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Resumen 

  

La pérdida de expresión de la proteína de adhesión intercelular cadherina-E es un evento esencial 

en el proceso de transición epitelio-mesénquima (TEM) que permite la migración celular durante el 

desarrollo embrionario y en la invasión de tumores de origen epitelial (carcinomas). Las células que 

sufren dicho proceso, pierden su polaridad y la expresión de marcadores epiteliales y adquieren 

marcadores de fenotipo mesenquimático y propiedades migratorias. La represión transcripcional es uno 

de los principales mecanismos que conducen a la regulación negativa de la expresión de cadherina-E 

tanto en el desarrollo embrionario como durante la progresión tumoral. En los últimos años, se han 

caracterizado diferentes  represores del gen de cadherina-E e inductores de TEM, entre los que se 

encuentran los factores de dedos de zinc Snail1 y Snail2, los factores de dobles dedos de zinc ZEB-1 y 

ZEB-2, y los factores bHLH E47 y Twist. Estudios previos de nuestro laboratorio, de análisis de los 

perfiles de expresión génica de células MDCK con expresión estable de los factores Snail1, Snail2 o 

E47, identificaron al E2-2 (TCF4) como una diana directa o indirecta de dichos represores de cadherina-

E/inductores de TEM. Asimismo, trabajos anteriores de nuestro grupo habían aislado a ambos productos 

del gen E2-2 (E2-2A y E2-2B), por su capacidad de interacción con el elemento E-pal del promotor de 

cadherina-E de ratón. Los factores E2-2A/B son reguladores transcripcionales bHLH de clase I, 

implicados en diversos procesos biológicos, pero se desconoce si juegan algún papel en la TEM y/o en la 

progresión tumoral.  

 
 En esta Tesis se ha analizado la posible implicación de los factores E2-2A y E2-2B en la TEM y 

en el proceso tumoral. Ambos productos del gen E2-2, E2-2A/B reprimen el promotor de cadherina-E 

dependiendo de la integridad del elemento E-pal y de actividad histona deacetilasa (HDAC). A su vez, la 

expresión estable de E2-2A/B en la línea celular MDCK induce una TEM completa, con la adquisición 

de una alta capacidad invasiva in vitro, aunque sin alterar las propiedades tumorogénicas de dicho 

sistema celular. El análisis de la expresión del gen E2-2 en embriones tempranos de ratón reveló un 

patrón inverso al de cadherina-E, de acuerdo a su capacidad represora. Asimismo, la expresión del gen 

E2-2 está incrementada en líneas celulares derivadas de carcinomas, invasivas y que caracen de 

expresión de cadherina-E. Por otra parte, el análisis comparativo de los perfiles de expresión de células 

MDCK-E2-2 y células MDCK-E47 reveló la existencia de programas genéticos comunes y específicos 

para ambos tipos de factores. En conjunto, estos resultados sugieren un papel para E2-2A/B como 

represores adicionales de cadherina-E e inductores de TEM. Finalmente, el estudio de la acción de 

Snail1/2 sobre el promotor de E2-2A, y de E2-2A/B sobre los promotores de Snail1/2, indican una 

regulación cruzada a nivel transcripcional entre los factores E2-2A/B y Snail1/2.  

 
 
 
 
 
 



Abstract 

 

 Loss of expression of the cell-cell adhesion protein E-cadherin is an esential event for epithelial-

mesenchymal transition (EMT), a process that allows cell migration during embryonic development and 

invasion of tumours of epithelial origin (carcinomas). Cells undergoing EMT loose polarity and 

expression of epithelial markers, and acquire mesenchymal markers and migratory properties. 

Transcriptional repression is one of the main mechanisms responsable for E-cadherin negative 

regulation, both in embryonic development and tumour progression. During the last years, several E-

cadherin gene represors and EMT inducers have been characterized, including the zinc-finger factors 

Snail1 and Snail2, the two-zinc-finger factors ZEB-1 and ZEB-2, and the bHLH factors E47 and Twist. 

Previous results from our laboratory, from gene expression profile analysis of MDCK cells stably 

expressing Snail1, Snail2 or E47 factors, identified E2-2 (TCF4) gene as a target (direct or indirect) of 

those E-cadherin represors/EMT inducers. Other studies from our group had isolated both products of 

E2-2 gene (E2-2A and E2-2B), for their capacity of interacting with the E-pal element of mouse E-

cadherin promoter. E2-2A/B are bHLH class I transcriptional regulators, involved in diverse biological 

processes, but wether they play any role in EMT and/or in tumour progression is currently unknown.  

 
 In this Thesis, the possible implication of E2-2A/B factors in EMT and the tumoral process has 

been analysed. Both products of the E2-2 gene, E2-2A/B, repress E-cadherin gene promoter, dependent 

on the integrity of the E-pal element and on histone-deacetylase (HDAC) activity. Moreover,  E2-2A/B 

factors, induce a complete EMT when stably expressed in MDCK cell line, with the acquisition of highly 

invasive properties in vitro, but without affecting tumorigenicity of parental cells. Expression analysis of 

E2-2 in early mouse embryos revealed an inversed pattern with respect to that of E-cadherin, according 

to its repression capacity. In addition, E2-2 gene expression is upregulated in invasive, E-cadherin-

negative, carcinoma-derived cell lines. Besides, comparative gene expression profile analysis of MDCK-

E2-2 and MDCK-E47 cells, showed the existence of common and specific genetic programmes for both 

type of factors. Taking together, these results suggest a role for E2-2 factors as additional E-cadherin 

repressors and EMT inducers. Finally, the study of the action of Snail1/2 on E2-2A promoter, and that of 

E2-2A/B on Snail1/2 promoters, indicate feedback loops of transcriptional regulation between E2-2A/B 

and Snail1/2 factors.  
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      Introducción 

1.   La transición epitelio mesénquima: un ejemplo de plasticidad celular  

 
 La transición epitelio-mesénquima (TEM) es un proceso complejo, que ocurre en situaciones 

biógicas que involucran movimiento celular. Durante dicha conversión, las células epiteliales pierden sus 

contactos intercelulares y su polaridad basoapical, y adquieren un fenotipo fusiforme (fibroblástico) con 

ganancia de marcadores mesenquimáticos y capacidad mótil/invasiva. (Thiery and Sleeman, 2006). La 

TEM ocurre en etapas críticas del desarrollo embrionario en la mayoría de los metazoos. En vertebrados, 

es el mecanismo mediante el cual, durante la gastrulación, se produce la migración de las células que 

darán origen al mesodermo y endodermo. Algo más tarde durante el desarrollo, permite a las células de 

la cresta neural (células de características epiteliales de la parte dorsal del tubo neural), cambiar a un 

fenotipo mesenquimático y migrar largas distancias, para luego diferenciarse a distintos tipos celulares 

(células óseas, condrocitos, celulas de músculo liso, neuronas o melanocitos (Hay, 1995; Thiery, 2002; 

Huang and Saint-Jeannet, 2004; Moustakas and Heldin, 2007). Por otra parte, la TEM ocurre como 

respuesta fisiológica al daño tisular, durante la reparación de heridas (Martin, 1997; Savagner et al., 

2005). 

  
 En los últimos años, el estudio de los procesos de TEM ha ganado gran importancia, debido a su 

papel activo en procesos patológicos graves y con una alta incidencia en la población: la fibrosis crónica 

y el cáncer. En el caso de la fibrosis, estudios in vivo con modelos animales han mostrado que una 

proporción importante de los fibroblastos presentes en el ógano fibrótico, que destruyen la arquitectura 

del órgano y por ende, su normal funcionamiento, derivan de células epiteliales que han sufrido TEM. En 

el riñón, esos fibroblastos tienen su origen en células tubulares (Iwano et al., 2002), en el pulmón, 

derivan del epitelio alveolar (Kim et al., 2006), y en el hígado proceden de hepatocitos (Zeisberg et al., 

2007).  

 
 Respecto al papel de la TEM en el proceso canceroso, se postula que algunas de las células 

epiteliales que forman un carcinoma in situ, sufrirían esta transición, lo que les permitiría disgregarse del 

tumor primario, invadir tejidos adyacentes y alcanzar un vaso sanquíneo o linfático y diseminarse a otros 

órganos (Figura 1). Todavía la existencia e importancia de la TEM durante la progresion tumoral es tema 

de controversia, sobre todo para oncólogos/patólogos (Tarin et al., 2005; Christiansen and Rajasekaran, 

2006), debido a su difícil observación a nivel histológico. No obstante, cada vez hay más evidencias 

experimentales in vivo que avalan su implicación y relevancia en dicho proceso (Sarrió et al., 2008; 

Trimboli et al., 2008). 
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Figura 1. La TEM es un proceso dinámico. Representación esquemática del proceso de metástasis. En las 
primeras etapas de la progresión tumoral, algunas células epiteliales del tumor primario sufren una TEM, con 
pérdida de marcadores epiteliales, ganancia de marcadores mesenquimáticos, pérdida de polaridad y de adhesión 
intercelular. Estos cambios les permiten a dichas células tumorales invadir tejidos adyacentes y alcanzar un vaso 
sanguíneo o linfático, lo que permite la diseminación a otros órganos. Una vez establecido un foco metastásico a 
distancia, puede ocurrir el proceso inverso, es decir una TME, con re-expresión de marcadores epiteliales y 
adquisición de un fenotipo epitelial, similar al del tumor primario. Adaptado de Peinado et al. (2007). 
 
 
 
1.1  La TEM durante la progresión tumoral.  El papel de cadherina-E 
 
 A nivel molecular, un evento esencial en la TEM es la disminución en la expresión o función de 

la proteína de adhesión intercelular cadherina-E (Thiery, 2002; Huber et al., 2005). En la progresión 

tumoral, diferentes estudios han puesto de manifiesto que la pérdida de expresión y función de 

cadherina-E, correlaciona con una menor diferenciación y un mayor grado de progresión de diferentes 

tipos de carcinomas (revisado en Takeichi, 1993; Birchmeier and Behrens, 1994; Hajra and Fearon, 

2002). Otros estudios, han mostrado una asociación entre la pérdida de expresión o función de cadherina-

E y un aumento en la expresión de marcadores mesenquimáticos y la adquisición de propiedades 

migratorias e invasivas (Vleminckx et al., 1991; Behrens et al., 1992; Christofori and Semb, 1999). Más 

aun, experimentos con animales transgénicos han permitido establecer una relación de causalidad entre la 

pérdida funcional de cadherina-E  y la transición de adenoma a carcinoma invasivo (Perl et al., 1998). 

 
 Así como los procesos de TEM son dinámicos y transitorios durante el desarrollo, observándose 

el fenómeno inverso de transición mesénquima-epitelio (TME) en diferentes contextos embrionarios, 

también se observa frecuentemente re-expresión de cadherina-E y características epiteliales en las 

metástasis (Figura 1). La identificación del factor Snail1 como represor transcripcional del gen de 

cadherina-E (Cano et al., 2000; Batlle et al., 2000), y posteriormente, de otros represores (revisado en 
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Peinado et al., 2004a; Peinado et al., 2007), apoya la hipótesis de que la disminución en la expresión de 

cadherina-E es un proceso transitorio y reversible, coherente con una regulación a nivel transcripcional.  

 

1.2  La TEM: activación de un programa genético 
 
 Se conocen al menos cinco rutas principales de señalización que controlan la TEM, tanto en los 

procesos morfogenéticos como en el cáncer, entre ellas, las vías de WNT, TGF-β, Hedgehog, Notch, y 

rutas activadas por receptores con actividad tirosina-quinasa, las cuales están frecuentemente alteradas en 

el cáncer y pueden cooperar entre sí para inducir TEM. La mayoría de estas rutas convergen en la 

regulación positiva o estabilización de reguladores transcripcionales que reprimen la expresión de 

cadherina-E (Peinado et al., 2007; Berx et al., 2007; Moustakas and Heldin, 2007). Entre estos se 

encuentran los factores de dedos de zinc Snail1 (anteriormente Snail) (Cano et al., 2000, Batlle et al., 

2000) y Snail2 (anteriormente Slug) (Hajra et al., 2002; Bolós et al., 2003), los factores de dobles dedos 

de zinc SIP-1/ZEB-2 (Comijn et al., 2001) y δEF1/ZEB-1 (Grooteclaes and Frisch, 2000; Eger et al., 

2005), y los reguladores bHLH E12/E47 (Pérez-Moreno et al., 2001; Kondo M. et al., 2004) y Twist 

(Yang et al., 2004). Todos ellos inducen TEM cuando se sobreexpresan en células epiteliales, de acuerdo 

con sus patrones de expresión observados durante el desarrollo embrionario, en regiones que están 

sufriendo TEM o que ya han sufrido la transición. Por otra parte, estudios de los perfiles de expresión 

génica inducidos por estos factores han revelado que no sólo son capaces de reprimir la expresión de 

cadherina-E, sino que también regulan negativamente otras moléculas de adhesión y marcadores 

epiteliales, a la vez que modulan positivamente la expresión de genes cuyos productos favorecen la 

formación de estructuras mótiles y la degradación de la matrix extracelular (Vandewalle et al., 2005; 

Moreno-Bueno et al., 2006; Aigner et al., 2007). Es decir, los represores de cadherina-E actúan como 

inductores de TEM a través de la regulación de un complejo programa genético que conlleva la ejecución 

del proceso de TEM. 

 
 En la TEM, tiene especial importancia la intercomunicación entre las células tumorales 

propiamente dichas y su entorno, debido a que, la mayoría de las veces, las señales que inducen TEM 

(TGF-β, EGF, HGF, PDGF) parecen tener su origen en las células que componen el estroma tumoral, 

como macrófagos y fibroblastos activados (Condeelis and Pollard, 2006; Scheel et al., 2007). En este 

contexto, algunas de las células epiteliales del tumor serían capaces de responder a estos estímulos y 

activarían el programa de TEM, lo cual les permitiría iniciar la cascada metastásica. De todas formas, es 

importante destacar que además de responder a su microentorno activando determinados programas 

transcripcionales, las células tumorales a lo largo de su existencia, van acumulando mutaciones y 

alteraciones epigenéticas que pueden conferirles una ventaja selectiva (Talmadge, 2007; Gupta and 

Massagué, 2006) y quizás, mayor capacidad de respuesta a señales de TEM (Scheel et al., 2007). 
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2.  La cadherina-E y la homeostasis epitelial
 
 
 La cadherina-E es una proteína que se expresa en las células epiteliales y que pertenece a la 

superfamilia de las cadherinas. La mayoría de los miembros de esta familia se caracterizan por ser 

glicoproteínas transmembrana, que forman uniones adherentes, dependientes de calcio, entre células 

adyacentes mediante interacción homotípica (es decir, entre miembros del mismo tipo). Las cadherinas, 

presentes en vertebrados e invertebrados, se han clasificado en  5 subfamilias, de acuerdo a su estructura 

y organización funcional: cadherinas tipo I o clásicas, tipo II o atípicas, cadherinas desmosomales 

(desmocolinas y desmogleínas), protocadherinas y otras proteínas relacionadas estructuralmente, como 

las cadherinas Flamingo y las tipo Fat (Nollet et al., 2000; Peinado et al., 2004a). 

 
 La cadherina-E es un importante morfógeno, que tiene un papel clave en el establecimiento del 

fenotipo epitelial, la polaridad celular, así como el mantenimiento del fenotipo epitelial y la arquitectura 

tisular. (Takeichi, 1988; Takeichi, 1995; Larue et al., 1996). Además, las uniones mediadas por 

cadherina-E se han implicado en la supervivencia celular (Day et al., 1999) y en el control de la 

proliferación celular (St Croix e al., 1998; Takahashi and Suzuki, 1996). 

 

2.1  Las uniones mediadas por cadherina-E 
 
 La cadherina-E es el componente principal de las uniones adherentes de los tejidos epiteliales. Se 

ha postulado un modelo, según el cual las moléculas de cadherina-E forman homodímeros, unidos por 

interacciones no covalentes, que están anclados al citoesqueleto de actina, formando un complejo 

multiproteico que incluye α-catenina,  β-catenina y catenina p120 (Figura 2A) (Nollet et al., 2000; 

Peinado et al., 2004a). La cadherina-E posee una estructura característica, con una región extracelular y 

otra citoplasmática. La región extracelular, está formada por 5 ectodominios (EC1-EC5) y un dominio 

extracelular adicional, próximo a la membrana (MPED). Los dominios EC, por una parte, median la 

interacción homotípica (a través de secuencias específicas HAV localizadas en el dominio EC1), y por 

otra, unen iones de calcio, los cuales confieren estabilidad a la región extracelular y permiten la 

conformación adecuada para las interacciones con la región correspondiente de la proteína de la célula 

contigua (Figura 2B) (Chappuis-Flament et al., 2001; Pertz et al., 1999). En cuanto a la región 

citoplasmática, ésta contiene un dominio conservado próximo a la membrana (MPCD), que interacciona 

con catenina p120, y un sitio de unión a cateninas (CBS) (Kemler, 1993; Stapper and Kemler, 1994; 

Pérez-Moreno and Fuchs, 2006), al que se unen β-catenina o γ-catenina/plakoglobina, de manera 

excluyente (Ozawa et al., 1989; Kemler, 1993; Lozano and Cano, 1998). La β- y la γ-catenina median la 

unión entre cadherina-E y la región aminoterminal de la α-catenina, que conecta al complejo de 

membrana directa o indirectamente con el citoesqueleto de actina (Rimm et al., 1995). 
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Figura 2. Representación esquemática de las uniones intercelulares mediadas por cadherina-E. A. Esquema 
de una unión adherente. A través de su región extracelular, las moléculas de cadherina-E establecen interacciones 
homotípicas dependientes de Ca2+. La región citoplasmática permite su anclaje al citoesqueleto de actina-F a través 
de la unión con cateninas. B. Esquema de la estructura de cadherina-E en membrana (ampliación de la región 
indicada en A). Se indican los diferentes dominios de cadherina-E: EC, ectodominio; MPED, dominio extracelular 
próximo a la membrana; MPCD, dominio citoplasmático próximo a la membrana; CBS, dominio de unión a 
cateninas; HAV, secuencia conservada His-Ala-Val implicada en adhesión homotípica. Se indican también los 
sitios de unión para Ca2+, localizados en la interfase de dominios EC. 
 

 
 Es importante destacar que la β-catenina tiene una importante función señalizadora en la vía de 

WNT, cuando se encuentra disociada de los complejos de adhesión y estabilizada en el citoplasma 

(Behrens, 1999; Nelson and Nusse, 2004). Por lo tanto, la unión de cadherina-E a β-catenina en los 

contactos intercelulares, resultaría en menores niveles de β-catenina disponibles para ejercer su función 

señalizadora (Fagotto et al., 1996; Wong and Gumbiner, 2003). 

 

2.2  Regulación transcripcional de cadherina-E 
  
 Se ha visto que el gen de cadherina-E está inactivado somáticamente en ciertos tipos tumorales, 

tales como el carcinoma gástrico difuso, el carcinoma lobulillar de mama, y los sarcomas sinoviales 

(Becker et al., 1994; Berx et al., 1998; Sarrió et al., 2003; Saito et al., 2001). Sin embargo, la reducción 
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en los niveles de cadherina-E, en la mayoría de carcinomas, se debe principalmente a mecanismos 

epigenéticos, como hipermetilación de su promotor (Strathdee, 2002) y la acción de represores 

transcripcionales (Peinado et al., 2004a). 

 
 El promotor de cadherina-E de ratón, ha sido objeto de estudio de diferentes grupos. Posee 

varios elementos reguladores, entre los que se encuentran: una caja CCAAT, una región rica en GC y un 

elemento palindrómico denominado E-pal (Figura 3A). La región rica en GC y la caja CCAAT han sido 

implicadas en le regulación positiva de la actividad de este promotor, (Behrens et al., 1991; Hennig et al., 

1996; Faraldo et al., 1997). El elemento palindrómico E-pal (-90/-70 con respecto al inicio de 

transcripción), está constituido por dos cajas E adyacentes, E1 (CAGGTG) y E2 (CACCTG), 

flanqueadas por cuatro nucleótidos invertidos (Behrens et al., 1991) (Figura 3B). Es pertinanete aclarar 

que las cajas E son secuencias consenso del tipo CANNTG, donde N es cualquier nucleótido (Ephrussi et 

al., 1985; Lassar et al., 1989). El elemento E-pal fue inicialmente descrito como un regulador positivo 

específico de tejidos epiteliales (Behrens et al., 1991), pero posteriormente se lo caracterizó como un 

regulador negativo en células deficientes en expresión de cadherina-E (Henning et al., 1996; Faraldo et 

al., 1997; Rodrigo et al., 1999). 
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Figura 3. Elementos reguladores en el promotor proximal de cadherina-E. A. Representación esquemática 
del promotor proximal de cadherina-E de ratón, perro y humano. Se indican elementos reguladores positivos 
(caja CAAT y región GC) y negativos (cajas E, región CE). La caja CAAT, la región rica en GC y las cajas E1 y E3 
se encuentran conservadas en los tres promotores, mientras que la caja E2 y el elemento CE son exclusivos del 
promotor de ratón. Los promotores humano y canino poseen además una caja E4 río abajo del inicio de 
transcripción. B. Secuencia de las cajas E del promotor proximal de cadherina-E de ratón, canino y humano. 
La conservación de las cajas E1 y E3 en las tres especies se indica con el recuadro en línea contínua; la caja E2 en 
el promotor de ratón, se indica mediante línea discontínua. Adaptado de Peinado et al. (2004a). 
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 Otros elementos del promotor de cadherina-E, identificados en la región proximal al inicio de 

transcripción, incluyen un regulador negativo denominado CE (Rodrigo et al., 1999) y una secuencia 

localizada en el primer intrón (potenciador específico de tejido epitelial, ESE), responsable de mantener 

los niveles de expresión en células epiteliales (Henning et al., 1996). Estudios más recientes han descrito 

la presencia de otros elementos reguladores en cis más río arriba del inicio de transcripción, y en el 

segundo intrón de este gen, requeridos para la expresión específica de tejido en el embrión (Stemmler at 

al., 2003). 

