., 2009)  

pcDNA3-p53 pcDNA3 conteniendo las secuencias codificantes de la 
proteína p53. 

Cedido por el Dr. 
Lawrence Banks. 
(Thomas et al., 
1999)  
 

LacZ Vector que permite la expresión de la proteína -

galactosidasa (Gal), proteína no presente naturalmente 
en células de mamífero. Se utiliza para control de 
transfección.  

Colección del 
laboratorio 

Tabla 3.1: Cepas bacterianas y vectores utilizados. 
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3.2-Células animales utilizadas. 

En la Tabla 3.2 se detalla las líneas celulares utilizadas y sus características: 

Línea celular 
 

Descripción Referencia 

HEK293 Línea celular epitelial transformada derivada de 
células de riñón de embrión humano 

ATCC CRL-1573 

Caco-2 Línea celular epitelial derivada de adenocarcinoma de 
colon humano 

ATCC HTB-37 

HaCat Línea celular epitelial inmortalizada derivada de 
queratinocitos de piel humana 

(Boukamp et al., 1988)  

H1299 Línea celular epitelial derivada de carcinoma de 
pulmón humano 

ATCC CRL-5803 

HepG2 Línea celular derivada de hepatocarcinoma humano ATCC CRL-10741 

SH-SY5Y Línea celular derivada de neuroblastoma humano ATCC CRL-2266 

THP-1 Línea celular derivada de una leucemia mielode 
monocítica humana 

ATCC TIB-202 

K562 Línea celular humana transformada derivada de 
leucemia mieloide aguda 

ATCC CCL 243 

Jurkat Línea celular humana inmortalizada derivada de 
leucemia aguda de células T 

ATCC TIB-152 

Tabla 3.2: Líneas celulares empleadas. ATCC, del inglés American type culture collection. 

 

3.3-Condiciones y medios de cultivo. 

3.3.1-Medios de cultivo para células bacterianas. 

El medio utilizado para el cultivo y mantenimiento de las cepas bacterianas fue 

Luria Bertani (LB) (Sambrook  Fritsch, E. E., Maniatis, R, 1989), cuya composición es: 

Peptona de caseína 10 g/l, Extracto de levadura 5 g/l y NaCl 10 g/l. Cuando este medio 

se requirió en estado sólido, se le agregó agar-agar a una concentración de 1,5%. Cuando 

fue necesario se usó el antibiótico Ampicilina (Amp) o Kanamicina (Kan) en una 

concentración final de 100 µg/ml o 50 µg/ml, respectivamente. 

3.3.2-Medio de crecimiento, mantenimiento y soluciones utilizadas para el cultivo de 

las células animales. 

Se utilizaron las siguientes soluciones:  

*Solución amortiguadora de fosfatos (PBS): NaCl 8 g/l; KCl 0,2 g/l; Na2HPO4 1,15 g/l; 

KH2PO4 0,2 g/l; pH=7,2;  
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*Solución de tripsina/EDTA: tripsina (GIBCO, EE.UU.) 0,05% y EDTA 0,02%, en 

solución PBS (esterilizada a través de filtros de 0,22 µm).  

*Solución de Azul de Tripan/NaCl 4,5% en una relación 4:1. 

Las líneas celulares HEK293, Caco-2, HaCat y HEPG2 fueron cultivadas en medio 

DMEM (Dulbecco´s Modified Eagles´s Medium) (Gibco, EE.UU.) suplementado con 10% 

de suero fetal bovino (SFB) (PAA Laboratories, Alemania), 2mM L-Glutamina (PAA 

Laboratories, Alemania) y los antibióticos penicilina y estreptomicina (Sigma Aldrich, 

EE. UU) en una concentración final de 60 µg/ml y 100 µg/ml, respectivamente. Para la 

línea Caco-2 se realizó, además, el agregado de aminoácidos no esenciales (Gibco, EE. 

UU) al 1% v/v. Por otro lado, las líneas celulares THP-1, K562 y Jurkat se cultivaron en 

medio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) (Gibco, EE. UU) con el agregado de 

SFB, antibióticos y aminoácidos no esenciales en las mismas cantidades utilizadas para 

las líneas antes mencionadas. Todos los medios de cultivos fueron llevados a pH= 7,2. 

3.4-Cultivo celular. 

3.4.1-Cultivo bacteriano.  

Los cultivos de E.coli se crecieron en medio LB líquido a 37°C con agitación, en 

presencia del antibiótico correspondiente. Los medios sólidos se cultivaron en estufa a 

37 °C. 

3.4.2-Mantenimiento de las células animales. 

Todos los cultivos se realizaron en estufa a 37 °C en atmósfera de CO2 al 5%. En el 

caso de las líneas adherentes HEK293, Caco-2, H1299, HepG2 y HaCat, cuando las 

mismas llegaron a un grado de confluencia donde cubrían un alto porcentaje de la 

superficie de los frascos donde se estaban cultivando, se les retiró el sobrenadante del 

cultivo y se lavó la monocapa celular con PBS. Después de eliminar la solución de lavado, 

se agregó cantidad adecuada de la solución de tripsina/EDTA, dejándola actuar por 

unos minutos hasta lograr el desprendimiento de las células adheridas. Luego se 

adicionó medio de cultivo, neutralizando la acción de la tripsina, y se homogenizó la 

suspensión celular. Una alícuota adecuada de esta suspensión se continuó cultivando en 

un frasco nuevo con el agregado de medio de cultivo completo fresco. En el caso de 

líneas celulares en suspensión THP-1, K562 y Jurkat, las células fueron diariamente 

contadas utilizando una solución de Azul de Tripan/NaCl 4,5% (4:1) que permite 

diferenciar células vivas de muertas. Cuando el cultivo llegó a una densidad celular de 
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106 células/ml, se tomó una alícuota de cultivo y se procedió a diluirla en medio de 

cultivo fresco de manera tal que el número de células sea no menor a 2x105 células /ml.  

3.5-Transformación de células de E. coli. 

-Inducción del estado de competencia por el método de CaCl2 

Las células bacterianas a transformar fueron crecidas hasta fase estacionaria en 

medio LB, se diluyeron 1:50 en el mismo medio y se cultivaron hasta llegar a fase 

exponencial, evaluado por medida de absorbancia a 595 nm hasta alcanzar una DO de 

aproximadamente 0,6. Luego de dejar reposar en hielo por 10 min, las células se 

cosecharon por centrifugación durante 5 min a 6000 rpm y a 4 °C en una centrífuga 

Hettich universal 32R (Hettich, Alemania), y se resuspendieron en CaCl2 50 mM frío. 

Tras volver a enfriar y cosechar las células, las mismas se resuspendieron en una solución 

fría de CaCl2 50 mM al 15% de glicerol. Se trabajó siempre en esterilidad y las células se 

conservaron a -70 °C hasta su utilización.  

-Transformación de células competentes  

Alícuotas de 50 µL de bacterias en estado competente debido al tratamiento 

descripto previamente fueron incubadas durante 1 hora con una cantidad adecuada de 

plásmidos o mezclas de ligación. Luego fueron sometidas a un shock térmico de 42ºC 

durante 2 min e incubadas inmediatamente en hielo unos minutos. Posteriormente se les 

adicionó 1 ml de medio LB fresco y se las incubó durante 45 min en agitación a 37ºC. 

Finalmente, se recuperaron las células por centrifugación a 8000 rpm en microcentrífuga 

MiniSpin (rotor F-45-12-11) (Eppendorf, Alemania), se resuspendieron en un mínimo 

volumen de medio LB y se sembraron en placas de Petri conteniendo medio LB-agar 

suplementado con antibióticos correspondientes y en concentraciones adecuadas. Las 

placas se incubaron durante 16 hs a 37ºC para permitir el crecimiento de bacterias 

transformantes.   

 

3.6-Transfección de células animales. 

Esta técnica permite la transferencia de ácidos nucleicos (AN) a células animales 

en cultivo. Se sembraron 4x105 células HEK293 o 2x105 células HaCat en placas de Petri 

tipo cultivo celular (60 mm de diámetro) de manera de alcanzar una confluencia del 75% 

o 20% a las 24 hs, respectivamente. Las células se cultivaron en medio DMEM 

suplementado con 10% de SFB en una estufa gaseada a 37°C y se transfectaron según la 

técnica elegida: 
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-Transfección por el método de precipitación con fosfato de calcio (Scholat, 1997).  

Se preparó una solución compuesta por el ADN plasmídico a transfectar, 22 µl de 

CaCl2 2,5 M y 190 µl de tampón Tris-EDTA (10 mM Tris-HCl pH 7,9; 1 mM EDTA). Esta 

mezcla se agregó gota a gota sobre 200 µl de solución HBS 2x (Hepes 50 mM; NaCl 0,28 

M; NaHPO4.12H2O 1,5 mM; pH=7,12), y se incubó por 30 min a temperatura ambiente. 

Posteriormente, la mezcla final se agregó a las células sembradas el día anterior a las 

cuales se les había adicionado 3 ml de medio fresco y se dejó precipitando el ADN 

durante 24 a 48 hs. Esta técnica se utilizó para la línea HEK293. 

 

- Transfección con el método de la Lipofectamina RNAiMax 

Este método se utilizó para transfectar ARN pequeño de interferencia (siARN, del 

inglés small interfering ARN) en células HaCat. Se preparó una solución conteniendo 

siARN en cantidades adecuadas en 100 μl de medio de cultivo sin SFB, sobre la cual se 

agregó gota a gota una segunda mezcla conteniendo 12 μl de Lipofectamina RNAiMax 

(Invitrogen, ThermoFisher Scientific, EE. UU.) en 100 μl de medio de cultivo sin suero. 

La mezcla resultante se mezcló vigorosamente y se incubó durante 20 min a temperatura 

ambiente. Posteriormente, la misma se agregó a las células sembradas el día anterior a 

las que se le habían agregado 3 ml de medio fresco sin suero, y se incubó por 5 hs en 

estufa gaseada. Al cabo de este tiempo, se extrajo el medio conteniendo la mezcla 

adicionada previamente y se reemplazó por 3 ml de medio fresco suplementado con SFB 

al 10%, pero sin antibióticos. Finalmente, las células fueron incubadas en estufa gaseada 

por 72 hs y luego procesadas para fraccionamiento subcelular (sección 3.12).  

 

3.7-Diferenciación de la línea THP-1 a macrófagos. 

Para la diferenciación de los monocitos que constituyen la línea THP-1 en 

macrófagos, se empleó el reactivo Forbol- 1,2-miristato- 1,3-acetato (PMA) (Daigneault 

et al., 2010). Se sembraron un millón de células THP-1 en placas, se agregó PMA a una 

concentración de 100 ng/ml en medio de cultivo y luego se incubaron las placas durante 

48 hs en estufa a 37°C y en oscuridad. La diferenciación se evaluó mediante observación 

de la adherencia y de los cambios morfológicos usando microscopio invertido. 
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3.8-Técnicas concernientes a la manipulación de ácidos nucleicos (AN) 

3.8.1-Aislamiento y purificación de ADN plasmídico. 

Para la preparación de ADN plasmídico se utilizaron los equipos comerciales: 

NucleoSpin® Plasmid Miniprep Kit (Macherey-Nagel, Alemania), Axyprep plasmid 

miniprep kit (Axygen, EE.UU.) y High Pure Plasmid isolation kit (Sigma, EE.UU.) En 

cada caso se siguieron las instrucciones del proveedor. El ADN plasmídico se 

resuspendió en H2O estéril y se conservó a -20 °C hasta su utilización. Para el análisis de 

las construcciones realizadas se utilizó el método de extracción de ADN plasmídico por 

lisis alcalina de Birnboim (Birnboim   and  Doly,  J., 1979). 

 

3.8.2-Extracción de ARN y transcripción reversa (RT). 

Para llevar a cabo la extracción del ARN total se utilizó el reactivo Trizol (Thermo 

Fisher Sciemtific, EE. UU) y se procedió según el protocolo recomendado por el 

proveedor. El ADNc se sintetizó a partir de 2 µg ARN total. Se preparó una mezcla de 

reacción que contenía el volumen adecuado de ARN, 5 µM del cebador oligodT y agua 

libre de nucleasas, y se incubó durante 5 minutos a 65°C de manera de inducir la 

desnaturalización del ARN. Posteriormente se enfrió 1 minuto en hielo, y se agregaron 

los restantes componentes de la retro-transcripción: 0,5 mM de cada dNTP; solución 

tampón (50 mM Tris pH=8,3; 75 mM KCl; 3 mM MgCl2; 5 mM DTT); 100 U de MMuLV–

RT (Thermo Fisher Scientific, EE. UU) y 10 U de inhibidor de ribonucleasa, en un 

volumen final de 20 µl. Para la reacción de RT, la mezcla final se incubó a 42°C durante 

60 min. Como paso final, se incubó a 72°C durante 10 min para inactivar la enzima 

transcriptasa reversa y se almacenó a -20°C hasta su posterior uso. 

 

3.8.3-Estimación de la concentración y calidad de AN. 

La cuantificación de los AN obtenidos se realizó por medidas espectrofotométricas 

a 260 nm y se calculó la concentración según el valor leído, teniendo en cuenta que 1 

unidad de absorbancia a 260 nm corresponde a 50 µg/ml de ADN doble hebra y a 40 

µg/ml en el caso de ARN. Para esto se utilizó una dilución adecuada del AN y se midió 

en un espectrofotómetro Genova de Jenway (Jenway-Bibby Scientific Limited, Reino 

Unido). Además, la integridad del AN se corroboró mediante corrida y visualización en 

geles de agarosa. También se determinaron los índices de Absorbancia a 260 

nm/Absorbancia a 280 nm, de manera de detectar contaminaciones con proteínas y con 

sustancias orgánicas (Sambrook  Fritsch, E. E., Maniatis, R, 1989). 
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3.8.4-Digestión de ADN con enzimas de restricción. 

En términos generales, las condiciones de corte usadas fueron las recomendadas 

por lo proveedores de las distintas endonucleasas de restricción. Se utilizó 

aproximadamente 1 U de las enzimas correspondientes en cada caso por µg de ADN 

plasmídico. Los resultados de los cortes con enzimas de restricción se verificaron 

mediante electroforesis de los productos obtenidos en geles de agarosa, estimando el 

tamaño de los fragmentos generados por comparación con marcadores de peso 

molecular adecuados. Para el caso de los vectores digeridos, los mismos fueron, además, 

tratados con fosfatasa alcalina para disminuir la probabilidad de religado en la reacción 

de ligación. 

3.8.5-Electroforesis de AN en geles de agarosa. 

Los geles se prepararon en solución tampón TAE (Tris-acetato 40 mM; EDTA 10 

mM; pH= 8). Para la visualización del AN se procedió al agregado de bromuro de etidio 

en una concentración final de 1 µg/ml. Las concentraciones de agarosa utilizadas 

variaron entre el 0,8 y el 2% según el tamaño de las moléculas de AN a resolver. Las 

muestras de AN se sembraron utilizando solución de siembra 6X (0,25% de azul de 

bromofenol; 0,25% de xileno-cianol; 30% de glicerol, en agua estéril) en proporción 6:1 

(muestra de ADN: solución de siembra). Como marcadores de peso molecular se 

utilizaron Marcadores de ADN Ladder 1Kb de 1.000 a 10.000 pb o Marcadores de ADN 

Ladder 100 de 100 a 2.080 pb (Productos Bio-Lógicos, Argentina). Las corridas 

electroforéticas se realizaron a 50-90 mA en solución tampón TAE. Los geles fueron 

observados en transiluminador de luz UV. 

3.8.6-Purificación de fragmentos de ADN desde geles de agarosa.  

Para aislar fragmentos de ADN para su posterior clonado, las muestras de ADN 

digeridas con enzimas de restricción se separaron por electroforesis en geles de agarosa 

en las condiciones señaladas anteriormente. El ADN se purificó utilizando el equipo 

comercial NucleoSpin gel and PCR Clean Up (Macherey-Nagel, Alemania), basado en la 

adsorción del ADN a membrana de sílica-gel. El sistema fue utilizado de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante, y resuspendiendo el ADN aislado en H2O estéril. 

 

3.8.7-Ligado de moléculas de ADN. 

Las reacciones de ligado en las cuales se utilizó el vector pGEM-T-Easy se llevaron 

a cabo según las indicaciones del manual del laboratorio comercial proveedor (Promega, 
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EE.UU.), utilizando una relación 1:5 (vector: inserto). Las demás reacciones de ligación 

en las que no se utilizó este vector, se llevaron a cabo en un volumen final de 20 µl, 

utilizando 1 U de la enzima ADN ligasa del bacteriófago T4 (Promega, EE.UU.), en la 

solución tampón adecuada para la enzima y con las cantidades necesarias de inserto y 

de vector para cada caso (aproximadamente en una relación 4:1 inserto: vector). La 

mezcla de ligado se incubó a 4 °C durante toda la noche. 

 

3.8.8-Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo final y PCR en tiempo real 

(qPCR). 

En todas las reacciones de amplificación por PCR en tiempo final se utilizó un 

termociclador Mastercycler 5333 (Eppendorf, Alemania). Las reacciones se llevaron a 

cabo en un volumen final de 25 µl conteniendo 2,5 µl de solución buffer 10X (100 mM 

Tris-HCl pH= 8,8, 500 mM KCl, 0,8 % NP-40), 2,5 µl de MgCl2 25 mM, 0,2 mM de cada 

dNTP, 10 pmoles de cebadores sentido y reverso, y 1U de ADN polimerasa Taq (Thermo 

Fisher Scientific, EE. UU). Como molde se utilizaron entre 2-5 ng de ADN plasmidico o 

100 ng de ADN complementario proveniente de reacciones de RT.  

Esta metodología se llevó a cabo para la amplificación de las secuencias 

codificantes de E618, E618∆PBM, Tax1 y Tax1Mut. Para ello se diseñaron y emplearon 

los cebadores mostrados en la Tabla 3.3. Las secuencias de E618 y E618∆PBM fueron 

amplificadas utilizando como molde al vector plasmídico pGEX2T-E618 disponible en 

el laboratorio. Las secuencias de Tax1 y Tax1Mut, a partir de ADN genómico 

proveniente de la línea HTLV-1 + MT2. En ambos casos el perfil térmico utilizado fue 5 

min a 95°C seguidos de 40 ciclos de: 30 seg a 95°C, 30 seg a 58°C y 30 seg a 72°C. 

Finalmente se calentó a 72°C durante 10 min.  
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Frag. 

amplificado 

Dirección Secuencia 

E618 sentido 

reverso 

TTATAGATCTATGGCGCGCTTTGAGGATCCAAC 

TTATGAATTCTTATACTTGTGTTTCTCTGCGT 

E618∆PBM sentido 

reverso 

TTATAGATCTATGGCGCGCTTTGAGGATCCAAC 

TTATGCGGCCGCTTATCTGCGTCGTTGGAG 

Tax1 sentido 

reverso 

TTATGAATCCATGGCCACTTCCCAGGGTTTG 

ACACGAATTCCGTCAGAGCCTTATTCTGGG 

Tax1Mut sentido 

reverso 

TTATGAATCCATGGCCACTTCCCAGGGTTTG 

TTATGAATTCCCTTCTCAGGCTTCATCTTCCACGGAAATG 

 

Tabla 3.3: Cebadores utilizados para la amplificación de la secuencia codificante completa de 

E618, E618∆PBM, Tax1 y Tax1Mut. En negrita y subrayado se muestran sitios para enzimas de 

restricción.  

 

La misma metodología se llevó a cabo para evaluar la existencia de las isoformas 

Short y Large en las líneas celulares empleadas, a partir de muestras de ADNc. En estos 

ensayos se amplificaron las dos isoformas en el mismo medio de reacción. Para ello se 

empleó el cebador sentido F4 para Short ubicado a lo largo de la unión entre los exones 

A y C; el cebador sentido F3 para Large, ubicado a lo largo de la unión entre los exones 

A y B, y el cebador reverso O2, ubicado dentro del exón C. En la Figura 3.1, panel 

superior, se pueden observar esquemáticamente la ubicación de estos pares de 

cebadores y sus secuencias. Las condiciones de reacción utilizadas en este caso fueron: 5 

min a 95°C seguidos de 30 ciclos de: 30 seg a 95°C, 30 seg a 58°C y 30 seg a 72°C. 

Finalmente se calentó a 72°C durante 10 min. 

Las reacciones de qPCR fueron realizadas en termociclador Step One (Applied 

Biosystem, EE. UU). Se llevaron a cabo empleando la mezcla de reacción comercial 

Mezcla Real (Biodynamics, Argentina), adicionando 5 µl de una dilución 1/10 del ADNc 

y 20 pmoles de cada cebador correspondiente, en un volumen final de 20 µl. Esta 

metodología se aplicó para cuantificar los niveles de las isoformas Short, Large y 

transcriptos totales para DLG1. La isoforma Short fue amplificada utilizando el mismo 

juego de cebadores F4 y O2 mencionados anteriormente. Sin embargo, para la 

amplificación de la isoforma Large se utilizó el cebador sentido Fbig (que hibridiza en la 

unión del Exón A y Exón B) y el reverso O2 (ver Figura 3.1, panel superior). Este último 

par de cebadores permite la amplificación de un amplicón de menor tamaño molecular 

que el obtenido por el par F3 – O2, lo que es más adecuado para experimentos de qPCR. 
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Además, se amplificaron los transcriptos totales para DLG1 cuya secuencia de 

amplificación se encuentra en la región del ARNm codificante para la proteína. Se utilizó 

en este caso el juego de cebadores F2 (sentido) y R2 (reverso). Con el propósito de realizar 

una cuantificación relativa, se determinaron además los niveles de transcriptos del gen 

de referencia interna Succinato deshidrogenasa (SDH). El juego de cebadores fue SDH 

Fw (sentido) y SDH Rv (reverso). 

Las condiciones de las reacciones de qPCR fueron: 5 min iniciales a 95°C seguidos 

de 40 ciclos de: 15 seg a 95°C, 15 seg a 60°C, 20 seg a 72°C y 8 seg a 78°C en donde se 

realiza lectura de intensidad de fluorescencia. El valor del Cq (ciclo umbral) se obtuvo 

durante la fase exponencial de la reacción de PCR. Una vez finalizados los 40 ciclos se 

realizó una curva de melting para determinar la temperatura de fusión de los productos 

obtenidos durante la reacción y controlar su especificidad. Para más seguridad, los 

amplicones obtenidos se sometieron a electroforesis en geles de agarosa, y fue 

confirmada la presencia de un solo producto específico del tamaño esperado.  

La optimización de las reacciones que se detallan en esta sección fue llevada a cabo 

en nuestro laboratorio previamente como parte de mi Tesina de Licenciatura en 

Biotecnología (Cavatorta et al., 2011).   

Las secuencias de los cebadores utilizados tanto en los experimentos de PCR en 

tiempo final y en tiempo real se muestran en la tabla ubicada en la parte inferior de la 

Figura 3.1. El análisis estadístico de los datos obtenidos a partir de los ensayos de qPCR 

fue realizado aplicando el test no paramétrico de Mann-Whitney para el caso de 

comparaciones de dos grupos independientes. Un valor de p< 0,05 fue considerado 

como significativo. 

 



Materiales y Métodos 

 Federico Emanuel Marziali - 2017 – Tesis Doctoral 44  

 
 

 

Figura 3.1: Cebadores utilizados para la amplificación de Short, Large y transcriptos totales de 

DLG1. En la parte superior se muestran los sitios de hibridización de los cebadores F3, F4, Fbig 

y O2 ubicados dentro de la región 5´UTR del transcripto (violeta). Además, se muestra al par F2-

R2 hibridizando dentro de la secuencia codificante del ARNm para DLG1 (celeste). AUG, sitio de 

inicio de la traducción. En la tabla se muestran las secuencias de los cebadores, el tamaño del 

amplicón obtenido y en qué tipo de metodología de PCR fueron utilizados 

 

3.8.9-Secuenciación de ADN. 