 
 Análisis comparativos del promotor de cadherina-E de distintas especies (humano, ratón y perro) 

han revelado la conservación de muchas de las secuencias reguladoras proximales, incluyendo una 

tercera caja E (caja E3, -30) (Comijn et al., 2001). Como excepción, cabe destacar la presencia de una 

caja E adicional (caja E4, +30) presente en los promotores humano y de perro (Battle et al., 2000), y la 

ausencia de conservación de la caja E2 del elemento E-pal murino (Figura 3B) (Comijn et al., 2001; 

Henning et al., 1996). 

 
 Diferentes estudios han mostrado que Snail1 actúa como un potente represor del promotor de 

cadherina-E, mediante la interacción con el elemento E-pal del promotor murino (Cano et al., 2000; 

Bolós et al., 2003) y cajas E proximales del promotor humano (Battle et al., 2000). Por su parte, Snail2, 

también es un importante represor de este gen (Hajra et al., 2002), aunque su afinidad por el elemento E-

pal es menor que la de Snail1 (Bolós et a., 2003). Ambos factores de la superfamilia génica Snail, fueron 

descritos inicialmente como represores transcripcionales con un importante papel en la TEM durante el 

desarrollo embrionario (Hemavathy et al., 2000a; Nieto, 2002). Poseen un dominio de unión al DNA 

constituído por varios motivos de dedos de zinc (4-6 según la especie), que permite la unión a un tipo 

particular de caja E (C/ACAGGTG) (Mauhin et al., 1993; Hemavathy et al., 2000b). Además, presentan 

un dominio aminoterminal SNAG (conservado en las proteínas Snail y Gfi-1) (Grimes et al., 1996), que 

se requiere para la actividad represora de estos factores (Hemavathy et al., 2000a; Battle et al., 2000; 

Nieto, 2002). El mecanismo de represión sobre el promotor de cadherina-E propuesto en el caso de 

Snail1, depende del reclutamiento, a través de su dominio SNAG, del co-represor mSin3A y de 

actividades deacetilasas de histonas (HDAC1/HDAC2) (Peinado et al., 2004b). En el caso de Snail2, se 

ha propuesto que la interacción con CtBP, a través del dominio parcialmente conservado de interacción 

con esta molécula, junto al reclutamiento de HDACs, son necesarios para que pueda ejercer su función 

represora (Hemavathy et al., 2000b; Bolós, 2004, Tesis doctoral). Snail1 y Snail2 están involucrados en 

diversas fases del desarrollo embrionario y otros contextos biológicos que implican movimiento celular 

y/o supervivencia, y se consideran genes clave en el proceso de TEM (Nieto, 2002; Barrallo-Gimeno and 

Nieto, 2005).  
 
 Otros represores transcripcionales de caderina-E son los dos miembros conocidos de la familia 

ZEB (dobles dedos de zinc y homeobox), ZEB1 y ZEB2, que también reprimen la actividad del promotor 
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a través de la unión a cajas E (Groteclaess and Frisch, 2000; Eger et al., 2005; Comijn et al., 2001). 

Ambos factores pueden actuar como represores o activadores transcripcionales, dependiendo de su 

interacción con co-represores (CtBP) o co-activadores (CBP/p300) (Postigo et al., 2003). Sin embargo, 

todavía se desconoce en gran medida el mecanismo por el cual reprimen el gen de cadherina-E. 

 
 
3.  La superfamilia de proteínas HLH 
 
 
3.1  Características generales y clasificación 

 
 Las proteínas HLH son reguladores transcripcionales ampliamente distribuidos en los 

organismos eucariotas desde Saccaromyces cerevisiae hasta el ser humano, y desempeñan importantes 

funciones en muchos procesos esenciales del desarrollo, regulando el crecimiento celular y la 

diferenciación de diferentes tipos celulares (Massari and Murre, 2000; Jones, 2004). Los miembros de 

esta superfamilia se caracterizan por la presencia de un dominio hélice-lazo-hélice (HLH), constituido 

por dos α-hélices anfipáticas, separadas por una región flexible, no helicoidal (lazo). A través de este 

dominio, las proteínas HLH homo- o hetero-dimerizan, lo cual es esencial para su función reguladora de 

la transcripción. En el proceso de dimerización (Figura 4), dichas α-hélices interaccionan entre sí 

formando un núcleo hidrofóbico (Shirakata et al., 1993; Goldfarb et al., 1998). Adicionalmente, la 

mayoría de los factores HLH posee una región básica, N-terminal del motivo HLH, que media la unión al 

DNA (Davis et al., 1990; Voronova and Baltimore, 1990), dando lugar a lo que comúnmente se 

denomina dominio bHLH. Los sitios de unión más frecuentes de estas proteínas son las cajas E,  
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Figura 4. Representación de la dimerización y 
unión al DNA de proteínas bHLH. Imagen 
esquemática que representa el modelo de 
interacción de los dominios bHLH de los factores 
E47 (azul) y NeuroD (violeta) unidos al DNA, 
sobre el promotor de insulina. En el dímero, las 
cuatro hélices (dos por cada factor) se disponen 
de forma paralela, de modo que los residuos se 
agrupan formando un núcleo hidrofóbico. La 
región básica (indicada como b), que se continúa 
con la hélice 1 (H1), toma contacto con el surco 
mayor del DNA; nótese que cada factor 
interacciona con una mitad de la caja E. H2: 
hélice 2. Adaptado de Longo et al. (2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

presentes en los promotores de numerosos genes. Estudios cristalográficos han determinado que cada 

monómero bHLH interacciona con una mitad de la caja E, interaccionando la región básica con el surco 
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mayor del DNA (Figura 4). Además, residuos adicionales del lazo y de la segunda hélice del dominio 

HLH también están implicados en la unión al DNA (Ellenberger et al., 1994; Longo et al., 2008). 

 
 Las proteínas HLH han sido clasificadas en siete clases (I-VII) (Tabla 1), de acuerdo a su 

distribución tisular, su capacidad de dimerización y su unión específica al DNA (Massari and Murre, 

2000; Jones, 2004). Con excepción de la clase V, se trata de factores bHLH, con la secuencia de 

aminoácidos básicos próximos al dominio HLH. En mamíferos, existen tres genes bHLH de clase I: E2A, 

HEB y E2-2. Estos genes, codifican para seis proteínas, también denominadas proteínas E, las cuales se 

expresan en muchos tejidos, pero no son ubicuas. Los factores de clase I generalmente actúan como 

activadores transcripcionales, pero también pueden actuar como represores, dependiendo de la proteína 

bHLH con la que estén dimerizando y/o de la interacción con co-represores o co-activadores (Lemercier 

 
 

Tabla 1. Descripción de las diferentes clases de proteínas HLH 
 

Clasificación Características Ejemplos Funciones 

 
Clase I 
 

Amplia expresión. Capaces de 
homo o heterodimerizar. 

E12/E47; E2-2A/B. 
Proteínas E. 

Linfogénesis, 
neurogénesis, 

miogénesis, etc. 

 
Clase II 
 

Expresión específica de tejido. 
Suelen heterodimerizar con 
proteínas bHLH de clase I. 

MyoD, NeuroD, 
MashI, Twist, Tal1 

Miogénesis, 
neurogénesis, 

hematopoyesis, etc. 

 
Clase III 
 

Poseen un motivo cremallera de 
leucinas adyacente al dominio 

bHLH. 
Myc, MITF 

Proliferación, 
diferenciación, 

apoptosis, 
melanogénesis, etc. 

 
Clase IV 
 

Capaces de heterodimerizar con 
Myc o entre ellas Max, Mad. Proliferación, apoptosis, 

etc. 

 
Clase V 
 

Carecen del dominio básico de 
unión al DNA; actúan como 

dominantes negativos de 
proteínas bHLH de clases I y II 

Factores ID 
Proliferación, 

diferenciación, 
angiogénesis, etc. 

 
Clase VI 
 

Poseen una prolina conservada en 
la región básica. HES, HERS1 Ruta de señalización de 

Notch, proliferación, etc. 

 
Clase VII 
 

Presentan un dominio PAS 
adyacente al bHLH. HIF1α, AHR 

Respuesta a hipoxia, a 
hidrocarburos 

aromáticos, etc. 

H1 L H2b H1 L H2H1 L H2H1 L H2bb

H1 L H2b H1 L H2H1 L H2H1 L H2bb

H1 L H2b LZH1 L H2H1 L H2H1 L H2bb LZLZ

H1 L H2b LZH1 L H2H1 L H2H1 L H2bb LZLZ

H1 L H2H1 L H2H1 L H2H1 L H2

H1 L H2b

Pro

H1 L H2b H1 L H2H1 L H2H1 L H2bb

Pro

H1 L H2 PASb H1 L H2H1 L H2H1 L H2 PASPASbb

 
H1-L-H2: dominio HLH (H1: hélice 1, L: lazo, H2: hélice 2); b: región básica, adyacente al  dominio 
HLH; LZ: cremallera  de leucinas (leucine zipper); PAS: dominio PAS; Pro: prolina. Adaptado de 
Massari and Murre, (2000). 
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et al., 1998; Pérez-Moreno et al., 2001; Muruyama et al., 2004; Zhang et al., 2004; Goardon et al., 2006). 

Las proteínas E generalmente heterodimerizan con factores bHLH de clase II, aunque también son 

capaces de homo- o heterodimerizar entre sí (Massari and Murre, 2000). La clase II está constituida por 

factores con expresión específica de tejido, como los factores miogénicos MyoD y miogenina 

(Weintraub et al., 1991; Hasty et al., 1993), factores neuronales como MashI y neurogenina (Guillemot et 

al., 1993; Ma et al., 1996), y los genes TAL involucrados en la hematopoyesis (Begley et al., 1989). En 

la mayoría de los casos, los factores de clase II forman dímeros con las proteínas de clase I (Massari and 

Murre, 2000). Por su parte, los factores HLH que forman la clase V, carecen de la región básica de unión 

al DNA, por lo que no pueden unirse a él (Benezra et al., 1990; Christy et al., 1991). Es por ello, que 

estas proteínas, denominadas ID (Inhibidores de unión al DNA o Inhibidores de diferenciación), actúan 

como dominantes negativos, ya que pueden dimerizar con factores bHLH de las clases I y II a través de 

sus dominios HLH, pero el heterodímero formado es incapaz de unirse al DNA (Perk et al., 2005).  

 

3.2  Nuevas funciones: los factores E47 y Twist 
 
 Estudios recientes han permitido determinar que además de regular el establecimiento de linajes 

celulares y la diferenciación celular, las proteínas HLH pueden desempeñar funciones en otros procesos, 

como la TEM. El factor bHLH de clase I E47 (codificado por el gen E2A) fue el primer factor de esta 

familia implicado en este proceso, tanto en células epiteliales, en relación a la invasión tumoral, como 

durante el desarrollo embrionario (Pérez-Moreno et al., 2001) y, más recientemente, se lo ha asociado a 

procesos de TEM durante la fibrosis renal (Slattery et al., 2006, 2007). Por otra parte, el factor de clase II 

Twist, que cumple un papel destacado en la determinación del mesodermo durante el desarrollo, es a su 

vez, un importante inductor de TEM, con un papel clave en la metástasis (Baylies and Bates, 1996; Yang 

et al., 2004).  
 
 El factor E47 es uno de los dos productos del gen E2A (TCF3), que da origen por splicing 

alternativo del exón que codifica para la región bHLH, a dos RNAms que codifican para las proteínas 

E47 y E12 (Murre, et al., 1989; Watada et al., 1995). Ambos factores presentan un alto nivel de 

homología, diferenciándose exclusivamente en el dominio bHLH. E12/E47 son las proteínas bHLH de 

clase I más estudiadas. Ambas pueden actuar como reguladores transcripcionales positivos o negativos. 

Se ha visto que cuando funcionan como activadores (como en el caso de genes miogénicos), requieren la 

interacción con co-activadores con actividad acetilasa de histonas (HAT), como CBP/p300 y PCAF (Qiu 

et al., 1998; Bradney et al., 2003). Cuando actúan como represores (por ejemplo, de genes eritroides),  lo 

hacen a través del reclutamiento de complejos co-represores con actividad HDAC (Zhang et al., 2004; 

Muruyama et al., 2004). Las proteínas E2A pueden formar homodímeros, o pueden heterodimerizar con 

otras proteínas de clase I, con factores bHLH de clase II específicos de tejido, o con los factores ID, y 

presentan, en muchas ocasiones, redundancia funcional con otras proteínas E, lo cual deriva en que se 

desconozcan muchas de sus funciones (Ik Tsen Heng and Tan, 2003). Además de estar implicados en 
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procesos de TEM, los factores E12/E47 podrían desempeñar otros papeles en la tumorogénesis, ya que 

en ciertos contextos, pueden promover la proliferación celular (por ejemplo, a través de la inducción de 

ciclinas (Zhao et al., 2001; Song et al., 2004)) y estimular la angiogénesis (Peinado et al., 2004c). 

  
3.3  Los factores E2-2 
  
 El gen E2-2 (también denominado TCF4) codifica para dos proteínas de la clase I, E2-2A y E2-

2B (Henthorn et al., 1990; Corneliussen et al., 1991, Skerjanc et al., 1996). A diferencia de los productos 

de los otros genes de esta clase, E2A y HEB (TCF12) (Zhang et al., 1991; Gan et al., 2002), que se 

originan por splicing alternativo a partir de un único precursor, la expresión de las isoformas E2-2A y 

E2-2B parece estar dirigida por dos promotores distintos (Fearon et al., 2002). No obstante, las dos 

isoformas sólo difieren en sus extremos N-terminales, compartiendo toda la secuencia restante (Figura 

5).  
 

3.3.1  Los factores E2-2:  función biológica  

 
 Los factores E2-2 han sido menos estudiados que las proteínas E2A. Estudios con ratones knock 

out condicionales para E2-2 han determinado su implicación en el desarrollo de linfocitos B y T en 

etapas tardías, a diferencia de las proteínas E2A, que son críticas en el establecimiento de estos linajes 

(Wikstrom et al., 2006; Murre, 2005; Bergqvist et al., 2000; Zhuang et al., 1994). Por otra parte, 

 

 

E2-2A

ID1

E2-2B

E47

AD1

AD2 bHLH
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CEAD1 AD2

E2-2A
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HLH

CEAD1 AD2

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5. Representación de los principales dominios estructurales y funcionales de los factores E2-2A, E2-
2B, E47 e ID1. Se indican los diferentes dominios de los cuatro factores: HLH, dominio hélice-lazo-hélice; b, 
región básica de unión al DNA; AD1, dominio de transactivación 1; AD2, dominio de transactivación 2. CE: 
dominio de represión. Se representa en celeste el extremo N-terminal de E2-2A, que es específico de esta isoforma.  
 

 

los factores E2-2 se han asociado con procesos de diferenciación en diversos tipos celulares, como 

células de mama (Parrinello et al., 2001), trofoblastos (Scott el al., 2000), osteoblastos (Beck et al., 2001) 

y células de Sertoli (Muir et al., 2006), si bien el papel específico de E2-2A/B en la diferenciación de 

estos tipos celulares no ha sido del todo esclarecido. 
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 Debido a su capacidad de interacción con factores neurogénicos, los factores E2-2 han sido 

implicados en la diferenciación neuronal (Persson et al., 2000). En este sentido, análisis genéticos 

recientes han mostrado que la pérdida de una copia funcional del gen E2-2 causa el síndrome de Pitt–

Hopkins (PHS), una enfermedad provocada por una alteración en el desarrollo de sistema nervioso, que 

se caracteriza por retraso mental, epilepsia, e hiperventilación (Pitt and Hopkins, 1978; Peippo et al., 

2006), lo que indica que los factores E2-2 cumplirían un papel crítico durante el desarrollo del sistema 

nervioso en humanos (Amiel et al., 2007; Brockschmidt et al., 2007; Zweier at el., 2007).  
 
 En cuanto al proceso tumoral, la sobreexpresión de E2-2 en adenocarcinomas de ovario que 

tienen alterada la vía de β-catenina (Zhai et al., 2002), ha llevado a determinar que este gen es una diana 

directa del complejo transcripcional TCF/β-catenina y que es capaz de promover la transformación 

neoplásica de células RK3E (Kolligs et al., 2002). Además, también se ha visto sobreexpresión de E2-2 

en tumores de próstata con respecto al tejido sano (Liu et al., 1997).  

 

3.3.2  Los factores E2-2:  regulación transcripcional 

 
Diferentes estudios han caracterizado a E2-2B como represor transcripcional, como en el caso  

del gen de α-actina cardíaca, creatina-quinasa y genes melanogénicos (Skerjanc et al., 1996; Petropoulos 

and Skerjanc, 2000; Chen and Lim, 1997; Furumura et al., 2001). No obstante, E2-2B también puede 

activar genes, como los que codifican para el receptor II de somatostatina y el receptor P2X1 (Pscherer et 

al., 1996; Dhulipala et al., 2001).  Por su parte, se ha visto que E2-2A puede funcionar como activador 

(por ejemplo, en el caso del gen de tirosina hidroxilasa) (Yoon and Chikaraishi, 1994) o como represor 

transcripcional. Curiosamente, en determinados contextos, ambas isoformas pueden funcionar de manera 

similar, como en la represión de genes melanogénicos (Furumura el al., 2001) o actuar de manera 

opuesta, como en el caso del gen de α-actina cardíaca, para el cual el heterodímero MyoD-E2-2A activa 

la transcripción, mientras que MyoD-E2-2B la reprime (Skerjanc et al., 1996). En otros casos, como el 

del gen que codifica para el receptor P2X1, sólo la isoforma E2-2B muestra actividad, mientras que la 

isoforma E2-2A parece inactiva (Dhulipala et al., 2001). 
 
E2-2B posee dos regiones de transactivación, AD1 y AD2 (Quong et al., 1993; Aronheim et al., 

1993), conservadas en las demás proteínas E, con excepción de E2-2A, que al ser una proteína más corta, 

sólo posee el dominio AD2 (Corneliussen et al., 1991; Skerjanc et al., 1996) (Figura 5). Diversos 

estudios han mostrado que el dominio AD1 de E2-2B y de E12/E47 es necesario tanto para la activación 

transcripcional como para la represión ejercida por estos factores (Skerjanc, 1996; Petropoulos and 

Skerjanc, 2000). Trabajos más recientes han revelado que el dominio AD1 de E12/E47, y en menor 

medida el AD2, pueden interaccionar con CBP/p300 para activar la transcripción (Bayly, 2004). Otros 

estudios mostraron que en un contexto de activación transcripcional, el dominio AD1 de las proteínas E 

interacciona con el co-activador CBP/p300, mientras que, en un contexto de represión, se produce un 

intercambio de co-reguladores, pasando a interaccionar el dominio AD1 con proteínas de la familia ETO, 
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que a su vez reclutan HDACs (Zhang et al., 2004). Este mecanismo de inhibición transcripcional, sería 

diferente al ejercido por las proteínas IDs (Figura 6). 
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Figura 6. Modelos de regulación de la actividad transcripcional de las proteínas bHLH de clase I. A. 
Intercambio de co-reguladores. Las proteínas E pueden promover tanto la activación transcripcional como la 
represión. En el primer caso, las proteínas E pueden reclutar complejos con actividad acetilasa de histonas, como 
CBP/p300. En el segundo caso, se postula que se produce un intercambio de co-reguladores, lo que permite la 
interacción de las proteínas E con otras proteínas (como los factores de la familia ETO o VDR unido a ligando), 
capaces de reclutar complejos con actividad deacetilasa de histonas. B. Mecanismo de inhibición transcripcional 
por factores ID. Debido a la ausencia de la región básica de unión al DNA, las proteínas ID forman heterodímeros 
incapaces de unirse al DNA, por lo que actúan como dominantes negativos, secuentrando a los factores bHLH de 
clase I y II. Prot.E: proteína E (bHLH de clase I);  bHLH: factor bHLH de clase II. 
 