Las construcciones derivadas de PCR fueron confirmadas por secuenciación del 

ADN. Los vectores de expresión correspondientes fueron purificados y secuenciados por 

electroforesis capilar con el secuenciador Applied Biosystem modelo 3730 en el servicio 

de secuenciación de la Universidad de Maine (EE.UU.). 

 

3.9-Técnicas concernientes a la manipulación de proteínas. 

3.9.1-Preparación de los extractos proteicos.  

Para obtener extractos proteicos totales, las células adheridas a la superficie de las 

placas se lavaron con PBS frío y se incubaron durante 10 min con volúmenes adecuados 

de solución de siembra 2X (125mM Tris/HCl pH=6,8; 20% glicerol; 4% SDS; 0.004% Azul 
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de bromofenol; 10% β-mercaptoetanol), despegando luego por raspado y arrastre. Este 

lisado se calentó a 95ºC durante 5 min y se conservó a -20ºC hasta su uso. En el caso de 

células en suspensión, las mismas fueron recolectadas en tubos de centrifuga, lavadas 

con PBS y el pellet obtenido post-centrifugación fue incubado con la solución de siembra 

2X. 

Alternativamente se obtuvieron extractos proteicos incubando las células 10 min 

con la solución de lisis de astringencia moderada RIPA (50mM Tris HCl [pH 7,4], 150mM 

NaCl, 1% deoxicolato, 1mM EDTA, 0,5 % NP40) conteniendo una mezcla de inhibidores 

de proteasas al 1% (Pierce Biotechnology, Thermo Fisher Scientific, EE.UU.). Este lisado 

se conservó a -70ºC hasta su posterior uso. 

 

3.9.2-Cuantificación de extractos proteicos.  

La concentración de proteínas en los extractos obtenidos con la solución de lisis 

RIPA se determinó por el método del ácido bicinconínico (Sigma Aldrich, EE.UU.). A 5 

µl de muestra se agregaron 200 µl de reactivo conteniendo CuSO4 y solución de ácido 

bicinconínico en una proporción 1:50 v/v. Se incubó a 37°C durante 30 min y 

posteriormente se midió absorbancia a 630 nm en un lector de microplacas Dynatech 

Laboratories (EE.UU.) modelo MRX. Como testigo se utilizó una curva de calibración de 

albúmina sérica bovina. 

 

3.9.3-Electroforesis de proteínas en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-

PAGE). 

Las muestras proteicas se analizaron mediante SDS-PAGE. Antes de la siembra las 

muestras se calentaron 5 min a 95ºC en solución de siembra [120 mM Tris-HCl (pH= 6,8), 

0,5% (v/v) β-mercaptoetanol, 2% (v/v) glicerol, 2% (p/v) SDS, y 0,002% (p/v) azul de 

bromofenol]. Las corridas electroforéticas se realizaron en una solución compuesta por 

3 g/l Tris-base, 14,4 g/l glicina, y 0,1% (p/v) SDS, a una intensidad de corriente 

constante de 25 mA. La concentración de acrilamida:bisacrilamida (30:0.8) utilizada en 

los geles de separación fue del 10% o 12% según el caso. 

 

3.9.4-Electrotransferencia de proteínas a membranas de nitrocelulosa (Western Blot, 

WB) e inmunodetecciones. 

Se siguió la técnica descripta por Towbin y colaboradores (Towbin et al., 1979). 

Una vez finalizada la corrida electroforética, el gel de poliacrilamida y la membrana de 
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nitrocelulosa fueron colocados en el cassette de transferencia. La electrotransferencia se 

realizó durante 4 hs a 250 mA en una solución compuesta por 6 g/l de Tris-base; 28,8 g/l 

de glicina y 20% metanol. La correcta transferencia de las proteínas a la membrana de 

nitrocelulosa se corroboró por tinción con el colorante Rojo Ponceau. La membrana fue 

pre-incubada en una solución conteniendo 5% de leche descremada en PBS, durante 1 h 

a temperatura ambiente con agitación. A continuación, se realizó una incubación 

durante 16 hs, con una dilución adecuada del anticuerpo primario correspondiente 

(Tabla 3.4). Posteriormente, se realizó la incubación con una dilución adecuada del 

anticuerpo secundario anti-IgG de ratón o anti-IgG de conejo (Amersham, General 

Electric, Alemania) según correspondía, ambos conjugados con peroxidasa de rabano 

picante (HRP), durante 2 hs a temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados de 10 min 

con 0,1% de Tween 20 en PBS y uno con PBS. La membrana se incubó durante 5 min con 

la reacción de revelado para peroxidasa con el equipo de quimioluminiscencia 

SuperSignal West Pico Trial Kit (Thermo Fisher Scientific, EE. UU) y finalmente, se realizó 

la exposición de la señal a placas fotográficas (General Electric, Alemania) en oscuridad, 

durante tiempos variables.  

 

 

Tabla 3.4: Anticuerpos y diluciones correspondientes usadas en ensayos de WB. gfp, del inglés 

Green fluorescent protein; γTub, γ- tubulina; βGal, β-Galactosidasa; TR, receptor de transferrina; 

αTub, α- tubulina. 

 

3.9.5- Expresión de proteínas transgénicas en E. coli como producto de fusión con la 

proteína glutatión-S-transferasa (GST). 

Se utilizó el vector de expresión pGEX2T que contiene un promotor tac inducible 

por isopropil-D-1 tiogalactopiranósido (IPTG). Este sistema permite la expresión de 
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proteínas fusionadas a la proteína GST y la posterior purificación utilizando una resina 

de afinidad de glutatión agarosa (Sigma Aldrich, EE. UU). Volúmenes pequeños de 3 ml 

de cultivo de E. coli transformadas con los vectores pGEX2T y pGEX2T-Tax1 fueron 

inducidos mediante el agregado de 1.5 mM de IPTG y luego de 3 hs a 30ºC, las células 

fueron cosechadas por centrifugación. Luego, se obtuvo el lisado correspondiente 

disolviendo el pellet en volúmenes apropiados de solución de siembra 2X (125 mM 

Tris/HCl pH=6,8; 20% glicerol; 4% SDS; 0,004% Azul de bromofenol; 10% β-

mercaptoetanol), calentando a 95ºC durante 5 min y conservando a -20ºC hasta su uso. 

Estos extractos se resolvieron en geles de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes, detectándose las proteínas por tinción con Coomassie Brillant Blue y 

permitieron optimizar las condiciones de inducción. 

 

- Purificación a mayor escala 

Se realizó una dilución 1:50 del cultivo mencionado anteriormente en 200 ml de 

medio fresco suplementado con Amp y se creció hasta alcanzar la fase exponencial (DO 

de 0,6) durante aproximadamente 2 hs. A continuación, se indujo la expresión de las 

proteínas mediante la adición de IPTG en una concentración final de 1,5 mM, y se 

continuó el crecimiento por 3 hs a 30ºC. Los cultivos se centrifugaron 10 min a 4500 g en 

centrífuga Hettich Universal 32 R (Hettich, Alemania) y las células cosechadas fueron 

conservadas a –70ºC. Al día siguiente las células fueron resuspendidas en solución de 

ruptura PBS 1,5% Tritón, ditiotreitol (DTT) 5 mM e inhibidor de proteasas PMSF (del 

inglés phenylmethylsulfonyl fluoride) 0,1 mM. Dichas suspensiones fueron sometidas a 3 

pulsos de ultrasonido de 10 seg a 30 mA de potencia en un sonicador, con intervalos de 

enfriamiento de 10 seg. El lisado celular se centrifugó por 10 min a 7500 rpm a 4ºC y las 

proteínas de interés presentes en el sobrenadante se purificaron por interacción con 700 

µl de una suspensión de la resina de glutatión agarosa (Sigma Aldrich, EE. UU) 

equilibrada con PBS, por un período de 45 min en frío y con agitación. Se realizaron 3 

lavados de la resina con solución PBS/Tritón 1,5 % y 3 lavados con PBS, incubando en 

agitación y en frío de 5 a 10 min cada vez. Por último, para evaluar la purificación y 

estimar la concentración proteica, las muestras se resolvieron en geles de poliacrilamida 

en condiciones desnaturalizantes. Las proteínas fueron detectadas mediante tinción con 

Coomassie Brillant Blue. 
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3.9.6- Co-Inmunoprecipitación (IP). 

Células HEK293 adheridas a la superficie de las placas se lavaron con PBS frío y se 

incubaron durante 10 min en hielo con la solución de lisis de astringencia moderada 

RIPA conteniendo una mezcla de inhibidores de proteasas al 1% (Pierce Biotechnology, 

Thermo Fisher Scientific, EE.UU.). Una fracción del extracto fue guardado a -80ºC 

(fracción Input, extracto total antes del agregado del anticuerpo). Para la IP de HA-Tax1 

el extracto fue incubado con 2 µg del anticuerpo a-HA, en rotación a 4ºC durante 16 hs. 

Posteriormente, se incubó con Proteína A Sefarosa CL-4B 50% en PBS (Sigma Aldrich, 

EE.UU.) durante 3 hs, en rueda giratoria a 4°C. Luego, se lavó 4 veces con la solución 

RIPA durante 5 min en rueda giratoria a 4°C y, posteriormente, se centrifugaron los 

extractos a 8000 rpm a 4ºC por 10 min, descartándose el sobrenadante. Finalmente, el 

pellet conteniendo la resina de Sefarosa con los inmunocomplejos precipitados se 

resuspendió en solución de siembra 2X y se incubaron a 90ºC durante 2 min. Las 

muestras se almacenaron a -20ºC hasta su siembra.   

 

3.10-Inmunofluorescencia (IF). 

Células HEK293 y HaCat transfectadas previamente o no, fueron cultivadas 

adheridas a cubreobjetos, posteriormente lavadas con PBS y fijadas con una solución de 

4% paraformaldehido en PBS, durante 15 min a temperatura ambiente. Luego de dos 

lavados con PBS, fueron permeabilizadas con una solución de 0,1% de TritónX-100 en 

PBS por 5 min, a temperatura ambiente, tras lo cual se realizaron tres lavados con PBS. 

La marcación de las proteínas a estudiar se realizó con anticuerpos primarios 

comerciales en una dilución adecuada en PBS (Tabla 3.5). El tiempo de incubación de los 

anticuerpos primarios fue de 2 hs a 37°C en cámara húmeda. Luego de tres lavados con 

PBS, se agregó el anticuerpo secundario correspondiente a dilución adecuada en PBS. 

Las células fueron incubadas 1 h a 37°C en cámara húmeda. Se lavaron tres veces con 

PBS y un último lavado con agua destilada. Finalmente, los cubreobjetos fueron 

montados sobre porta-objetos usando el líquido de montaje SlowFade (Invitrogen, 

Thermo Fisher Scientific, EE UU). La expresión de las proteínas fue analizada con un 

microscopio láser confocal de barrido invertido Zeiss LSM 880 (Zeiss, Alemania). 
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Tabla 3.5: Anticuerpos y diluciones correspondientes usadas en IF. GM130, del inglés Golgi matrix 

130.  

3.11-Silenciamiento de la expresión proteica por técnicas que utilizan siARN. 

Células HaCat fueron transfectadas utilizando en método de la Lipofectamina 

RNAiMax (sección 3.6) con siARN para DLG1 (siDLG1) y Luciferasa (siLuci) (relevant 

Dharmacon Smart pools, Thermo Fisher Scientific, EE. UU.). siLuci se utilizó como 

control negativo de silenciamiento génico. Para la optimización se probaron distintas 

cantidades de siARN y distintos tiempos de incubación de las células con la mezcla de 

transfección. La condición optima fue de 72 hs post transfección observándose una 

drástica reducción en los niveles proteicos de DLG1 cuando se ensayó por WB en 

comparación con la condición control. 

 

3.12- Fraccionamiento subcelular. 

El fraccionamiento celular de células HaCat fue llevado a cabo con el equipo 

comercial ProteoExtract Fractionation Kit (Calbiochem, Alemania). Para dicho objetivo las 

células fueron tratadas con cantidades adecuadas de Tripsina/EDTA por unos minutos 

hasta lograr el desprendimiento de las células adheridas, tras lo cual se adicionó medio 

de cultivo, y se centrifugó a 900 g por 10 min. El pellet obtenido conteniendo las células 

fue resuspendido en 1 ml de solución de lavado provista por el proveedor (Calbiochem, 

Alemania), e incubado en agitación a 4ºC por 5 min. Posteriormente se centrifugó a 300 

g durante 10 min, repitiéndose esta operación dos veces. El pellet obtenido fue 

resuspendido e incubado a 4ºC durante 10 min en agitación, en 80 µl de solución de 

extracción 1, que permite la extracción de las proteínas del citosol. Luego de dicha 

incubación los extractos fueron centrifugados a 1000 g durante 10 min y a 4ºC, 

obteniéndose un sobrenadante correspondiente a la fracción 1, la cual fue conservada a 

-20ºC. Por otro lado, el pellet obtenido fue resuspendido en 80 µl de solución de 

extracción 2, incubado a 4ºC por 30 min en agitación y centrifugado a 6000 g. Así se 

obtuvo el sobrenadante correspondiente a la fracción 2, constituida por proteínas de las 

membranas celulares, el cual fue conservado a -20ºC hasta su posterior utilización. Por 
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otro lado, el pellet obtenido luego de la centrifugación, fue resuspendido en 50 µl de 

solución de extracción 3 suplementado con benzonasa (endonucleasa que forma parte 

del equipo comercial), tras lo cual fue incubado durante 10 min a 4ºC en rotación. Luego 

de dicha incubación, se centrifugó el extracto a 6800 g a 4ºC y el sobrenadante de esta 

operación correspondió a la fracción 3 que contiene la fracción nuclear. Para corroborar 

la identidad de las fracciones de citosol, membrana y núcleo se detectó la expresión de 

α-tubulina (αTub), receptor de transferrina (TR) y p84, respectivamente, con anticuerpos 

específicos por WB.  

 

3.13-Obtención de muestras y tratamiento para análisis del contenido de ADN 

por citometría de flujo.  

En el análisis del ciclo celular, los núcleos fueron marcados con un fluoróforo que 

se une estequiométricamente con los ácidos nucleicos, siendo la intensidad de 

fluorescencia directamente proporcional a la cantidad de ADN. El fluoróforo utilizado 

fue ioduro de propidio (IP) (Sigma Aldrich, EE. UU), el cual se excita en el visible a una 

longitud de onda de 488 nm y emite fluorescencia de longitud de onda de 535 nm. El IP 

tiene avidez tanto por el ARN como por el ADN, por lo que es necesario eliminar las 

cadenas de ARN para evitar posibles interferencias en la muestra. Para obtener la 

muestra final a ser analizada por el citómetro, se llevó a cabo un protocolo de fijación de 

células seguido de marcación con una solución conteniendo IP y RNAsa. 

Para comenzar con la fijación, las células adheridas fueron desprendidas con 

Tripsina/EDTA y contadas para tomar un volumen correspondiente a un millón de 

células. Luego, fueron lavadas con PBS frío y el pellet resultante fue resuspendido en 300 

µl de PBS frío. Éste fue agregado gota a gota a 8 ml de etanol 70% frío, mezclando 

suavemente al mismo tiempo para evitar la formación de agregados celulares. Estas 

muestras fueron conservadas a 4°C por un tiempo variable entre 24-72 hs. Luego de la 

fijación de las células, se procedió a la marcación con PI. Las células fijadas se 

centrifugaron, fueron lavadas con PBS frío y el pellet fue resuspendido en 200 µL de PBS 

frío. Se agregaron 800 µl de Buffer K (citrato de sodio 0,1%; RNAasa A 0,02 mg/ml; NP-

40 0,3%; PI 0,05 mg/ml; solvente PBS pH= 7,4), se incubó 1 h a 4°C en oscuridad y 

posteriormente, las muestras fueron analizadas con el citómetro de flujo (FACSAriaII, 

Becton-Dickinson, EE. UU). Una vez obtenidos los histogramas correspondientes, estos 

fueron analizados con el programa de computación Cylchred (Terry Hoy, Cardiff 
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University, Cardiff, Reino Unido), y se obtuvieron los porcentajes de células en cada una 

de las fases del ciclo celular. 

 

3.14-Detección de eventos de transferencia de energía resonante fluorescente 

(FRET, del inglés Fluorescence Resonance Energy Transfer) por fotoblanqueo 

del aceptor. 

-Breve fundamento de la técnica 

FRET es un proceso por el cual la energía de excitación de un fluoróforo dador es 

transferida a una molécula aceptora por un acoplamiento dipolo-dipolo. La eficiencia de 

este proceso depende críticamente de la cercanía entre las moléculas ocurriendo a 

distancias entre 5-10nm. Por esta razón la detección de FRET es una excelente técnica 

para detectar interacciones directas entre proteínas (Snapp and Hegde, 2006).  

De las diversas técnicas para detectar FRET, la más utilizada es el fotoblanqueo del 

aceptor (FB-FRET). Aquí, básicamente, se analiza la emisión de fluorescencia de la 

molécula dadora antes y luego de la fotodestrucción de la molécula aceptora por 

irradiación con luz de alta potencia. De no existir FRET entre las moléculas, la intensidad 

de emisión de dador permanecerá invariante. De modo contrario, se observará un 

aumento. En la práctica, es posible realizar este procedimiento a nivel celular utilizando 

microscopia de fluorescencia confocal. 

 

-Protocolo utilizado 

Se trabajó con el par mTurquoise2 (dador, de aquí en adelante mTurq2)/seyfp2 

(aceptor, del inglés super enhanced yellow fluorescenct protein 2) (Goedhart et al., 2012). 

Ambas proteínas son mutantes monoméricas mejoradas en rendimiento cuántico de las 

proteínas fluorescentes CFP (del inglés, cyan fluorescent protein) e YFP (del inglés, yellow 

fluorescent protein), respectivamente. Vectores de expresión conteniendo secuencias que 

codifican para las diferentes proteínas de interés fusionadas a dichas proteínas 

fluorescentes fueron transfectados en células HEK293 y la expresión fue analizada luego 

de 24 hs. Para la adquisición de imágenes se utilizó un microscopio confocal de barrido 

laser Zeiss LSM 880. Las imágenes de emisión del dador y aceptor PRE y POST 

fotoblanqueo fueron tomadas en modo secuencial bajo las siguientes condiciones: 

 mTurq2 λexc 458/λem 470−490nm 
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 seyfp2 λexc 514/λem 520-600 nm 

El fotoblanqueo de seyfp2 se realizó en una región de interés (RI) excitando con 

100 pulsos de luz de longitud de onda de 514 nm y de potencia del 50%. Para calcular la 

Eficiencia FRET entre proteínas fusionadas a mTurq2 y seyfp2, en primer lugar, se 

calculó la intensidad media de fluorescencia de mTurq2 para la RI previo y posterior al 

fotoblanqueo de seyfp2 en dicha región. Luego, se aplicó la formula previamente 

reportada por Karpova y colaboradores: Eficiencia FRET = (Intensidad post – Intensidad 

pre) x100 / Intesidad post (Karpova and McNally, 2006).  

Para el procesamiento de las imágenes se utilizó el programa gratuito FIJI (del 

inglés Fiji Is Just ImageJ) (Schindelin et al., 2012). Para el análisis estadístico de los datos 

en primer lugar se confirmó la normalidad de los mismos aplicando el test de Shapiro-

Wilk. Posteriormente para corroborar la significancia estadística de las diferencias 

observadas en los valores promedios de Eficiencia FRET se aplicó una T de Student de 

una cola. Un valor de p<0,05 fue considerado como estadísticamente significativo. 

 

 



 

   

 
 

RESULTADOS 
 



Resultados 

 Federico Emanuel Marziali - 2017 – Tesis Doctoral  54 
   

 
 

CAPÍTULO 1 

 

Estudio de la implicancia de mecanismos transcripcionales y post-

transcripcionales en la regulación de la expresión de la proteína de 

polaridad DLG1 en distintos contextos biológicos. 
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En los últimos años ha avanzado notablemente el entendimiento de las funciones 

de DLG1 y de la regulación de su actividad a través de modificaciones post-

traduccionales tales como fosforilación y ubiquitinación. A pesar de esto, y como 

expresado en la Introducción, el conocimiento de los mecanismos de regulación de su 

niveles de expresión es escaso hasta el momento.  

En este sentido hemos aportado con el clonado y caracterización funcional de su 

región promotora (Cavatorta et al., 2008). Sin embargo, resulta necesario explorar el 

escenario completo de los mecanismos transcripcionales y post-transcripcional que 

contribuyan a regular los niveles de DLG1. En base a esto, y como fuera comentado 

anteriormente, en nuestro laboratorio estudios previos permitieron descubrir un evento 

de splicing alternativo en la 5´UTR del ARNm para DLG1, que daba como resultado a 

dos isoformas transcripcionales, denominadas Short y Large, con diferentes eficiencias de 

traducción y potencial impacto sobre los niveles de DLG1 (ver Figura 1.4, sección 1.2.1 y 

Figura 1.7, sección 1.2.3, Introducción) (Cavatorta et al., 2011). Durante mi trabajo de 

Tesina de Lic. En Biotecnología optimizamos los parámetros experimentales para 

indagar en este mecanismo. 

Así, el estudio de la influencia de este splicing y de los patrones transcripcionales 

en diferentes contextos biológicos donde la proteína DLG1 cumple funciones 

importantes es relevante, ya que puede sentar las bases para entender los mecanismos 

que se encuentran detrás de las variaciones en los niveles de DLG1 que frecuentemente 

se observan en distintos tipos de tumores (Cavatorta et al., 2004; Fuja et al., 2004; Gardiol 

et al., 2006). 

 

4.1.1-Análisis de la presencia de las isoformas Short y Large en distintos tipos 

celulares.  

A partir de la identificación del evento de splicing alternativo y la expresión 

simultánea de las isoformas transcripcionales Short y Large, en primer lugar quisimos 

estudiar el fenómeno en una batería de células de distinto linaje para evaluar si el mismo 

era conservado. Para ello, realizamos extracciones de ARN de líneas epiteliales que 

expresan altos niveles de DLG1, como Caco-2 y HaCat, y de otros tipos celulares en 

donde se conoce la expresión de DLG1 como neuronas (línea SHSY-5Y), hepatocitos 

(línea HepG2), monocitos (línea THP-1), progenitores mieloides (líneas K562) y linfocitos 

T (línea Jurkat). Luego de la retro-transcripción, realizamos una reacción de PCR 

multiplex que permite la amplificación de ambas isoformas transcripcionales en la 
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misma reacción (Figura 4.1.1, parte superior,). Pudimos apreciar que evidentemente 

ambas isoformas se encuentran presentes en los distintos tipos celulares ensayados 

(Figura 4.1.1, parte inferior). Por esto fue posible concluir que el mecanismo de splicing 

estudiado probablemente es un fenómeno conservado entre células de distintos linajes 

y que probablemente se produzca con una eficiencia diferencial en los distintos tejidos 

regulando la abundancia de DLG1.  

El siguiente paso consistió en estudiar algunos procesos biológicos donde este 

mecanismo de splicing, con generación de ARNm con distintas eficiencias de traducción, 

podría estar involucrado contribuyendo así a la definición de los niveles de DLG1. 

Asimismo, evaluamos los patrones de transcripción globales en los mismos contextos 

celulares. 

 

 

Figura 4.1.1: Expresión de las isoformas Short y Large del ARNm de DLG1 en diferentes líneas 

celulares. En la parte superior se muestra un esquema de las 5´UTR Short y Large (violeta) y la 

ubicación de los pares de cebadores para la amplificación de las mismas por PCR en tiempo final. 