 
 Estudios recientes revelaron la presencia en la proteína E2-2B, de un dominio que confiere 

actividad represora (denominado CE), que se encuentra  conservado en las demás proteínas E, E12/E47 y 

HEB, pero no en E2-2A (Figura 5). El dominio CE posee varios residuos de lisina, esenciales para su 

función reguladora, que podrían ser susceptibles de modificaciones post-traduccionales como 

ubiquitinación y acetilación (Herbst and Kolligs, 2008). 

 
3.4  Los factores IDs 
 
 Como se mencionó anteriormente, los factores ID constituyen la clase V de la familia de 

proteínas HLH, y se caracterizan por carecer de la región básica de unión al DNA  De este modo, los 

factores ID actúan secuestrando a las proteínas bHLH de clase I (o de clase II), ya que el heterodímero 

ID/bHLH no puede unirse al DNA (Figura 6B). Por otra parte, los factores ID son capaces de 

interaccionar con otras proteínas diferentes a las HLH, como pRB, factores Ets, Pax y MIDA-1 (Norton, 

2000; Sikder et al., 2003). 
  
 En vertebrados existen cuatro genes ID, ID1-ID4 (Benezra et al., 1990; Sun et al., 1991; Christy 

et al., 1991; Biggs et al., 1992; Riechmann et al., 1994). Estudios de sus perfiles de expresión en ratón, 

revelaron que, ID1 e DI3 poseen una expresión similar y amplia, mientras que ID4 se expresa en sólo en 

algunas regiones, más diferenciadas. Con respecto a ID2, su expresión en determinados órganos se 

restringe a estructuras epiteliales, mientras que ID1 e ID3 se expresan en células mesenquimales 

adyacentes (Jen et al., 1996; Jen et al., 1997). De todas formas, si bien en determinados contextos las 
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proteínas ID pueden presentar cierto grado de redundancia funcional, diversos estudios de pérdida de 

función han revelado papeles no redundantes para estos factores (Norton, 2000). 
 
 Las proteínas ID inhiben la diferenciación de diversos tipos celulares (Benezra et al., 1990; 

Lyden et al., 1999; Desprez et al., 1995) y estimulan la proliferación, la angiogénesis y la invasión 

celular, procesos que están íntimamente relacionados con el cáncer. A su vez, son dianas de oncogenes 

como Myc y Ras (Perk et al., 2005). Es por ello que estos factores han sido muy estudiados durante los 

últimos años. 

 
3.4.1  Los factores IDs: regulación de la proliferación 

 
 Los factores ID pueden inducir proliferación mediante diversos mecanismos. Uno de ellos es a 

través de la interacción con pRB (en el caso de ID2), lo que promueve la progresión del ciclo celular. 

Otro, es inhibiendo la expresión de inhibidores del ciclo celular, como p21 (WAF1) y p16 (INK4a). 

(Norton, 2000; Sikder et al., 2003). La represión de p16 (considerado supresor tumoral) explica el retraso 

en la entrada en senescencia replicativa de queratinocitos y melanocitos, entre otros tipos celulares, 

inducida por los factores IDs (Alani et al., 1999, 2001; Cummings et al., 2008). 

  
 Los factores ID están también implicados en supervivencia celular. Por una parte, la 

sobreexpresión de proteínas ID promueve apoptosis en determinados contextos, como células epiteliales 

de mama (Parrinello et al., 2001). Por el contrario, se ha determinado que las proteínas ID inhiben la 

apoptosis y promueven la supervivencia celular en células endoteliales (Sakurai et al., 2004) y del 

epitelio prostático (Ling et al., 2003). Es importante destacar que la sobreexpresión de ID1 es capaz de 

promover resistencia a agentes quimioterapéuticos en células de carcinoma (Ling et al., 2006). 

 
3.4.2  Los factores IDs: su papel en la angiogénesis 
 

 ID1, ID2 e ID3 desempeñan papeles importantes en la angiogénesis, tanto durante el desarrollo 

embrionario como en el proceso tumoral. La anulación completa de la expresión de los genes de ID1 e 

ID3 en ratones lleva a la muerte embrionaria debido a diferenciación neural prematura y a hemorragias 

por deficiencias en la vasculatura, lo cual ha revelado la implicación de estos factores en la angiogénesis 

durante el desarrollo (Lyden et al., 1999). Estudios posteriores han confirmado la participación de estos 

factores en la angiogénesis tumoral, aunque hay diferencias en cuanto al tipo de tumor y el grado de 

diferenciación. En general, los tumores más indiferenciados presentan mayores niveles de estos factores 

en la vasculatura asociada (Perk et al., 2005). En cuanto a los mecanismos implicados, se ha determinado 

que VEGF es una diana de ID1 (Ling et al., 2005). Por otra parte, ID1 e ID3 parecen ser necesarios para 

la movilización de precursores endoteliales de la médula ósea (Lyden et al., 2001). 

 
 

 20 



      Introducción 

 
3.4.3  Los factores IDs: su papel en la invasión celular 
 
 Diferentes estudios han permitido establecer la implicación de ID1 en la invasividad y la 

metástasis, especialmente en el cáncer de mama. La expresión de este factor se ha relacionado con un 

incremento en la capacidad migratoria/invasiva y metastásica de células del epitelio mamario y de líneas 

celulares de cáncer de mama (Desprez et al., 1998; Lin et al., 2000; Fong et al., 2003). Más 

recientemente, se lo ha asociado con la metástasis específica a pulmón, que suele producirse en este tipo 

de tumores (Minn et al., 2005). Por el contrario, ID2, en mama, está asociado con diferenciación y 

reducción de capacidad invasiva (Stighall et al., 2005), mientras que en células de cáncer de próstata, se 

asocia con mayor invasión (Coppe et al., 2004), lo cual pone de manifiesto, que la acción de estas 

moléculas depende en gran medida, del contexto celular.   
 
 En conjunto, los antecedentes mencionados muestran la complejidad de la familia de proteínas 

HLH y su importancia biológica como reguladores de múltiples procesos celulares, lo que puede derivar 

en cambios fenotípicos normales o patológicos.  

 
3.5 Relación de factores bHLH con otros reguladores de TEM 
 
 Con respecto a la TEM, una cantidad creciente de estudios ha mostrado la existencia de una 

asociación inversa entre la expresión de factores como Snail1/2, E47, Twist y ZEB-1/2, y la expresión de 

cadherina-E en diferentes tipos tumorales (Peinado et al., 2007). Estas observaciones, junto a estudios 

funcionales recientes (Olmeda et al., 2007a; Olmeda et al., 2007b; Spaderna et al., 2008; Yang et al., 

2008) apoyan la implicación de estos factores en la progresión tumoral. No obstante, hasta el momento 

se desconoce si existe una jerarquía en la actuación de los diferentes represores de cadherina-E y si 

juegan un papel redundante o específico en la tumorogénesis, por lo que resulta importate estudiar las 

posibles relaciones funcionales entre ellos. En este sentido, el análisis de los perfiles de expresión génica 

de líneas estables derivadas de MDCK que sobreexpresan los factores Snail1, Snail2 o E47, ha puesto de 

manifiesto que el gen E2-2 es una diana (directa o indirecta), activada en células con expresión de dichos 

represores de cadherina-E/inductores de TEM (Moreno-Bueno et al., 2006). Asimismo, estudios 

anteriores del grupo indicaron que E2-2 interacciona con el elemento Epal del promotor de cadherina-E 

de ratón. No obstante, actualmente se desconoce si los factores E2-2 podrían desempeñar algún papel en 

la regulación de la expresión de cadherina-E, en la inducción de TEM y en la progresión tumoral. 
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    Objetivos 

 En base a los antecedentes previos de la literatura y las aparentes relaciones observadas entre los 

factores E2-2 y otros reguladores de la expresión de cadherina-E/inductores de TEM, en la presente Tesis 

nos propusimos caracterizar la acción de los factores E2-2 en dichos procesos, a través de los siguientes 

objetivos concretos: 

 
 
1-  Caracterización de los factores E2-2 como represores de cadherina-E y su papel en la TEM.  

       1.a    Analizar la expresión de E2-2 en las líneas celulares MDCK-Snail1, MDCK-Snail2 y MDCK-

E47, y en modelos celulares de progresión tumoral. 

       1.b   Analizar el efecto de la expresión estable de E2-2 sobre el fenotipo celular. 

       1.c   Estudiar la acción de los factores E2-2 sobre el promotor de cadherina-E. 

 

2-   Comparación de la acción de los factores E2-2 con E47. 

 2.a    Analizar los perfiles de expresión génica inducidos por ambos tipos de factores. 

 

3-   Estudio de la interrelación de los factores Snail y E47 con E2-2. 

       3.a.  Caracterizar el promotor de E2-2 y estudiar su regulación por los factores Snail1, Snail2 y E47. 

       3.b   Analizar la regulación de los promotores de Snail1, Snail2 y E2A  por E2-2. 
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1.   Ensayo de híbrido sencillo  

 
 Brevemente, la metodología del híbrido sencillo permite aislar factores que se unan a una región 

o secuencia específica de DNA (Uowerkerk and Meijer, 2001). Para ello, se utilizan dos tipos de 

vectores: uno, en el cual se clonan repeticiones de la región de interés en posición 5´ del gen testigo 

HIS3, que codifica para una enzima (imidazol glicerol-fosfato dehidratasa) implicada en la síntesis del 

aminoácido histidina, (vector 1). Es necesario aclarar que dicha enzima se inhibe de manera competitiva 

por 3-aminotriazol (3AT). El otro tipo de plásmido, portará un cDNA (proveniente de una librería) 

fusionado al dominio de activación (AD) del factor de transcripción Gal4 de levaduras, de modo que se 

genere una proteína de fusión cDNA-AD(Gal4), (vector 2). Si el cDNA del vector 2 codifica para un 

factor que es capaz de unirse a la región de DNA clonada en el vector 1, el dominio de activación de 

Gal4 activará la transcripción del gen testigo, que permitirá, por ejemplo, la síntesis de histidina. De este 

modo, si ambos plásmidos están presentes a la vez en las mismas levaduras, aquellas que crezcan en 

ausencia de histidina, serán las que porten el cDNA que codifique para un factor que interaccione con la 

región de DNA de interés. 

 
 El análisis de hibrido sencillo para el aislamiento de factores de interacción con el elemento E-

pal se realizó como se describió (Cano et al., 2000; Pérez-Moreno et al., 2001). Brevemente, se clonó un 

fragmento de DNA conteniendo 6 copias repetidas del elemento E-pal en su versión silvestre (WT) o 

mutada (Mut), en el vector testigo pHISi (Clontech), que permite la expresión del gen HIS3, y cada uno 

de los fragmentos se integró en el locus cromosómico URA3 en la cepa de levaduras YM4271 

(Clontech). Dichas levaduras, se transformaron con una librería de cDNA de fibroblastos NIH3T3, 

fusionada al AD(Gal4), en el vector pACT2 (Clontech). Los transformantes (3x106 clones 

independientes) se analizaron por su capacidad de crecer en medio sin histidina, en presencia del 

inhibidor 3AT, utilizado para eliminar los niveles de transcripción basales de HIS3. Los clones 

identificados (300) se analizaron posteriormente por su capacidad de transformar levaduras conteniendo 

la versión silvestre del elemento E-pal (E-pal-HIS WT) o mutada (E-pal-HIS Mut). Los plásmidos que 

confirieron expresión de HIS3 sólo en la cepa E-pal-HIS WT, (130/300), se seleccionaron para su 

análisis posterior.  

 
 
2.   Construcciones de DNA  

 
2.1  Vectores de expresión 
 
 Para la expresión exógena de los factores E2-2A y E2-2B, los cDNAs correspondientes se 

clonaron en vectores de expresión para células de mamífero, bajo el promotor constitutivo CMV. El 

cDNA completo de E2-2B murino (mE2-2B, número de acceso a la base de datos GeneBank: 

MMU16322) contenido en el plásmido pACT2 (Clontech) y seleccionado en el ensayo de híbrido 
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sencillo (Cano et al., 2000), se subclonó en el vector pcDNA3-HA (Invitrogen), en sitios EcoRI / XhoI 

mediante PCR. Para ello se diseñaron los cebadores, cuyas secuencias de muestran a continuación: 

2B-EcoRI (directo):  5´TGTGAATTCGCTAAAATGCATCACCAA3´,  

2B-XhoI (reverso): 5´ACCCTCGAGCATCTGTCCCATGTGATTC3´. Los sitios de restricción están 

subrayados. La amplificación se realizó con la enzima Taq Expand High Fidelity (Roche) empleando 

pACT2-E2-2B como molde. Se realizaron 30 ciclos de amplificación: 95ºC 1 min, 65ºC 1 min, 72ºC 1 

min, 30 seg. La construcción pcDNA3-E2-2A, que contiene el cDNA de la isoforma E2-2A murina 

(mE2-2A, número de acceso a la base de datos GeneBank: MMU16321), fue seleccionado en el ensayo 

de híbrido sencillo, y subclonado en el vector pcDNA3, se encontraba disponible en el laboratorio.  

  
 Además de los mencionados plásmidos, se utilizaron los vectores pZEO-hSnail1 y pcDNA3-

hSnail2, disponibles en el laboratorio, y que contienen los cDNAs completos de Snail1 y Snail2 humanos 

en los vectores pZEO y pcDNA3, respectivamente. 

 

2.2  Vectores testigo 
 
 Los plásmidos testigo contienen el cDNA de un gen testigo cuya expresión está dirigida por la 

secuencia de DNA del gen cuya actividad promotora se quiere estudiar. Los plásmidos utilizados en esta 

memoria contienen el gen testigo Luciferasa bajo el control de los siguientes fragmentos de DNA: 

1. Promotor de cadherina-E de ratón (versión silvestre, WT, fragmento de ∼270 pb (-178/+92, con 

respecto al inicio de transcripción) (Peinado et al., 2003).  

2. Promotor de cadherina-E de ratón ΔE-pal, fragmento de ∼265 pb (-178/+92, con respecto al inicio 

de transcripción), en el que el elemento E-pal está delecionado (Faraldo et al., 1997). Se subclonó a partir 

del plásmido pCAT, en el vector pGL2 (Promega), en sitios KpnI / HindIII mediante PCR, con los 

cebadores cuyas secuencias de muestran a continuación: 

ΔE-pal-KpnI (directo):  5´AAGGTACCGGTGCGTCCCCAGCCAA3´,  

ΔE-pal-HindIII (reverso): 5´AAGAAGCTTGGGTGCGGTCGGGCAGG3´. Los sitios de restricción 

están subrayados. La amplificación se realizó con la enzima Taq Expand High Fidelity (Roche),  

utilizando 30 ciclos de amplificación: 95ºC 1 min, 54ºC 1 min, 72ºC 1 min, 30 seg. 

3. Promotor de Snail1 de ratón, fragmento de ∼900 bp (-905/+1, con respecto al ATG) (Bolós et al., 

2003).  

4. Promotor de Snail1 humano, fragmento de ∼1,7 kb (-1637/+129, con respecto al inicio de 

transcripción), clonado y cedido por el Dr. J. Renart (Instituto de Investigaciones Biomédicas, CSIC-

UAM).  

5. Promotor de Snail2 de ratón, fragmento de ∼2,8 kb (-2800/+1, con respecto al ATG), cedido por el 

Dr. P. Savagner (Centre de Recherche en Cancerologie, CRLC, Montpellier, Francia).  

6. Promotor de Snail2 humano, fragmento de ∼900 pb (-900/+1, con respecto al ATG), clonado por el 

Dr. H. Peinado en nuestro laboratorio. Para su clonaje, se utilizaron los cebadores específicos:  
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directo, 5´AAATTTGGTACCTTGTCTCTAAAGACCCATACAACC3´  

y reverso, 5´AAATTTAAGCTTCTTTACGAACTGAGCCCGTTTT3´, portando dianas para las 

enzimas de restricción KpnI y HindIII (subrayadas), respectivamente. La amplificación se realizó con la 

enzima Taq Expand High Fidelity (Roche) a partir de DNA genómico de células  MCF-7 (carcinoma de 

mama). Se realizaron 30 ciclos de amplificación: 95ºC 1 min, 58ºC 1 min, 72ºC 1 min 30 seg. Los 

productos de PCR fueron clonados en el plásmido pGL2 (Promega).  

7. Promotor de E2A de ratón, fragmento de ∼3000 pb (-2994/+62, con respecto al inicio de 

transcripción) cedido por el Dr. J. Mizuguchi (Facultad de Medicina, Universidad de Tokio, Japón). 

 
 

Tabla 2: Cebadores y condiciones utilizadas para el clonaje de regiones reguladoras  
del promotor de E2-2A humano mediante PCR 

 

Construcción Cebadores Condiciones 1
Tamaño 

del 
producto 

Molde 

 
A 

(-2820/+90) 
 

5´AATACGCGTGCTGGCAAGGTAACTTGTCCAGTTA 3´ 
5´AATCTCGAGGGTCTCGGATTCTTTTTTCTCCTCAG 3´ 

- 94ºC 1 min 
- 58ºC 2 min   
- 72ºC 2 min 

~2900 
pb 

DNA 
de 

células 
HN19 

 
B 

(-1744/+90) 
 

5´AATACGCGTAGTACTGTTTACACAAACCTCTGGGGA 3´ 
5´AATCTCGAGGGTCTCGGATTCTTTTTTCTCCTCAG 3´ 

- 94ºC 1 min 
- 58ºC 1 m 30 s 
- 72ºC 1 m 30 s 

~1830 
pb A 

C 
(-1671/+90) 

5´ AATACGCGTCCTTCGATACGTGTGTGTGGATGTG 3´ 
5´AATCTCGAGGGTCTCGGATTCTTTTTTCTCCTCAG 3´ 

- 94ºC 1 min 
- 58ºC 1 m 30 s   
- 72ºC 1 m 30 s 

~1760 
pb A 

D 
(-1417/+90) 

5´ AATACGCGTATTTGGGATCAATTCCCAGAGGC 3´ 
5´AATCTCGAGGGTCTCGGATTCTTTTTTCTCCTCAG 3´ 

- 94ºC 1 min 
- 58ºC 1 m 30 s   
- 72ºC 1 m 30 s 

~1500 
pb A 

E 
(-1002/+90) 

5´ AATACGCGTCGGTTCGAAGGTACCAATAAACTTGC 3´ 
5´AATCTCGAGGGTCTCGGATTCTTTTTTCTCCTCAG 3´ 

- 94ºC 1 min 
- 58ºC 1 m 30 s  
- 72ºC 1 m 30 s 

~1100 
pb A 

F 
(-544/+90) 

5´ AATACGCGTTACAATGCTGGGAGCTAGCCAGC 3´ 
5´AATCTCGAGGGTCTCGGATTCTTTTTTCTCCTCAG 3´ 

- 94ºC 1 min 
- 58ºC 1 min   
- 72ºC 1 m 30 s 

~630 pb A 

G 
(-492/+90) 

5’ AATACGCGTGTGCATCATACGATTCCCTTCCTG 3’ 
5´AATCTCGAGGGTCTCGGATTCTTTTTTCTCCTCAG 3´ 

- 94ºC 1 min 
- 58ºC 1 min   
- 72ºC 1 m 30 s 

~600 pb A 

H 
(-492/+90)  

 
5’TGGCCCGGCAATATAGGAAAATGCAACTGAAGGAATTGTTGTG3’ 
5´ GCATTTTCCTATATTGCCGGGCCAAGCGTGGTGAATATGC 3´ 

- 94ºC 30 seg 2 
- 55ºC 1 min   
- 68ºC 6 min 

~6,2  
kpb 3 G  

I 
(-19/+90) 

5’ AATACGCGTGGCAATATTGGAAAATGCAACTG 3’ 
5´AATCTCGAGGGTCTCGGATTCTTTTTTCTCCTCAG 3´ 

- 94ºC 1 min 
- 58ºC 1 min   
- 72ºC 1 m 30 s 

~100 pb A 

 

  
 
 
 
 
 
 

 1 En todos los casos (excepto construcción H) se utilizó DMSO 2,5%, la enzima High Fidelity (Roche) y 30 ciclos de 
amplificación.  

   2 Se utilizó la enzima High Fidelity Plus (Roche) y 16 ciclos de amplificación.  
   3 El tamaño corresponde al plásmido pGL2 conteniendo el inserto. Tamaño del inserto: 600 pb.  
   Secuencias subrayadas en negro: dianas de restricción: Mlu1 y XhoI, en los cebadores directo y reverso, respectivamente. Se 

indican en rojo los nucleótidos mutados de la caja E6, subrayada en verde, en los cebadores para las construcciones H e  I.  
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2.2.1  Promotor de E2-2 humano 
 
 Se amplificaron por PCR diferentes fragmentos desde la región -2820, hasta la región +90, del 

gen E2-2 humano, que contiene el inicio de transcripción de la isoforma E2-2A (a partir de ahora, 

promotor de E2-2A) (secuencia presente en el contig NT-025028.13), partiendo de DNA de células 

derivadas de carcinoma oral humano, HN19, como molde (Tabla 2). El primer producto generado fue el 

correspondiente a la construcción A, a partir del cual se obtuvieron los fragmentos B, C, D, E, F, G e I. 