Se utilizó el par F3-O2 para Large y el par F4-O2 para Short. En la parte inferior se muestra la 

amplificación de Short y Large en diferentes líneas celulares a partir de su ADNc obtenido por RT 

del ARNm.  

 

4.1.2- Regulación de la expresión de DLG1 durante el aumento de la confluencia 

celular epitelial. 

Diversos estudios empleando células epiteliales en cultivo han demostrado 

variaciones en el estado de fosforilación y localización de DLG1 según el grado de 

confluencia celular. En células aisladas, DLG1 posee expresión citoplasmática, pero a 

medida que la confluencia celular aumenta, la misma se concentra en los bordes 
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celulares (Laprise et al., 2004; Mantovani et al., 2001). Allí, forma un complejo con 

Caderina-E y a través de sus dominios PDZ interacciona con proteínas del citoesqueleto 

confiriendo estabilidad a las uniones adherentes en formación (Laprise et al., 2004; 

Reuver and Garner, 1998). Estas funciones de DLG1 se reproducen en epitelios 

polarizados como el epitelio columnar de colon y el epitelio estratificado cervical y de la 

piel. La importancia de DLG1 para el mantenimiento de la arquitectura epitelial se pone 

en evidencia al observar su disminución y pérdida en los contactos celulares durante la 

transformación maligna de dichos epitelios (Cavatorta et al., 2004; Gardiol et al., 2006). 

Teniendo en cuenta esto, encontramos interesante estudiar los mecanismos regulatorios 

de expresión de DLG1 durante el aumento de la confluencia celular y formación de las 

uniones intercelulares, con especial énfasis en la transcripción y expresión diferencial de 

las isoformas Short y Large.   

En este sentido y de acuerdo a las optimizaciones previas, utilizamos células 

epiteliales Caco-2, que presentan una expresión elevada de DLG1 y poseen la capacidad 

de formar uniones intercelulares consistentes. Colocamos cantidades adecuadas de 

células Caco-2 en placas para que, luego de 24 hs de crecimiento celular, se pudieran 

obtener cultivos de baja (25%) o de alta (80%) confluencia, de acuerdo a la superficie del 

soporte ocupado por la masa celular. Pasado dicho tiempo, procesamos las células 

obteniendo ARN y extractos totales de proteínas, y a continuación realizamos ensayos 

de WB y de RT-qPCR con el fin de evaluar posibles cambios en los niveles proteicos y en 

los niveles de transcriptos para DLG1 en relación a la confluencia.  

Como se puede apreciar en la Figura 4.1.2.A, los niveles proteicos de DLG1 

aumentaron considerablemente con el aumento de la confluencia celular, concordando 

con reportes de otros autores para otras líneas epiteliales (Mantovani et al., 2001). Al 

mismo tiempo, pudimos detectar un evidente aumento de aproximadamente tres veces 

en la abundancia de transcriptos totales para DLG1 cuando se utilizan cebadores que 

hibridan con la región codificante del ARNm (ver sección 3.8.8, Materiales y métodos) 

(Figura 4.1.2.B). De manera concordante, los niveles de las isoformas Short y Large 

aumentaron junto con la confluencia, no obstante, los incrementos observados no fueron 

equivalentes para ambas variantes. La isoforma Short, presentó en proporción un 

aumento mayor (tres veces) que el de la forma Large (dos veces), lo que se vio reflejado 

en un cambio de la relación entre transcriptos Short/Large (Figura 4.1.2.C).  

Estos resultados indican que las isoformas transcripcionales Short y Large 

aumentan diferencialmente ante el cambio de la confluencia celular junto a un 
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incremento global en la transcripción del gen para DLG1. De este modo podría sugerirse 

un incremento en la frecuencia del splicing alternativo estudiado dentro de la 5´UTR, que 

probablemente contribuya al aumento de los niveles proteicos observados para DLG1. 

 

 

Figura 4.1.2: Expresión de DLG1 durante el aumento de la confluencia celular. A) Comparación 

de los niveles proteicos de DLG1 en baja y alta confluencia celular por WB. Se muestra la 

expresión de γTub como control de siembra de cantidades equivalentes de extractos proteicos en 

cada condición. B y C) Cambio en los niveles de transcriptos totales para DLG1, de las isoformas 

Short y Large, y de la relación Short/Large al aumentar la confluencia celular. Los niveles fueron 

cuantificados por RT-qPCR. La cantidad de transcriptos en la condición de baja confluencia 

celular fue considerada arbitrariamente como 1. Los resultados mostrados son el promedio de 

tres experimentos independientes y representan la media ± SD. Se indican con asteriscos 

resultados estadísticamente significativos (p<0.05).  

 

4.1.3- Regulación de la expresión de DLG1 durante la progresión del ciclo celular 

epitelial. 

El aumento de DLG1 durante el aumento de la confluencia podría llevar a un 

arresto en la proliferación celular. En relación a esto se ha reportado que una 

sobreexpresión de DLG1 en células epiteliales conduce a un bloqueo de la población 

celular en fase G0/G1 (Ishidate et al., 2000). Al mismo tiempo, la inhibición de su 

expresión promueve el ingreso a fase S y concomitante proliferación celular (Subbaiah 



Resultados-Capítulo 1 

 Federico Emanuel Marziali - 2017 – Tesis Doctoral  59 

 
 

et al., 2012; Swat Ana Miletic et al., 2007). A raíz de esto y otras evidencias, se ha 

propuesto a DLG1 como una proteína con funciones oncosupresoras.  

No obstante, muy poco se conoce acerca de la regulación de la expresión de DLG1 

durante la progresión del ciclo celular. El interrogante que surgió fue si existen cambios 

en sus niveles durante el pasaje de fase G1 a S, y de haberlos, cuáles serían los 

mecanismos involucrados. Esto último resulta interesante dado que la desregulación de 

dichos mecanismos de control podría conducir al desarrollo de patologías neoplásicas. 

Para contribuir al estudio de esta problemática, como primera medida trabajamos con 

cultivos de células epiteliales sincronizadas en fase G1 y en fase S del ciclo celular. 

 

-Sincronización de células epiteliales en fase G1 y S del ciclo celular 

 Normalmente las células en cultivo no se dividen de forma sincronizada por lo 

que es imposible determinar en qué fase del ciclo se encuentra la mayoría de ellas en un 

tiempo determinado. Por ello, utilizamos la estrategia optimizada previamente de 

“hambreado celular” (Marziali F, Tesina de Licenciatura en Biotecnología). Brevemente, 

se cultivaron células CaCo-2 en medio de cultivo privado de suero para lograr que, tras 

un determinado tiempo, la mayoría se arreste en fase G0/G1 como consecuencia de la 

ausencia de los factores de crecimiento. El posterior agregado de suero, estimula a las 

células a retomar el ciclo celular de una manera sincronizada permitiendo obtener una 

población mayoritaria en fase S. Se utilizó el protocolo de marcación de células con el 

fluoróforo IP, el cual se intercala estequiométricamente en el ADN nuclear y su 

intensidad de fluorescencia es proporcional a la cantidad del mismo. Dicha cantidad es 

característica de cada fase del ciclo celular y las poblaciones en cada fase se determinan 

examinando a cada célula individualmente mediante citometría de flujo. 

Las condiciones óptimas, esquematizadas en la Figura 4.1.3.A fueron: 48 hs de 

cultivo en medio privado de suero (al 0,1%) para obtener una población mayoritaria en 

fase G0/G1 y seguido de 24 hs de cultivo en medio con 10% de suero para obtener una 

población con células sincronizadas mayoritariamente en fase S. En la Figura 4.1.3.B, se 

muestran los histogramas para cada condición y los porcentajes de células en cada una 

de las fases del ciclo celular.  
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Figura 4.1.3: Sincronización de células Caco-2. A) Protocolo utilizado para obtener poblaciones 

en fase G0/G1 y en fase S del ciclo celular. B) Histogramas obtenidos por citometría de flujo para 

el protocolo explicado anteriormente. El área debajo de la curva de color rojo, a la izquierda de 

cada histograma, representa la población en fase G0/G1 y la correspondiente a la curva verde 

representa la población en fase S. 

 

-Regulación de DLG1 en la progresión a fase S 

Una vez obtenidos los cultivos de células Caco-2 sincronizados en fase G0/G1 y S, 

analizamos la expresión de DLG1 por WB y, además, incluimos la detección de Ciclina 

E, un marcador de fase S como control del experimento. Aquí encontramos que 

evidentemente existe una disminución en los niveles de DLG1 para el cultivo con 

población mayoritaria en fase S respecto al cultivo en fase G0/G1, al mismo tiempo que 

un aumento en el marcador Ciclina E como era esperado (Figura 4.1.4.A) (Woo and Poon, 

2003). Estos resultados se encuentran en concordancia con reportes previos indicando 

una función de DLG1 en el control negativo de la entrada a fase S (Ishidate et al., 2000). 

 Para estudiar los mecanismos implicados, en primer lugar, analizamos si existen 

variaciones en los niveles de transcriptos totales codificantes para DLG1. Llevando a 

cabo RT-qPCR, detectamos menores cantidades relativas (aproximadamente la mitad) 

de transcriptos para fase S en comparación con G0/G1, sugiriendo que la disminución en 

los niveles proteicos de DLG1 podría deberse al menos a mecanismos transcripcionales 

(Figura 4.1.4.B). Luego, recordando que la población de transcriptos estaría constituida 

por las isoformas transcripcionales Short y Large, quisimos investigar si el fenómeno de 

splicing podría variar durante este proceso. Los resultados mostraron que al pasar a fase 

S, los niveles de ambas isoformas disminuyen en la misma proporción (Figura 4.1.4.C) y 
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no existe variación estadísticamente significativa en la relación Short/Large. Esto nos 

indicaría que la frecuencia del splicing alternativo en la 5´UTR de Large no se vería 

afectada durante la progresión a fase S del ciclo celular, por lo que dicho mecanismo en 

este caso no jugaría un rol sinérgico en la definición de los niveles de DLG1. Esto último 

considerando la diferencia entre las eficiencias de traducción de las isoformas. Cabe 

aclarar que en cada fase Short se encontró en mayor proporción que Large (relación 

Short/Large mayor a uno). 

De esta manera pudimos concluir que en un modelo de células epiteliales Caco-2, 

durante la proliferación existe una disminución en los niveles proteicos de DLG1 muy 

probablemente debida a mecanismos que reprimen la transcripción de su gen.  

 

 

Figura 4.1.4: Expresión de DLG1 durante la progresión del ciclo celular. A) Comparación de los 

niveles proteicos de DLG1 en fase G0/G1 y fase S por WB. Se muestra la expresión de la ciclina de 

fase S, Ciclina E. Se muestra la expresión de γTub como control de siembra de cantidades 

equivalentes de extractos proteicos en cada condición. B y C) Cambio en los niveles de 

transcriptos totales para DLG1, de las isoformas Short y Large, y de la relación Short/Large al 

progresare a fase S del ciclo celular. Los niveles fueron cuantificados por RT-qPCR. La cantidad 

de transcriptos en la condición G0/G1 celular fue considerada arbitrariamente como 1. Los 

resultados mostrados son el promedio de tres experimentos independientes y representan la 

media ± SD. Se indican con asteriscos resultados estadísticamente significativos (p<0.05).  
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4.1.4-Regulación de la expresión de DLG1 durante la diferenciación celular. 

Durante la diferenciación de las células epiteliales en el contexto de un epitelio 

escamoso se han observado importantes variaciones en la expresión de DLG1 

dependiendo del grado de diferenciación de las células que componen los diferentes 

estratos (Cavatorta et al., 2004). Por otro lado, muy poco se conoce acerca de la expresión 

de esta proteína en procesos de diferenciación de otros tipos celulares. Considerando 

esto y para comenzar nuestros estudios en otros modelos, resultó de nuestro interés 

investigar la expresión de DLG1 en el proceso de diferenciación monocito-macrófago. 

Elegimos este sistema ya que permite analizar el fenómeno realizando un ensayo 

relativamente sencillo de diferenciación, empleando los monocitos que constituyen la 

línea celular THP-1 (ver sección 3.7, Materiales y métodos). Durante estos experimentos, 

llevamos a cabo la misma metodología de detección proteica y de transcriptos explicada 

en las secciones anteriores, pero aplicada a monocitos y monocitos diferenciados a 

macrófagos.  

Los resultados mostraron una marcada disminución proteica de DLG1 y de 

transcriptos totales, para macrófagos en comparación con monocitos (Figura 4.1.5.A y 

4.1.5.B). Al mismo tiempo detectamos la presencia de las isoformas Short y Large en estos 

tipos celulares y pudimos determinar cómo varían sus niveles, encontrando una 

disminución significativamente mayor de Short con respecto a la disminución de Large 

(Figura 4.1.5.C). Esto sugiere que, durante este proceso de diferenciación, además de 

existir una menor transcripción del gen, la frecuencia del splicing (el cual da lugar a la 

isoforma Short) se ve reducida, favoreciendo un aumento relativo de la forma Large que 

tiene una menor eficiencia de traducción, contribuyendo probablemente a la 

disminución de DLG1 detectada. Esto se vio reflejado en una disminución relativa de la 

relación Short/Large (Figura 4.1.5.C). Otra observación realizada consistió en que la 

proteína DLG1 detectada en macrófagos por WB, posee una migración electroforética 

menor que en monocitos. Cambios en la migración de DLG1 han sido relacionados a 

cambios en los patrones de fosforilación sugiriendo entonces que mecanismos de 

regulación post-traduccionales para DLG1, que podrían modificar sus actividades, 

también podrían estar involucrados (Suzuki et al., 1999). 

Estos resultados resaltan la existencia de mecanismos transcripcionales, post-

transcripcionales y post-traduccionales implicados en la regulación de esta proteína 

durante este proceso de diferenciación en monocitos. Es importante mencionar que 
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nuestros estudios son los primeros realizados para DLG1 en este tipo celular y serían 

necesarios otros estudios para determinar cuál es su función en estos sistemas.  

De este modo, los resultados de esta primera parte de la Tesis Doctoral permiten, 

en primer lugar, demostrar la existencia de las isoformas transcripcionales Short y Large 

en células provenientes de distintos tejidos humanos. Asimismo, los datos sugieren que 

las proporciones relativas de las isoformas pueden variar en diferentes procesos 

celulares y esto podría contribuir a definir los niveles proteicos de DLG1 siempre en 

conjunto a mecanismos transcripcionales. Esto pone a la luz la necesidad de un estudio 

profundo en los mecanismos que regulan el splicing alternativo en la 5´UTR de DLG1, 

así como también de la transcripción de su gen. De esta manera, se podrían comprender 

los cambios en la abundancia de DLG1 en diferentes patologías, y como los mecanismos 

regulatorios de su expresión podrían ser manipulados como posibles blancos 

terapéuticos (Facciuto et al., 2012).  

 

 

Figura 4.1.5: Expresión de DLG1 durante la diferenciación de monocito a macrófago. A) 

Comparación de los niveles proteicos de DLG1 para monocitos y macrófagos por WB. Se muestra 

la expresión de γTub como control de siembra de cantidades equivalentes de extractos proteicos 

en cada condición. B y C) Cambio en los niveles de transcriptos totales para DLG1, de las 

isoformas Short y Large, y de la relación Short/Large durante la diferenciación a macrófago. Los 

niveles fueron cuantificados por RT-qPCR. La cantidad de transcriptos en monocitos fue 

considerada arbitrariamente como 1. Los resultados mostrados son el promedio de tres 

experimentos independientes y representan la media ± SD. Se indican con asteriscos resultados 

estadísticamente significativos (p<0.05). 
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CAPÍTULO 2 

 

Rol de DLG1 en los procesos tumorales asociados a infecciones 

por HPV de alto riesgo oncogénico. 
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Como se ha comentado anteriormente, DLG1 es una proteína cuya expresión se ve 

muy afectada durante distintos procesos tumorales. En general, en los estadios 

neoplásicos de menor severidad sobresale su pérdida gradual desde los contactos célula-

célula junto a un aumento de su expresión citoplasmática. Sin embargo, en estadios 

neoplásicos tardíos, sobre todo en los focos invasivos, su expresión es casi indetectable 

(Cavatorta et al., 2004; Fuja et al., 2004; Gardiol et al., 2006). En nuestro laboratorio, nos 

hemos abocado a estudiar el rol de las proteínas de polaridad en los procesos 

oncogénicos asociados a infecciones virales. Dentro de esto, nos propusimos indagar la 

incumbencia de DLG1 durante el proceso de carcinogénesis cervical, proceso asociado a 

la infección con HPV de alto riesgo y en donde la expresión de DLG1 varía del modo 

mencionado anteriormente. 

Inicialmente se había identificado la interacción de E618 (E6 de HPV-18) con DLG1, 

y por modelos de sobre-expresión de ambas proteínas se había demostrado que E618 

promueve la degradación proteolítica de la proteína de polaridad, sugiriendo una 

función oncosupresora de la misma (Gardiol et al., 1999). A pesar de esto, estudios 

llevados a cabo por nuestro grupo utilizando muestras con diagnóstico LSIL (lesiones 

donde el virus lleva a cabo su ciclo replicativo) demostraron que DLG1 se encuentra 

deslocalizada e incrementada respecto de sus niveles normales no obstante la expresión 

de E618 (ver Figura 1.10, sección 1.3.1.1.2.1, Introducción). Sumado a esto, evidencias 

aportadas por nuestro grupo y por otros (comentadas en dicha sección) indican que 

cambios en la localización y niveles de DLG1 podrían ser promovido por proteínas de 

HPV. En relación a esto, en cultivos tipo raft que mimetizan fehacientemente el contexto 

natural de la infección por HPV, la expresión conjunta de E618 y E718 a partir de su 

promotor natural reproduce el fenotipo observado para DLG1 en LSIL (Valdano et al., 

2016).  

Además, se ha sugerido la posibilidad de un rol de DLG1 durante el ciclo 

replicativo de HPV. En concordancia con esta hipótesis, estudios de otros grupos 

mostraron la necesidad del PBM en E6, y por lo tanto de su interacción con dominios 

PDZ, para establecer el ciclo replicativo de HPV (Delury et al., 2013; Lee and Laimins, 

2004).  

De esta manera se desprendieron algunas cuestiones a dilucidar. Por un lado, y de 

acuerdo a los datos en muestras histológicas asociadas a HPV y cultivos raft es evidente 

que la asociación de E618 y DLG1 podría no resultar siempre en la degradación de la 

proteína celular (Cavatorta et al., 2004; Valdano et al., 2016). Por ello resulta interesante 
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investigar si la interacción E618-DLG1 desarrollaría otra función, dependiente del 

contexto celular y relacionada a regular las funciones de E618. Asimismo, ya en el 

contexto del carcinoma cervical invasor (donde la expresión de E618 es muy elevada y 

se ha visto ausencia de DLG1, Figura 1.10) conocer qué impacto tendría la pérdida de 

expresión de DLG1 sobre la polaridad epitelial (Cavatorta et al., 2004). Por lo tanto, en 

nuestro laboratorio nos propusimos desarrollar experimentos que nos permitan 

dilucidar más fehacientemente la relación entre estas proteínas.  

 

4.2.1-Analisis de la expresión subcelular de la proteína de polaridad DLG1 y la 

oncoproteína E6 de HPV-18 en células epiteliales. 

Para comenzar consideramos necesario construir vectores plasmídicos que 

permitan la expresión de E618 y DLG1 fusionadas a proteínas fluorescentes, 

considerando la utilidad de estas últimas para su detección directa por distintas 

metodologías, como microscopía de fluorescencia y WB. A tal fin, por metodologías 

convencionales de biología molecular, introdujimos las secuencias codificantes de DLG1 

y E618 en los vectores pmTurquoise2 y pesyfp2, respectivamente (para una descripción 

de dichos vectores ver sección 3.1 y 3.14 de Materiales y métodos). Así, obtuvimos los 

vectores pmTurq2-DLG1 y pseyfp2-E618, que permiten la expresión de las proteínas de 

interés fusionadas en extremo C-terminal de las proteínas fluorescentes reporteras 

mTurq2 y seyfp2 (Figura 4.2.1.A). Esto fue particularmente importante para E618, ya que 

de esta forma su motivo PBM C-terminal permanece libre y por lo tanto se encuentra 

accesible para establecer interacciones con dominios PDZ (Doyle et al., 1996; Ramirez et 

al., 2015). De esta manera este vector sería útil para analizar posibles asociaciones con la 

proteína PDZ de polaridad DLG1. 

Luego, habiendo confirmado por secuenciación la identidad de los vectores 

obtenidos, en primer lugar procedimos a evaluar la expresión proteica a partir de los 

mismos. Para ello, llevamos a cabo transfecciones transientes en células epiteliales 

HEK293, preparamos extractos proteicos totales y analizamos la expresión de las 

proteínas por WB. Así, empleando un anticuerpo anti-gfp (que permite la detección de 

las proteínas fluorescentes mTurq2 y seyfp2) pudimos detectar bandas inmunoreactivas 

del tamaño molecular esperado, pertenecientes a las proteínas de fusión deseadas 

(Figura 4.2.1.B).  

En segundo lugar, quisimos estudiar la funcionalidad de seyfp2-E618, para lo cual 

realizamos un ensayo de degradación de p53, uno de los blancos mejores estudiados de 
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E618. En este sentido, co-transfectamos células epiteliales p53 negativas de la línea 

H1299 con pseyfp2-E618 y pcDNA3-p53, un vector que permite la expresión de la 

proteína p53. Como se puede observar en la Figura 4.2.1.C, la expresión de seyfp2-E618 

produjo una drástica disminución de los niveles de p53 comparando con células 

transfectadas con el vector vacío pcDNA3. Incluso observamos un efecto mayor que para 

un plásmido control denominado pCDA-E618, que permite la expresión de E618 no 

fusionada a proteína fluorescente. De esta manera pudimos confirmar la correcta 

funcionalidad de la proteína de fusión seyfp2-E618, descartando además una 

interferencia de la proteína reportera fluorescente seyfp2. 

Una vez confirmado esto, analizamos la expresión de las proteínas de interés por 

microscopia de fluorescencia directa confocal. En estos casos, luego de transfectar células 

HEK293 individualmente con los vectores, pudimos observar que mTurq2-DLG1 se 

expresaba principalmente a nivel de los bordes celulares y en menor extensión en el 

citoplasma (Figura 4.2.1.D), de acuerdo a reportes previos (Frese et al., 2006; Oliveria et 

al., 2003). Por el lado de seyfp2-E618, observamos una localización principalmente 

nuclear y en una pequeña fracción en citoplasma, en concordancia con la localización 

reportada para E618 (Guccione et al., 2004; Mesplede et al., 2012). Así, los datos 

obtenidos nos alentaron a utilizar estos vectores para continuar nuestros estudios. 
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Figura 4.2.1: Análisis funcional de los vectores de expresión para las proteínas seyfp2-E618 y 

mTurq2-DLG1. A) Representación esquemática de los vectores pseyfp2-E618 y pmTurq2-DLG1. 

Se indican los sitios de restricción utilizados durante el clonado. B) Detección de la expresión de 

ambas proteínas por WB. Se transfectaron células epiteliales HEK293 y se detectó la expresión 

proteica utilizando un anticuerpo anti-gfp. C) Ensayo de degradación de p53 por parte de seyfp2-

E618. Se transfectaron células H1299 con los vectores de expresión indicados en la figura y se 

detectaron los niveles proteicos con anticuerpos específicos correspondientes. Se utilizó el vector 

pCDA-E618 como control positivo de degradación de p53 y el vector vacío pcDNA3 como control 

negativo. En todas las condiciones se co-transfectó el vector LacZ codificante para βGal y se 

detectó su expresión como control de eficiencia de transfección equivalente. Los niveles de γTub 

se detectaron como control de siembra de cantidades equivalentes de proteínas en todos los casos. 