Todos los fragmentos se clonaron, mediante digestión con las enzimas Mlu1 y XhoI y posterior ligación, 

en el vector pGL2. Para la generación de la contrucción H (con mutación puntual de la caja E6), se partió 

de la construcción G (-492/+90) y se utilizó un sistema que permite introducir mutaciones puntuales en 

una molécula de DNA circular (Zheng et al., 2004). Brevemente, este método consiste en la 

amplificación por PCR de un plásmido molde que porta el inserto en estudio, con cebadores que 

introducen las mutaciones deseadas, posterior digestión del DNA molde con la enzima DpnI (Roche), 

que reconoce específicamente DNA metilado, y transformación en bacterias para amplificar el producto 

obtenido. Los diferentes cebadores diseñados para las distintas construcciones, se detallan en la Tabla 2. 
 
 
 
3.   Líneas celulares y cultivos celulares  

 
 En esta tesis se ha utilizado la línea celular MDCK-II (Madin-Darby Canine Kidney) (derivada 

de epitelio simple de riñón de perro) y las derivadas de ella por transfección estable MDCK-Snail1, clon 

B1 (pcDNA3-Snail1) (Cano et al., 2000), MDCK-Snail2, clon NC3 (pcDNA3-Snail2) (Bolós et al., 

2003) y MDCK-E47, clon B1 (pcDNA3-E47) (Pérez-Moreno at el., 2001), que expresan los factores 

murinos Snai1, Snail2 o E47, respectivamente, y  MDCK-CMV, control que porta el vector pcDNA3 

vacío. Además, se han utilizado las siguientes lineas de ratón: NMuMG (línea inmortalizada de epitelio 

mamario) y líneas de queratinocitos epidérmicos derivados del modelo de carcinogénesis química de piel 

de ratón: MCA3D (inmortalizados), PDV (transformados con DMBA), HaCa4 (derivada de carcinoma 

escamoso moderadamente diferenciado) y CarB (derivada de carcinoma indiferenciado de células 

fusiformes) (Navarro et al., 1991; Cano et al., 2000). Asimismo, se utilizaron diferentes líneas celulares 

humanas, derivadas de carcinomas: A431 (epidermoide de vulva), Hela (adenocarcinoma de cervix), 

SiHa y SW756 (escamosos de cervix, grado II y III, respectivamente); de ovario: MDAH2774 

(adenocarcinoma, grado II-III), TOV21G y TOV112 (adenocarcinoma, grado III); endometriales: 

HEC1B (adenocarcinoma, grado II), SKUT1 (carcinosarcoma, grado III) y AN3CA (adenocarcinoma, 

grado III). Las líneas celulares humanas fueron proporcionadas por la Dra. G. Moreno-Bueno (Instituto 

de Investigaciones Biomédicas "Alberto Sols"), a excepción de la línea celular A431, cedida por la Dra. 

A. Fabra (IDIBELL, Barcelona). 

 
 Todas las líneas celulares se cultivaron en medio DMEM (Gibco BRL),  exceptuando las células 

MCA3D y PDV, que se cultivaron en HAM´s F12/DMEM (1:1) (Gibco BRL) y HAM´s F12, 

 32 



Materiales y Métodos 

respectivamente. Todos los medios se suplementaron con 10% de suero fetal bovino (Gibco BRL), 2 mM 

de glutamina (Invitrogen), 100 μg/ml de ampicilina, 32 μg/ml de gentamicina (Sigma) y 2,5 μg/ml de 

fungizona. Todas las líneas celulares se crecieron a 37 ºC en una atmósfera humidificada al 5% de CO2. 

Las células se analizaron regularmente para la descartar la presencia de micoplasmas, mediante tinción 

con DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol), y PCR. Las micrografías de células en cultivo con contraste de 

fase se tomaron con una cámara digital JVC acoplada a un microscopio invertido Zeiss Axiovert 135 TV. 

 
 
4.  Transfecciones 

 
 Todas las transfecciones se llevaron a cabo con el reactivo Lipofectamine (Invitrogen), siguiendo 

las instrucciones descritas por el fabricante. 

 
4.1  Transfecciones transitorias 
 
 Para los ensayos de actividad promotora, se sembraron 1,5-3x104 células de las líneas celulares 

MDCK, sus clones derivados, MCA3D o NMuMG por pocillo, en placas de 24 pocillos (Falcon). Al día 

siguiente, se transfectaron con 200 ng de las construcciones de los promotores de cadherina-E, Snail1, 

Snail2 o E2-2A, según se indique en cada apartado de los resultados de esta memoria, y 10 ng del 

plásmido pCMV-βgal como control de la eficiencia de transfección. En el caso del análisis de la acción 

de los diferentes factores de manera transitoria, sus respectivos vectores de expresión fueron 

transfectados en las cantidades indicadas en cada caso (pcDNA3-E2-2A, pcDNA3-E2-2B-HA, pcDNA3-

Snail2, pZEO-Snail1, pcDNA3-E47). La cantidad de DNA total transfectado en todos los puntos de un 

experimento se igualó añadiendo diferentes cantidades de los correspondientes vectores vacíos 

(pcDNA3, pcDNA3-HA, pZEO). Transcurridas 24-48 h. se determinaron las actividades luciferasa y 

galactosidasa como se describe en la sección 5.1 de este apartado. 

 
 En los casos en los que se indica, la células fueron tratadas con TSA (tricostatina A) (Sigma), la 

cual se añadió al medio de cultivo disuelta en etanol a una concentración de 100 nM, y se mantuvo 

durante 7 h. después de la transfección. En estos experimentos, las células control se trataron con el 

vehículo (etanol), durante el mismo tiempo, 7 h. post-transfección. 

 
4.2  Transfecciones estables 
 
 Los vectores pcDNA3, pcDNA3-E2-2A, pcDNA3-HA y pcDNA3-E2-2B-HA se transfectaron de 

forma independiente, en las células MDCK-II. Para ello se sembraron 3,5x105 células en placas de 60 

mm (Falcon) y se transfectaron al día siguiente con 3 μg de cada vector. La selección se realizó 

añadiendo 400 μg/ml de G418 (Calbiochen) 24 h. después, el cual se mantuvo durante un período de 3-4 

semanas. Se aislaron en cada caso alrededor de 10 clones individuales resistentes al antibiótico, mediante 

cilindros de clonaje y posterior amplificación en presencia de antibiótico. 
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5.  Ensayos de actividad promotora 
 
5.1  Determinación de la actividad promotora 
 
 La actividad de los promotores de cadherina-E, Snail1, Snail2, E2A y E2-2A se determinó en 

ensayos de transfección transitoria (sección 3.1). Transcurridas 24-48 h. desde la transfección, las células 

se lavaron con tampón fosfato salino PBS 1X y se lisaron durante 15 min. a temperatura ambiente con 

tampón de lisis pasivo (Promega). Las actividades luciferasa y β-galactosidasa de los extractos 

resultantes, se determinaron con el kit Luciferase Assay System (Promega), utilizando un luminómetro 

Lumat LB 9507 (Berthold Technologies). La actividad relativa luciferasa/β-galactosidasa se normalizó 

para la actividad detectada en las células control transfectadas con el vector vacío. Todos los ensayos se 

realizaron en muestras por triplicado para cada punto del experimento, realizándose al menos tres 

experimentos de cada condición analizada.  

 
5.2 Análisis estadístico 
 
 Para determinar la presencia o ausencia de diferencias significativas entre los distintos 

tratamientos, se aplicaron las pruebas de Student y ANOVA, utilizando para ello el programa 

informático GraphPad Prism versión 4.0. 

 

6.  Análisis de RNAm 
 

6.1  Extracción de RNA total 
 
 La extracción de RNA total de las distintas líneas celulares se realizó con Trizol (Gibco, BRL) 

según las indicaciones del fabricante. La calidad del RNA obtenido se evaluó mediante geles de 

agarosa/formaldehído. 

 
6.2 RT-PCR 
 
 Para la síntesis de cDNA se retrotranscribieron 2 μg de RNA total con la enzima MLV-RT 

(Promega), utilizando oligo-dT como cebador, durante 90 min. a 37ºC. En la Tabla 3 se indican las 

secuencias de los cebadores utilizados para amplificar fragmentos de los RNAm analizados, así como las 

condiciones empleadas en cada caso. El RNAm que codifica para la enzima gliceraldehído-3 fosfato 

deshidrogenasa (GAPDH) se amplificó como control de la cantidad de cDNA presente en cada muestra. 

 
 
 
 
 
 

 

 34 



Materiales y Métodos 

 
Tabla 3: Cebadores y condiciones utilizados en los análisis mediante RT-PCR 

 
Gen (RNAm) Cebadores Condiciones1 Tamaño Enzima2

E2-2A/B murino  
 

Fw:  5´ GAGCGTGTCTTCTGGTAGC 3´ 
Rev: 5´ CCATGTGATTCGCTGCGTC 3´ 

- 94ºC 1 min 
- 65ºC 1 min   
- 72ºC 1 min 30 seg 

~500 pb Gold 

E2-2A/B humano 
 

Fw:  5´ GAGTGTCTCCTCTGGCAGC 3´ 
Rev: 5´ CCATGTGATTCGCTGCGTC 3´ 

- 94ºC 1 min 
- 60ºC 1 min 
- 72ºC 1 min 30 seg 

~500 pb HF 

E2-2A murino 
 

Dir:   5´CCATGTACTGCGCATACACCATCC 3´ 
Rev: 5´GCTCAAACGTTCGTGTGGATGCAGG 3´ 

- 94ºC 1 min 
- 65ºC 1 min   
- 72 ºC 30 seg 

~300 pb Gold 

E2-2A canino 
 

Dir:  5´ CCATGTACTGCGCATACACCATCC 3´ 
Rev: 5´ GCTCAAGCGTTCGTGTGGATGCAGG 3´ 

- 94ºC 1 min 
- 60ºC 1 min   
- 72ºC 1 min 30 seg 

~300 pb Gold 

E2-2B murino 
 

Dir:  5´ TCAAATGTAGAAGACAGAAGTAGCTCA 3´ 
Rev: 5´ TTGCTTGAATACTGATAGTACTGGGAG 3´´ 

- 94ºC 1 min 
- 65ºC 1 min   
- 72ºC 1 min 30 seg 

~300 pb Gold 

 
E2-2B 
canino/humano 
 

Dir:  5´ TCAAATGTAGAAGACAGAAGTAGCTCA 3´ 
Rev: 5´ TTGCTAGAATACTGGTAATACTGGGAG 3´ 

- 94ºC 1 min 
- 60ºC 1 min   
- 72ºC 1 min 30 seg 

~300 pb Gold / 
HF 

Cadherina-E canino Dir: 5’-GGAATCCTTGGAGGGATCCTC-3’ 
Rev: 5’-GTCGTCCTCGCCACCGCCGTACAT-3’ 

- 94ºC 1 min 
- 65ºC 1 min   
- 72ºC 1 min 30 seg 

~550 pb Gold 

Cadherina-E 
humano 

Dir: 5’-CAAGCTATCCTTGCACCTCAG-3’ 
Rev: 5’-GCATCAGAGAACTCCTATCTTG -3’ 

- 94ºC 1 min 
- 65ºC 1 min   
- 72ºC 1 min 30 seg 

~560 pb HF 

ZEB-1 
 

Dir: 5´CACCGAAGAGGACCAGAGGCAG 3´ 
Rev: 5´ACACCCAGACTGCGTCACATGTC 3´ 

- 94ºC 1 min 
- 60ºC 1 min   
- 72ºC 2 min 

~300 pb Gold 

SPARC 
 

Dir: 5´ CCTGCCTGATGAGACAGAGGTGGTAG 3´ 
Rev: 5´ AGTGGCAG GAAGAGTCAAAGGTCTTG 3´ 

- 94ºC 1 min 
- 58ºC 1 min   
- 72ºC 1 min 30 seg 

~300 pb Gold 

PDGF-C  
 

Dir: 5´AAACTGGAGACACAGAAGAGGGC 3´ 
Rev: 5´TTCCTGGTACAGTACCAGAACCACA 3´ 

- 94ºC 1 min 
- 56ºC 1 min 30 seg   
- 72ºC 1 min 30 seg 

~600 pb HF 

GAPDH Dir: 5’-TGAAGGTCGGTGTGAACGGATTTGGC-3’ 
Rev: 5’-CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC-3’ 

- 94ºC 1 min 
- 60/65ºC 1 min   
- 72ºC 1 min 30 seg 

~900 pb HF/Gold 

 
1 El número de ciclos es de 30-35 para todas las reacciones, excepto para PDGF-C, que es de 40 ciclos. 
2 Enzimas empleadas: HF = Taq Expand High Fidelity (Roche); Gold = polimerasa Taq Gold (Perkin Elmer). 
 

 
 
 
 
7.  Anticuerpos 

 
 Los diferentes anticuerpos primarios y secundarios utilizados en esta memoria, así como su 

origen, procedencia y las diluciones utilizadas en cada caso, se describen en la Tabla 4. 
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Tabla 4: Anticuerpos utilizados en Western Blot e inmunofluorescencia
 

Anticuerpo Dilución 
IF / WB 

Fijación 
(M/FA) Huésped / tipo Procedencia 

 
Anticuerpos primarios     

     
Anti-cadherina-E (ECCD-2) 1:100/1:200 M Rata/monoclonal Dr. M. Takeichi 
Anti-β-catenina 1:250/1:500 M Ratón/monoclonal BD Transduction labs. 
Anti-cadherina-N 1:50/1:500 M Ratón/monoclonal Zymed 
Anti-Fibronectina 1:1000/1:4000 FA Conejo/policlonal Sigma Chemical Co. 
Anti-Vimentina 1:200/1:1000 FA Ratón/monoclonal DakoCytomation 
Anti-SPARC 1:100  Ratón/monoclonal Novocastra 
Anti-Id1 1:200 FA Conejo/policlonal Santa Cruz 
Anti-α-tubulina 1:10000  Ratón/monoclonal Sigma Chemical Co. 
Anti-HA 1:500 M Rata/monoclonal Roche 
     
Anticuerpos secundarios     
     
Anti- ratón Alexa-488 1:800  Cabra Molecular Probes 
Anti-rata Alexa-488 1:800  Cabra Molecular Probes 
Anti-conejo Alexa-488 1:800  Cabra Molecular Probes 
     
Conjugados a peroxidasa     
     
- anti-ratón  1:1000  Oveja Amersham Biosciences 
- anti-conejo 1:4000  Cabra Pierce 
- rata 1:10000  Cabra Nordic 
     

 
   WB: Western Blot; IF: inmunofluorescencia; M: fijación con metanol;  FA: fijación con formaldehído.  

 
 
 
8. Análisis de Proteínas 

 
8.1  Inmunotransferencia (Western blot) 
 
 Los extractos totales se prepararon lisando las células en tampón de lisis RIPA (SDS 0,1%; 

deoxicolato sódico 0,5%; NP-40 1%; NaCl 150 mM; Tris-HCl 50 mM pH 8,0) suplementado con 

inhibidores de proteasas y fosfatasas (PMSF 2mM; leupeptina 2 μg/ml; aprotinina 20 ng/ml; 

ortovanadato 1 mM). 15-30 μg de los diferentes extractos se resolvieron en geles desnaturalizantes 

PAGE-SDS conteniendo 7,5-15% de poliacrilamida y se transfirieron a membranas de Immobilon-P 

(Millipore). Las membranas se incubaron durante 1 h. a temperatura ambiente o toda la noche a 4ºC con 

solución de bloqueo (BSA 5% ó leche 5%; ó BSA 2,5% y leche 2,5%; en Tampón Tris Salino (TBS) 1X, 

conteniendo Tween-20 0,1%). Posteriormente, las membranas se incubaron con los anticuerpos 

primarios durante 1 h. a temperatura ambiente o toda la noche a 4ºC. Después de 3 lavados de 5 min con 
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TBS 1X / Tween-20 0,1%, las membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios correspondientes 

durante 45 min. a temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron 3 lavados de 5 min con TBS 1X / 

Tween-20 0,1%. Todos los anticuerpos utilizados, así como las diluciones empleadas preparadas en 

solución de bloqueo al 50% en TBS 1X quedan recogidos en la Tabla 4. El revelado se realizó por 

luminiscencia utilizando el reactivo ECL (Amersham), siguiendo las instrucciones del fabricante. En 

todos los casos, la imagen mostrada corresponde a un experimento representativo de, al menos, dos 

realizados. 

 
8.2 Inmunofluorescencia y microscopía confocal 
 
 Las células se crecieron sobre cristales de 12 mm de diámetro depositados en placas de 60 mm 

(Falcon) hasta alcanzar un 80% de confluencia, y se fijaron con metanol a -20ºC durante 1 min. 

Alternativamente, para la tinción de actina-F y algunos anticuerpos determinados (ver Tabla 4), las 

células se fijaron con formaldehído al 3,7% durante 30 min. a temperatura ambiente y posteriormente se 

permeabilizaron con Triton X-100 0,1% (Sigma Aldrich), en PBS 1X durante 15 min. Los cristales se 

incubaron con los anticuerpos diluidos en PBS 1X durante 1 h. a 37ºC en atmósfera húmeda. Tras la 

incubación con el anticuerpo primario, los cristales se lavaron con PBS 1X tres veces durante 10 min. a 

temperatura ambiente y en agitación suave. La incubación con los anticuerpos secundarios diluidos en 

PBS 1X se realizó durante 45 min. a 37ºC en atmósfera húmeda. Tras la incubación del anticuerpo 

secundario, los cristales se lavaron con PBS 1X / Triton X-100 0,1% cuatro veces durante 5 min. a 

temperatura ambiente y en agitación suave. Todos los anticuerpos utilizados, así como las diluciones 

empleadas quedan recogidos en la Tabla 4. Para la visualización del citoesqueleto de actina-F, los 

cristales fueron incubados con faloidina conjugada con el fluorocromo Alexa 594 (Molecular Probes) a 

una dilución 1:100 en PBS 1X durante 30 min. a temperatura ambiente y posteriormente se lavaron con 

PBS 1X / Triton X-100 0,1% cuatro veces durante 5 min. a temperatura ambiente y en agitación. Los 

núcleos de las células se tiñeron con DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) 1 μg/ml (Sigma) durante 5 min. 

a temperatura ambiente. Las preparaciones se montaron en mowiol (Sigma) y se visualizaron usando un 

microscopio Zeiss Axiophot equipado con epifluorescencia acoplado a una cámara digital Olympus 

DP70. Para el análisis mediante microscopía confocal se utilizó un microscopio Leica TCS-SP2 y las 

imágenes se procesaron con el programa Leica Confocal Software 2.0 y LCS Lite. 

 
 
9. Ensayos de motilidad celular 

 
 La motilidad de diferentes clones de los diferentes tipos celulares de MDCK-E2-2A, MDCK-E2-

2B y de sus respectivos controles, se analizó en ensayos de “reparación de herida en placa”. Este 

procedimiento consiste en abrir mecánicamente una brecha en una monocapa de células crecidas a 

confluencia y observar la capacidad de las células que permanecen en sus bordes, de migrar ocupando la 

zona carente de células. Para ello, con la punta de una pipeta Gilson, se practicó una incisión en la 
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monocapa de los distintos cultivos crecidos a confluencia y las células desprendidas se eliminaron por 

lavado. Los cultivos se observaron a los intervalos de tiempo indicados y se realizaron micrografías con 

una cámara digital Nikon DS-L1 acoplada a un microscopio invertido Nikon TS-100. 

 
 
10. Estudios de invasión 

 
10.1  Ensayos de invasión en transwells 
 

Se utilizaron cámaras de Boyden modificadas, transwells (Costar), con filtros de 8 µm de tamaño 

de poro sobre los cuales se depositó colágeno tipo IV de rata (Becton Dickinson), según se describió 

previamente (Cano et al., 2000). Se sembraron 4x105 células de cada tipo sobre la capa de colágeno en la 

cámara superior, la cual se depositó sobre las cámaras inferiores, que contenían medio condicionado de 

fibroblastos NIH3T3, como quimiotrayente. Al cabo de 16 h. se contó la cantidad de células presentes en 

la cara inferior del filtro y en la parte inferior de las cámaras de cultivo.  

 

10.2       Cultivos organotípicos 
 

Los ensayos de invasión en cultivos organotípicos tridimensionales de geles de colágeno tipo I, 

se llevaron a cabo según se describió previamente (Peinado et al., 2004c). Brevemente, se sembraron 

1x106 células sobre un gel de colágeno tipo I, depositado sobre filtros de policarbonato (tamaño de poro 

3.0 mm, BD Biosciences). Los cultivos se crecieron en medio DMEM / 10% suero fetal bovino, durante 

dos semanas. El medio se cambió cada 3 días. Al finalizar el período de cultivo, y tras su separación de 

las cámaras, los geles se embebieron inmediatamente en Tissue Tek OCT Compound (Medim) y se 

congelaron a -70ºC. Posteriormente, se obtuvieron secciones de 8 μm de espesor mediante corte con 

criostato para su análisis por inmunofluorescencia.  
 
 
11. Ensayos de proliferación 
 
 La proliferación celular se determinó por incorporación de bromodeoxiuridina (BrdU), con el kit 

comercial Cell proliferation BrdU ELISA (Roche). Se sembraron 2,5x103 células por pocillo (por 

triplicado) en una placa de 96 pocillos (Falcon). Al día siguiente, el medio se cambió por medio normal o 

por medio sin suero, que se mantuvo durante 4 h. Posteriormente, se incubó con anticuerpo anti BrdU 

durante 1 h., siguiendo las instrucciones del fabricante. 
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12. Ensayos de tumorogenicidad 

 
 La capacidad tumorogénica de las líneas celulares MDCK-E2-2A (clones 1 y 8), MDCK-E2-2B 

(clones 1 y 2) y sus respectivos controles se analizó mediante inyección subcutánea en ratones 

inmunodeprimidos nu/nu (Harlan). Se inyectaron 1x106 células en 100 μl de PBS 1X, por sitio de 

inyección, realizándose una inyección en cada uno de los flancos de cada ratón, en un total de 4 ratones 

por tipo celular. Los ratones se inspeccionaron 2 veces/semana, midiendo el tamaño de los tumores con 

un calibre. Cuando los tumores alcanzaron un tamaño de aproximadamente 1-1,5 cm de diámetro 

exterior, o tras tres meses después de la inyección, los ratones fueron sacrificados. Los tumores se 

extirparon y se embebieron en OCT para su posterior análisis por inmunofluorescencia. Estos estudios se 

realizaron siguiendo las directrices del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de 

Laboratorio (Institutional Animal Care and Use Committee, IACUC). 

 
 
13. Hibridación in situ de embriones de ratón 

 
 Los estudios de hibridación in situ de embriones enteros y secciones de vibrátomo, se llevaron a 

cabo en colaboración con el laboratorio de la Dra. M. Angela Nieto (Instituto de Neurociencias de 

Alicante, UMH-CSIC), como de describe en Cano et al., 2000; Perez-Moreno et al., 2001. Para la 

detección de los productos del gen E2-2 de ratón, se utilizó una sonda que corresponde a un fragmento de 

aproximadamente 1.1 Kb de la secuencia del cDNA de E2-2B (de 1610 a 2712 nt) que reconoce tanto al 

tránscrito de E2-2B como de E2-2A. Para la detección de los productos del gen E2A, se utilizó una sonda 

correspondiente a la secuencia completa del cDNA de E47 de ratón, como se describió anteriormente 

(Perez-Moreno et al., 2001). Las imágenes fueron tomadas con un microscopio Leica DMR con óptica 

Normarski. 

 
 
14. Análisis comparativo de los perfiles de expresión génica de células  

 MDCK-E2-2 y MDCK-E47 

 
 El análisis comparativo de los perfiles de expresión génica de células MDCK-E2-2 y MDCK-

E47 frente a la línea control MDCK-CMV, se llevó a cabo mediante la tecnología de microarrays de 

cDNA, en colaboración con la Dra. G. Moreno-Bueno (Instituto de Investigaciones Biomédicas "Alberto 

Sols"). 

 
14.1 Microarrays de cDNA (OncoChip CNIO) 
 
 Se utilizó la plataforma Oncochip CNIO v1.1c, que contiene 11.768 clones, impresos por 

duplicado, que representan aproximadamente 9.300 genes humanos y ESTs. Los genes incluidos fueron 

previamente seleccionados por su posible implicación en carcinogénesis y/o diferenciación tisular y 
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corresponden a una variedad de funciones biológicas (proliferación, diferenciación, señalización, etc) 

(Moreno-Bueno et al., 2003). La preparación de las muestras y su análisis se llevó a cabo como se 

describió previamente (Moreno-Bueno et al., 2003; Moreno-Bueno et al., 2006). A continuación se 

indican los diferentes pasos llevados a cabo. 

 
14.2 Extracción de RNA total 
 
 La extracción de RNA total, de células crecidas a un 70% de confluencia, se realizó con Trizol 

(Gibco, BRL) y a continuación se procedió a su purificación utilizando Rneasy Kit (Quiagen) según las 

indicaciones del fabricante. La calidad del RNA obtenido se evaluó mediante geles de 

agarosa/formaldehido, y su cuantificación se realizó espectrofotométricamente, utilizando el equipo 

NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc). 

 
14.3 Amplificación lineal del RNAm 
 
Obtención del cDNA de doble cadena. Se realizó una amplificación lineal del RNAm mediante 

transcripción in vitro, con el que se obtiene un RNA amplificado (RNAa). Para ello, a partir de 3 μg 

RNA total, se realizó una reacción de retrotranscripción para obtener un cDNA de cadena sencilla, 

utilizando el kit Superscript II (Invitrogen) y un oligo-dT que contiene la secuencia del promotor del fago 

T7 (Ambion). Posteriormente, se realizó la síntesis de la segunda cadena del cDNA, utilizando DNA 

polimerasa I, DNA ligasa de E. coli, RNasa H y dNTPs. 

 
 Tras su síntesis, el cDNA de doble cadena se purificó mediante extracción con fenol:cloroformo 

(Roti Ambion), se precipitó y resuspendió en agua libre de RNAsas. Utilizando el cDNA como sustrato, 

se generó RNAm mediante una reacción de transcripción in vitro usando la RNA polimerasa del fago T7, 

como se describe a continuación. 

 
Amplificación del RNAm. La reacción de amplificación de RNA se llevó a cabo a partir del cDNA 

obtenido, en presencia de RNA polimerasa de T7 (Kit Megascript T7, AMBION). Tras la degradación 

con DNasa I del cDNA restante, el nuevo RNAm generado (RNA amplificado o “RNAa”) se purificó 

mediante extracción con Trizol y cloroformo. Tras su precipitación, lavado y posterior centrifugación, el 

sedimento (el RNAa) se resuspendió en agua libre de RNasas. La concentración del RNAa se midió con 

el espectrofotómetro NanoDrop. 

 
14.4 Marcaje fluorescente del RNAm amplificado 
 
 Partiendo de 3 μg de RNAa de cada tipo celular, se llevó a cabo la síntesis de cDNA marcado 

fluorescentemente, mediante una reacción de retrotranscripción, usando la enzima SuperScript II (Life 

Technologies, Inc.) y los nucleótidos dUTP-Cy3 ó dUTP-Cy5 (Amersham). Los cDNA marcados se 
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purificaron mediante el CyScribe GFX Purification Kit (Amersham) y fueron precipitados en etanol a -

70ºC. 

 
14.5 Hibridación 
 
 Una mezcla conteniendo la misma cantidad de las dos muestras, problema (MDCK-E2-2 ó 

MDCK-E47) y control (MDCK-CMV) marcadas fluorescentemente, se hibridó sobre los portas que 

contienen los microarrays, siguiendo el protocolo descrito previamente (Moreno-Bueno at al., 2003). Se 

realizaron dos extracciones distintas de RNA de cada tipo celular, y para evitar resultados erróneos por 

diferencias en la incorporación de cada fluoróforo, de cada extracción de RNA se realizaron dos 

marcajes, uno con dUTP-Cy5 y otro con dUTP-Cy3, por lo que se realizaron 4 hibridaciones por línea 

celular analizada.  

 
 La detección de la señal fluorescente de los microarrays se realizó usando un escáner confocal 

con láser Scanarray 5000 XL (GSI Lumonics). Los resultados de fluorescencia se almacenaron como 

imágenes de 10 μm de resolución (TIFF de 16 bits) para cada uno de los canales de emisión. 

 
14.6 Cuantificación de la señal, normalización y pre-procesamiento de datos 
 
 La cuantificación de la intensidad de la señal fluorescente en ambos canales se realizó mediante 

el programa GenePix Pro 6.0 (Axon). Mediante este programa también se eliminaron los puntos cuya 

mediana de intensidad de fluorescencia era menor que la intensidad del “ruido de fondo” del microarray, 

así como aquellos puntos cuyo diámetro no superaba los 25 μm. La fluorescencia relativa en cada uno de 

los canales (relación Cy5/Cy3) detectados en cada uno de los puntos (clones) del microarray se obtuvo 

para calcular los niveles de expresión relativa en cada uno de los genes hibridados. Si un gen está 

sobreexpresado en la muestra marcada con Cy5 aparecerá como un punto rojo, si está disminuido, 

aparecerá en color verde, y si presenta un valor de expresión similar al de la muestra-Cy3, tendrá un 

color amarillo.  

 
 Los datos obtenidos de cada experimento se exportaron a tablas de MS Excel. Posteriormente se 

llevó a cabo una normalización de los niveles de expresión relativa a lo largo del microarray, utilizando 

el programa DNMAD (Diagnosis and Normalization for Microarray Data; 

www.bioinfo/DNMAD/cnio.es). A continuación, para la identificación de genes con expresión 

diferencial, los datos fueron pre-procesados mediante “preP” (http://prep.bioinfo.cnio.es) para filtrar 

aquellos genes de expresión inconsistente entre los replicados, o que tienen valores válidos en menos de 

la mitad de los experimentos. De los genes válidos, se extrajeron finalmente sólo aquellos cuya expresión 

difería al menos dos veces con respecto a la muestra de referencia. 

 
 
 

 41

http://www.bioinfo/DNMAD/cnio.es
http://prep.bioinfo.cnio.es/


Materiales y Métodos 

14.7 Análisis estadístico 
 
 Para visualizar los perfiles de expresión génica se utilizó un método de agrupamiento (clustering) 

jerárquico, no supervisado, que permite estructurar los diferentes genes y experimentos en función de su 

similitud, atendiendo a los niveles de expresión génica. El agrupamiento de las muestras se visualizó 

usando los programas SOTAarray y TreeView (http://bioinfo.cnio.es/cgi-bin/tools/clustering/sotarray), 

asumiendo distancias euclidianas entre los genes. Los genes con cambios estadísticamente significativos 

en la expresión entre las diferentes condiciones experimentales se identificaron mediante el programa 

POMELO (http://pomelo.bioinfo.cnio.es/). Con este método, se pone a prueba la hipótesis nula de 

igualdad de medias entre los diferentes grupos, mediante un método estadístico de Test-t, y se computan 

los valores p usando un test con permutaciones. Para seleccionar genes diferencialmente expresados, se 

ajustó para múltiples test usando el método de “La tasa de falsos descubrimientos” (False Discovery 

Rate, FDR). Se consideraron genes diferencialmente expresados aquellos con un valor FDR<0,1. 
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    Resultados 

1.   Caracterización de los factores E2-2 como represores de cadherina-E y su 

 papel en la transición epitelio-mesénquima 

   
 Estudios previos de nuestro laboratorio, basados en la técnica de microarrays de cDNA, 

revelaron el aumento en la expresión de E2-2 en las líneas celulares derivadas de MDCK que expresan 

establemente los represores de cadherina-E e inductores de TEM Snail1, Snail2 ó E47, con respecto a las 

células control, lo cual sugería que E2-2 podría ser una diana de estos factores. Por otra parte, estudios de 

híbrido sencillo que utilizaban como cebo al elemento E-pal, identificaron varios clones (10% del total) 

que codificaban para los factores E2-2A y E2-2B, con capacidad de interacción con dicho elemento del 

promotor de cadherina-E (Cano et al., 2000; Pérez-Moreno et al., 2001). Si bien se sabe que los factores 

E2-2 pueden actuar como represores transcripcionales y hay estudios que los relacionan con el proceso 

tumoral, se desconoce su función biológica específica y si podrían jugar algún papel concreto en dicho 

proceso. Es por ello, que nos planteamos como primer objetivo de esta Tesis, estudiar la función de los 

factores E2-2 en la regulación de la expresión de cadherina-E y la TEM. 

 
1.1  Análisis de la expresión de E2-2A/B en líneas celulares 
 
 Primero, nos planteamos validar el resultado del análisis por microarrays mediante RT-PCR. 

Como se muestra en la Figura 7A, los niveles de RNAm tanto de la isoforma E2-2A, como de la E2-2B, 

se encuentran incrementados en las células MDCK-Snail1, MDCK-Snail2 y MDCK-E47 con respecto a 

las células control MDCK-CMV, donde los niveles son prácticamente indetectables. Estos resultados 

sugieren que E2-2 es, efectivamente, una diana directa o indirecta de los factores Snail1, Snail2 y E47. 

  
 También se analizó la expresión de E2-2A/B en líneas celulares derivadas de queratinocitos, que 

representan diferentes estadíos de la carcinogénesis de piel de ratón (Navarro et al., 1991; Cano et al., 

2000). La Figura 7B muestra que los niveles del RNAm de E2-2B se encuentran incrementados en la 

líneas celulares HaCa4 y CarB, invasivas y que no expresan cadherina-E, en relación a los niveles 

detectados en las células MCA3D y PDV, no invasivas y con expresión de cadherina-E. En cuanto a E2-

2A, esta isoforma se detectó sólo en la línea CarB. Es interesante destacar, que las líneas HaCa4 y CarB 

expresan niveles endógenos elevados de los factores Snail1, Snail2 y E47 (Cano et al., 2000; Pérez-

Moreno et al., 2001), lo cual apoya la relación entre E2-2 y los otros represores de cadherina-E. 

 
 El análisis se extendió a líneas celulares humanas derivadas de diferentes tipos de carcinomas. 

Como se ve en la Figura 7C, la expresión de E2-2B se encuentra aumentada en las líneas derivadas de 

carcinomas escamosos de cervix SiHa y SW576 (con baja o nula expresión de cadherina-E), en 

comparación con las líneas A431 (carcinoma epidermoide de vulva) y Hela (adenocarcinoma de cervix), 

que expresan niveles altos de cadherina-E. También se analizaron los niveles de expresión de E2-2 en 

células derivadas de otros tipos de carcinomas. En el caso de las líneas de mama analizadas, no se 

observó correlación entre la expresión de E2-2 y la ausencia de cadherina-E /fenotipo invasivo (datos no 
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mostrados). En el caso de líneas celulares de ovario y endometrio, E2-2 se expresa en algunas líneas 

indiferenciadas y carentes de cadherina-E, como TOV112 y AN3CA (Tabla 5).  

 
 Estas observaciones sugieren que los factores E2-2, en particular E2-2B, podrían actuar como 

represores adicionales de cadherina-E, al menos en ciertos tipos de carcinomas, lo que estaría de acuerdo 

con los resultados del híbrido sencillo.  
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Figura 7. Expresión de E2-2 en líneas celulares derivadas de MDCK, del modelo de carcinogénesis de piel de 
ratón y de carcinomas escamosos humanos. A. La expresión de RNAm de E2-2A y/o E2-2B se analizó mediante 
RT-PCR semicuantitativa. A. Células MDCK que expresan establemente los factores Snail1, Snail2 o E47, según se 
indica. MDCK-CMV: células control transfectadas con pcDNA3 vacío, B. Líneas celulares derivadas de modelo de 
carcinogénesis de piel de ratón. MCA3D y PDV: epiteliales, HaCa4: epitelioides, CarB: fibroblásticas, C. Líneas 
celulares humanas derivadas de carcinoma epidermoide de vulva (A431), adenocarcinoma de cérvix (Hela) y 
carcinomas escamosos de cérvix (SiHA and SW756). La expresión de cadherina-E (cad-E) se analizó mediante 
RT-PCR en (C), y la expresión endógena de cadherina-E a nivel de RNAm está indicada con signos +/-, como se 
reportó anteriormente (Cano et al., 2000; Perez-Moreno et al., 2001; Moreno-Bueno et al., 2006) en (A) y (B). Los 
niveles de GAPDH se analizaron en todos los casos como control de la cantidad de cDNA presente en cada 
muestra.  
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    Resultados 

 
Tabla 5. Niveles de expresión de E2-2 por RT-PCR en líneas celulares humanas derivadas de 

carcinomas de ovario y endometrio 
 

Línea celular Origen / fenotipo Expresión de E2-2 1 Expresión de 
cadherina-E 1

MDAH2774 adenocarcinoma de ovario / epitelioide - ++ 

TOV21G adenocarcinoma de ovario / epitelioide - - 

TOV112 adenocarcinoma de ovario / epitelioide ++ - 

HEC1B adenocarcinoma de endometrio / epitelial - - 

SKUT1 carcinosarcoma de endometrio / 
epitelioide - - 

AN3CA adenocarcinoma de endometrio / 
epitelioide ++ - 

 
1 Se indica la expresión de RNAm de E2-2A/B y de cadherina-E, detectado por RT-PCR.. 

 
 
1.2 Análisis de la acción de E2-2A/B sobre el promotor proximal de cadherina-E 

  
 Con el propósito de verificar la implicación de los factores E2-2 como represores 

transcripcionales de cadherina-E, decidimos clonar los cDNAs murinos de E2-2A y E2-2B en vectores 

de expresión y probar su acción sobre el promotor proximal del gen de cadherina-E de ratón en células 

epiteliales. Como se muestra en la Figura 8, los ensayos de transfección transitoria indicaron que E2-2B 

reprime la actividad del promotor de cadherina-E hasta un 70% en todas las líneas celulares analizadas, 

MDCK (Figura 8A), MCA3D (Figura 8B) y NMuMG (Figura 8C), de manera dependiente de la dosis. 

Se obtuvieron resultados similares para la isoforma E2-2A en células MDCK (Figura 9A). Sin embargo, 

E2-2A fue inactiva (tras 24 h. post-transfección) en las otras líneas celulares analizadas (Figura 9B), si 

bien, mostró represión parcial en células MCA3D a tiempos más largos (datos no mostrados). 

 

1.3 Efecto de la expresión estable de E2-2A y E2-2B en células MDCK 

 
 A continuación, analizamos el efecto de la expresión exógena de E2-2A y E2-2B sobre la 

expresión de cadherina-E y la plasticidad celular, transfectándolos establemente en la línea celular 

MDCK. Se aislaron varios clones independientes. Los resultados aquí mostrados corresponden a tres 

clones representativos de cada transfección.  

 
 La primera observación fue la drástica conversión a un fenotipo fibroblástico/ mesenquimático 

de las células MDCK transfectadas con E2-2A o E2-2B (a las que llamaremos de aquí en adelante 

MDCK-E2-2A y MDCK-E2-2B, respectivamente), en comparación con aquellas transfectadas con los 

vectores control (MDCK-CMV) (Figuras 10A y 11A, paneles a,b).  
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Figura 9. E2-2A reprime la actividad del promotor de cadherina-E en células MDCK. Actividad del promotor 
proximal de cadherina-E de ratón en las líneas celulares indicadas luego de la transfección transitoria de cantidades 
crecientes (25 a 200 ng) de pcDNA3-E2-2A o del vector control pcDNA3 vacío (200 ng), como se indica. A: 
MDCK, B: MCA3D (morado), NMuMG (granate).  Las actividades luciferasa y β-galactosidasa se determinaron a 
las 24 h. post-transfección. La actividad del promotor está expresada como actividad relativa (RLU, unidades 
relativas de luciferasa) y normalizada con respecto a la obtenida en presencia del vector vacío. Los resultados que 
se muestran corresponden a la media ± SD de, al menos, tres experimentos independientes, realizados en muestras 
por triplicado, para cada una de las condiciones experimentales. 