D) Análisis de la localización subcelular de las proteínas mTurq2-DLG1 y seyfp2-E618. Se 

transfectaron células HEK293 y se analizó la expresión proteica de mTurq2-DLG1 (rojo) y seyfp2-

E618 (verde) por microscopía de fluorescencia confocal directa. Las flechas blancas señalan la 

expresión de cada proteína. Barra de tamaño 10 um. 
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4.2.2-Análisis de la expresión diferencial de DLG1 y E618 según la abundancia relativa 

de las mismas. 

A continuación, nos dedicamos a profundizar en la relación entre DLG1 y E618. 

Como expresado anteriormente, los niveles de DLG1 cambian durante el desarrollo de 

lesiones asociadas a HPV (Figura 1.10, sección 1.3.1.2, Introducción), y además se ha 

reportado que las proteínas virales como E618 también varían en su expresión durante 

el desarrollo y evolución del proceso neoplásico (Cavatorta et al., 2004; Doorbar et al., 

2012). Así, resultó interesante indagar como cambios en los niveles de cada una de estas 

proteínas (E618 y DLG1) podría influenciar sobre la expresión de la otra. Dentro de este 

escenario consideramos importante conocer qué efecto puede tener la sobreabundancia 

de DLG1 en la expresión de E618 (situación observada en las lesiones intraepiteliales 

cervicales), y de manera recíproca como E618 podría influenciar en la expresión de 

DLG1. Así, tratamos de mimetizar distintos niveles relativos de cada una de las proteínas 

en estudio, transfectando con cantidades variables (µg de ADN) de los respectivos 

vectores de expresión generados anteriormente. 

Para esto, llevamos a cabo ensayos de co-transfección transiente respetando las 

siguientes relaciones de µg de vector pseyfp2-E618/pmTurq2-DLG1: 5/1, 1/2 y 1/1. 

Luego de 24 hs de cultivo celular post-transfección procedimos a obtener los extractos 

proteicos totales y a detectar los niveles de ambas proteínas por WB. Los resultados se 

muestran en la Figura 4.2.2. 

 En la condición 5/1, donde los niveles de seyfp2-E618 son elevados, observamos 

una disminución marcada en los niveles de mTurq2-DLG1 en comparación a una 

condición sin expresión de la proteína viral donde utilizamos como control el vector 

vacío pcDNA3 (Figura 4.2.2.A, izquierda). Es probable que este fenómeno refleje la 

degradación de DLG1 estimulada por E618 a través de proteosomas, como fuera 

reportado previamente en condiciones experimentales similares (Gardiol et al., 1999). 

Sin embargo, esta disminución no fue observada para la condición 1/1, indicando que 

este efecto dependería de los niveles relativos de E618 (Figura 4.2.2.A, derecha). Por otro 

lado, para la condición 1/2, de manera interesante, pudimos observar que la abundancia 

de mTurq2-DLG1 se correlaciona con aumentos evidentes en los niveles de seyfp2-E618 

(Figura 4.2.2.B).  

Estos resultados enfatizan en primer lugar la precaución a tener en cuenta al 

revisar trabajos relacionados a DLG1 y E618 en forma conjunta, ya que distintos 

desenlaces biológicos podrían obtenerse según las condiciones de trabajo empleadas. 
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Así, en este marco, pusimos en evidencia que para E618 y DLG1, la expresión relativa de 

cada proteína condiciona los niveles de la otra, pudiendo en parte explicar lo observado 

en biopsias asociadas a HPV. En este sentido, estos experimentos sugieren que el 

aumento de DLG1 en LSIL podría constituir un posible mecanismo que regule los niveles 

de E618. Además, sugieren que la expresión elevada de E618, como ocurre en el estadio 

de carcinoma cervical, podría ser uno de los mecanismos que contribuya a los bajos 

niveles de DLG1 en dicho estadio.  

 

 

Figura 4.2.2: Análisis de la expresión diferencial de DLG1 y E618 según la abundancia relativa. 

A) Efecto de un incremento de los niveles de E618 sobre la expresión de DLG1. B) Efecto de un 

incremento de los niveles de DLG1 sobre la expresión de E618. En ambos casos células epiteliales 

HEK293 fueron transfectadas transitoriamente con los vectores mTurq2-DLG1 y seyfp2-E618 en 

una relación (Rel.) específica informada de µg de seyfp2-E618/µg de mTurq2-DLG1. Luego de 

24hs se prepararon los extractos proteicos totales y se detectaron los niveles de ambas proteínas 

con un anticuerpo anti-gfp. En todas las condiciones se co-transfectó el vector LacZ y se detectó 

la expresión de βGal como control de eficiencia de transfección equivalente entre las condiciones 

ensayadas.  

 

4.2.2.1-Análisis de la interferencia en la localización subcelular de E618 por DLG1 

El siguiente paso fue estudiar si los cambios en los niveles de las proteínas de 

interés observados anteriormente se podían también visualizar en la distribución 

subcelular de las mismas. Para ello seguimos el mismo protocolo descripto 

anteriormente en cuanto a las condiciones de co-transfección, y analizamos la 
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localización sub-celular de ambas proteínas por microscopia de fluorescencia confocal 

directa aprovechando la diferencia espectral de las proteínas de fusión. En estos 

experimentos, en el caso de la relación 5/1 (seyfp2-E618/mTurq2-DLG1), la cantidad de 

células co-expresando ambas proteínas fue muy baja siendo mayoritaria la población de 

células expresando exclusivamente seyfp2-E618. Así, esto podría reflejar la degradación 

de DLG1 antes comentada. Sin embargo, más relevantes fueron los resultados obtenidos 

para la relación 1/2, donde observamos que en la mayoría de células la localización de 

seyfp2-E618 cambió ante la presencia de niveles aumentados de mTurq2-DLG1. 

Pudimos detectar claramente una disminución de su expresión nuclear, en 

concomitancia con un aumento en su expresión en el citoplasma, así como también en 

las regiones de los bordes celulares (Figura 4.2.3) en comparación con células expresando 

solamente seyfp2-E618 (ver Figura 4.2.1.D, sección 4.2.1, este capítulo). Al mismo tiempo 

observamos un evidente patrón de co-localización de la proteína viral con mTurq2-

DLG1, la cual no mostró cambios significativos en su localización subcelular (Figura 

4.2.3).  

De este modo, los resultados sugieren que, al menos en esta última condición 

(E618/DLG1, 1/2), seyfp2-E618 no interfiere significativamente con la localización de 

mTurq2-DLG1. Sin embargo, resaltan la posibilidad de que el aumento en los niveles 

proteicos de seyfp2-E618 observado anteriormente por WB en dicha condición, ocurra 

efectivamente en el citoplasma y en los bordes celulares, y que probablemente pueda 

involucrar una interacción con DLG1. Por estas razones es posible hipotetizar que el 

aumento en los niveles de DLG1 en lesiones HPV positivas pueda representar un 

mecanismo que contribuya a regular la localización subcelular de la oncoproteína E618. 

 

Figura 4.2.3: Análisis de la expresión subcelular de E618 en presencia de DLG1. Células 

HEK293 fueron co-transfectadas utilizando una relación 1/2 en µg de pseyfp2-E618/pmTurq2-
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DLG1. La expresión de seyfp2-E618 (verde) y mTurq2-DLG1 (rojo) fue detectada por microscopía 

de fluorescencia confocal directa. Las flechas blancas señalan la localización de cada proteína. 

Barra de tamaño: 10µm. 

 

4.2.3-Estudio de la interacción entre DLG1 y E618 por microscopía FRET. 

De acuerdo a los resultados presentados anteriormente, donde se pudo evidenciar 

patrones de co-localización subcelular de ambas proteínas, investigamos una posible 

interacción directa entre E618-DLG1. Si bien distintos estudios bioquímicos (como unión 

de proteínas in vitro, co-IP) demostraron la interacción entre ambas proteínas por un 

mecanismo PDZ-PBM dependiente, hasta el momento dicha interacción no había sido 

demostrada con técnicas de microcopia de alta perfomance dentro de la célula (Kiyono et 

al., 1997). 

Para esto, tomamos ventaja de las características espectrales de las proteínas 

fluorescentes reporteras seyfp2 y mTurq2 que se encontraban fusionadas a E618 y DLG1 

respectivamente. Estas representan un par dador-aceptor óptimo para experimentos de 

FRET por fotoblanqueo del aceptor (FB-FRET), siendo la misma una técnica de referencia 

para detectar interacciones intermoleculares directas con resolución espacial y en el 

contexto de una célula intacta (ver sección 3.14 de Materiales y métodos para una 

explicación breve de la técnica). 

En primer lugar, nos abocamos a optimizar esta metodología utilizando un vector 

de expresión denominado pmTurq2-seyfp2, control positivo que permite la expresión 

de mTurq2 y seyfp2 fusionados y en gran cercanía para asegurar el desarrollo de eventos 

FRET (Figura 4.2.4.A). Este vector fue transfectado en células epiteliales HEK293 y luego 

de 24hs ensayado el fenómeno FRET. Seguimos la siguiente metodología: primero 

procedimos al fotoblanqueo del aceptor seyfp2, seleccionando una región de interés (RI) 

dentro de la célula e irradiándola con luz láser de alta potencia y de longitud de onda 

correspondiente a la excitación de seyfp2 (514nm). Así, pudimos determinar que luego 

de 100 iteraciones de pulsos laser, la intensidad de emisión de fluorescencia de seyfp2 se 

redujo considerablemente (Figura 4.2.4.B, izquierda, panel superior, circulo 

discontinuo). Luego analizamos las variaciones de intensidad de fluorescencia del 

dador mTurq2 post fotoblanqueo. Bajo estas condiciones pudimos observar con 

exactitud la existencia de un evidente incremento en la intensidad de fluorescencia de 

mTurq2, lo que puso en evidencia la existencia de procesos FRET entre dador y aceptor. 
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De esta manera, quedó optimizada la técnica de FB-FRET (Figura 4.2.4.B, derecha, 

magnificación).  

 

 

Figura 4.2.4: Optimización de la técnica FB-FRET. A) Representación esquemática de la proteína 

de fusión seyfp2-mTurq2 utilizada como control positivo de FRET. B) Células HEK293 fueron 

transfectadas con el vector pseyfp2-mTurq2 y sometidas a un protocolo de FB-FRET. La expresión 

de seyfp2 se muestra en verde y la de mTurq2 en rojo. El círculo blanco discontinuo muestra la 

RI sometida al fotoblanqueo del aceptor seyfp2. En la parte derecha se muestran las mismas 

imágenes de expresión de mTurq2 (PRE-POST) en una escala multicoloreada que permite 

apreciar de una manera más clara los cambios en la intensidad de fluorescencia. La escala 

comprende desde el violeta (menor intensidad) a rojo (mayor intensidad). PRE, pre-fotoblanqueo 

de seyfp2. POST, post-fotoblanqueo de seyfp2. Barra de tamaño: 5µm. 

 

Posteriormente aplicamos esta metodología en células HEK293 sobre-expresando 

mTurq2-DLG1 y seyfp2-E618, en las condiciones donde se apreciaron los cambios en la 

localización de seyfp2-E618. Como se puede observar en la Figura 4.2.5, luego del 

fotoblanqueo de seyfp2-E618 en una RI que involucra citoplasma y membrana 

plasmática, pudimos detectar un aumento en la intensidad de fluorescencia de mTurq2-

DLG1 en dicha región. Esto nos permite sugerir que los cambios en la expresión de 

seyfp2-E618 estimulados por mTurq2-DLG1 efectivamente involucrarían una 

interacción directa entre ambas proteínas. Además, estos resultados son relevantes ya 

que por primera vez se ponen en evidencia interacciones directas entre proteínas virales 

y proteínas PDZ de polaridad in vivo en el contexto de la célula intacta, y utilizando la 

tecnología de FB-FRET.  
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Figura 4.2.5: Ensayo de FB-FRET para E618-DLG1. Células HEK293 fueron co-transfectadas con 

los vectores pmTurq2-DLG1 y pseyfp2-E618 y sometidas al protocolo de FB-FRET optimizado 

previamente. La expresión de seyfp2-E618 se muestra en verde y la de mTurq2-DLG1 en rojo. El 

cuadrado blanco discontinuo señalado por la flecha blanca muestra la RI sometida al 

fotoblanqueo de seyfp2-E618. En la parte derecha se muestra la expresión de mTurq2-DLG1 en 

escala multicoloreada para apreciar de una manera más clara los cambios en su intensidad de 

fluorescencia. PRE, pre-fotoblanqueo de seyfp2-E618. POST, post-fotoblanqueo de seyfp2-E618. 

Barra de tamaño: 5µm.  

 

Por último, para analizar la incumbencia del motivo PBM de E618 en los resultados 

obtenidos y confirmar la dependencia de interacción a PDZ, procedimos a construir una 

versión mutante de E618 delecionada en el PBM (E618∆PBM) (Figura 4.2.6.A, izquierda). 

Para ello, diseñamos cebadores adecuados y amplificamos por PCR en tiempo final la 

secuencia codificante para E618∆PBM a partir del vector pseyfp2-E618. Dicho fragmento 

fue finalmente clonado en el vector pseyfp2, permitiéndonos obtener el vector pseyfp2-

E618∆PBM. A partir del mismo pudimos observar que la versión mutante seyfp2-

E618∆PBM posee una expresión principalmente nuclear, al igual que la versión salvaje 

de dicha proteína (Figura 4.2.6.A, derecha). Por lo tanto, el paso siguiente fue analizar 

su expresión sub-celular en presencia de mTurq2-DLG1 en la proporción 1/2 (seyfp2-

E618∆PBM/mTurq2-DLG1). En este caso seyfp2-E618∆PBM mutante permaneció 

mayoritariamente en núcleo, no observándose redistribuciones hacia el citoplasma y 

membrana, así como tampoco patrones de co-localización con la proteína celular (Figura 

4.2.6.B). De este modo, pudimos concluir que la interacción directa entre E618 y DLG1 

estaría mediada por el PBM, y que dicho motivo estaría realmente involucrado en los 

cambios observados en la localización sub-celular de seyfp2-E618. 
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Figura 4.2.6: A) Expresión de seyfp2-E618∆PBM. A la izquierda se muestra la deleción carboxilo 

terminal de la versión mutante E618∆PBM en comparación con la versión salvaje, cuyo motivo 

PBM se marca en rojo. A la derecha se muestra la expresión de seyfp2-E618∆PBM en células 

HEK293. B) Análisis de la expresión celular de E618∆PBM en presencia de mTurq2-DLG1. 

Células HEK293 fueron co-transfectadas utilizando una relación 1/2 en µg de vector pseyfp2-

E618∆PBM/pmTurq2-DLG1. La expresión de seyfp2-E6∆PBM (verde) y la de mTurq2-DLG1 

(rojo) fue analizada por microscopia de fluorescencia confocal directa. Las flechas blancas señalan 

la localización de cada proteína. Barra de tamaño 10µm. 

 

En resumen, los resultados hasta el momento ponen en evidencia una relación 

compleja entre E618 y DLG1. Los mismos señalan hacia la construcción de una hipótesis 

general que plantee distintas consecuencias para la relación E618-DLG1 según los 

niveles de expresión de ambas proteínas. Los datos aquí presentados podrían servir 

como punto de partida para explicar el significado de la expresión diferencial de DLG1 

en biopsias de lesiones asociadas a HPV y en cultivos organotípicos tipo raft expresando 

las oncoproteínas virales tal como se discutirá en la sección discusión. 

 

4.2.4-Influencia de la pérdida de DLG1 en la expresión de otras proteínas de 

polaridad. 

A pesar de la incertidumbre en los mecanismos que provocan la pérdida de 

expresión de DLG1 durante la carcinogénesis cervical y en los últimos estadios de otros 
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tipos de tumores (ver sección 1.1.5, Introducción), es interesante indagar en las 

consecuencias que podría traer dicha pérdida. Esto permitiría desentrañar mecanismos 

oncogénicos que contribuirían a entender de una manera más precisa la biología 

molecular de los carcinomas. Así, en esta parte el objetivo fue estudiar qué consecuencias 

puede traer la pérdida de DLG1 sobre la polaridad epitelial, especialmente sobre 

proteínas que conforman los complejos de polaridad antes descriptos (sección 1.1.2, 

Introducción). Esto considerando que, como fue comentado en la sección 1.1.2, la 

expresión de estas proteínas se encuentra inter-regulada por procesos de sinergia y 

exclusión que aseguran su correcta localización intracelular (Coradini et al., 2011). En 

este contexto es notable la exclusión que existe entre el complejo SCRIB (al cual pertenece 

DLG1) y el complejo PAR durante la polarización de células epiteliales (Coradini et al., 

2011; Pieczynski and Margolis, 2011).  

En trabajos anteriores de nuestro grupo obtuvimos indicios de una posible relación 

entre DLG1 y la proteína de polaridad PAR3 (complejo PAR). Pudimos observar que la 

expresión en altos niveles de la proteína E618 inducia la deslocalización de la proteína 

de polaridad PAR3 (Facciuto et al., 2014). Al no poder confirmar que dicho fenómeno se 

debiera a una interacción directa entre las mismas, consideramos la incumbencia de 

efectos indirectos provenientes de la interferencia de E618 con otros blancos de 

polaridad. En este sentido, experimentos preliminares por IF presentados en la Tesis 

Doctoral de la Dra. Florencia Facciuto, arrojaron que la ablación de DLG1 inducia un 

cambio en la marcación de PAR3 disminuyendo su expresión en los bordes celulares con 

un incremento en la zona del citoplasma y núcleo. De este modo obtuvimos una primera 

evidencia de relación funcional entre DLG1 y PAR3.  

Por lo tanto, decidimos profundizar en este hallazgo realizando experimentos que 

permitan definir de una manera más precisa lo observado. Esta parte del trabajo fue 

llevada a cabo gracias a una Beca Jorge Oster 2015 otorgada por la Fundación Bunge y 

Born, que me permitió trabajar por un período de cuatro meses en el laboratorio de 

Virología Tumoral liderado por el Dr. Lawrence Banks en el International Centre for 

Genetic Engineering and Biotechnology (ICGEB), Trieste, Italia. El laboratorio del Dr. Banks 

cuenta con líneas epiteliales caracterizadas por una expresión muy baja o casi nula de 

determinadas proteínas de polaridad debido a mecanismos de silenciamiento génico por 

siARN (Massimi et al., 2012). De especial interés nuestro fue una línea de queratinocitos 

inmortalizados HaCat transfectados establemente con un vector expresando ARN de 

interferencia para DLG1 (siDLG1). Haciendo uso de esta línea planeamos ensayos de 
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fraccionamiento sub-celular para obtener las fracciones proteicas correspondientes al 

citosol, membrana y núcleo, y luego por WB detectar la expresión de PAR3 y analizar si 

la misma se ve afectada ante la ausencia de DLG1. A modo de control decidimos realizar 

este procedimiento además empleando una línea de queratinocitos (denominado siTR2) 

transfectado establemente con un vector vacío no codificante para siARN.  

Como se puede observar en la Figura 4.2.7 a la izquierda, los resultados mostraron 

que la ablación permanente de DLG1 provocó una disminución de PAR3 en la fracción 

de membranas. Al mismo tiempo apreciamos un incremento de PAR3 en la fracción 

citosólica y en la fracción correspondiente al núcleo. Esto siempre en comparación con 

la línea control siTR2. Estos resultados coinciden con nuestros hallazgos previos en los 

que la expresión de E618 promovía una redistribución de PAR3 desde su localización 

normal en los contactos celulares asociada a membrana (UT) hacia núcleo y citoplasma 

(Facciuto et al., 2014).  

Para confirmar los resultados mostrados en Figura 4.2.7 izquierda, realizamos una 

trasfección transiente en células HaCat con siDLG1 o ARN de interferencia para 

Luciferasa (siLuci). Esta última como control negativo de silenciamiento funcionando de 

manera homologa a siTR2. En este caso obtuvimos resultados similares a los arrojados 

por silenciamiento estable (Figura 4.2.7, derecha).  

 

Figura 4.2.7: Efecto de silenciamiento de DLG1 sobre la distribución subcelular de PAR3. 

Análisis de la redistribución de PAR3 entre distintas fracciones subcelulares de células HaCat 

silenciadas para DLG1 de manera estable (panel de la izquierda, control siTR2) o transiente (panel 

de la derecha, control siLuci). La inmunodetección de los niveles de expresión de PAR3 y DLG1 

en las distintas fracciones se realizó con anticuerpos específicos. Se detectó la expresión de 

marcadores específicos de las distintas fracciones como control de cantidades equivalente de 

proteínas. La detección se realizó utilizando los siguientes anticuerpos: a-αTub (fracción 

citosólica), a-TR (fracción de membrana) y a-p84 (fracción nuclear). 
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Por lo tanto, estos resultados confirman los datos obtenidos anteriormente por la 

Dra. Facciuto, sugiriendo así una implicancia de la expresión de DLG1 en la regulación 

de la distribución subcelular de PAR3. En este contexto, si bien es interesante la 

disminución de PAR3 en membranas considerando sus funciones oncosupresoras en 

dicho contexto, es más llamativa aun su acumulación en núcleo. Esto considerando que 

se han reportado funciones nucleares de PAR3 relacionadas a la estimulación de la 

proliferación celular (Nakamura et al., 2016; Zhang et al., 2016). En conclusión, si bien 

son necesarios más estudios que permitan conocer el mecanismo implicado, estos datos 

contribuyen a descifrar el impacto que tendría la pérdida de expresión de DLG1 en los 

estadios más avanzados del desarrollo de distintos tumores malignos, incluido el 

carcinoma cervical. 
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CAPÍTULO 3 

 

Rol de DLG1 en los procesos tumorales asociados a infecciones 

por HTLV-1 
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Las propiedades oncogénicas y la persistencia del HTLV-1 requieren en gran parte 

de la expresión de la oncoproteína Tax1. Dentro sus blancos celulares, como se ha 

expresado en la sección 1.3.2.2, se encuentran las proteínas con dominios PDZ y dentro 

de ellas, las pertenecientes al complejo de polaridad SCRIB, fenómeno compartido con 

E6 de HPV de alto riesgo.  

Así, DLG1, miembro del complejo SCRIB, fue reportada como un blanco de Tax1 

tanto en modelos de células epiteliales como en células linfoides (Suzuki et al., 1999). 

Más aún, y como fue comentado en la sección 1.3.2.2, la expresión de Tax1 provoca una 

redistribución de DLG1 desde la fracción celular soluble hacia la insoluble, 

proponiéndose la formación de agregados tipo vesiculares a lo largo del citoplasma con 

un impacto negativo en el control de la proliferación celular (Aoyagi et al., 2010). Sin 

embargo, no se ha estudiado la naturaleza de dichos agregados ni tampoco si los mismos 

involucran estructuras subcelulares u organelas definidas donde la interacción Tax1-

DLG1 podría tener un rol más activo en la inmortalización celular, así como en la 

replicación y transmisión viral. Esto es importante ya que se ha demostrado que Tax1 se 

relaciona con el tráfico intracelular y, además, puede localizar en distintos 

compartimientos celulares lo cual es importante para sus funciones oncogénicas y en la 

replicación viral.  

Asimismo, existen trabajos que han reportado que una ablación de DLG1, además 

de afectar el control de proliferación celular, conduce a una reducción en la formación 

de uniones entre células linfoides infectadas y no infectadas, lo cual es esencial para la 

transmisión del genoma viral (Yoshida et al., 2008). Esto sugiere que DLG1 sería 

necesaria para regular procesos intracelulares durante el ciclo de replicación del HTLV-

1.  