Figura 8. E2-2B reprime la actividad del 
promotor de cadherina-E. Actividad del promotor 
proximal de cadherina-E de ratón en las líneas 
celulares indicadas luego de la transfección 
transitoria de cantidades crecientes (25 a 200 ng) de 
pcDNA3-E2-2B-HA o del vector control pcDNA3-
HA vacío (200 ng), como se indica. A: células 
MDCK. B: células MCA3D. C: células NMuMG. 
Las actividades luciferasa y β-galactosidasa se 
determinaron a las 24 h. post-transfección. La 
actividad del promotor está expresada como 
actividad relativa (RLU, unidades relativas de 
luciferasa) y normalizada con respecto a la obtenida 
en presencia del vector vacío. Los resultados que se 
muestran corresponden a la media ± SD de, al 
menos, tres experimentos independientes, realizados 
en muestras por triplicado para cada una de las 
condiciones experimentales.  
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    Resultados 

 Para caracterizar molecularmente el cambio fenotípico observado en los clones que 

sobreexpresan E2-2A o E2-2B, analizamos la expresión de marcadores epiteliales y mesenquimátics 

mediante inmunofluorescencia y Western blot. Las imágenes de inmunofluorescencia mostraron una  
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Figura 10. E2-2A induce una TEM completa cuando se sobreexpresa en células MDCK. A. Caracterización 
morfológica e inmunofenotípica de las células MDCK-E2-2A (clon C1), (a-b). Imágenes de contraste de fases de 
células control MDCK-CMV (a) y un clon representativo de MDCK-E2-2A, C1 (b). (c-l) Imágenes de 
inmunofluorescencia de marcadores de TEM, en células MDCK-CMV (c, e, g, i, k) y MDCK-E2-2A, C1 (d, f, h, j, 
l): c, d, cadherina-E (Cad-E); e, f, cadherina-N (Cad-N); g, h, fibronectina (FN); i, j, vimentina (VM); k,l, 
detección de la organización del citoesqueleto de actina-F; se indica con una flecha un lamelipodio. Barra, 100 μm 
(a, b), y 50 μm (resto de paneles). Resultados similares se obtuvieron para los otros clones. B. Análisis mediante 
Western blot de los marcadores epiteliales y mesenquimáticos que se indican en células MDCK-CMV y tres clones 
independientes de MDCK-E2-2A (C1, C3 y C8). Los niveles de α-tubulina se muestran como control de carga. C.  
Análisis por RT-PCR semicuantitativa de los tránscritos exógenos de E2-2A (panel superior) y endógenos, de 
cadherina-E  (Cad-E) (panel central) en las líneas indicadas. GAPDH: control de la cantidad de cDNA presente en 
cada muestra. 
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Resultados 

reducción drástica de cadherina-E, una disminución de β-catenina, un aumento y reorganización de los 

marcadores mesenquimáticos vimentina y fibronectina, así como también un incremento en la expresión 

de cadherina-N (Figuras 10A y 11A, paneles c-j; y datos no mostrados).   
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Figura 11. E2-2B induce una TEM completa cuando se sobreexpresa en células MDCK. A. Caracterización 
morfológica e inmunofenotípica de las células MDCK-E2-2B, clon C2. (a-b) Imágenes de contraste de fases de 
células MDCK-CMV-HA (a) y un clon representativo de MDCK-E2-2B, C2 (b). (c-l) Imágenes de 
inmunofluorescencia de marcadores de TEM, en células MDCK-CMV-HA (c, e, g, i, k)  y MDCK-E2-2B, C2 (d, f, 
h, j, l). c, d, cadherina-E (Cad-E); e, f, cadherina-N (Cad-N); g, h, fibronectina (FN); i, j, vimentina (VM); k,l, 
actina-F; la flecha blanca indica un lamelipodio. Barra, 100 μm (a, b), y 50 μm (resto de paneles). Resultados 
similares se obtuvieron para los otros clones. B. Análisis por Western blot de los niveles de expresión de E2-2B 
exógeno (detectado con anti-HA) y los marcadores epiteliales y mesenquimáticos que se indican en células MDCK-
CMV-HA y tres clones independientes de MDCK-E2-2B (C1, C2 and C3). Los niveles de α-tubulina se muestran 
como control de carga. C. Análisis por RT-PCR semicuantitativa de los tránscritos exógenos de E2-2B (panel 
superior) y endógenos de cadherina-E  (Cad-E) (panel central) en las líneas indicadas. GAPDH, control de la 
cantidad de cDNA presente en cada muestra. D. Imágenes de microscopía confocal que muestran la localización 
nuclear de la proteína E2-2B-HA. a, b: células control MDCK-CMV-HA; c, d:  MDCK-E2-2B, C2. a, c: tinción 
con anticuerpo anti-HA (α-HA, verde); b, d: imágenes de colocalización que muestran la tinción nuclear con DAPI 
(rojo) y α-HA (blanco-amarillo). Barra, 18 μm.  
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    Resultados 

Más aun, en concordancia con el fenotipo fibroblástico de los clones que sobreexpresan E2-2A/B, el 

citoesqueleto de actina-F se organiza en fibras de estrés y estructuras mótiles similares a lamelipodios, en 

contraste con las células control, en las que se organiza en filamentos corticales (Figura 10A y 11A, 

paneles k-l). El análisis por Western blot reveló que los cambios observados en los diferentes marcadores 

epiteliales y mesenquimáticos mediante imunofluorescencia, correlacionan con los niveles de proteína 

detectados en los extractos proteicos totales de MDCK-E2-2A/B con respecto a las células control, con la 

excepción de vimentina, para la cual no se observaron diferencias sustanciales (Figuras 10B y 11B). La 

expresión exógena de los factores E2-2A y E2-2B se comprobó en los diferentes clones mediante RT-

PCR (Figuras 10C y 11C). La expresión de la proteína E2-2B exógena se pudo visualizar en los 

diferentes clones mediante tinción con un anticuerpo que reconoce el epítopo HA, en Western blots 

(Figura 11B, panel superior) y por microscopía confocal, que mostró la localización nuclear de E2-2B 

(Figura 11D). Con respecto a la cadherina-E, su regulación negativa también se confirmó a nivel de 

RNAm, siendo prácticamente indetectable, mediante RT-PCR, en todos los clones de E2-2A/B 

analizados (Figuras 10C y 11C).  

 
 Estos resultados indican claramente que los factores E2-2 inducen una TEM completa, con 

pérdida de la morfología epitelial y de marcadores epiteliales distintivos, y asociado a la 

ganancia/reorganización de marcadores mesenquimáticos. 

 
1.4 Caracterización de la represión mediada por E2-2A/B sobre el promotor de 

cadherina-E 

  
 Para determinar si la marcada disminución de cadherina-E detectada en los clones de MDCK que 

sobreexpresan E2-2A/B se debía a represión transcripcional, como sugerían los ensayos de transfección 

transitoria (Figuras 8 y 9) y los resultados del híbrido sencillo, determinamos la actividad del promotor 

de cadherina-E en los clones estables derivados de MDCK-E2-2A/B. Como cabía esperar, el promotor 

proximal de cadherina-E está reprimido en un 70-90% en los clones que expresan los factores E2-2A/B, 

en comparación a las células control. Es importante destacar, que la deleción del elemento E-pal del 

promotor resultó en una desrepresión de la actividad promotora en las células MDCK-E2-2A/B, 

alcanzándose en estas células una actividad similar a la de las células control MDCK-CMV para el 

promotor delecionado (Figura 12A). 

 
 Estos resultados, junto con los datos del ensayo de híbrido sencillo, en el que la interacción de 

E2-2 es eliminada si se mutan los dos nucleótidos centrales del elemento E-pal (Figura 12B), apoyan la 

participación de las cajas E del elemento E-pal en la represión de cadherina-E mediada por los factores 

E2-2A/B. 
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Figura 12. E2-2A y E2-2B regulan negativamente el promotor de cadherina-E requiriendo la integridad de 
elemento Epal. A. Análisis de la actividad del promotor de cadherina-E en un clon representativo de MDCK-E2-
2A (C8) y células control MDCK-CMV (paneles de la izquierda), y un clon representativo de MDCK-E2-2B (C1) y 
en células control MDCK-CMV-HA (paneles de la derecha). En ambos casos, se comparó la actividad del promotor 
de cadherina-E silvestre (WT) con la de aquél en el cual el elemento Epal está delecionado (ΔE-pal). Las 
actividades luciferasa y β-galactosidasa se determinaron a las 24 h. post-transfección. La actividad está expresada 
como actividad relativa (RLU, unidades relativas de luciferasa) y normalizada con respecto a las células control, en 
cada caso. Los resultados corresponden a la media ± SD de dos experimentos independientes, realizados en 
muestras por triplicado. **p<0.01 (prueba t de Student). B. Ensayo de híbrido sencillo. Imagen que muestra 
colonias representativas de clones conteniendo cDNAs de los factores E2-2A y E2-2B por su capacidad de crecer 
en medio con histidina (+His) (izquierda), o en su ausencia y en presencia de 3-aminotriazol (-His/+3AT) 
(derecha), en la cepa de levaduras conteniendo el plásmido testigo dirigido por el elemento E-pal silvestre (WT) o 
el elemento E-pal mutado (Mut). Un 10 % del total de clones con crecimiento en medio (-His/+3AT) 
exclusivamente en la cepa WT contenía cDNAs codificantes para los factores E2-2A y E2-2B.  
 
 

 Estudios previos han revelado que las proteínas E pueden unirse a complejos co-represores que 

contienen actividades deacetilasas de histonas (HDAC), lo cual resulta en represión transcripcional 

(Zhang et al., 2004; Murayama et al., 2004). Asimismo, otros represores de cadherina-E, como los 

factores Snail1/2, pueden reclutar complejos proteicos que contienen actividad HDAC (Hemavathy at al., 

2000; Peinado et al., 2004b). Por lo tanto, con el objeto de determinan si la actividad HDAC es requerida 

por los factores E2-2 para reprimir la transcripción de cadherina-E, analizamos el efecto de tricostatina A 

(TSA), un inhibidor específico de HDACs (Yoshida et al., 1995), en la represión ejercida por E2-2A y 

E2-2B sobre el promotor de cadherina-E. Como muestra la Figura 13, la presencia de TSA elimina 

totalmente la represión ejercida por los factores E2-2A/B en ensayos de transfección transitoria (Figura 

13A,B paneles de la izquierda). Asimismo, la adición de TSA desreprime la actividad del promotor de 

cadherina-E en clones estables MDCK-E2-2A/B hasta niveles próximos a los detectados en células 

control MDCK-CMV (Figura 13A,B, paneles de la derecha). 

 
 En conjunto, estos resultados indican que los factores E2-2 reprimen la transcripción del gen de 

cadherina-E dependiendo de la integridad del elemento E-pal y del reclutamiento de actividades HDAC. 
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Figura 13. La represión del promotor de cadherina-E mediada por los factores E2-2A/B depende de 
actividad HDAC. A. Actividad del promotor de cadherina-E en células MDCK tras la transfección transitoria de 
los factores E2-2A (A) o E2-2B (B), en presencia o ausencia de TSA o vehículo, tal como se indica (paneles de la 
izquierda).  La actividad del promotor de cadherina-E se determinó, asimismo, en células MDCK-E2-2A, clones 
C1 y C8 (A) y MDCK-E2-2B, clones C1 y C3 (B) y sus respectivas células control, en presencia o ausencia de 
TSA, según se indica (paneles de la derecha). En todos los casos, las células se trataron con TSA (100 nM) o 
vehículo durante 7 h. después de la transfección. La actividad del promotor está expresada como actividad relativa 
(RLU, unidades relativas de luciferasa) y normalizada con respecto a la actividad de las células transfectadas con 
pcDNA3 (A) ó pcDNA3-HA (B) vacío o a células control MDCK-CMV (A) ó MDCK-CMV-HA (B). Los 
resultados corresponden a la media ± SD de tres experimentos independientes, realizados en muestras por 
triplicado.  *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (ANOVA), con respecto a la misma condición en ausencia de TSA. 
 

 

1.5 Estudio de la relevancia biológica de los factores E2-2 

 
 La TEM completa que observamos en los clones que expresan establemente los factores E2-

2A/B, nos llevó a investigar si estas células también habían adquirido propiedades mótiles o invasivas. 

Para ello se realizaron, en primer lugar, ensayos de reparación de herida en placa, los cuales mostraron 

que, a diferencia de las células control, que siguen un movimiendo uniforme y unidirecional, las células 

MDCK-E2-2A/B se mueven al azar y como células individuales (Figura 14A,B). Este hallazgo 
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concuerda con la morfología fibroblástica de los clones que expresan estos factores y la organización de 

su citoesqueleto de actina observado por inmunofluorescencia (Figuras 10 y 11).  

 

 

  A B 

 

CMV E2-2A C1 CMV-HA E2-2B C1

0h 0h

7h 7h

11h11h 

 
Figura 14.  La sobreexpresión de E2-2A/B modifica el tipo de migración celular. La capacidad mótil de los 
distintos clones indicados se analizó mediante ensayos de reparación de herida en placa. Las imágenes fueron 
tomadas en el mismo lugar de la incisión inmediatamente después de la misma (0h), y a las 7 y 11 h. A, se muestra 
un clon representativo de MDCK-E2-2A (C1) y sus respectivas células control MDCK-CMV. B, clon 
representativo de MDCK-E2-2B (C1) y sus respectivas células control MDCK-CMV-HA. 
 

 La capacidad migratoria se analizó adicionalmente en ensayos de transwell sobre matrices de 

colágeno de tipo IV. Como se observa en la Figura 15, las células MDCK-E2-2A/B mostraron una 

capacidad migratoria superior a la de las células control, en este tipo de ensayos, destacando diferentes 

clones MDCK-E2-2A que muestran una alta capacidad migratoria, similar a la de células MDCK-Snail1 

(Figura 15).  

 
 Finalmente, se analizó la capacidad invasiva de células MDCK-E2-2A/B en cultivos 

organotípicos crecidos sobre geles tridimensionales de colágeno tipo I (Peinado et al., 2004c). Tras dos 

semanas en cultivo, tanto las células MDCK-E2-2A como MDCK-E2-2B invadieron el gel de colágeno 

de manera eficiente, mayormente como células individuales, manteniendo la ausencia de cadherina-E y 

una intensa tinción para vimentina (Figura 16A,B, paneles e-h). Por el contrario, las células control 

MDCK-CMV/MDCK-CMV-HA fueron incapaces de invadir el gel de colágeno, permanecieron en la 

parte superior del mismo organizadas en una capa epitelial (Figura 16A,B, paneles a-d), de acuerdo a 

observaciones previas (Peinado et al., 2004c), con expresión de cadherina-E en la membrana basolateral, 

y una débil tinción de vimentina.  
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Figura 16. La sobreexpresión de los factores E2-2A/B en células MDCK induce un comportamiento invasivo 
en cultivos tridimensionales. El comportamiento invasivo de células MDCK-E2-2A, C1 (A, e-h) y MDCK-E2-2B, 
C2 (B, e-h) y sus respectivos controles MDCK-CMV/MDCK-CMV-HA (a-d) se analizó en cultivos organotípicos 
tridimensionales sobre geles de colágeno tipo I. Los cultivos se crecieron durante dos semanas, tras lo cual se 
embebieron en OCT y se obtuvieron secciones con criostato (10 μm) sobre las que se realizó un análisis de 
inmunofluorescencia para cadherina-E (rojo) y vimentina (verde). Imágenes de inmunofluorescencia (20X) de 
cadherina-E (a, e) y vimentina (b, f). En paralelo se muestran imágenes de tinción nuclear con DAPI (azul) de los 
mismos campos para cultivos de células MDCK-CMV/MDCK-CMV-HA (c, d) y MDCK-E2-2A/E2-2B (g, h). 
Barra, 100 μm. En la parte inferior de los paneles a, se recoge un sector ampliado (40X), que muestra la tinción de 
cadherina-E en la membrana basolateral de la monocapa celular. 

A 

 
Figura 15. E2-2A y E2-2B inducen propiedades 
invasivas. Las propiedades invasivas de los 
clones estables indicados fueron analizadas en 
ensayos de invasión in vitro sobre colágeno IV 
(cámaras de Boyden modificadas). Los valores 
del eje Y corresponden a la cantidad de células 
que han migrado a través del filtro poroso, tras 24 
h. en cultivo. CMV: células MDCK transfectadas 
con pcDNA3 vacío; Snail1: células MDCK-
Snail1; se muestran tres clones independientes de 
células MDCK-E2-2A (C1, C3 y C8) y tres 
clones independientes de células MDCK-E2-2B 
(C1, C2 y C3). Los resultados corresponden a la 
media ± SD de un total de tres experimentos 
independientes, realizados por duplicado. 
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (prueba t de 
Student, respecto a células control CMV). 
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 Para descartar que las diferencias observadas en las propiedades de motilidad e invasión fueran 

debidas a un aumento en la proliferación de las células MDCK que sobreexpresan los factores E2-2 en 

relación a las células control MDCK-CMV, determinamos la capacidad proliferativa de estas células por 

incorporación del análogo de timina BrdU. Todos los clones MDCK-E2-2A/B analizados mostraron una 

menor capacidad de proliferación (∼50%) que las células control, tanto en presencia como en ausencia de 

suero (Figura 17). Por lo tanto, podemos afirmar que las diferencias mostradas por las células MDCK-

E2-2A/B en sus propiedades invasivas, no se deben a una mayor proliferación sino a la acción de los 

factores E2-2 sobre el fenotipo celular. 

 
  Figura 17. Análisis del efecto de la 

expresión estable de los factores E2-
2A/B sobre la proliferación celular. 
Se determinó la incorporación de 
BrdU tanto en presencia (verde) como 
en ausencia (amarillo) de suero, en los 
clones indicados de células MDCK-
E2-2A y MDCK-E2-2B y en células 
control MDCK-CMV. Los resultados 
corresponden a la media ± SD de tres 
experimentos independientes, 
realizados por triplicado.  **p<0.01, 
(prueba t de Student, respecto a células 
control MDCK-CMV). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

CMV 2A-clon1 2A-clon3 2A-clon8 2B-clon1 2B-clon2 2B-clon3

**

C1           C3           C8 C1          C2            C3CMV
E2-2A E2-2B

- suero

+ suero

In
co

rp
or

ac
ió

n 
de

 B
rd

U
 

(u
ni

da
de

s 
ar

bi
tra

ria
s)

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

CMV 2A-clon1 2A-clon3 2A-clon8 2B-clon1 2B-clon2 2B-clon3

**

C1           C3           C8 C1          C2            C3CMV
E2-2A E2-2B

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

CMV 2A-clon1 2A-clon3 2A-clon8 2B-clon1 2B-clon2 2B-clon3

**

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

CMV 2A-clon1 2A-clon3 2A-clon8 2B-clon1 2B-clon2 2B-clon3
0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

CMV 2A-clon1 2A-clon3 2A-clon8 2B-clon1 2B-clon2 2B-clon3

**

C1           C3           C8 C1          C2            C3CMV
E2-2A E2-2B

C1           C3           C8 C1          C2            C3CMV
E2-2AE2-2A E2-2BE2-2B

- suero- suero

+ suero+ suero

In
co

rp
or

ac
ió

n 
de

 B
rd

U
 

(u
ni

da
de

s 
ar

bi
tra

ria
s)

 

 El hecho de que los factores E2-2 induzcan un proceso de TEM completa en las células MDCK, 

llevó a plantearnos si también eran capaces de conferir propiedades tumorigénicas a dichas células. Es 

por ello, que analizamos la capacidad de formar tumores de las células MDCK-E2-2A/B en ratones 

inmunodeprimidos (nu/nu). Inesperadamente, las células MDCK-E2-2A no fueron capaces de inducir 

tumores (hasta los tres meses después de la inyección), mientras que las células MDCK-E2-2B mostraron 

una capacidad tumorigénica muy limitada (25% de incidencia), en sólo uno de los clones analizados 

(Tabla 6). Esta pobre capacidad tumorogénica se contrapone a la de las células MDCK-Snail1, altamente 

tumorogénicas, y a las células MDCK-E47, que expresan establemente el factor bHLH de clase I E47, 

altamente tumorogénicas y que inducen una potente respuesta angiogénica en el huésped (Pérez-Moreno 

et al., 2001; Peinado el al., 2004c). Es interesante mencionar que estudios previos de nuestro laboratorio 

indicaron que las células MDCK-E47 poseen una pobre capacidad invasiva en cultivos organotípicos 

sobre geles de colágeno I, y no presentan diferencias significativas en cuanto a la capacidad proliferativa, 

en cultivos bidimensionales, con respecto a las células control MDCK-CMV (Peinado et el., 2004c).  

 
 Todas estas diferencias sugieren la existencia de diferencias importantes en los efectos biológicos 

conferidos por la expresión de las diferentes proteínas E, E2-2 ó E47,  más allá de la inducción de un 

proceso de TEM en células epiteliales. 
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Tabla 6. Capacidad tumorogénica de células MDCK-E2-2A/B  
 

Tipo celular 
Número de tumores 

por sitio de inyección 
 

MDCK-CMV 0/8 

MDCK-E2-2A C1 0/8 

MDCK-E2-2A C8 0/8 
 

MDCK-CMV-HA 0/8 

MDCK-E2-2B C1 2/8 

MDCK-E2-2B C2 0/8 

 
 
 

Se inyectaron 1x106 células por sitio de inyección (flancos de cada ratón). Los ratones que no 
desarrollaron tumores se observaron por un período de tres meses y luego fueron sacrificados. En 
los casos donde se desarrollaron tumores, los animales se sacrificaron cuando los tumores 
alcanzaron un tamaño de aproximadamente 1 cm3 (un mes post-inyección). 

 

 

 
1.6 Análisis de la expresión de E2-2 en embriones de ratón. Comparación con la 

expresión de E2A. 

 
 Con el objeto de profundizar en el conocimiento de la función biológica de los factores E2-2, nos 

propusimos explorar la distribución in vivo de los tránscritos de E2-2 y su relación con la expresión de 

cadherina-E en embriones de ratón de estadíos tempranos (8,5 a 10 días post coitum (d.p.c.)). Estos 

estudios se llevaron a cabo en colaboración con el laboratorio de la Dra. M. Angela Nieto. Se realizaron 

experimentos de hibridación in situ en embriones enteros y en secciones obtenidas por corte con 

vibrátomo, utilizando una sonda que reconoce a los dos productos del gen E2-2. Este análisis reveló la 

expresión de E2-2 en el mesodermo, el neuroepitelio y en los arcos branquiales, y su ausencia en el 

corazón y membranas extraembrionarias con excepción de la alantoide (Figura 18A,C; y datos no 

mostrados). Se detectaron niveles más elevados del RNAm de E2-2 en las células de la cresta neural que 

se encuentran poblando los arcos branquiales y en los primordios de las futuras extremidades (limb buds) 

(Figura 18C). No se detectó expresión en ningún epitelio embrionario, independientemente de su origen, 

ecto o endodérmico (Figura 18C,E,G). Estos resultados indican que el gen E2-2 sigue un patrón de 

expresión similar al descrito previamente para el gen E2A (Pérez-Moreno et al., 2001; Figura 18B,D, 

F,H). No obstante, una observación minuciosa de los patrones de expresión de ambos genes indicó un 

nivel de expresión mucho menor de los productos de E2-2 en el tubo neural y un patrón más restringido 

en el mesodermo, respecto a los niveles de expresión de E2A en esas mismas regiones (Figura 18, 

comparar los paneles E,G con F,H, respectivamente).  

 
 Vale la pena destacar que la expresión más restringida de los tránscritos de E2-2 en algunas 

poblaciones mesodérmicas (como las células migratorias de la cresta neural, mcn), en comparación al 
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patrón de expresión de E2A (Figura 18,E-H), sugiere que los productos de los genes E2-2 y E2A tendrían 

un papel complementario, en lugar de redundante, en la inducción/mantenimiento de distintas 

poblaciones mesenquimáticas in vivo. 

 

 
 
Figura 18. Expresión de los genes E2-2 y E2A durate el desarrollo embrionario temprano. Hibridación in situ 
de embriones enteros de 8,5 (A-B) y 10 d.p.c. (C-D) y de secciones de vibrátomo de embriones de 10 d.p.c. 
tomadas a nivel del tronco anterior (E-F) y posterior (G-H). Los productos del gen E2-2 se detectan en tejidos muy 
diferentes en todo el embrión, incluyendo el mesodermo, primordios de las extremidades (limb buds) y tejidos 
neurales, pero están ausentes en epitelios no neurales (E, G), el primordio del corazón (A) y las membranas 
extraembrionarias (A, G). Los tránscritos del gen E2A muestran un patrón de expresión similar, pero con una 
distribución más amplia en el mesodermo y con niveles más elevados en el tubo neural (F, H), en comparación a 
los niveles de E2-2 (E, G). Nótese que la región del tubo neural que está sufriendo TEM (región TEM) expresa 
niveles muy bajos de E2-2 y E2A (E, F). a, amnion; ab, arcos branquiales; c, corazón; ect, ectodermo; end, 
endodermo; lb, limb bud (primordios de las extremidades); mcn, células migratorias de la cresta neural; me, 
membranas extraembrionarias; s, somitos; tn, tubo neural. 
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2.   Comparación de la acción de los factores E2-2 y E47: Análisis  comparativo de 

 los perfiles de expresión génica inducidos por ambos tipos de factores 

 bHLH 

 

 Los estudios comentados anteriormente indicaban que, aunque los factores bHLH de clase I E2-

2A/B y E47 actúan como represores de cadherina-E e inductores de TEM, presentan diferencias 

biológicas significativas. Para entender mejor las similitudes y diferencias biológicas de los factores E2-2 

y E47, decidimos realizar un análisis comparativo de los perfiles de expresión génica inducida por ambos 

tipos de factores, mediante microarrays de cDNA. Con este propósito, utilizamos una plataforma 

(Oncochip CNIO v1.1c) que contiene cDNAs humanos y ESTs, seleccionados por su posible implicación 

en cáncer y/o diferenciación celular, y que codifican para diversas funciones como apoptosis, ciclo 

celular, angiogénesis y diferenciación, entre otras. Esta plataforma había sido validada previamente para 

células MDCK y derivadas tras la expresión estable de factores Snail y E47 (Moreno-Bueno et al., 2006), 

debido a la alta homología entre los genomas de perro y humano, particularmente en las regiones 

codificantes y secuencias reguladoras (Kirkness at el., 2003; Lindblad-Toh et al., 2005; Cannarossi et al., 

2007). 

 
2.1 Perfiles de expresión génica de las células MDCK-E2-2 y MDCK-E47 
 
 En primer lugar, se compararon los perfiles de expresion génica de células MDCK-E2-2A (clon 

C1) y MDCK-E2-2B (clon C2) en relación a células control MDCK-CMV. Este estudio determinó que 

no existen diferencias significativas entre los perfiles de expresión de ambos tipos celulares (sólo 5 genes 

de un total de 183 se encontraron expresados diferencialmente entre células MDCK-E2-2A y MDCK-E2-

2B respecto a MDCK-CMV). Por lo tanto, procedimos a comparar el perfil de expresión de las células 

MDCK-E2-2A/B como un pool y células MDCK-E47, con respecto a las células control MDCK-CMV.  
 
 Tras el procesamiento de los datos, se detectaron  220 clones (177 genes y 43 ESTs, expressed 

sequence tags) cuya expresión estaba modificada, al menos dos veces, en células MDCK-E2-2 ó en 

células MDCK-E47, con respecto a las células control MDCK-CMV. El análisis de agrupamiento 

jerárquico no supervisado mostró un perfil de expresión específico para las células que sobreexpresan 

E2-2 y para las que sobreexpresan E47 (Figura 19A). Un 31% (n=55) de los genes modificados se 

encontró regulado de manera similar  (positiva o negativamente) en ambos tipos celulares (MDCK-E2-2 

y MDCK-E47) (Figura 19B). Además, 12% (n=21) y 53% (n=94) de los genes mostraron su expresión 

modificada sólo en un tipo celular, MDCK-E2-2 y MDCK-E47, respectivamente (Figura 19B, Tabla 7). 

Tras el análisis t-test (FDR<0,1), sólamente 3,6% de los clones (n=8), se encontró expresado 

diferencialmente (regulación positiva vs. negativa, y viceversa) entre células MDCK-E2-2 y MDCK-E47 

(Tabla 7).  
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Figura 19. Análisis comparativo de los perfiles de expresión génica entre células MDCK-E2-2 y MDCK-E47. 
A. Análisis de cluster jerárquico no supervisado de genes cuya expresión está modificada en células MDCK que 
expresan establemente los factores E2-2 (azul) o E47 (amarillo) respecto a las células control MDCK-CMV. Sólo 
se consideraron los genes con expresión modificada al menos dos veces en alguno de los dos tipos celulares. El 
código de colores indica regulación positiva (rojo) o negativa (verde). B. Representación gráfica del número de 
genes anotados regulados de manera común o específica en las células MDCK que expresan E2-2 o E47. Se detectó 
un total de 177 genes diferencialmente expresados > 2-veces en alguno de los dos tipos celulares respecto a las 
células control. El código de colores indica genes genes regulados positivamente (rojo) o negativamente (verde). El 
número de genes regulados en cada caso se indica en cada barra. El porcentaje de genes respecto al total de genes 
diferencialmente expresados (n=177), regulados de forma común o independiente, se indica debajo de cada barra C. 
Agrupamiento funcional de los genes con expresión modificada. Las diferentes categorías funcionales están 
indicadas por un código de colores; los números indican el porcentaje de representación con respecto a todos los 
genes candidatos. Se han excluido de la representación en (B) y (C) los clones recogidos en la categoría de 
misceláneos.  

7,3%

10,7%

14,1%5,6%

17,0%
14,1%

2,8%
1,7%1,1%

25,5%

C 

TEM
Ciclo celular y proliferación

Señalización
Transcripción

Apoptosis

Angiogénesis

Respuésta a estrés
Metabolismo y transporte 
Función celular básica

Función desconocida

TEM
Ciclo celular y proliferación

Señalización
Transcripción

Apoptosis

TEMTEM
Ciclo celular y proliferaciónCiclo celular y proliferación

SeñalizaciónSeñalización
TranscripciónTranscripción

ApoptosisApoptosis

Angiogénesis

Respuésta a estrés
Metabolismo y transporte 
Función celular básica

Función desconocida

AngiogénesisAngiogénesis

Respuésta a estrésRespuésta a estrés
Metabolismo y transporte Metabolismo y transporte 
Función celular básicaFunción celular básica

Función desconocidaFunción desconocida

n=177 

E2-2
E47
E2-2
E47
E2-2
E47

E47E47 / E2-2 E2-2

(31%) (53%)     (12%)

N
úm

er
o 

de
 g

en
es

-60

-40

-20

0

20

40

60

80

19

36

66

28

4

17

E47E47 / E2-2 E2-2

(31%) (53%)     (12%)

N
úm

er
o 

de
 g

en
es

-60

-40

-20

0

20

40

60

80

19

36

66

28

4

17

E47E47 / E2-2 E2-2

(31%) (53%)     (12%)

E47E47 / E2-2 E2-2E47E47 / E2-2 E2-2

(31%) (53%)     (12%)

N
úm

er
o 

de
 g

en
es

-60

-40

-20

0

20

40

60

80

N
úm

er
o 

de
 g

en
es

-60

-40

-20

0

20

40

60

80

19

36

66

28

4

17

19

36

66

28

4

17

 60 



Resultados 

Los genes se agruparon en distintas categorías, en base a sus funciones establecidas/propuestas en bases 

de datos (GeneCards, Gene Ontology): genes implicados en TEM (25,5%), regulación transcripcional 

(7,9%), ciclo celular y proliferación (14,1%), entre otras funciones (Figura 19C). 

 

2.2 Genes implicados en TEM 

 
 Un 25,5% de los genes identificados (45/177) está relacionado, directa o indirectamente, con 

TEM y, como cabía esperar, un 50% de ellos son comunes a MDCK-E2-2 y a MDCK-E47 (Tabla 7). 

Entre estos genes regulados de manera similar, encontramos expresión disminuída de cadherina-E, de 

acuerdo a los resultados previos mostrados para E2-2A/B (Figuras 8 y 9, sección 1.3) y para células 

MDCK-E47 (Pérez-Moreno et al., 2001), confirmando la fiabilidad del análisis. Por su parte, CDH6 

(cadherina-K, típica de riñón embrionario) se encontró regulada positivamente en ambos tipos celulares. 

Genes que codifican para moléculas de adhesión y citoesqueleto epitelial, como desmoplakina, 

desmocolina y citoqueratina 17,  presentan también expresión disminuída. Entre los genes inducidos de 

manera común, se encuentran genes que codifican para moléculas de matriz extracelular (SPARC, 

fibronectina), así como para proteínas asociadas al citoesqueleto (caldesmon, moesina, timosina β4, 

tubulina β). El incremento en la expresión de fibronectina concuerda con los datos mostrados en las 

Figuras 10 y 11 (sección 1.3) y con datos previos del laboratorio para células MDCK-E47 (Pérez-

Moreno et al., 2001). Otros genes regulados comúnmente son PLAU, TIMP3 (reprimidos), y 

SERPINE2/PAI1, MMP-1 (inducidos) (codifican para actividades relacionadas con proteasas y 

remodelación de la matriz extracelular). 
 
 Por otra parte, detectamos una fracción considerable de los genes relacionados con TEM, cuya 

expresión está modificada específicamente en un tipo celular (9%, 4/45, en MDCK-E2-2; y 36%, 16/45, 

en MDCK-E47). Entre estos genes podemos destacar a EREG, GPC3, MCAM y MMP-10, cuya 

expresión se encuentra incrementada específicamente en células MDCK-E47, o a β-catenina y 

tetraspanina 4, con expresión incrementada y disminuída, respectivamente, en células MDCK-E2-2. 
 
 Algunos de los genes detectados se validaron por RT-PCR y/o Western blot, como fue el caso de 

SPARC e ID1 (Figura 20A,B paneles superiores). La validación de TCF8/ZEB-1, otro represor de 

cadherina-E e inductor de TEM (Grooteclaes and Frisch, 2001; Eger et al., 2005), mostró su expresión 

tanto en células MDCK-E47 como en células MDCK-E2-2 (Figura 20, paneles de la izquierda), 

indicando que el gen TCF8 podría ser una diana común de los factores E2-2 y E47, al menos en el 

modelo celular de MDCK. 

 
2.3 Genes implicados en ciclo celular, proliferación y señalización 

 
 El análisis de los genes relacionados con ciclo celular, proliferación o señalización (24,8% de los 

genes, 44/177), mostró que sólo un tercio de ellos está regulado de manera similar en células MDCK-E2-
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2 y MDCK-E47, mientras que el resto son específicos de las células que sobreexpresan E2-2 (9,1%, 

4/44) ó E47 (61,4%, 27/44) (Tabla 7). Entre los genes con expresión común, encontramos varios cuyos 

productos participan en vías de regulación de la TEM (Thiery, 2002; Huber et al., 2005; Thiery y 

Sleeman, 2006), como las del factor de crecimiento similar a la insulina IGF (IGF2 e IGFBP5) y el factor 

de crecimiento de fibroblastos FGF (FGFR4 y FGFBP1).  

 
 De los genes con expresión específica, podemos destacar a CDC2, RAN, el oncogén FES, los 

genes SMAD5 y LTBP1/3 (de la vía de TGF-β) y PDGFC (factor de crecimiento derivado de plaquetas 

isoforma C), cuya expresión está regulada positivamente sólo en las células MDCK-E47. El incremento 

en la expresión de PDGFC en estas células fue validado por RT-PCR (Figura 20). Es tentativo especular 

que los distintos niveles de expresión de algunos genes de vías específicas de señalización podrían ser 

responsables del diferente comportamiento tumorogénico observado en las células MDCK-E2-2 y 

MDCK-E47.  

 
2.4 Genes implicados en transcripción 

 
 Otro grupo de genes, que representa el 7,3% (13/177), corresponde a genes relacionados con el 

proceso de transcripción. Entre los genes regulados de manera diferencial en las células MDCK-E2-2 y 

MDCK-E47, se encuentra el factor FBXO11, cuya expresión está incrementada en células MDCK-E47. 

A su vez, los datos del análisis de microarrays indicaron que los genes ID1 e ID3 están regulados 

positivamente en los dos tipos celulares, aunque de forma no significativa en las células MDCK-E2-2. El 

incremento en los niveles de ID1 se confirmó e nivel de proteína tanto en células MDCK-E47 como en 

MDCK-E2-2 (Figura 20, paneles de la derecha) y lo mismo ocurre con los niveles de ID3 (datos no 

mostrados). Adicionalmente, se pudo confirmar mediante inmunofluorescencia que ID1, y en menor 

medida ID3, se localizan en el núcleo de las células MDCK-E2-2A/B (Figura 21), como se había 

observado previamente en el caso de las células MDCK-E47 para ID1 (Jordà et al., 2007). 

 

2.5 Genes implicados en otras funciones 

 
 También se detectaron diferencias entre ambos tipos celulares en la expresión de genes 

implicados en otras funciones, como metabolismo y transporte (n=25, 14,1%), función celular básica 

(n=30, 16,9%), función desconocida (n=10, 5,6%), apoptosis (n=5, 2,8%), angiogénesis (n=3, 1,7%) y 

respuesta a estrés (n=2, 1,1%), y misceláneos (n=43). (Tabla 7 y Tabla suplementaria, Anexo).  

 
 En conjunto, estos resultados indican que los factores E2-2 y E47 regulan la expresión de rutas 

comunes y específicas que pueden contribuir a aspectos generales y particulares de la TEM, como se 

describió previamente para Snail1, Snail2 y E47 (Moreno-Bueno et al., 2006). Más aun, regulan la 

expresión de grupos de genes potencialmente implicados en la diferente capacidad de invasión y 

proliferación que presentan las células epiteliales que expresan cada uno de estos factores bHLH. 
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Tabla 7. Genes con expresión modificada en células MDCK-E2-2 ó MDCK-E47  

con respecto a células control MDCK-CMV 
 

Tabla 7a.                                 Genes implicados en TEM (n = 45)     

No. de acceso                                                       Descripción                                                    E2-2        E47 

NM_024582 
 
FAT4, supresor de tumores FAT, homólogo 4 (Drosophila) 1,94 3,33 

NM_033138 
 
CALD1, caldesmon 1 2,24 4,47 

NM_004360 
 
CDH1, cadherina 1, tipo 1, cadherina-E (epitelial) -5,99 -7,80 

AL834206 
 
CDH4, cadherina 4, tipo 1, cadherina-R (retina) -1,37 -2,41 

NM_004932 
 
CDH6, cadherina 6, tipo 2, cadherina-K (riñón fetal) 2,75 3,28 

J03464 * 
 
 COL1A2, colágeno, tipo I α2 -4,19 2,68 

NM_001904 
 
CTNNB1, β-catenina 1 (proteína asociada a cadherina), 88kDa 3,24 1,35 

NM_004949 
 
DSC2, desmocolina, 2 -2,15 -1,97 

NM_004415 
 
DSP, desmoplaquina -2,51 -2,26 

NM_001432 
 
EREG, epiregulina -1,15 2,54 

NM_212482 
 
FN1, fibronectina, 1 3,43 4,72 

NM_004484 
 
GPC3, glipicano, 3 -1,11 4,30 

AK125670 
 
HPN , hepsina (proteasa transmembrana, serina 1) -1,32 -2,48 

BC036788 
 
ITGBL1, integrina, beta-like 1 (con dominios repetidos EGF-like) -1,16 2,61 

BG680394 
 
KRT17, queratina, 17 -2,31 -5,65 

AK128505 
 
KRT7, queratina, 7 1,84 -2,04 

BC065180 
 
KRT80, queratina, 80 1,13 -3,24 

AF330045 
 
LMO7, LIM domain, 7 -3,98 -2,10 

AK126303 
 
MCAM , molécula de adhesión celular de melanoma 1,36 2,82 

NM_021242 
 
MID1IP1, MID1 interacting protein 1 (gastrulation specific G12 homolog (zebrafish)) -2,74 -3,13 

BC013875 
 
MMP1, metaloproteinasa de matriz, 1 (colagenasa intersticial) 1,22 2,63 

AK222601 
 
MMP10,  metaloproteinasa de matriz, 10 (estromelisina 2) -1,08 3,21 

NM_002444 
 
MSN, moesina 2,54 2,04 

NM_007361 * 
 
NID2, nidógeno 2 (osteonidógeno) 4,89 -2,21 

NM_002658 
 
PLAU, activador del plasminógeno, uroquinasa -2,45 -2,11 

BX647459 

 
SERPINE2, inhibidor de serina-peptidasas, clade E, 2 (inhibidor del activador del 
plasminógeno tipo I) / PAI1. 2,68 2,60 

AK126525 
 
SPARC, proteína secretada acídica rica en cisteína (osteonectina) 15,58 16,00 

NM_001083962 
 

 

TCF4 / E2-2, factor de transcripción 4 3,12 6,63 

NM_030751 
 
TCF8 / ZEB-1, factor de transcripción 8 (reprime la expresión de interleuquina 2) 1,11 3,00 

* Clones expresados diferencialmente de manera significativa (FDR<0.1) entre células MDCK-E2-2 y MDCK-E47. 
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Continuación Tabla 7. Genes con expresión modificada en células MDCK-E2-2 ó  
MDCK-E47 con respecto a células control MDCK-CMV 

 

Continuación Tabla 7a.           Genes implicados en TEM (n = 45)     
No. de acceso                                                      Descripción                                                      E2-2         E47 

BM923753 

 
TFF1, Trefoil factor 1  (secuencia inducible por estrógenos expresada en cancer de 
mama) -5,03 -4,11 

CR590317 
 
TIMP3, inhibidor tisular de metaloproteasa 3 -2,74 -2,76 

BF680512 
 
TMSB4X, timosina, beta 4, ligada al cromosoma X 4,03 7,55 

NM_004202 
 
TMSB4Y, timosina, beta 4, ligada al cromosoma Y 2,66 4,59 

AK126635 
 
TSPAN4, tetraspanina, 4 -2,17 1,13 

AK096823 
 
HS3ST1, heparan sulfato (glucosamina) 3-O-sulfotransferasa, 1 -2,70 -1,85 

NM_001003408 
 
ABLIM1, proteína LIM de unión a actina 1 -1,81 -4,74 

NM_001008707 
 
EML1, Echinoderm microtubule associated protein like 1 1,30 2,57 

NM_003980 
 
MAP7, proteína asociada a microtúbulos, 7 -2,23 -3,91 

Z11584 * 
 
NUMA1, proteína nuclear del aparato mitótico, 1 2,73 -2,07 

NM_007350 
 
PHLDA1, Pleckstrin homology-like domain, family A, member 1 -2,40 -5,89 

NM_003981 
 
PRC1, proteína reguladora de citoquinesis, 1 1,05 2,14 

BX647885 
 
STMN1, stathmin 1 / oncoproteína, 18 1,20 3,79 

AK098772 
 
TUBB, tubulina β 2,03 3,76 

BX648521 
 
TUBB2C, tubulina β, 2C 2,42 2,14 

NM_006087 
 
TUBB4, tubulina β, 4 2,46 1,60 

 