Dicho esto, en esta última parte de la Tesis doctoral quisimos estudiar más 

profundamente la relación entre DLG1 y la proteína patogénica Tax1 tratando de 

comprender la función biológica de la asociación de estas dos proteínas y su potencial 

incumbencia en el ciclo viral y el desarrollo de patologías. 

 

4.3.1-Análisis de la expresión subcelular de la oncoproteína viral Tax1. 

Para comenzar a estudiar la relación entre las proteínas comentadas, en primer 

lugar, construimos un vector que permite la expresión de Tax1 fusionada a la proteína 

fluorescente seyfp2, utilizada con éxito en los experimentos comentados en el capítulo 

anterior. Para ello, amplificamos la secuencia de Tax1 por PCR en tiempo final utilizando 
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como molde ADN genómico de la línea celular linfoide MT2 que posee el genoma de 

HTLV-1 integrado. Los cebadores usados en esta reacción fueron diseñados conteniendo 

sitios de corte para enzimas de restricción lo que nos permitió luego el clonado 

direccional del amplicón en el vector pseyfp2 (Figura 4.3.1.A). Finalmente, confirmamos 

la identidad del constructo pseyfp2-Tax1 por secuenciación nucleotídica. 

 A continuación, transfectamos el vector obtenido en células HEK293 y luego 

ensayamos la expresión de seyfp2-Tax1 por WB y por microscopia de fluorescencia 

confocal directa. Así, utilizando un anticuerpo anti-gfp detectamos una banda única de 

peso molecular esperado (60 Kda) y con respecto a su expresión subcelular, pudimos 

observar que se expresó preferentemente en núcleo y también en forma de puntos en 

zonas cercanas al mismo, así como en zonas más alejadas (Figura 4.3.1.B). Esto último 

tiene sentido considerando que fue reportada la co-localización de Tax1 con marcadores 

de distintos compartimientos subcelulares como núcleo, endosomas, retículo 

endoplasmático, aparato de Golgi, vesículas exocíticas, centrosoma e incluso 

autofagosomas (Alefantis et al., 2005; Alefantis et al., 2007; Huang et al., 2009; Jaworski 

et al., 2014; Nejmeddine et al., 2005; Ren et al., 2015). La expresión observada de seyfp2-

Tax1 coincide con la bibliografía reportada, la cual estableció a su vez que la expresión 

de esta proteína viral no se ve afectada por la fusión de ningún tag o proteína 

fluorescente y que en modelos epiteliales es similar a la expresión detectada en modelos 

linfoides (Meertens et al., 2004).  

 

 

Figura 4.3.1: Expresión de seyfp2-Tax1. A) Representación esquemática del vector pseyfp2-Tax1. 

Se indican los sitios de restricción utilizados para el clonado B) Expresión subcelular de seyfp2-

Tax1. Se transfectaron células HEK293 con el vector pseyfp2-Tax1 y la expresión proteica fue 

analizada por microscopia confocal directa. Las flechas blancas señalan la expresión de seyfp2-

Tax1. El círculo de líneas discontinuas indica el núcleo celular. Barra de tamaño: 5 µm. 
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4.3.2–Análisis de la co-expresión de Tax1 y la proteína de polaridad DLG1. 

Asegurada la identidad del vector pseyfp2-Tax1 obtenido, procedimos a su 

transfección en células HEK293 junto al vector pmTurq2-DLG1 descripto en el capítulo 

2 y analizamos la expresión subcelular de ambas proteínas de interés. De manera 

interesante, la localización de mTurq2-DLG1 se vio considerablemente alterada, 

observándose claramente la pérdida de su expresión en los bordes celulares y al mismo 

tiempo un patrón de co-localización de señales con seyfp2-Tax1 (Figura 4.3.2.A, panel 

inferior). El mismo fue consistente en todas las células co-transfectadas, observándose 

en estructuras cercanas al núcleo, así como en menor medida en zonas cercanas a los 

bordes celulares y en la zona media del citoplasma. En tanto, la expresión de seyfp2-

Tax1 también se vio alterada, perdiendo su expresión nuclear. En este punto, no 

observamos cambios en los niveles proteicos de mTurq2-DLG1 en presencia de seyfp2-

Tax1, descartando así eventos de degradación de la proteína de polaridad (Figura 

4.3.2.B). Cabe mencionar además que en estos experimentos no detectamos variaciones 

en los niveles de la proteína viral. Estos  resultados, en comparación a los obtenidos para 

E618-DLG1, indican una significancia diferente de DLG1 como blanco de Tax1 (ver 

sección 4.2.2, Capítulo 2). Así, en conjunto, los datos presentados sugieren que Tax1 

interfiere con la localización de DLG1, pero al mismo tiempo esta última cuando sobre-

expresada podría modular la localización de la proteína viral dirigiéndola posiblemente 

hacia alguna estructura citoplasmática. 

Posteriormente quisimos indagar la incumbencia del motivo PBM de Tax1 en este 

fenotipo, considerando que había sido reportado que la asociación entre las proteínas 

era PBM-PDZ dependiente. Para ello, construimos una versión de Tax1 mutada en su 

PBM por PCR en tiempo final utilizando un cebador reverso que introdujo dos 

mutaciones puntuales en el mismo. En la Figura 4.3.3.A pueden observarse los cambios 

aminoacídicos introducidos, los cuales fueron escogidos según reportes de otros autores 

sugiriendo su utilidad para abolir interacciones con dominios PDZ (Doyle et al., 1996). 

Obtenido el vector pseyfp2-Tax1Mut, analizamos su expresión subcelular y luego 

repetimos el mismo experimento llevado a cabo con la versión salvaje de la proteína 

viral. Así, si bien la expresión de la versión mutante fue similar a la proteína salvaje 

(Figura 4.3.3.A, a la derecha), al co-expresarse con mTurq2-DLG1 no detectamos ningún 

cambio significativo en sus respectivas localizaciones ni co-localización de señales 

(Figura 4.3.3.B). Por lo tanto, pudimos concluir que la interferencia recíproca entre 
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seyfp2-Tax1 y mTurq2-DLG1 observada anteriormente es altamente dependiente del 

motivo PBM presente en extremo carboxilo terminal de Tax1, como era esperado.  

 

 

Figura 4.3.2: Análisis de la co-expresión de seyfp2-Tax1 y mTurq2-DLG1 en células 

epiteliales. A) Expresión subcelular de mTurq2-DLG1 y seyfp2-Tax1 en experimentos de co-

expresión. En la parte superior se muestra la expresión normal de mTurq2-DLG1 (rojo) en células 

HEK293. En la parte inferior, este vector fue co-transfectado junto a pseyfp2-Tax1 (verde) y la 

expresión proteica fue analizada por microscopia confocal. Las flechas azules señalan la zona de 

co-localización magnificada en la parte superior derecha de cada imagen. El círculo de líneas 

discontinuas indica el núcleo celular. Barra de tamaño: 5 µm. B) Análisis de los niveles de 

mTurq2-DLG1 en presencia de seyfp2-Tax1. Células HEK293 fueron co-transfectadas con los 

vectores pseyfp-Tax1 y pmTurq2-DLG1. Luego de 24hs se prepararon los extractos proteicos 

totales y se detectaron los niveles de ambas proteínas con un anticuerpo anti-gfp. Como control 

se realizó el mismo procedimiento utilizando el vector pseyfp2 en lugar de pseyfp2-Tax1. Se 

muestra la expresión de γTub como control de siembra de cantidades equivalentes de extractos 

proteicos en cada condición.  
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Figura 4.3.3: A) Expresión de seyfp2-Tax1Mut. A la izquierda se muestra una representación 

esquemática del extremo C-terminal de Tax1. En negrita se resalta el motivo PBM de Tax1 y 

debajo se aprecia en naranja las mutaciones puntuales introducidas en la versión mutante, seyfp2-

Tax1Mut. Además, se muestra el motivo consenso de unión a dominios PDZ, donde X representa 

a cualquier aminoácido. A la derecha se muestra la expresión de la mutante seyfp2-Tax1Mut. B) 

Análisis de la co-expresión de seyfp2-Tax1Mut (verde) y mTurq2-DLG1 (rojo) en células 

epiteliales. Las flechas blancas señalan la expresión de cada proteína. Barra de tamaño: 5 µm. 

 

 

4.3.2.1- Ensayos para analizar la especificidad de la asociación Tax1-DLG1  

Antes de continuar con nuestros estudios surgió el interrogante de si el patrón de 

co-localización obtenido era específico o podría ser en realidad un artefacto debido a la 

sobre-expresión de mTurq2-DLG1, y por lo tanto de dominios PDZ. Esto último 

teniendo en cuenta, que se había reportado que otras proteínas con dominios PDZ, como 

hSCRIB y MAGI-I, etc, también sufrían una alteración de su localización con la 

formación de agregados en presencia de Tax1. Para dilucidar esto, investigamos si lo 

mismo podría ocurrir con la sobre-expresión de proteínas PDZ no reportadas 

previamente como blancos de Tax1 hasta el momento. Consideramos así a la proteína 

PAR3, factor importante en la polarización requerida para la migración y activación 

antigénica de linfocitos (Gerard et al., 2007; Ludford-Menting et al., 2005). 

Convenientemente esta proteína posee tres dominios PDZ de alta homología a los 
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presentes en DLG1, sin embargo, al fin de nuestro propósito, primero fue necesario 

comprobar si en verdad esta proteína PDZ no era un blanco de Tax1. 

4.3.2.1.1-Estudio de PAR3 como blanco de Tax1 

En primer lugar, llevamos a cabo experimentos de interacción in vitro enfrentando 

la proteína Tax1 purificada a un extracto de células epiteliales HEK293 para analizar 

luego si existía interacción entre Tax1 y PAR3. Para ello, clonamos la secuencia 

codificante de Tax1 amplificada por PCR en el vector pGEX2T, que permite su expresión 

como fusión a la GST, útil para su posterior purificación utilizando una resina de 

glutatión agarosa (Figura 4.3.4.A). El vector pGEX2T-Tax1 fue transformado en bacterias 

y procedimos a evaluar la expresión proteica empleando una concentración estándar de 

1,5 mM de IPTG (inductor necesario para la expresión a partir de pGEX2T). Así, pudimos 

observar luego de la inducción una banda diferencial de tamaño esperado y 

correspondiente a GST-Tax1 (Figura 4.3.4.B). Utilizamos el mismo protocolo con el 

vector pGEX2T para obtener la proteína GST libre utilizada como control negativo en 

nuestros ensayos.  

 Luego desarrollamos este protocolo a mayor escala y llevamos a cabo la 

purificación utilizando la resina de glutatión agarosa (ver sección 3.9.5, Materiales y 

métodos). Esta resina enriquecida con GST-Tax1 fue incubada con un extracto proteico 

de células HEK293 y sometida a sucesivos lavados para eliminar interacciones 

inespecíficas. Finalmente ensayamos la presencia de PAR3 y DLG1 (control positivo) en 

la fracción proteica que interaccionó con GST-Tax1. Así, no pudimos detectar bandas 

correspondientes a PAR3, como sí ocurrió para DLG1, concordando con reportes previos 

(Figura 4.3.4.C) (Suzuki et al., 1999). Esto indicó i) la funcionalidad del ensayo al poder 

detectar la unión Tax1-DLG1 y, ii) que en este modelo in vitro Tax1 no sería capaz de 

interaccionar con PAR3. 

A continuación, consideramos que quizás podrían requerirse procesos 

intracelulares para establecerse una interacción entre Tax1 y PAR3, siendo favorecida la 

interacción in vivo. Para indagar en esto planeamos ensayos de co-IP a partir de células 

HEK293 transfectadas con el vector pGW1-HA-Tax1, que permite la expresión de Tax1 

fusionada al epítope HA de la hemaglutinina del virus de la influenza A. A partir de las 

mismas preparamos extractos proteicos y utilizamos el anticuerpo a-HA para la IP de 

HA-Tax1. Como control negativo realizamos el mismo procedimiento, pero 

transfectando con el vector vacío pcDNA3 en lugar de pGW1-HA-Tax1. Luego, 

incubamos los extractos con Proteína A Sefarosa para separar los inmunocomplejos, y 
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lavamos extensamente para eliminar las interacciones inespecíficas. Las proteínas 

inmunoprecipitadas se eluyeron de la resina y se resolvieron en SDS-PAGE. En todos los 

casos separamos una parte del extracto previo a la IP, como control de expresión de 

PAR3 en cada una de las muestras (Inputs). Los resultados, mostrados en la Figura 4.3.5, 

no arrojaron la presencia de bandas inmunoreactivas de PAR3 en los inmunocomplejos 

obtenidos luego de la IP de HA-Tax1. Por lo tanto, al menos en este modelo celular usado 

previamente para demostrar otros blancos PDZ de Tax1, es poco probable la existencia 

de una interacción consistente entre Tax1 y PAR3.  

 

 

Figura 4.3.4: Ensayo de interacción Tax1-PAR3 in vitro. A) Representación esquemática del vector 

pGEX2T-Tax1 construido. Se muestran los sitos de restricción utilizados durante el clonado de 

Tax1. B) Inducción de la expresión de GST-Tax1 en E. coli DH5α. Electroforesis en gel de 

poliacrilamida al 12% y posterior teñido con azul de Coomasie. Se observan las proteínas de los 

extractos totales obtenidos a partir de cultivos bacterianos de 3 ml, previamente inducidos con 

IPTG 1,5mM. Se señala con flecha amarilla la expresión de la proteína GST-Tax1. C) Ensayo de 

interacción de GST-Tax1 a PAR3. La fracción proteica unida a la resina enriquecida en GST-Tax1 

o GST (control negativo), luego del ensayo de unión usando extractos celulares de HEK293, fue 

sometida a electroforesis en gel de poliacrilamida, y a posteriori se evaluó la presencia de DLG1 

y PAR3 por WB. La calle denominada Input representa el control de expresión de DLG1 o PAR3 

en el extracto proteico empleado en el ensayo. 
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Figura 4.3.5: Ensayo de interacción Tax1-PAR3 in vivo por co-IP. Células HEK293 fueron 

transfectadas con un vector de expresión para la proteína HA-Tax1. La IP se llevó a cabo con un 

anticuerpo a-HA y la inmunodetección de la expresión endógena de PAR3 se realizó utilizando 

un anticuerpo monoclonal a-PAR3.  

 

Corroborado que Tax1 no interacciona con PAR3 por técnicas bioquímicas, 

consideramos apropiado desarrollar experimentos por microscopia de fluorescencia 

sobre-expresando la proteína de polaridad PAR3 y Tax1 a fin de analizar finalmente si 

se formaba una asociación inespecífica Tax1-PAR3 debido a la abundancia de dominios 

PDZ presentes en la proteína de polaridad.  

A tal fin, en el laboratorio disponemos del vector pseyfp2-PAR3, el cual 

consideramos como el más apropiado para nuestro estudio, ya que permite la expresión 

de PAR3 fusionada a una proteína fluorescente (seyfp2), aproximándose así lo más 

posible a la versión mTurq2-DLG1 empleada anteriormente (Figura 4.2.1.A, sección 

4.2.1). Sin embargo, esto significó no poder utilizar el vector pseyfp2-Tax1 en el ensayo, 

debido a la presencia de la misma proteína fluorescente reportera. Para solucionar esto, 

clonamos la secuencia de Tax1 en el vector pmTurq2 obteniéndose el vector pmTurq2-

Tax1. Luego, para corroborar su funcionalidad, co-transfectamos al vector en células 

HEK293 junto a pseyfp2-Tax1 y analizamos la expresión proteica por microscopia 

confocal. De esta manera pudimos observar un alto grado de co-localización entre las 

proteínas mTurq2-Tax1 y seyfp2-Tax1, confirmándose así la utilidad del vector 

pmTurq2-Tax1 para nuestros experimentos (Figura 4.3.6.A). Por otro lado, transfectamos 

el vector pseyfp2-PAR3 y ensayamos la localización subcelular de seyfp2-PAR3, la cual 

mostró una expresión principalmente en los bordes celulares, como descripto 

previamente por otros autores y de acuerdo a sus funciones (Figura 4.3.6.B) (Coureuil et 

al., 2009; Xue et al., 2013). 

El próximo paso consistió en la transfección simultánea de pseyfp2-PAR3 y 

pmTurq2-Tax1 y el análisis de la expresión de ambas proteínas. En este punto, para una 
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mejor comprensión de las imágenes, consideramos conveniente continuar mostrando 

la expresión de Tax1 en color verde y la expresión de proteínas de polaridad (sea DLG1 

o PAR3) en rojo, independientemente de la proteína fluorescente reportera o el tag 

utilizado. Esto último también fue tenido en cuenta para los experimentos posteriores 

de esta Tesis Doctoral.  

Los resultados de este experimento no mostraron variación alguna en la expresión 

de ambas proteínas, mostrando la permanencia de Tax1 en el núcleo celular y PAR3 en 

los bordes celulares (Figura 4.3.6.C). De este modo pudimos concluir por un lado que 

PAR3 muy probablemente no represente un blanco de la oncoproteína Tax1, y por el 

otro, que el fenotipo observado para Tax1-DLG1 (Figura 4.3.2.A) se debe a una 

asociación especifica entre las dos proteínas con significancia biológica y no debido a 

una sobre-abundancia de dominios PDZ.  

 

 

Figura 4.3.6: Análisis de la co-expresión de PAR3 y Tax1 en células epiteliales. A) Co-expresión 

de seyfp2-Tax1 (verde) y mTurq2-Tax1 (rojo) por ensayos de transfección transiente de sus 

respectivos vectores en células HEK293. B) Expresión de seyfp2-PAR3. C) Co-expresión de 

mTurq2-Tax1 (verde) y seyfp2-PAR3 (rojo). En todos los casos la expresión proteica fue detectada 

por microscopia confocal directa. Las flechas blancas señalan la expresión de cada proteína. Barra 

de tamaño: 5 µm. 
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4.3.3- Estudio de la interacción de Tax1 y DLG1 por técnicas de FRET.  

Por último, para completar esta parte del estudio, quisimos analizar si existe una 

interacción directa entre Tax1 y DLG1. Esto considerando que hasta el momento la 

bibliografía disponible ha estudiado esta asociación mediante técnicas bioquímicas, y no 

en el contexto de una célula intacta. Para esto decidimos aplicar la metodología de FB-

FRET optimizada en el laboratorio y comentada en el capítulo anterior (ver sección 4.2.3, 

Capítulo 2).  

En este sentido, los vectores pseyfp2-Tax1 y pmTurq2-DLG1 fueron co-

transfectados en células HEK293, y obtenido el patrón de co-localización comentado 

anteriormente (ver Figura 4.3.2.A), seleccionamos distintas RI para llevar adelante el FB-

FRET. En la Figura 4.3.7.A se muestran los resultados obtenidos cuando se seleccionó 

una RI correspondiente a una zona de co-localización perinuclear. Como se puede 

observar, luego del fotoblanqueo del aceptor seyfp2-Tax1 en dicha región, la emisión de 

fluorescencia del donor mTurq2-DLG1 aumentó considerablemente evidenciado la 

presencia de FRET. Para analizar esto de una manera más confiable realizamos un 

estudio cuantitativo de la eficiencia FRET (ver fórmula en sección 3.14, Materiales y 

métodos) en las zonas analizadas. Como se puede observar en la Figura 4.3.7.B (barra 

verde, serie de la izquierda), la eficiencia FRET tuvo un valor cercano al 9%, 

encontrándose dentro del rango de valores reportados normalmente para el uso de esta 

técnica (5-15%) (Grecco et al., 2013; Karpova and McNally, 2006). Además, para analizar 

la real incumbencia de DLG1 en este fenómeno llevamos a cabo un control expresando 

el aceptor seyfp2-Tax1 junto al dador mTurq2 (a partir del vector pmTurq2 vacío, el cual 

expresa solo la proteína fluorescente). Este último se expresa normalmente a lo largo de 

toda la célula y por lo tanto muestra co-localización con seyfp2-Tax1 en todas las zonas 

(Figura 4.3.7.C). En este caso, el valor obtenido de eficiencia FRET fue alrededor del 1,5% 

(Figura 4.3.7.B, barra verde, serie de la derecha). Dicho valor fue similar al obtenido al 

llevar a cabo la cuantificación en zonas nos sometidas a fotoblanqueo en ambas 

condiciones estudiadas (Figura 4.3.7.B, barras azules), lo cual fue utilizado como control 

adicional. De esta manera, estos resultados demostraron por primera vez la interacción 

directa entre Tax1 y DLG1 en el contexto de una célula entera al menos en la zona 

analizada.  

Por lo tanto, el próximo paso que decidimos abordar fue finalmente la 

identificación de las estructuras sub-celulares en donde dicha interacción tendría lugar, 

con el fin de obtener más información acerca de los procesos en los cuales sería 
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importante. Esto último considerando que la sobre-expresión de estas proteínas podría 

exacerbar mecanismos en los cuales participan, constituyendo un modelo adecuado para 

nuestros estudios.   

 

 

Figura 4.3.7: Ensayo de FB-FRET para Tax1-DLG1. A) Protocolo de FB-FRET. Células HEK293 

fueron co-transfectadas con los vectores pmTurq2-DLG1 y pseyfp2-Tax1 y sometidas a FB-FRET. 

El cuadrado blanco discontinuo muestra la RI sometida al fotoblanqueo del aceptor seyfp2-Tax1. 

En la parte derecha se muestra la expresión del dador mTurq2-DLG1 en escala de pseudocolor 

multicoloreada que permite apreciar de una manera más clara los cambios en su intensidad de 

fluorescencia (violeta, intensidad mínima; rojo, intensidad máxima) antes y luego del 

fotoblanqueo. PRE, pre-fotoblanqueo de seyfp2-Tax1. POST, post-fotoblanqueo de seyfp2-Tax1. 

Barra de tamaño 5 µm. B) Cuantificación de Eficiencia FRET. En verde se muestra el valor 

obtenido para RI sometidas el fotoblanqueo y en azul el valor obtenido para RI no sometidas al 

mismo. (*p<0,05). La ecuación para la obtención de la Eficiencia FRET se presentó en la sección 

3.14, Materiales y métodos. C) Co-expresión de seyfp2-Tax1 y mTurq2 en células HEK293.Esta 

condición utilizada como control negativo en los experimentos de FB-FRET. Barra de tamaño 5 

µm. 
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4.3.4-Identificación de estructuras subcelulares donde tiene lugar la interacción Tax1- 

DLG1.  

Como observamos anteriormente, la co-localización de Tax1-DLG1 da lugar a un 

patrón consistente de estructuras de tipo vesicular alrededor del núcleo y que parece 

extenderse hacia la periferia celular. En efecto, consideramos posible la participación de 

ambas proteínas en vías de tráfico intracelular, de acuerdo a algunas actividades 

descriptas para ambas proteínas en tal proceso celular (secciones 1.1.4 y 1.3.2.1, 

Introducción). Para estudiar esto, comenzamos analizando la expresión de ciertos 

marcadores Rab (del inglés Ras-associated binding). Las proteínas Rab son pequeñas 

GTPasas que interaccionan con proteínas importantes presentes en vesículas 

intracelulares regulando la fusión de las mismas a sitios blancos (Corbeel and Freson, 

2008). En este sentido gracias a la colaboración de la Dra. María Isabel Colombo (Instituto 

de Histología y Embriología "Dr. Mario H. Burgos", Mendoza, Argentina) pudimos 

trabajar con vectores que codifican para las proteínas Rab5 (marcador de endosomas 

tempranos) y Rab7 (marcador de endosomas tardíos) fusionados a la proteína 

fluorescente Gfp (Barbieri et al., 1998; Bucci et al., 2000). De manera interesante, trabajos 

recientes demostraron la expresión de la proteína viral Tax1 en exosomas, estructuras 

vesiculares que residen en el interior de los endosomas tempranos y provienen de la 

invaginación de los mismos (Jaworski et al., 2014; Mathivanan et al., 2010). En el contexto 

de la patogénesis viral esta sería una estrategia utilizada para la secreción de Tax1 al 

medio extracelular, donde tendría funciones patogénicas (Jaworski et al., 2014). Por otro 

lado, estudios in vitro sugirieron que DLG1 formaría parte de un complejo multiproteico 

que selecciona proteínas a ser trasportadas por endosomas (Chetkovich et al., 2002; 

Komada and Kitamura, 2005). De ahí nació el interés de investigar si la interacción de 

Tax1-DLG1 podría tener lugar en dichos compartimientos.  

Entonces, como primer paso, analizamos la expresión de las proteínas gfp-Rab5 y 

gfp-Rab7 llevando a cabo la transfección de sus vectores codificantes en células HEK293 

y detectando la expresión por microscopia confocal directa. Así, pudimos observar que 

gfp-Rab5 se expresaba en una forma puntillada similar a vesículas a lo largo de todo el 

citoplasma celular (Figura 4.3.8.A, izquierda) mientras que la expresión de gfp-Rab7 fue 

más concentrada en regiones cercanas al núcleo celular (Figura 4.3.8.A, derecha). Esto 

coincidió con la bibliografía actual para la expresión de estos marcadores de endosomas 

tempranos y tardíos (Barbieri et al., 1998; Bucci et al., 2000). Por lo tanto, luego 

procedimos a transfectar los vectores pgfp-Rab5 o pgfp-Rab7 junto a los vectores de 
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expresión pmTurq2-Tax1 y el vector pcDNA-HA-DLG1 en células HEK293. Este último 

vector permite la expresión de DLG1 fusionada a HA, y su detección por IF a partir del 

anticuerpo primario de ratón anti-HA y anticuerpo secundario anti-ratón conjugado al 

fluoróforo Cy3. La necesidad de utilizar este último vector fue simplemente una cuestión 

de compatibilidad espectral de los fluoróforos empleados para la detección simultanea 

de las tres proteínas dentro de la misma célula. Los resultados obtenidos en este 

experimento no permitieron detectar co-localización o co-distribución de señales del 

marcador gfp-Rab5 y gfp-Rab7 (azul) con las zonas de co-localización Tax1-DLG1 

(amarillo) (Figura 4.3.8.B y C). De este modo, desestimamos una ocurrencia de la 

interacción entre Tax1 y DLG1 en endosomas tempranos y tardíos. 

 

 

Figura 4.3.8: Análisis de la asociación de los complejos Tax1-DLG1 con endosomas. A) 

Expresión del marcador de endosomas tempranos gfp-Rab5 y de endosomas tardíos gfp-Rab7. 
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Células HEK293 fueron transfectadas con los vectores codificantes de dichos marcadores y la 

expresión fue detectada por microscopia de fluorescencia (azul). B y C) Análisis de co-

localización de complejos Tax1-DLG1 con los marcadores de endosomas. Células HEK293 fueron 

co-transfectadas con los vectores pmTurq2-Tax1, pcDNA-HA-DLG1 y vector codificante para 

gfp-Rab5 (B) o para gfp-Rab7 (C). La expresión de HA-DLG1 fue detectada por IF empleando un 

anticuerpo primario a-HA y anticuerpo secundario conjugado al fluoróforo Cy3. La expresión de 

las proteínas mTurq2-Tax1, gfp-Rab5 y gfp-Rab7 fue detectada por emisión de fluorescencia 

directa. En ambas partes de la figura se muestra directamente la imagen superposición de 

mTurq2-Tax1 (verde) y HA-DLG1 (rojo), cuya co-localización se muestra en amarillo. En azul se 

muestra la expresión de gfp-Rab5 y gfp-Rab7. Las flechas blancas señalan la región celular 

amplificada en los recuadros situados en los extremos de las imágenes. El círculo de líneas 

discontinuas indica el núcleo celular. Barra de tamaño: 5 µm. 

 

Otros estudios han demostrado que Tax1 puede estimular la desregulación de la 

autofagia celular, promoviendo la supervivencia y persistencia viral. Esto se ve reflejado 

en el aumento en el número de autofagosomas presentes debido a la expresión de Tax1 

(Ren et al., 2015). De acuerdo a esto, nos preguntamos si la interacción de Tax1 con DLG1 

podría derivar al complejo proteico a estructuras autofágicas como mecanismo de 

eliminación de agregados proteicos. Para ello, empleamos como marcador de 

autofagosomas a la proteína LC3, la cual se expresa en la membrana de los mismos 

(Tanida et al., 2008). Para llevar a cabo estos experimentos pudimos trabajar con el vector 

prfp-LC3 cedido gentilmente por la Dra. María Isabel Colombo (Fader et al., 2009). 

Previamente, el mismo fue transfectado en células HEK293 para analizar la expresión 

característica de rfp-LC3 por microscopia confocal. Así, pudimos detectar la expresión 

de rfp-LC3 en estructuras de tipo vesicular a lo largo del citoplasma, pero más frecuentes 

en la zona cercana al núcleo (Figura 4.3.9.A). Además, observamos expresión nuclear de 

rfp-LC3, fenómeno que se ha reportado para LC3 en condiciones de abundancia de 

nutrientes (Huang et al., 2015). Luego, este vector fue co-transfectado en células HEK293 

junto al pmTurq2-Tax1 y a un vector que permite la expresión de DLG1 fusionada a Gfp 

(pegfp-DLG1). En este caso, nuevamente no encontramos co-localización de Tax1-DLG1 

con el marcador utilizado (Figura 4.3.9.B). Sin embargo, este resultado es importante ya 

que señala que dichos complejos no estarían siendo sometidos a degradación por 

autofagosomas sugiriendo que tendría una función biológica específica. 
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Figura 4.3.9: Análisis de la asociación de los complejos Tax1-DLG1 con autofagosomas. A) 

Expresión del marcador de autofagosomas rfp-LC3. B) Análisis de co-localización de complejos 

Tax1-DLG1 con rfp-LC3. En todos los casos células HEK293 fueron transfectadas con los vectores 

indicados y la expresión de las respectivas proteínas fue detectada por microscopia de 

fluorescencia directa confocal. La expresión de rfp-LC3 se muestra en azul. En B se muestra 

directamente la imagen de co-localización de mTurq2-Tax1 y gfp-DLG1, la cual se aprecia en 

amarillo. Las flechas blancas señalan la expresión de cada proteína y eventualmente la región 

celular amplificada en los recuadros situados en el extremo de cada imagen. Los círculos 

discontinuos indican el núcleo celular en las distintas imágenes. Barra de tamaño: 10 µm. 

 

Además de las estructuras comentadas, Tax1 también se expresa en el aparato de 

Golgi, donde ejercería funciones oncogénicas, ya que en dicho sitio es capaz de reclutar 

reguladores de vías de transducción de señales involucradas en el control de la 

proliferación (Huang et al., 2009). Más aún, se ha propuesto que Tax1 se expresa en dicho 

compartimiento como una etapa del mecanismo de secreción mediado por la vía 

secretoria clásica (Alefantis et al., 2005). De manera interesante, DLG1 también fue 

reportada en el aparato de Golgi, en cis Golgi y en vesículas post-Golgi, probablemente 

con funciones en el tráfico intracelular de proteínas (Walch, 2013). Dadas estas dos 

observaciones se desprendió nuestro interés de estudiar la ocurrencia de la interacción 

Tax1-DLG1 en este compartimiento celular.  

En este sentido, realizamos experimentos similares a los anteriores llevando a cabo 

además la inmunomarcación de una proteína de la matriz del cis-Golgi, GM130. La 

expresión de dicho marcador se observó en zonas muy cercanas al núcleo como era 



Resultados-Capítulo 3 

 Federico Emanuel Marziali - 2017 – Tesis Doctoral  95 

 
 

esperado (Figura 4.3.10.A) (Nejmeddine et al., 2005). Sorprendentemente, esta vez 

observamos una clara y estrecha co-distribución entre Tax1-DLG1 con este marcador en 

especial en la región perinuclear (Figura 4.3.10.B). Por lo tanto, el próximo paso fue 

evaluar de manera más fehaciente este fenómeno analizando esto para la expresión 

endógena de DLG1. En este caso, transfectamos células HEK293 solo con el vector 

pmTurq2-Tax1 y detectamos la expresión endógena de DLG1, al igual que del marcador 

GM130, con anticuerpos específicos mediante IF indirecta. De esta manera, pudimos en 

primer lugar confirmar que Tax1 puede formar agregados con DLG1 endógena, aunque 

en menor extensión que en modelos de sobre-expresión y siendo evidente, en todas las 

células analizadas, la co-localización Tax1-DLG1 en estructuras cercanas al núcleo 

(Figura 4.3.10.C, panel superior). Más importante aún, pudimos apreciar que se 

mantuvo la co-distribución de Tax1-DLG1 con el marcador GM130, confirmando el 

resultado obtenido en modelos de sobre-expresión (Figura 4.3.10.C, panel inferior). 

Esto sugiere que la interacción entre estas proteínas podría interferir en el tráfico 

intracelular produciéndose una retención de las mismas en el aparato de Golgi como se 

discutirá en la sección Discusión.  
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Figura 4.3.10: Análisis de la asociación de los complejos Tax1-DLG1 con el aparato de Golgi. 

A) Expresión del marcador GM130. Se muestra la expresión de GM130 detectada por IF indirecta 

utilizando un anticuerpo a-GM130 mediante microscopia de fluorescencia confocal. La flecha 

blanca señala la expresión del marcador. B) Análisis de la co-localización de Tax1-DLG1 con 

GM130. Células HEK293 fueron co-transfectadas con los vectores pmTurq2-Tax1 y pcDNA-HA-

DLG1 y el patrón Tax1-DLG1 resultante (amarillo) fue testeado para co-localización con el 

marcador de aparato de Golgi GM130 (azul). La expresión de HA-DLG1 y de GM130 fueron 

detectadas por IF indirecta con anticuerpos a-HA y a-GM130 y anticuerpos secundarios 

adecuados. C) Análisis de la asociación de Tax1 con DLG1 endógena y su co-localización con 

GM130. Se transfectaron células HEK293 con mTurq2-Tax1 (verde) y se realizó la 

inmunodetección de la expresión endógena de DLG1 (rojo) utilizando un anticuerpo a-DLG1 de 

ratón y un anticuerpo a-ratón conjugado a Cy3. GM130 se detectó como explicado anteriormente. 

En cada parte de la figura la flecha azul muestra la zona de co-localización tripartita siendo 

magnificada en el extremo superior derecha de cada imagen. Los círculos discontinuos indican el 

núcleo celular en las distintas imágenes. Barra de tamaño: 10 µm. 

 

En estrecha cercanía con el cis-Golgi se encuentra normalmente el centrosoma 

celular, estructura donde se ha reportado la expresión de Tax1. Como se ha comentado 

en la sección 1.3.2.1 (Introducción), el centrosoma cumple un rol durante la transmisión 

viral hacia una célula no infectada (Grassmann et al., 2005; Nejmeddine et al., 2005). El 

mismo se polariza hacia el contacto celular (sinapsis virológica) siendo importante para 

la transmisión del genoma viral. En relación a esto, se ha observado que dicho proceso 

requiere de la expresión de Tax1 asociada al mismo (Nejmeddine et al., 2005; 

Nejmeddine et al., 2009). Por otro lado, un trabajo publicado recientemente ha reportado 

en células epiteliales la reclusión de DLG1 en centrosomas durante la mitosis y ha 

demostrado una función de esta proteína para la polarización y movimiento de los 

mismos durante la división celular (van Ree et al., 2016). Por lo tanto, considerando estas 

funciones de ambas proteínas, nos preguntamos si la interacción Tax1-DLG1 podría 

tener lugar en dicha estructura en concomitancia con el aparato de Golgi.  

Para analizar esto, utilizamos como marcador de centrosoma a la proteína γ-

tubulina, habiéndose reportado a la misma como parte del centro de nucleación de 

microtúbulos que caracteriza a los mismos (O’Toole et al., 2012). Así, realizamos en 

primer lugar una inmunomarcación de esta proteína en células HEK293 observando que 

γ-tubulina se expresa a lo largo de todo el citoplasma en concordancia con su rol como 

proteína componente del citoesqueleto. Sin embargo, detectamos una acumulación en 

una zona muy cercana al núcleo lo que correspondería muy probablemente al 

centrosoma celular (Figura 4.3.11.A). Luego transfectamos las células con el vector 

pmTurq2-Tax1 y, además de γ-tubulina, realizamos la inmunomarcación de DLG1 

endógena. Los resultados de este experimento arrojaron una co-localización entre las tres 
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proteínas sugiriendo la ocurrencia de la interacción Tax1-DLG1 en centrosomas (Figura 

4.3.11.B). De esta manera, los datos presentados, si bien preliminares, podrían indicar 

además un rol de esta interacción en procesos que involucren la expresión de Tax1 en 

centrosoma, como por ejemplo en la polarización del mismo, necesaria para la 

transmisión viral. 

 

 

Figura 4.3.11: Análisis de la asociación de los complejos Tax1-DLG1 con el centrosoma. A) 

Expresión del marcador γ-tubulina. Se muestra la expresión de γ-tubulina detectada por IF 

indirecta utilizando un anticuerpo a-γTub mediante microscopia de fluorescencia confocal. La 

flecha blanca señala la expresión del marcador. B) Análisis de co-localización de Tax1-DLG1 

endógena con γ-tubulina. Se transfectaron células HEK293 con pmTurq2-Tax1 (verde) y se realizó 

la inmunomarcación de DLG1 endógena (rojo) y de γ-tubulina (azul) con anticuerpos específicos. 

Las flechas azules señalan zonas de co-localización tripartita magnificadas en el extremo superior 

izquierdo de cada imagen. El círculo discontinuo señala el núcleo de la célula correspondiente. 

Barra de tamaño: 10 µm.   
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En resumen, según lo desarrollado en el presente capítulo, estos resultados 

constituyen un aporte importante en el entendimiento de la interacción de Tax1 con 

proteínas PDZ de polaridad. En particular para DLG1, pusimos en evidencia que la 

interacción con Tax1 muy probablemente tenga una función en procesos celulares que 

se desarrollan a nivel del aparato de Golgi y del centrosoma. De esto se desprende, que 

dicha interacción podría no tener únicamente un rol relacionado a la inactivación de las 

funciones oncosupresoras de DLG1 como fuera postulado inicialmente. Es por ello que 

más estudios son necesarios para confirmar estas cuestiones y aportar nueva 

información acerca del rol de DLG1 y otras proteínas PDZ en la infección por HTLV-1.  

 

En su conjunto, este trabajo de Tesis Doctoral aporta al entendimiento de los mecanismos 

que definen los niveles de expresión de DLG1 en distintos contextos biológicos. Esto es relevante 

porque sienta las bases para indagar la incumbencia de dichos mecanismos en proceso tumorales 

donde se han observado cambios importantes en los niveles de expresión de dicha proteína. 

Además, los resultados presentados contribuyen a definir de una manera más precisa las 

funciones de DLG1 como blanco de las oncoproteínas de los HPV de alto riesgo oncogénico y del 

HTLV-1. De este modo es posible comprender con mayor claridad las funciones de las proteínas 

de polaridad durante las infecciones con dichos virus oncogénicos  
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En el presente trabajo de Tesis Doctoral el objetivo general consistió en un mejor 

entendimiento de los mecanismos que regulan la expresión de la proteína de polaridad 

DLG1, así como también de su significancia biológica como blanco de los virus 

oncogénicos HPV de alto riesgo y HTLV-1. La importancia de estos estudios radica en 

que, si bien las funciones de DLG1 se han estudiado extensamente, los mecanismos que 

definen sus niveles de expresión aún no se han caracterizado. A través de tal 

conocimiento sería posible comprender cómo ocurren los cambios frecuentemente 

observados en la expresión de esta proteína durante la progresión maligna de distintos 

tumores. Por otro lado, estudiando la asociación de DLG1 con las oncoproteínas de HPV 

de alto riesgo y HTLV-1, este trabajo contribuiría a descubrir posibles nuevas funciones 

de DLG1 en estos contextos de transformación celular, y además, a entender como los 

virus oncogénicos pueden hacer uso de reguladores de polaridad para favorecer su 

replicación.  

Como fue comentado en la sección 1.1.5, cambios en la distribución y abundancia 

de DLG1 fueron observados durante la progresión de tumores humanos de mama, 

colon, gástrico y cervical (Cavatorta et al., 2004; Fuja et al., 2004; Gardiol et al., 2006; 

Watson et al., 2002). Según un repaso de la bibliografía disponible, pueden ocurrir 

grandes incrementos en los niveles de DLG1 en los estadios pre-neoplásicos junto a 

cambios en su localización celular, desconociéndose la causa y la función de ello. 

Interesantemente, es común la ausencia de expresión de DLG1 en los últimos estadios 

de la progresión maligna de estos tumores. Así, este fenómeno se encuentra 

estrechamente relacionado a la pérdida total de polaridad celular y la arquitectura de los 

tejidos. Sumado a esto, la importancia de DLG1 comienza a ser evidente para otros 

tumores no provenientes de tejidos epiteliales. En este sentido, en tejidos linfoides, más 

precisamente en linfocitos B, la perdida de expresión de DLG1 se ha relacionado con la 

aparición de poblaciones en fase de pre-leucemia (Sandoval et al., 2013).  

Ante tales evidencias, se hizo muy clara la importancia de una correcta expresión 

de DLG1 y la necesidad de un entendimiento completo de los eventos que llevan a la 

pérdida o alteración en los niveles y localización de DLG1. Es por ello que en este trabajo 

de Tesis doctoral comenzamos estudiando los mecanismos que pueden controlar la 

expresión de esta proteína en los distintos contextos biológicos donde se han reportado 

funciones relevantes de la misma.  

Así, abordamos la implicancia de mecanismos transcripcionales y post-

transcripcionales, dentro de estos, el splicing alternativo en la 5´UTR del ARNm de DLG1 
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que había sido descubierto en nuestro laboratorio. Este mecanismo daba como resultado 

que los transcriptos totales para DLG1 estén conformados por dos isoformas 

transcripcionales diferentes según la 5´UTR (ver sección 1.2.1). La isoforma Short, 

resultante de splicing de la isoforma Large, presentaba una eficiencia de traducción 

considerablemente mayor. Por lo tanto, la regulación del splicing podía representar un 

mecanismo que regule los niveles proteicos de DLG1 a través del cambio en las 

proporciones de Short y Large dentro del pool total de transcriptos. Lo que hacía aún más 

interesante a este mecanismo fue que un estudio profundo del transcriptoma humano 

había revelado que aproximadamente un 20% de los genes dan lugar a transcriptos con 

regiones 5´UTR variables, y que dicho porcentaje estaba constituido por genes que deben 

ser regulados de manera precisa, como oncogenes, genes para factores de transcripción, 

receptores, reguladores de vías de transducción de señales y oncosupresores (Hughes, 

2006). En este contexto, por ejemplo, se puede mencionar al receptor β del estrógeno, el 

cual posee funciones oncosupresoras. Mediante el uso de promotores alternativos, su 

gen puede generar dos clases de transcriptos (UTRa y UTRb) que difieren en su eficiencia 

de traducción debido a los elementos de control presentes en sus 5´UTR. La forma UTRa 

debido a que contiene seis uORF y estructuras secundarias muy estables promueve una 

traducción menos eficiente que la forma UTRb. Interesantemente, la forma UTRa se 

encontró aumentada en tejidos tumorales respecto de tejidos normales, dando una 

explicación a la disminución observada de los niveles proteicos de dicho oncosupresor 

durante la carcinogénesis (Smith, 2008; Smith et al., 2010). Casos similares a éste fueron 

reportados por los oncosupresores BRCA1, PTEN y TGF-β, lo que enfatiza la necesidad 

de una correcta expresión diferencial de 5´UTR para estos tipos de genes (Han et al., 

2003; Romeo et al., 1993; Sobczak and Krzyzosiak, 2002). Así, teniendo en cuenta estas 

evidencias, las isoformas transcripcionales Short y Large de DLG1 constituyeron un tema 

de estudio interesante. 

En primer lugar, indagamos la presencia de estas isoformas (y por lo tanto del 

splicing) en células provenientes de diversos tipos de tejidos abarcando el epitelial, 

hepático, linfoide, mieloide y nervioso. Si bien las funciones de DLG1 fueron 

extensamente estudiadas en células epiteliales, también se habían reportado funciones 

relevantes en estos otros tipos celulares. Por esta razón consideramos apropiado 

extender el estudio a dichos tipos. En relación a esto, DLG1 fue reportada como un factor 

relevante, junto a otras proteínas de polaridad, en la proliferación y en la activación 

antigénica de linfocitos T (Swat Ana Miletic et al., 2007; Xavier et al., 2004). En células 
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neuronales había sido reportada una función de DLG1 en el ensamblaje de la sinapsis 

nerviosa, siendo su pérdida asociada a desórdenes neurológicos como esquizofrenia y 

autismo (Facciuto et al., 2012). DLG1 también se reportó en altos niveles en hepatocitos 

cumpliendo funciones relacionadas al manteniendo de la polaridad ápico-basal y control 

de la proliferación (Duffy et al., 2007). Los resultados mostraron la presencia de las dos 

isoformas en todos los casos, lo que indicó la conservación del mecanismo de splicing. 

Además, la isoforma Short fue mayoritaria en todos los casos, lo que reveló un posible 

rol activo del splicing en la contribución de niveles proteicos de DLG1 necesarios para 

las funciones estos tipos celulares (Figura 4.1.1). En este punto, es importante mencionar 

que nuestros estudios fueron realizados empleando células tumorales y, por lo tanto, 

sería necesario un estudio comparativo empleando células normales provenientes del 

cultivo primario de distintos tejidos. Esto último considerando que los patrones de 

splicing de diversos genes que regulan el crecimiento celular pueden verse afectados 

durante los procesos oncogénicos (Oltean, 2015; Oltean and Bates, 2014).  

A continuación, nos propusimos indagar la implicancia de este mecanismo de 

regulación en contextos biológicos donde se habían reportado cambios en los niveles 

proteicos de DLG1 sin información de los mecanismos involucrados. Así, comenzamos 

con el proceso de formación de las uniones intercelulares de células epiteliales. 

La alta confluencia de células epiteliales se caracteriza por altos niveles de DLG1 y 

su reclusión hacia la región de los contactos celulares (Mantovani et al., 2001; Reuver and 

Garner, 1998). En cambio, células aisladas en crecimiento exhiben bajos niveles de la 

misma, lo que sugiere la existencia de mecanismos que controlan el aumento de DLG1 

en respuesta a la adhesión celular (Mantovani et al., 2001). Así, la caracterización de 

dichos mecanismos era interesante, considerando además que los tumores epiteliales 

indiferenciados poseen niveles muy bajos de DLG1 y presentan una baja capacidad de 

formar uniones intercelulares (Facciuto et al., 2012; Mantovani et al., 2001). Entonces, 

para estudiar la incumbencia de mecanismos transcripcionales y del splicing en la 5´UTR 

de DLG1 en este proceso de adhesión y formación de uniones, utilizamos la línea 

epitelial Caco-2. La misma representó un modelo adecuado, ya que proviene de un 

adenocarcinoma de colon semi-diferenciado conservando la capacidad de formar de 

uniones celulares. Mediante el uso de cultivos de diferente densidad celular 

corroboramos que efectivamente los niveles de DLG1 se incrementan con la confluencia 

celular, y, por lo tanto, con la adhesión celular (Figura 4.2.1.A). A la par, pudimos 

observar que la cantidad de transcriptos totales codificantes para DLG1 también se 
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incrementaban, lo que sugirió un aumento en la tasa de transcripción del gen (Figura 

4.2.1.B). Sin embargo, más llamativo fue no observar un incremento equivalente en los 

niveles de las isoformas Short y Large. En cambio, evidenciamos un incremento mayor 

para Short que para Large, lo cual sugirió que el mecanismo de splicing en la 5´UTR se 

vería estimulado durante el proceso estudiado (Figura 4.1.2.C). De este modo, 

obtuvimos por primera vez una evidencia contundente de la implicancia del splicing 

alternativo en la 5´UTR durante un proceso biológico. En relación a esto último, la 

expresión de DLG1 es realmente importante para la formación de las UA. Se ha 

reportado que células epiteliales de colon depletadas en DLG1 por silenciamiento génico 

fallan en reclutar a la quinasa PI3K hacia la zona de la membrana celular donde se 

concentra Caderina-E, componente esencial de las UA (Laprise et al., 2004). En dicha 

región, la activación de la quinasa estimula vías que desembocan en la reorganización 

del citoesqueleto cortical de actina favoreciendo la formación de uniones intercelulares 

estables (Cain et al., 2010; Laprise et al., 2002; Laprise et al., 2004). Por lo tanto, una 

desregulación en los mecanismos identificados en nuestros experimentos tendría la 

potencialidad de interferir con el proceso comentado.  

Durante la formación de las uniones celulares es característico el arresto del ciclo 

celular. En el mismo DLG1 también cumpliría funciones importantes, ya que existen 

reportes señalando su interacción directa con oncosupresores necesarios para dicho 

arresto. Por ejemplo, DLG1 se une directamente al supresor de tumores APC, un 

inhibidor del pasaje a fase S (Ishidate et al., 2000). A su vez el complejo APC-DLG1 puede 

unirse a la fosfatasa PTEN, otro factor con funciones en la regulación negativa del ciclo 

celular (Sotelo et al., 2012). Por lo tanto, nos preguntamos acerca de los niveles de DLG1 

durante la progresión del ciclo celular, teniendo en cuenta además que reportes 

mostraban que el silenciamiento de dicha proteína promovía el ingreso a fase S (Swat 

Ana Miletic et al., 2007). Así, nos planteamos que sus niveles efectivamente podrían 

variar durante dicho proceso. 

A tal fin, en el laboratorio trabajamos con cultivos de células Caco-2 arrestadas en 

fase G1/Go y en fase S del ciclo celular, aplicando un protocolo de sincronización de 

células optimizado previamente durante mi Tesina de Licenciatura en Biotecnología. Los 

resultados de estos experimentos mostraron una marcada disminución en los niveles 

proteicos de DLG1 para cultivos en fase S en comparación con los arrestados en fase 

G1/G0 (condición de referencia) (Figura 4.1.4.A). Estos estudios mostraron que al mismo 

tiempo ocurre una disminución en la cantidad de transcriptos totales codificantes 
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(Figura 4.1.4.B). Esto fue concordante con estudios realizados para la proteína LGL 

perteneciente al mismo complejo de polaridad que DLG1 (Complejo SCRIB), donde su 

transcripción se redujo ante la presencia de estimuladores de la proliferación 

(Zimmermann et al., 2008). De este modo, estos resultados mostraron que DLG1 y otras 

proteínas del Complejo SCRIB, podrían ser reguladas negativamente al menos a nivel 

transcripcional con el objetivo de permitir la proliferación celular. 

Por otro lado, en este proceso probablemente el splicing no se vea involucrado en 

la regulación de los niveles de DLG1, ya que las correspondientes isoformas presentaron 

una disminución equivalente en sus niveles (Figura 4.1.4.C). Sin embargo, ese resultado 

fue importante porque nos permitió concluir que el mecanismo de splicing podría ser 

relevante en ciertos contextos biológicos y en otros no. 

En este punto es interesante discutir la forma en que se regularía la transcripción 

del gen para DLG1 en el pasaje a fase S. En este sentido los factores transcripcionales 

Snail regulan negativamente marcadores de polaridad, entre ellos Caderina-E, y, según 

se comentó en la sección 1.2.1, también podían reprimir la transcripción a partir del 

promotor de DLG1 (Cavatorta et al., 2008). Experimentos realizados en nuestro 

laboratorio por la Dra. Bugnon Valdano sugirieron la implicancia de dichos factores en 

la expresión de DLG1 durante la proliferación. En estos experimentos, células epiteliales 

mostraron un descenso gradual de transcriptos para DLG1 a medida que eran sometidas 

a dosis crecientes de factores de crecimiento epidérmico. Llamativamente, durante este 

proceso los niveles de transcriptos para Snail aumentaban de manera significativa, 

señalando así su posible incumbencia en la represión de DLG1 durante la estimulación 

de la proliferación epitelial. Un hecho que refuerza esta hipótesis proviene del análisis 

de tumores más indiferenciados de colon, donde la expresión de DLG1 es realmente baja 

(Gardiol et al., 2006). En ellos se ha demostrado que Snail se encuentra sobre-expresado 

contribuyendo a un fenotipo invasivo y metastático que se relaciona una elevada 

proliferación celular (Fan et al., 2012; Roy et al., 2005).  

Según lo comentado hasta el momento, es posible proponer que una 

disfuncionalidad en la regulación de los mecanismos transcripcionales y del splicing 

alternativo en la 5´UTR del ARNm para DLG1 pueden tener un efecto directo en la 

habilidad de formar uniones intercelulares, así como también en controlar la 

proliferación celular epitelial. Esto abre la posibilidad a que dichos fenómenos realmente 

ocurran durante la progresión maligna de diversos tumores epiteliales. Por lo tanto, sería 

muy interesante recolectar tejidos normales y tejidos tumorales (de diferente grado de 
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malignidad) provenientes del mismo sitio anatómico, y realizar un estudio comparativo 

evaluando la transcripción de DLG1 y el splicing alternativo a través del análisis de las 

isoformas Short y Large. En este sentido, la existencia de novedosos kits de extracción de 

ARN capaces de una purificación superadora a partir muestras de tejidos frescos, así 

como también de tejidos parafinados, supone una real posibilidad para extender 

nuestros estudios en esa dirección.  

Por último, para esta parte del trabajo, expandimos nuestros estudios a procesos 

de diferenciación celular, empleando el modelo bien establecido de diferenciación 

monocito-macrófago. Este sistema permitía analizar el fenómeno realizando un ensayo 

relativamente sencillo de diferenciación, empleando los monocitos que constituyen la 

línea celular THP-1. En ello, pudimos detectar claras disminuciones en los niveles de 

DLG1 justificadas en parte por la regulación negativa de la transcripción y del splicing 

alternativo del ARNm de DLG1 en su 5`UTR (Figura 4.1.5). Además, pusimos en 

evidencia cambios en la fosforilación de DLG1 resaltando la implicancia de este 

mecanismo de regulación post-traduccional durante este proceso de diferenciación. Así, 

nuestros trabajos fueron los primeros en analizar la expresión de DLG1 en estos tipos 

celulares y durante el proceso de diferenciación comentado.  

Hasta el momento las funciones de DLG1 en dichas células es totalmente 

desconocida. Más precisamente, la expresión y el conocimiento general de las funciones 

de las proteínas PDZ de polaridad en estos tipos celulares es realmente muy pobre. El 

único reporte existente ha implicado a la proteína PAR3 en los procesos de migración de 

los monocitos en los vasos sanguíneos (Tamehiro et al., 2009). Así, es posible que DLG1 

también pueda estar involucrada en la migración, asemejándose a lo que ocurre en 

linfocitos donde su expresión es marcadamente polarizada (Krummel and Macara, 2006; 

Ludford-Menting et al., 2005). Por otro lado, aunque su expresión proteica sea baja, es 

muy probable que DLG1 tenga funciones relevantes en macrófagos. Los mismos 

dependen de complejas reorganizaciones del citoesqueleto y de moléculas 

transmembrana durante la fagocitosis. En este sentido, si bien en otros modelos 

celulares, se han reportado funciones de DLG1 en la polarización de los microtúbulos 

del citoesqueleto (Manneville et al., 2010). Además, lo que enfatiza la importancia del 

estudio de las funciones de DLG1 en macrófagos es el hecho de que sufra evidentes 

cambios en su fosforilación, proceso que se ha relacionado a cambios en su localización 

celular y probablemente al patrón de interacciones con ligandos celulares (Narayan et 

al., 2009).  
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Por último, es interesante estudiar qué mecanismos se verían involucrados en la 

regulación negativa de la transcripción en este proceso de diferenciación. Un rol lo 

podría jugar el factor NF-kB cuya expresión nuclear se incrementa considerablemente 

durante procesos de diferenciación monocítica (Healy and O’Connor, 2009). Esto 

considerando que en nuestro laboratorio hemos descubierto cuatro sitios consenso de 

unión a dicho factor en el promotor de dlg1 (Cavatorta et al., 2008). Por lo tanto, estas 

observaciones nos incentivan a estudiar una posible implicancia de NF-kB en la 

transcripción de dlg1.  

En la siguiente parte de esta Tesis Doctoral analizamos la significancia biológica 

de DLG1 en el contexto de infecciones con virus oncogénicos, como HPV de alto riesgo 

y el HTLV-1. Esto resultaba atractivo ya que dichos virus cuentan con proteínas capaces 

de interaccionar con dominios PDZ presentes en DLG1, y la función de esto al momento 

no se había entendido completamente. 

En este sentido comenzamos estudiando el HPV-18, virus considerado como 

verdadero agente carcinogénico cuyas funciones transformantes se deben en gran parte 

a su oncoproteína E618. Como se comentó en la sección 1.3.1.1.2.1, distintos estudios 

habían generado controversias en relación a la función real de las interacciones PBM-

PDZ entre E618 y sus partners celulares. Por un lado, varios reportes empleando modelos 

de sobre-expresión señalaban que E618 a través de su PBM estimula la degradación 

proteolítica de sus blancos PDZ de polaridad. Esto podía ser importante para la biología 

del virus considerando que genomas de HPV-18 delecionados en el PBM eran incapaces 

de completar su ciclo replicativo y producir progenie viral (Delury et al., 2013; Lee and 

Laimins, 2004). Sin embargo, trabajos analizando las lesiones cervicales que albergan la 

infección productiva de HPV mostraban resultados contradictorios a esto, ya que la 

inmunomarcación de los partners PDZ reportados para E618 se encontraban 

notablemente incrementados en comparación a tejidos normales, siendo este el caso 

frecuentemente observado para la proteína DLG1 (Figura 1.10) (Cavatorta et al., 2004; 

Watson et al., 2002). Esto ocurría además en cultivos organotípicos raft expresando 

conjuntamente E618 y E718 (la otra oncoproteína de HPV-18), indicando la incumbencia 

de las proteínas virales. Por otro lado, DLG1 se veía muy disminuida en el estadio de 

carcinoma invasor, donde la expresión de E618 junto a E718 es muy elevada (Cavatorta 

et al., 2004). Así, ante tales observaciones, fue evidente la necesidad de un mejor 

entendimiento de la relación entre E618 y DLG1.  
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En tal dirección, como aproximación experimental llevamos adelante ensayos de 

transfección transiente en células epiteliales con vectores de expresión para DLG1 y 

E618, a modo de poder definir distintas abundancias relativas de cada proteína. 

Construimos vectores para la expresión de E618 y DLG1 fusionadas a las novedosas 

proteínas fluorescentes seyfp2 y mTurq2, útiles para metodologías de WB y, más 

importante aún, con características espectrales deseables para realizar distintas técnicas 

de microscopía de fluorescencia confocal, como por ejemplo FRET (Figura 4.2.1.A). 

Nuestros experimentos por WB mostraron que la abundancia de DLG1 generaba 

un impacto positivo en los niveles de E618 (Figura 4.2.2.B). Esto fue interesante 

considerando que para HPV-16 había sido descubierto que el silenciamiento de ciertos 

blancos de polaridad de su oncoproteína E616, como hSCRIB, provocaba una caída en 

los niveles de dicha oncoproteína (Nicolaides et al., 2011). Así, estas evidencias 

señalarían hacia una estabilización de E618 basada en niveles elevados de DLG1, como 

ocurriría con hSCRIB en HPV-16. Los autores del trabajo mencionado plantearon el 

interrogante de cómo hSCRIB, un blanco de degradación de E616, podría contribuir a la 

estabilización de la misma (Nakagawa and Huibregtse, 2000). Como nuestros 

experimentos arrojaron además que un aumento en la expresión de E618 conducía a la 

degradación proteolítica de DLG1 (Figura 4.2.2.A), nos encontrábamos ante el mismo 

dilema. Así, en resumen, nuestros datos mostraron que las condiciones experimentales 

empleadas podían exacerbar dos posibles relaciones biológicas entre E618 y DLG1. 

Hasta el momento no existe un modelo que explique en qué ocasión E618 puede 

optar por la degradación proteolítica de sus blancos PDZ de polaridad en el contexto de 

una infección viral productiva. Es probable que sea un fenómeno regulado de manera 

precisa y transitoria por distintos factores celulares y virales, y que estimule la 

proliferación celular expandiendo el número de células infectadas. Esto último 

considerando que la disminución de proteínas PDZ en presencia de E618 es evidente en 

el contexto del carcinoma cervical invasor. En este sentido, en líneas epiteliales 

provenientes de carcinoma cervical, como HeLa (HPV-18), SiHa y Caski (HPV-16), es 

notable como los niveles y la localización de proteínas de polaridad como hSCRIB, 

DLG1, MAGI-I, etc, se ven restituidos al silenciar E6 y E7 (Kranjec and Banks, 2011; 

Massimi et al., 2004). Esto hace que el estudio de la degradación de blancos de polaridad 

por parte de E618 siga estando aun en el foco de la atención. 

A pesar de las incertezas comentadas arriba, nos inclinamos a profundizar en el 

impacto de DLG1 sobre la expresión de E618 realizando experimentos de microscopia 



Discusión 

 Federico Emanuel Marziali - 2017 – Tesis Doctoral  109 

 
 

confocal. En este marco, pudimos apreciar que la localización mayoritaria de E618 

cambiaba ante la abundancia de DLG1 (Figura 4.2.3). Más precisamente, la expresión 

nuclear de E618 disminuía y se hacía evidente su co-localización con DLG1 en los bordes 

celulares y en la región citoplasmática, donde además observamos una interacción 

directa entre las dos proteínas que dependía del PBM de E618 (Figura 4.2.5). Para esto, 

utilizamos la tecnología de FB-FRET, metodología que permite la detección de 

interacciones directas entre proteínas en el contexto de una célula intacta. Cabe resaltar 

que hasta el momento no existen reportes utilizando esta técnica para el estudio de 

interacciones de proteínas virales con proteínas de polaridad, por lo tanto, nuestros 

estudios son pioneros en el uso de esta técnica para esta temática de estudio. Además, 

tampoco ha sido utilizada aun por grupos de investigación de nuestra comunidad. Así 

contribuimos a innovar en las metodologías de estudio aplicadas en nuestro entorno. 

 En esta parte, un hecho que nos sorprendió fue que la localización de DLG1 no se 

vio evidentemente afectada por la expresión de E618. Esto considerando que los cultivos 

organotípicos tipo raft (que representan el modelo más aproximado del tejido blanco de 

la infección viral) expresando las oncoproteínas E618 y E718 habían arrojado una 

disminución de DLG1 de los bordes celulares junto a una redistribución al citoplasma 

(Valdano et al., 2016). Aquí, si bien es razonable pensar que E618 sea la responsable 

principal de dicho fenómeno, la expresión de E718 podría también tener una función 

importante. En este sentido, se ha reportado que la proteína E7 de HPV de alto riesgo es 

capaz de reprimir la transcripción de Caderina-E, esencial para la formación de UA y del 

reclutamiento de DLG1 hacia los bordes celulares (Caberg et al., 2008; D’Costa et al., 

2012). Así, es probable la necesidad de la expresión conjunta de E718 y E618 para afectar 

la distribución subcelular de DLG1.  

De todas maneras, nuestros resultados mostraron que la interacción E618-DLG1 

en un modelo de abundancia de DLG1 podría representar un mecanismo para regular 

negativamente las funciones nucleares de E618 y al mismo tiempo direccionar sus 

actividades al citoplasma. Sin embargo, este mismo mecanismo podría continuar 

teniendo una significancia oncogénica si se pone la atención en DLG1, ya que se ha 

propuesto que la misma desarrollaría funciones oncogénicas cuando forma complejos 

con ciertas oncoproteínas virales. En este sentido, la agregación de complejos con DLG1 

en la región del citoplasma inhibiría sus funciones oncosupresoras al impedir la 

interacción con sus correspondientes partners a nivel de membrana (Garcia-Mata et al., 

2007). Se han detectado niveles significativos de DLG1 en el citoplasma de líneas 
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celulares tumorales HPV positivas a pesar de la expresión continua de E6 y E7 (Krishna 

Subbaiah et al., 2012). Subbaiah y colaboradores demostraron que formas residuales de 

DLG1 unidas al citoesqueleto modifican la actividad de la proteína G pequeña RhoG, 

proteína traductora de señales importante en procesos de proliferación y diferenciación. 

DLG1 logra dicha alteración formando complejos con el factor regulador de RhoG, SGEF 

(del inglés SH3- domain-containing RhoG guanine nucleotide exchange factor), en presencia 

de las oncoproteínas de HPV. Por lo tanto, estas funciones cooperativas de E6 y E7, 

promoviendo las funciones de RhoG a través de DLG1, podrían ser de relevancia para 

la replicación viral en el contexto tisular, y consecuentemente contribuirían con las 

características invasivas de las células tumorales (Krishna Subbaiah et al., 2012). Por otro 

lado, otro trabajo mostró la existencia de complejos tripartitos entre E6, la proteína 

estructural de uniones tipo Gap Conexina 43 (Cx43), y DLG1 en una línea epitelial HPV 

16+ llamada W112T. Esta asociación interfiere en el reciclado de Cx43 a la membrana 

plasmática y por lo tanto en la formación de las uniones tipo Gap, lo cual puede tener 

implicancias oncogénicas ya que bajos niveles de esta proteína se han observado en 

distintos tumores (Macdonald et al., 2012; Sun et al., 2015). Por otro lado, aun el 

mantenimiento de DLG1 en las membranas podría tener un rol oncogénico cuando se 

encuentra unida a proteínas virales. Se ha reportado que la oncoproteína E4ORF1 de 

Adenovirus tipo 9 puede secuestrar isoformas citoplasmáticas de DLG1 junto a la 

quinasa PI3K, y el complejo tripartito podría reubicarse en los bordes celulares y activar 

la vía PI3K/Akt, lo cual tendría funciones oncogénicas (Kong et al., 2014). De este modo, 

eventos como los mencionados podrían tener parte en la formación de complejos con 

E618 favoreciendo así la estimulación de la proliferación necesaria para la replicación 

viral. 

En base a lo presentado en esta fase del trabajo, se podría postular una hipótesis 

esquematizada en la Figura 5.1: E618 y E718 (junto a otros mecanismos) producirían un 

incremento en los niveles de DLG1 y deslocalización, lo que promovería un aumento en 

la expresión de E618 en la región del citoplasma (condición correspondiente a SIL). 

Luego, un aumento de E618 podría estimular la degradación de DLG1 como un 

mecanismo de autorregulación de los niveles de la proteína viral. Esta última parte del 

mecanismo podría encontrarse exacerbada en el carcinoma cervical siempre en conjunto 

a otros mecanismos posibles (epigenéticos, transcripcionales y post-transcripcionales) 

que conduzcan a la baja expresión de DLG1 característica de este estadio (Figura 5.1). 
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Figura 5.1: Representación esquemática de distintos mecanismos que pueden explicar los 

cambios en niveles de expresión de DLG1 y E6. 

 

 

Para finalizar esta parte del trabajo, profundizamos en la significancia de la 

pérdida de expresión de DLG1 en los últimos estadios de la carcinogénesis cervical y 

otros tipos de tumores malignos donde sus niveles se encuentran muy disminuidos. Esto 

en relación a la expresión de otras proteínas de polaridad y con el fin último de encontrar 

mecanismos oncogénicos que involucren interconexiones entre este tipo de proteínas. 

Así, continuamos con estudios previos de nuestro laboratorio que indicaban una 

potencial implicancia de DLG1 sobre la proteína de polaridad PAR3 en relación a la 

restricción espacial de la misma. Estas proteínas habían mostrado ser excluyentes en su 

expresión en diversos estudios contribuyendo al mantenimiento de la polaridad celular 

(Coradini et al., 2011; Ludford-Menting et al., 2005).   

Utilizamos queratinocitos deficientes en DLG1 por silenciamiento transiente o 

estable por tecnología de ARN de interferencia, y estudiamos la expresión de PAR3. Así, 

la ausencia de DLG1 se relacionó con una reducción de PAR3 en membranas y un 

aumento de su expresión nuclear (Figura 4.2.7). Estos resultados concordaron con los de 

otros autores que indicaban que DLG1 es importante en la formación de las UT en células 

epiteliales de colon (Stucke et al., 2007). En este punto, vale la pena discutir las 

consecuencias de estos cambios en la expresión de PAR3. Por un lado, una disminución 

de la misma en membrana presupone consecuencias negativas en la  formación de las 

UT y en la adherencia celular (Hirose et al., 2002). En este contexto PAR3 es necesaria 

para regular el sitio de acción y actividad de diversas quinasas y fosfatasas importantes. 

Una de ellas es aPKC, quinasa del componente del complejo PAR,  que restringe la 

localización espacial del complejo SCRIB hacia la zona basolateral (Coradini et al., 2011). 



Discusión 

 Federico Emanuel Marziali - 2017 – Tesis Doctoral  112 

 
 

Otro partner regulado por PAR3 es la fosfatasa PTEN, involucrada en la regulación 

negativa de la vía PI3K/akt relacionada a la estimulación de la proliferación celular 

(Feng et al., 2008; Wu et al., 2007). Por lo tanto, todos estos procesos podrían verse 

afectados por pérdida de expresión de DLG1. Por el lado de la expresión nuclear de 

PAR3, en los últimos años se ha comenzado a estudiar su significado. Dicha expresión 

se ha observado en células epiteliales aisladas en crecimiento, en células sometidas a 

factores de crecimiento específicos, y además en líneas epiteliales de alto grado de 

transformación provenientes de cérvix y ovario (Nakamura et al., 2016; Zhang et al., 

2016). Además, trabajos anteriores de nuestro grupo mostraron que células epiteliales 

HaCat que expresan E6 de HPV de alto riesgo  presentan una mayor expresión de PAR3 

en núcleo (Facciuto et al., 2014). Con respecto a sus funciones en este compartimiento, 

Fang y colaboradores demostraron la asociación de PAR3 con las subunidades 

regulatorias Ku70 y Ku80 de la quinasa DNA-PK (del inglés DNA-dependent protein 

kinase), importante para el mecanismo de reparación del ADN por daños doble hebra 

(Fang et al., 2007). Sin embargo, estudios más recientes de este mismo grupo han 

asociado la expresión de PAR3 nuclear con la estimulación de la proliferación celular. 

En este sentido, se ha demostrado que PAR3 nuclear puede estimular factores 

transcripcionales de genes para la proliferación e inhibición de la apoptosis (Zhang et 

al., 2016).  

De esta manera, a través de estos experimentos pusimos de manifiesto la 

importancia de la correcta expresión de DLG1 y su relación con PAR3. Para poder 

confirmar la relevancia de esto y de la redistribución de PAR3 observada en modelos de 

células en cultivo se desprende la necesidad de analizar los patrones de expresión de 

PAR3 en biopsias derivadas de carcinomas cervicales y otros tumores. Más aún sería 

interesante analizar en las mismas muestras la expresión conjunta de PAR3 y DLG1 para 

poder analizar más certeramente la relación entre distintos efectores de polaridad. 

 

A continuación, habiendo analizado la relevancia biológica de DLG1 en el marco 

de la infección por HPV-18 en relación a su oncoproteína E618, como parte final de esta 

Tesis Doctoral expandimos nuestros estudios al virus oncogénico HTLV-1. Dicho virus 

también se encontraba asociado a procesos de transformación maligna, siendo el agente 

etiológico de ATL (Ishitsuka and Tamura, 2014). Nuestro interés radicaba en la 

oncoproteína Tax1, ya que la misma posee propiedades similares a E618, en cuanto a su 
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interacción con proteínas PDZ de polaridad sin haberse investigado completamente el 

rol de tales uniones proteicas (ver sección 1.3.2.2) (Rousset et al., 1998) . 

Tax1 comparte muchos de los blancos celulares con E618, sin embargo, la evidencia 

hasta el momento señalaba diferencias en las consecuencias de dichas interacciones. En 

este contexto, por ejemplo, Tax1 no es capaz de estimular bajo ningún contexto reportado 

la degradación proteolítica de sus blancos PDZ de polaridad. En cambio, produce una 

interferencia en la distribución normal de los mismos, relocalizándolos hacia estructuras 

no identificadas a lo largo del citoplasma (Hirata et al., 2004). Si bien esto estimula la 

promoción de la proliferación celular, todavía el mecanismo no se ha descripto y, 

además, no se han explorado otras implicancias biológicas. Esto resultaba interesante, 

ya que se ha comenzado a conocer recientemente la asociación de Tax1 con procesos de 

tráfico vesicular importantes para las funciones de Tax1 (Alefantis et al., 2005; Alefantis 

et al., 2007; Huang et al., 2009). Por lo tanto, quisimos indagar la incumbencia de la 

asociación Tax1-proteínas PDZ de polaridad, sobre todo con DLG1, en dichos procesos.   

Para comenzar evaluamos el escenario obtenido al co-expresar seyfp2-Tax1 junto 

a mTurq2-DLG1. Acorde a reportes previos, observamos co-localización entre ambas 

proteínas siendo el patrón obtenido PBM dependiente y con una distribución en 

estructuras perinucleares, así como en zonas cercanas a la membrana plasmática y en 

citoplasma (Figura 4.3.2.A y Figura 4.3.3). En este contexto, fue llamativa además la 

ausencia de expresión nuclear de Tax1, indicando que la asociación con DLG1 

significaba una retención de la proteína viral en la región citoplasmática, asemejándose 

al fenómeno observado entre E618 y DLG1. En relación a esto, Tsuji y colaboradores 

mostraron que mutantes de Tax1 delecionadas en sus últimos 13 aminoácidos (donde se 

localiza el PBM) adquieren una expresión puramente nuclear (Tsuji et al., 2007). Por otro 

lado, un estudio mostró que la retención citoplasmática de Tax1 se debe en parte a 

interacciones con proteínas aun no identificadas, pero normalmente sometidas a 

degradación por proteosomas (Meertens et al., 2004). De manera interesante, existen 

reportes indicando que las proteínas PDZ de polaridad muestran incrementos en sus 

niveles de expresión como respuesta al tratamiento con inhibidores de proteosomas 

(Mantovani et al., 2001). Por lo tanto, es posible especular que los blancos PDZ de 

polaridad de Tax1, entre ellos DLG1, podrían contribuir al desarrollo de actividades 

citoplasmáticas de Tax1.  

Al mismo tiempo, fue llamativa la gran diferencia entre el patrón de co-

localización de Tax1-DLG1 con respecto al obtenido para E618-DLG1 (Figura 4.3.2.A y 
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Figura 4.2.3). Este último era continuo a lo largo del citoplasma y se acentuaba en los 

bordes celulares, mientras que el correspondiente a Tax1-DLG1 fue discontinuo, con 

apariencia vesicular como comentado más arriba. Esto nos lleva a sugerir una gran 

diferencia entre las funciones de estas interacciones. 

En este punto surgió la necesidad de aseverar la especificidad de los resultados, 

descartando artefactos debido a la abundancia de dominios PDZ. Para ello, la proteína 

PAR3 representaba un buen control debido a sus dominios PDZ de alta homología a 

DLG1, sin embargo, fue necesario ensayar previamente su incumbencia como blanco de 

Tax1. En el marco de estos experimentos pudimos comprobar que PAR3 no se asociaba 

a Tax1 (Figura 4.3.4.C y Figura 4.3.5) y más aún, la sobre-expresión de la misma no 

generaba ningún patrón de co-localización con la proteína viral, como el caso de DLG1 

y de otros blancos PDZ ya reportados (Figura 4.3.6.C). Esto señaló que la presencia de 

motivos PBM y dominios PDZ en dos proteínas no implica indefectiblemente una 

interacción entre las mismas, siendo necesario probablemente otros factores, como por 

ejemplo una disposición espacial adecuada o bien secuencias por fuera de tales 

dominios.  De este modo pudimos demostrar que PAR3 no sería un blanco PDZ de la 

proteína Tax1, lo cual fue importante ya que no existían reportes previos indagando la 

asociación entre estas dos proteínas. Por lo tanto, los procesos regulados por PAR3, como 

migración y activación antigénica, probablemente no se verían afectados por la 

expresión de Tax1. A partir de estos resultados, finalmente pudimos asegurar la 

especificidad de la asociación de Tax1-DLG1 estableciendo de este modo que el patrón 

de expresión en estudio probablemente refleje algún proceso de significancia biológica 

en la patología viral. Por último, antes de comenzar con el estudio de dichos procesos, 

pusimos de manifiesto que la asociación de Tax1 a DLG1 se debe a una interacción 

directa (Figura 4.3.7.A). En este contexto utilizamos la técnica de FB-FRET previamente 

optimizada. 

En el próximo paso de nuestro estudio investigamos la significancia biológica de 

la interacción demostrada analizando su ocurrencia en distintos compartimientos 

subcelulares donde se había reportado expresión de cada proteína. Como se comentó en 

la sección 1.1.4, en el caso de DLG1 se había reportado que era capaz de expresarse en 

vesículas endocíticas y también había sido sugerida su expresión en endosomas 

tempranos (Chetkovich et al., 2002; Komada and Kitamura, 2005). Por el lado de Tax1, 

ésta había sido reportada en exosomas (producidos a partir de endosomas tempranos) 

representando un mecanismo para su tráfico hacia el ambiente extracelular (sección 
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1.3.2.1) (Jaworski et al., 2014). Considerando que las infecciones virales pueden alterar 

dichas vías de tráfico, era posible que la interacción Tax1-DLG1 estimule su distribución 

hacia estas estructuras endocíticas. Sin embargo, nuestros resultados no mostraron co-

localización alguna con marcadores endocíticos descartándose esta posibilidad (Figura 

4.3.8.B y C).   

Luego estudiamos la posibilidad de la asociación Tax1-DLG1 en autofagosomas. 

Ren y colaboradores habían reportado que Tax1 aumentaba el número de 

autofagosomas presentes en células infectadas, y por lo tanto era posible que la unión de 

Tax1 a DLG1 conduzca a esta última a dichas estructuras como mecanismo para eliminar 

los agregados (Ren et al., 2015). Al igual que antes, el análisis realizado no arrojó 

evidencias que asocien a Tax1-DLG1 con el marcador utilizado para la estructura en 

estudio (Figura 4.3.9.B) 

A continuación, seguimos la misma estrategia de estudio para el aparato de Golgi 

considerando que para cada proteína se habían reportado funciones en dicho 

compartimiento (Jeyifous et al., 2009; Lee et al., 2003). En este caso, encontramos una co-

distribución muy estrecha de Tax1-DLG1 con el marcador de la matriz del aparato de 

Golgi GM130 (Figura 4.3.10.B). Este resultado nos permitió ubicar un compartimiento 

subcelular donde podría tener lugar la interacción detectada. Habiendo encontrado esta 

asociación empleando modelos de sobre-expresión, en el siguiente paso de nuestro 

análisis confirmamos el fenómeno en un modelo más fisiológico. En ese sentido pudimos 

asegurar en primer lugar que Tax1 formaba agregados a niveles endógenos de DLG1, lo 

que señaló la gran afinidad de esta interacción. Sin embargo, dichos agregados se 

observaron solamente en la zona perinuclear resaltando una mayor relevancia de dicha 

estructura en la interacción Tax1-DLG1. En segundo lugar, y de forma significativa para 

nuestros análisis, pudimos observar que efectivamente la co-distribución con GM130 se 

mantuvo (Figura 4.3.10.C).   

El reclutamiento de Tax1 y DLG1 en el aparato de Golgi podría tener distintas 

implicancias para la patogénesis viral existiendo distintos escenarios posibles. Esta 

interacción podría representar un mecanismo de retención de Tax1 en el aparato de 

Golgi. En este sentido se reportó que la acumulación de Tax1 en este compartimiento se 

debería en parte a una incapacidad de ensamblaje en vesículas post-Golgi dirigidas a 

membrana plasmática y secreción (Jain et al., 2007). Así, la interacción de DLG1 a Tax1 

podría interferir con la unión de esta última a partners necesarios para el transporte. 
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Desde este punto de vista esto podría representar un mecanismo de supresión 

oncogénica en respuesta a la infección viral.  

Por otro lado, el hecho de que en Tax1 no se detecten modificaciones post-

traduccionales relacionadas al aparato de Golgi (glicosilaciones) sugiere que la expresión 

de la misma en este compartimiento tendría otra significancia (Nejmeddine et al., 2005). 

En este sentido, otros reportes han informado que Tax1 recluta activamente en dominios 

específicos del Golgi a reguladores importantes de vías de señalización que controlan la 

proliferación (Huang et al., 2009). Este es el caso de las quinasas IKKα e IKKβ, 

reguladores positivos de la vía NF-kB que se encuentra activada constitutivamente en 

células HTLV-1+. Tax1 estimula, a través de IKKα e IKKβ, la fosforilación de inhibidores 

de la vía NF-kB sometiéndolos luego a degradación por proteosomas (Grassmann et al., 

2005). Por lo tanto, la asociación de Tax1 a DLG1 podría ser un mecanismo oncogénico 

que reclutaría a la proteína de polaridad, donde DLG1 también participaría de complejos 

de activación de vías de señalización, tal como lo descripto anteriormente para el modelo 

HPV (Krishna Subbaiah et al., 2012). Esto último resaltaría la dualidad en las funciones 

de DLG1 en cuanto a mecanismos oncogénicos (Roberts et al., 2012). De manera 

interesante, existen reportes que indican que Tax1 induce la fosforilación de DLG1 

(Hirata et al., 2004; Suzuki et al., 1999). Dicho evento podría tener lugar efectivamente 

en el aparato de Golgi, donde se han descripto la estimulación de quinasas por parte de 

Tax1. Sin embargo, otra hipótesis plausible es que Tax1 induzca la acumulación de DLG1 

en Golgi, impidiendo su transporte normal a zonas de la membrana celular donde 

desarrolla sus funciones oncosupresoras. Así, ante las posibilidades comentadas, se 

desprende la necesidad de continuar con nuevos estudios para dilucidar la función real 

de la asociación de Tax1-DLG1 en el aparato de Golgi. 

Por otro lado, distintos trabajos habían mostrado que Tax1 puede también 

expresarse a nivel del centrosoma, el cual normalmente se encuentra en estrecha cercanía 

al aparato de Golgi. Por ello, finalmente indagamos en esta estructura utilizando como 

marcador a γ-tubulina. En este análisis existió una contundente co-localización tripartita 

de Tax1-DLG1- γ-tubulina (Figura 4.3.11.B), lo que postularía al centrosoma como otro 

probable sitio de interacción de Tax1-DLG1. En este sentido, si bien se conocen funciones 

de Tax1 en centrosoma, existen muy pocos datos acerca de posibles funciones de DLG1 

en dicho compartimiento. Como fue comentado en la sección 1.3.2.1, Tax1 tendría 

funciones en la polarización del centrosoma durante la transmisión viral hacia otra 

célula. Así, la sola expresión de Tax1 en un linfocito es suficiente para la polarización de 
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su centrosoma luego del entrecruzamiento de receptores de membrana que simularía el 

contacto con un linfocito no infectado (Nejmeddine et al., 2005). El mecanismo utilizado 

involucraría vías de transducción de señales que desencadenarían el accionar de 

pequeñas GTPasas cuyas funciones pueden regular la dinámica de los microtúbulos del 

citoesqueleto (Nejmeddine et al., 2005). Con respecto a DLG1, se la ha identificado en 

centrosomas pre-mitóticos sirviendo como proteína que permite el reclutamiento de 

kinesinas (van Ree et al., 2016). Estas últimas son ATPasas que interaccionan con los 

microtúbulos y pueden regular el movimiento de los mismos (Hirokawa et al., 2009). Por 

lo tanto, podría plantearse una reclusión de DLG1 a centrosomas mediada por Tax1 que 

mediante el posterior reclutamiento de kinesinas, podría controlar el movimiento de los 

microtúbulos del centrosoma. De acuerdo a esta hipótesis, sería interesante estudiar la 

incumbencia de DLG1 durante la polarización del centrosoma inducida por Tax1. 

A modo de resumen, en la Figura 5.2, se esquematizan las posibles funciones 

discutidas para la interacción Tax1-DLG1 en la región del cis-Golgi – centrosoma. 

Independientemente de las posibilidades discutidas, los resultados obtenidos para 

esta parte del trabajo son relevantes ya que permiten encuadrar a la interacción en 

estudio en una región subcelular definida. Esto sienta las bases para expandir nuestros 

estudios a modelos linfoides y dilucidar el escenario completo que explique la función 

biológica de la asociación Tax1-DLG1 en un contexto más aproximado a la infección por 

HTLV-1. 

 

 

Figura 5.2: Posibles funciones de la interacción Tax1-DLG1 en aparato de Golgi y centrosoma. 
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En la primera parte de esta Tesis doctoral el objetivo fue conocer los mecanismos 

implicados en el control de los niveles de expresión de la proteína de polaridad DLG1 

en contextos biológicos relevantes para la misma. Así, indagamos en la relevancia del 

control de la transcripción y del splicing alternativo en la 5`UTR de su ARNm. Por lo 

desarrollado concluimos que: 

  El mecanismo de splicing en la 5´ UTR se encuentra conservado entre células 

provenientes de distintos tipos de tejidos humanos, siendo mayoritaria en todos 

los casos analizados la isoforma Short producto del splicing. 

 

 La frecuencia del splicing puede ser regulada en el marco de distintos 

comportamientos celulares. Junto a mecanismos que regulan la transcripción, 

este splicing contribuiría a proporcionar mayores niveles de DLG1 durante la 

adhesión celular y formación de uniones. Sin embargo, no sería relevante 

durante la entrada a fase S y progresión del ciclo celular epitelial. Estaría 

implicado además en la regulación negativa de los niveles de DLG1 durante la 

diferenciación monocito a macrófago, siendo desconocida la función de DLG1 

en esto.  

 

 Son necesarios estudios que permitan dilucidar la implicancia de este splicing 

en regular los niveles de DLG1 en los procesos de transformación maligna 

usando tejidos derivados de diferentes tumores. Asimismo, resulta interesante 

la posibilidad de determinar qué factores podrían regular la frecuencia de dicho 

splicing, así como la transcripción del gen para dlg en diversos contextos. 

 

A continuación, estudiamos los mecanismos que pueden utilizar los virus 

oncogénicos para interferir activamente con reguladores de polaridad de sus células 

blanco, un fenómeno que contribuye significativamente a la oncogénesis. De este modo, 

en la segunda parte de este trabajo profundizamos en la significancia biológica de DLG1 

como blanco de los HPV de alto riesgo oncogénico y en el carcinoma cervical. Los 

avances logrados fueron los siguientes: 

 

 La oncoproteína E6 de HPV-18 es capaz de establecer una interacción directa con 

DLG1 en el contexto de una célula intacta. En este sentido, se innovó con el uso 

de microscopía FRET en el estudio de interacciones entre proteínas virales y 
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proteínas de polaridad. Esta interacción se detectó en los bordes celulares no 

viéndose asociada a alguna estructura membranosa específica de la región del 

citoplasma. 

 

 Existe una relación dual entre E618 y DLG1 que depende de sus niveles de 

expresión. Una abundancia de DLG1 conduce a aumentos en los niveles 

proteicos de E618 junto a una redistribución de su expresión mayoritaria de 

núcleo a citoplasma. Sin embargo, una abundancia de E618 puede resultar en la 

degradación de DLG1. Esto pone de manifiesto la posibilidad de distintas 

consecuencias biológicas para la interacción E618-DLG1 dependiente del 

contexto celular. 

 

 La pérdida de expresión de DLG1, frecuentemente observada en carcinomas 

cervicales y otros tumores, podría tener un impacto en la expresión de la proteína 

de polaridad PAR3 contribuyendo a una interferencia en su distribución normal. 

Esto revela la existencia de mecanismos complejos que definen la localización de 

proteínas de polaridad en relación a la expresión de otros componentes, 

avalando el concepto de la existencia de una estrecha interrelación entre los 

distintos efectores de polarización. 

 

Por último, analizamos el papel de DLG1 como blanco de otro virus oncogénico, 

el HTLV-1. Según los datos obtenidos: 

 Tax1 puede interferir fuertemente en la expresión de DLG1 promoviendo su 

redistribución a estructuras en la región del citoplasma. En tanto, este 

mecanismo promueve la retención de Tax1 impidiendo su expresión nuclear. 

Dichas observaciones dependen de la presencia del sitio de reconocimiento de 

dominios PDZ en la región C- terminal de Tax1. 

 

 La proteína de polaridad PAR3, a pesar de poseer tres dominios PDZ, no 

representa un blanco de la oncoproteína Tax1.  

 

 Existe una interacción directa entre Tax1 y DLG1 confirmada por microscopía 

FRET.  
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 Un intenso análisis utilizando microscopía confocal permitió investigar en que 

estructuras subcelulares se localizaban las interacciones Tax1-DLG1. Así, 

usando una batería de marcadores para los distintos compartimentos, 

observamos que tales complejos no se distribuyen en endosomas tardíos o 

tempranos ni en autofagosomas. La misma tiene lugar en una zona perinuclear 

enmarcada en la región del aparato de Golgi y el centrosoma celular con 

distintas probables consecuencias para las actividades de ambas proteínas. 

 

 Estudios ulteriores son necesarios para identificar el efecto de la retención de 

DLG1-Tax1 en tales estructuras sobre los mecanismos de traducción de señales 

o de transporte intracelular, así como su rol en el ciclo del virus y en el 

desarrollo de patologías.  

Como conclusión general de este trabajo hemos demostrado la implicancia de 

mecanismos de regulación de DLG1 no conocidos o no explorados en la definición de 

sus niveles de expresión sentando las bases para su estudio en el contexto de procesos 

carcinogénicos. Asimismo, hemos contribuido hacia un mejor entendimiento de DLG1 

como blanco de las oncoproteínas virales de HPV de alto riesgo y HTLV-1. En este 

contexto DLG1 representa un regulador de polaridad muy probablemente utilizado por 

estos virus para favorecer su replicación generando como efecto secundario un ambiente 

propicio para el desarrollo tumoral. Así, el desarrollo de esta Tesis Doctoral ha 

contribuido al entendimiento de mecanismos conservados de patogénesis viral, lo que 

sirve de base para el entendimiento de la biología de los virus oncogénicos y el desarrollo 

de nuevas estrategias terapéuticas. La interacción con dominios celulares PDZ, dada su 

especificidad y afinidad, se ha definido como excelente candidato para el diseño de 

drogas o métodos diagnósticos rápidos. Por ello, un mejor entendimiento de la 

interacción PDZ-proteínas virales contribuiría a concretar tales estrategias.  
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LENGUAJE ESPECIAL 

 

buffer solución amortiguadora 

curva de melting  curva de fusión del producto de PCR  

input cantidad inicial 

 in vitro  que tiene lugar en forma aislada del contexto biológico de un 

organismo     

in vivo  que tiene lugar dentro de un organismo  

kit  equipo 

large  largo 

microarrays  circuito integrado (chip) en cuya superficie sólida se une una 

colección de fragmentos de AN  

partners  compañeros asociados  

pellet  botón  

performance  rendimiento  

pool  reservorio  

cultivos raft  cultivos tipo balsa 

short  corto 

shock golpe 

splicing  corte y empalme  

tag etiqueta 

tight  estrechas  

upstream  corriente arriba 
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ABREVIATURAS Y SÍMBOLOS 

 

g  Microgramos 

l  Microlitros 

ADN  Ácido desoxirribonucleico  

ADNc  ADN copia 

Amp  Ampicilina 

Ampr  Ampicilina resistente 

AN  Ácido nucleico 

ARN  Ácido ribonucleico 

ARNm  ARN mensajero 

ATL  Leucemia de células T del adulto 

BSA  Albúmina sérica bovina 

c  Citosina 

Cq  Ciclo umbral  

DMEM  Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DMSO  Dimetilsulfóxido 

dNTPs  Desoxiribonucleótidos  

DO  Unidad de densidad óptica 

DTT  Ditiotreitol  

EDTA  Ácido etilendiamintetra-acético 

EE.UU.  Estados Unidos 

FB  Fotoblanqueo 

FRET  Fluorescence resonance energy transfer 

g  Constante de gravedad 

G  Guanina 

GUK  Guanilato kinasa 

GST  Glutation S transferasa 

h/hs  Hora/s 

HA  Hemaglutinina  

HAM  HTLV-1 associated mielopaty 
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HPV  Virus del Papiloma Humano 

HSIL  Lesiones Escamosas Intraepiteliales de alto grado  

HTLV-1  Virus linfotrópico de células T 

IF  Inmunofluorescencia 

IP  Inmunoprecipitiación/Ioduro de propidio 

kb  Kilo bases 

kDa  Kilo Dalton 

Kan  Kanamicina  

LB  Luria Bertani  

LSIL  Lesiones Escamosas Intraepiteliales de bajo grado  

mA  Miliamperios 

MAGUK  Familia de guanilato quinasas asociadas a membrana 

MCS  Sitio de múltiple clonado 

min  Minuto/s 

mM  Milimolar  

Neo r  Resistente a neomicina 

ng  Nanogramos  

nm  Nanómetros 

nt  Nucleótidos 

ORF  Marco abierto de lectura 

ori  Origen de replicación 

p/v  Peso en volumen 

pb  Pares de bases 

PBS  Buffer salino de fosfatos 

PBM  Motivo de unión a dominios PDZ 

PCR  Reacción en Cadena de la Polimerasa 

PIP Fosfatidilinositósido 

PMA  Forbol 12-miristato 13-acetato 

pmoles  Picomoles  

qPCR  PCR cuantitativa 
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RACE Amplificación rápida de los extremos del ADNc  

Rb  Proteína del retinoblastoma 

RI Región de interés 

Rpm Revoluciones por minuto 

RPMI  Roswell Park Memorial Institute medium 

RT  Reacción de retro-transcripción  

SD  Desvío estándar 

SDH  Enzima Succinato deshidrogenasa 

SDS  Dodecil Sulfato de Sodio 

Seg  Segundo/s 

SFB  Suero Fetal Bovino 

si  Silenciamiento 

SIL  Lesiones Escamosas Intraepiteliales 

TAE  Tris-acetato-EDTA 

TCR  Receptor de célula T 

TSP  Paraparesia espástica tropical 

TRIS  N-tris-(hidroximetil) aminometano 

U  Unidad 

UA  Uniones adherentes 

UT  Uniones tight 

UTR  Región no traducida 

UV  Ultravioleta 

v/v  Volumen en volumen  

WB  Western blot  
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