Tabla 7b.                      Genes implicados en ciclo celular y proliferación (n = 25)     
No. de acceso                                                      Descripción                                                      E2-2        E47 

NM_005759 
 
ABI2, Abl interactor 2 -1,94 -5,51 

NM_018685 
 
ANLN, anillina, proteína de unión a actina -1,07 2,84 

NM_001731 
 
BTG1, B-cell translocation gene 1, anti-proliferativo -1,91 -2,30 

CR933728 
 
CDC2, ciclo de división celular 2, transición de G1 a S, y de G2 a M -1,19 2,65 

NM_001254 
 
CDC6, homólogo de ciclo de división celular 6 (S. cerevisiae) -2,82 -1,28 

NM_021120 
 
DLG3, Discs, large homolog 3 (Drosophila) 1,27 -3,10 

NM_033407 
 
DOCK7, Dedicator of cytokinesis 7 1,17 2,32 

AL832663 
 
EMR3, Egf-like module containing, mucin-like, hormone receptor-like 3 1,44 3,15 

NM_005130 
 
FGFBP1, proteína de unión al factor de crecimiento de fibroblastos, 1 -3,16 -2,57 

AB209631 
 
FGFR4, receptor de factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), 4 2,81 2,46 

BC064848 
 
GAB1, proteína de unión asociada a GRB2, 1 -2,10 -2,64 

NM_000612 
 
IGF2, factor de crecimiento similar a la insulina, 2 (somatomedina A) -7,36 -2,17 

NM_000599 
 

 

IGFBP5, proteína de unión al factor de crecimiento similar a la insulina,  5 -4,77 -2,41 

AK025790 
 
KIF20A, miembro de la familia de las quinesinas, 20A 1,54 2,49 

* Clones expresados diferencialmente de manera significativa (FDR<0.1) entre células MDCK-E2-2 y MDCK-E47. 
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Continuación Tabla 7. Genes con expresión modificada en células MDCK-E2-2 ó  
MDCK-E47 con respecto a células control MDCK-CMV 

 

Continuación Tabla 7b.   Genes implicados en ciclo celular y proliferación (n = 25)     
No. de acceso                                                      Descripción                                                      E2-2         E47 

NM_206943 
 
LTBP1, proteína de unión a TGF-β latente,  1 -1,08 3,74 

AK024477 
 
LTBP3, proteína de unión a TGF-β latente, 3 -1,12 2,70 

U65410 
 
MAD2L1, MAD2 mitotic arrest deficient-like 1 (levadura) -2,27 2,01 

CR593909 
 
NGFRAP1, proteína asociada al receptor del factor de crecimiento neuronal 16, 1 -1,45 -2,34 

AF091434 
 
PDGFC, factor de crecimiento derivado de plaquetas, C -1,42 11,41 

BC042755 
 
RGS2, regulador de la señalización por proteínas-G, 2, 24 kDa -2,59 -4,62 

NM_001001419 
 
SMAD5, miembro de la familia SMAD, 5 -1,14 2,20 

NM_003251 
 
THRSP, Thyroid hormone responsive (homólogo de SPOT14, rata) 1,36 2,65 

AF502289 
 
TRIP10, Thyroid hormone receptor interactor 10 -2,87 -1,02 

BE889962 
 
USMG5,  homológo de Upregulated during skeletal muscle growth 5 (ratón) 2,06 2,36 

NM_002048 
 
GAS1, Growth arrest-specific 1 2,65 9,45 

 

Tabla 7c.                                 Genes implicados en señalización (n = 19)     
No. de acceso                                                      Descripción                                                      E2-2        E47 

NM_006317 
 
BASP1, Brain abundant, membrane attached signal protein 1 -4,60 -2,21 

M84739 
 
CALR, calreticulina -2,08 -2,50 

AK128016 
 
CCDC109A, Coiled-coil domain containing 109A -1,12 -2,53 

BC035357 
 
FES, oncogén del sarcoma felino -1,08 2,10 

AF056085 
 
GABBR2, receptor de ácido gama-aminobutírico (GABA) B, 2 1,04 3,67 

NM_020455 
 
GPR126, receptor acoplado a proteína-G, 126 -1,93 -2,21 

AF435925 
 
GPR98, receptor acoplado a proteína-G, 98 -2,02 -1,92 

BC141812 
 
KISS1R, receptor de KISS1 2,18 -1,87 

AB209655 
 
MAP3K11, proteína quinasa quinasa quinasa activada por mitógenos,  11 2,05 2,64 

NM_002447 
 
MST1R, receptor estimulador de macrófagos, 1 (c-met-related tyrosine kinase) -1,17 -3,05 

NM_002851 
 
PTPRZ1, Protein tyrosine phosphatase, receptor-type, Z polypeptide 1 -1,07 -3,83 

NM_006325 
 
RAN, miembro de la familia ongogénica RAS -1,23 2,10 

U78166 
 
RIT2, Ras-like without CAAX 2 -1,24 2,45 

AK056821 
 
SAR1B, SAR1 gene homolog B  (S. cerevisiae) 1,18 2,65 

AK026585 
 
TACSTD1, Tumor-associated calcium signal transducer 1 -1,81 -2,87 

NM_000461 

 
THRB, receptor de hormona tiroidea, β (homólogo del oncogén de leucemia 
eritroblástica viral (v-erb-a), 2 (aviar) -1,21 3,14 

AL832780 
 
TM4SF1, Transmembrane 4 L six family member 1 -2,74 -2,29 

NM_181386 
 

 

TMEM23,  proteína transmembrana 23 1,02 2,27 

AB209394 
 
TNFRSF21, superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral, miembro 21 -1,22 -3,14 

* Clones expresados diferencialmente de manera significativa (FDR<0.1) entre células MDCK-E2-2 y MDCK-E47. 
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Continuación Tabla 8. Genes con expresión modificada en células MDCK-E2-2 ó  
MDCK-E47 con respecto a células control MDCK-CMV 

 

Tabla 7d.                                 Genes implicados en transcripción (n = 13)     

No. de acceso                                                      Descripción                                                      E2-2        E47 

D26046 
 
ATBF1, AT-binding transcription factor 1 -1,34 2,33 

NM_001675 
 
ATF4, factor activador de transcrición, 4 (tax-responsive enhancer element B67) -1,29 -3,27 

NM_017437 * 
 
CPSF2,  factor específico de corte y poliadenilación, 2, 100 kDa -2,23 2,10 

AL833187 
 
FBXL3, F-box and leucine-rich repeat protein 3 -1,12 2,27 

BC043258 
 
FBXO11,  proteína F-box, 11 1,12 8,25 

BX647104 
 
FOS,  homológo del oncogén viral V-fos del osteosarcoma murino FBJ -7,70 -2,46 

BF676327 
 
FXYD3,  regulador de transporte de iones que contiene dominio FXYD, 3 -4,52 -11,91 

BG165657 
 
ID1, inhibidor de diferenciación o de unión a DNA, 1  1,22 2,47 

AK225965 
 
ID3, inhibidor de diferenciación o de unión a DNA, 3 1,65 2,84 

NM_004235 
 
KLF4, factor similar a  Kruppel,  4 (intestino) -4,57 -2,11 

NM_001206 
 
KLF9,  factor similar a  Kruppel, 9 -2,00 -1,82 

AL831995 

 
 MEF2A, MADS box transcription enhancer factor 2, polypeptide A (myocyte enhancer 

factor 2A) -1,16 
 

2,75 

BX649155 
 
PSIP1, proteína de interacción con PC4 y SFRS1, 1 -1,58 2,31 

 

Tabla 7e.                                 Genes implicados en metabolismo (n = 22)     

No. de acceso                                                      Descripción                                                      E2-2         E47 

NM_153042 
 
AOF1, amino-oxidasa (que contiene flavina), dominio 1 -1,14 2,72 

NM_024590 
 
ARSJ, familia aril-sulfatasa, miembro J 1,70 2,15 

NM_133436 
 
ASNS, asparagina sintetasa -2,51 -3,31 

NM_001263 
 
CDS1, CDP-diacilglicerol  sintasa (fosfatidato citidililtransferasa), 1 -2,06 -3,00 

BC046247 
 
CHSY1, carbohidrato (condroitín) sintasa, 1 1,14 2,33 

NM_001902 
 
CTH, Cistationasa (cistationina gamma-liasa) -2,36 -2,19 

NM_001349 
 
DARS, aspartil-tRNA sintetasa -2,61 1,12 

NM_001935 
 
DPP4, dipeptidil-proteasa, 4 (CD26, adenosine deaminase complexing protein 2) -2,23 -3,49 

AK127679 
 
DUSP1, fosfatasa con especificidad dual, 1 -1,48 -2,75 

AL833741 
 
ENO1, enolase 1, (α) 1,34 2,39 

NM_002775 
 
HTRA1, HtrA serina peptidasa, 1 1,34 4,10 

BC008381 
 
MPA1, Inositol(mio)-1(o 4)-monofosfatasa, 1 -2,44 1,93 

BM457440 
 
LDHA, lactato deshidrogenasa, A 2,70 2,26 

NM_006330 
 

 

LYPLA1, lisofosfolipasa I -1,17 2,60 

U17033 
 
PLA2R1, fosfolipasa A2 receptor 1, 180 kDa -2,10 -5,43 

* Clones expresados diferencialmente de manera significativa (FDR<0.1) entre células MDCK-E2-2 y MDCK-E47. 
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Continuación Tabla 7. Genes con expresión modificada en células MDCK-E2-2 ó  
MDCK-E47 con respecto a células control MDCK-CMV 

 

Tabla 7e.                                 Genes implicados en metabolismo (n = 22)     

No. de acceso.                                                      Descripción                                                      E2-2        E47 

NM_020359  
PLSCR2,  escramblasa de fosfolípidos, 2 -2,22 -2,50 

NM_058179  
PSAT1, fosfoserina aminotransferasa, 1 -1,65 -2,25 

BM805807  
PTGDS, prostaglandina D2 sintasa, 21 kDa (cerebro) 1,34 2,53 

BX649005  
SGK, quinasa regulada por suero/glucocorticoides -2,07 -2,09 

AK127479  
SPINT2,  inhibidor de serina proteasa, tipo Kunitz, 2 -2,00 -5,28 

AK130140  
SQRDL, similar a sulfuro quinona reductasa (levadura) -1,22 -2,30 

AB209149  

 
SULT1A1,  miembro de la familia sulfotransferasa, citosólica, 1A, que prefiere fenol, 1 -1,38 -2,87 

* Clones expresados diferencialmente de manera significativa (FDR<0.1) entre células MDCK-E2-2 y MDCK-E47. 
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Figura 20. Validación de genes seleccionados. A. Los niveles de expresión de los genes indicados se analizaron a 
nivel de RNAm (RT-PCR semicuantitativa) (paneles de la izquierda) y proteína (Western blot) (paneles de la 
derecha) en (A), células MDCK-E2-2B (C1, C2) y MDCK-E47, y (B), en los clones indicados de células MDCK-
E2-2A (C1, C8), y sus respectivos controles.  
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Figura 21. Análisis de la localización de las proteínas ID1 e ID3  en células MDCK-E2-2A/B. Imágenes de 
inmunofluorescencia de células MDCK-E2-2A, C1 (A), y células MDCK-E2-2B (B), y sus respectivos controles, 
para las proteínas ID1 (a, b) e ID3 (c, d), según se indica. Obsérvese la práctica ausencia o localización 
citoplasmática de las proteínas ID1/ID3 en las células control y su localización nuclear en células MDCK-E2-2A/B. 
Barra: 50 μm. 
 

 

3.  Estudio de la relación funcional entre los factores Snail1/Snail2/E2A y E2-2 

 
 El hecho de que el RNAm de E2-2 esté incrementado en las células MDCK que expresan 

establemente los factores Snail1, Snail2 ó E47, indica que, o bien estos factores están regulando 

positivamente (de manera directa o indirecta) su transcripción, o bien, que están inhibiendo (directa o 

indirectamente) su degradación. Dado que la regulación de la expresión a nivel transcripcional es un 

fenómeno celular muy difundido y que los factores Snail1/2 y E47 son moduladores transcripcionales, 

nos propusimos analizar la primera posibilidad, es decir, si estos factores están mediando la inducción 

del gen E2-2.  Para ello, decidimos aislar putativas regiones reguladoras en dicho gen, con el fin de 

determinar si efectivamente pueden responder a estos factores. Además, nos planteamos estudiar si los 

factores E2-2, a su vez, pueden modular la expresión de los factores Snail1, Snail2 y/o E47 a nivel 

transcripcional, analizando la acción de E2-2A/B sobre sus correspondientes promotores. Con estos 

estudios pretendemos indagar sobre la interrelación funcional de estos factores y discernir posibles 

bucles reguladores entre ellos.   

 
3.1 Caracterización del promotor de E2-2A 

 
 El gen E2-2 humano se encuentra en el cromosoma 18 (18q21.2), y se extiende a lo largo de 

400.000 pares de bases. Los diferentes niveles de expresión que suelen detectarse entre la isoforma E2-

2A y la E2-2B (Chen et al., 1997; Furumura et al., 2001; Kolligs et al., 2002), sumado al hecho de que 
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los extremos 5´ de sus respectivos cDNAs corresponden a regiones muy distantes en la secuencia génica 

(unas 300.000 pares de bases), ha llevado a pensar que la expresión de cada isoforma está dirigida por 

regiones reguladoras (promotores) diferentes. Nos propusimos entonces, aislar ambos promotores. El 

artículo publicado por el grupo del Dr. E. Fearon en 2002 (Kolligs et al., 2002), muestra la 

caracterización de una región reguladora que se ubica río arriba del inicio de transcripción de E2-2B, y 

que dirige la expresión de dicha isoforma. Nos planteamos aislar esa región, mediante amplificación por 

PCR a partir de DNA genómico, pero tras varios intentos, la amplificación ha sido infructuosa.  

 
 Con el objeto de aislar el promotor de la isoforma E2-2A, analizamos la secuencia génica de E2-

2 humano, que está contenida en el contig NT-025028.13, poniéndo énfasis en la región río arriba del 

ATG de esta isoforma. En la Figura 22A, se muestra un esquema  de dicha zona del gen, donde se puede 

apreciar la existencia de 6 cajas E distribuidas a lo largo de aproximadamente 2 Kb, y una región rica en 

GC. Tras el diseño de cebadores específicos, se amplificó por PCR la región que se extiende desde -2800 

a +90 (al que nos referiremos de aquí en adelante como promotor de E2-2A) que incluye las 6 cajas E y 

la zona que corresponde al inicio del cDNA de E2-2A, con sus posibles sitios reguladores, hasta el ATG.  
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Figura 22. Análisis de la actividad del promotor de E2-2A en líneas derivadas de MDCK y del modelo de 
carcinogénesis de piel de ratón. A. Esquema del promotor de E2-2A humano (-2820/+90), con indicación de 
potenciales regiones reguladoras: cajas E (E1-E6) y región rica en GC. +1 representa el primer nucleótido 
correspondiente al cDNA de la isoforma E2-2A de ratón (GeneBank: U16321). B y C, actividad del promotor de 
E2-2A (2,9 kb) humano en (B), líneas celulares derivadas de MDCK, MDCK-CMV, MDCK-Snail1, MDCK-Snail2 
y MDCK-E47, y en (C), líneas derivadas del modelo de carcinogénesis de piel de ratón MCA3D, PDV, HaCa4 y 
CarB. Las actividades luciferasa y β-galactosidasa se determinaron a las 48 h. post-transfección. La actividad del 
promotor está expresada como actividad relativa (RLU, unidades relativas de luciferasa) y normalizada con 
respecto a la obtenida en las células control MDCK-CMV (B) o MCA3D (C), respectivamente. Los resultados que 
se muestran corresponden a la media ± SD de, al menos, tres experimentos independientes, realizados en muestras 
por triplicado, para cada una de las condiciones experimentales. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, prueba t de 
Student, respecto a células control CMV (B) o MCA3D (C). 
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 Para analizar la regulación transcripcional de E2-2A, se clonó la región promotora indicada, en el 

vector pGL2, río arriba del gen testigo luciferasa. Como se muestra en la Figura 22B, el promotor de E2-

2A tiene mayor actividad en las células MDCK-Snail1 y MDCK-Snail2 que en las células control 

MDCK-CMV, mientras que no se detectan cambios en las células MDCK-E47. El análisis de la actividad 

del promotor de E2-2A en diferentes tipos celulares del modelo de carcinogénesis de piel de ratón, 

mostró una alta actividad en las células CarB (que como se comentó anteriormente, tienen niveles 

elevados de Snail1/2 y E47) (Figura 22C). El hecho de que la actividad del promotor de E2-2A sea más 

alta en las células que expresan establemente Snail1/2, y en CarB, concuerda con los mayores niveles de 

RNAm de esta isoforma presentes en dichas células (Figura 7A,B de la sección 1.1), pero no en el caso 

de PDV. También se observa una activación del promotor de E2-2A al transfectar Snail1/2 de manera 

transitoria en células MDCK (Figura 23). Con respecto a E47, no se pudo confirmar/descartar un efecto 

regulador, ya que su transfección en células MDCK produjo una activación del promotor de E2-2A, 

aunque también originó un aumento similar en la actividad del vector control pGL2 vacío (datos no 

mostrados). Conjuntamente, estos resultados indican que Snail1 y Snail2 activan la transcripción de E2-2 

(al menos del promotor específico E2-2A), ya sea de manera directa o indirecta.  En el caso de E47, el 

aumento observado en los niveles del RNAm de E2-2A en células MDCK-E47 podría ser independiente 

de activación transcripcional. 
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Figura 23. La expresión transitoria de Snail1 y Snail2 conlleva la activación del promotor de E2-2A. 
Actividad del promotor de E2-2A (2,9 kb) humano luego de la transfección transitoria de (A), pZEO-hSnail1 o (B) 
pcDNA3-hSnail2, y sus respectivos controles pZEO y pcDNA3, respectivamente, en células MDCK. Como control 
adicional, se muestra la actividad del plásmido testigo vacío, pGL2 (barras de la derecha). Las actividades 
luciferasa y β-galactosidasa se determinaron a las 48 h. post-transfección. La actividad del promotor está expresada 
como actividad relativa (RLU, unidades relativas de luciferasa) y normalizada con respecto a la obtenida para el 
promotor de E2-2A en presencia de pZEO (A) o pcDNA3 (B). Los resultados que se muestran corresponden a la 
media ± SD de, al menos, dos experimentos independientes, realizados en muestras por triplicado, para cada una de 
las condiciones experimentales. *p<0.05, **p<0.01, prueba t de Student. 
 

 Con el objeto de profundizar en la caracterización del promotor de E2-2A, y determinar, si las 

cajas E proximales (o alguna de ellas) son responsables de la activación mediada por Snail1, se diseñaron 

distintas construcciones en las que se eliminó la región más distal (construcción B) y cada una de las 

cajas E progresivamente (Figura 24A). 
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Figura 24. Las cajas E no participan en la activación del promotor de E2-2A mediada por Snail1. A. 
Representación esquemática de las diferentes construcciones utilizadas (A-I) en los ensayos de actividad promotora. 
En las construcciones H e I, la caja E6 está eliminada por mutación puntual. B y C, actividad de las diferentes 
construcciones del promotor de E2-2A descritas en A, tras la transfección transitoria de hSnail1 (B), o en células 
MDCK-Snail1 (C), y en sus respectivos controles, células MDCK en presencia de pZEO (B), y células MDCK-
CMV (C). Las actividades luciferasa y β-galactosidasa se determinaron a las 48 h. post-transfección. La actividad 
del promotor está expresada como actividad relativa (RLU, unidades relativas de luciferasa) y normalizada con 
respecto a la obtenida para el promotor de E2-2A en presencia de pZEO (B) o células MDCK-CMV (C).  
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Como se muestra en la Figura 24, la eliminación de las cajas E1 a E5 (construcciones C a G) no influye 

en la actividad transcripcional del promotor de E2-2A en células MDCK transfectadas con el factor 

Snail1 transitoriamente (Figura 24B), ni en células MDCK-Snail1 (Figura 24C). Tampoco afecta a la 

actividad del promotor de E2-2A la mutación de la caja E6 proximal en presencia de la región rica en GC 

intacta (construcción H). Por el contrario, la eliminación de la región comprendida entre -492/-19, que 

contiene la región rica en GC (construcción I), disminuye drásticamente la actividad del promotor de E2-

2A. Estos resultados indican que el mecanismo de activación del promotor de E2-2A por Snail1 es 

independiente de las cajas E analizadas, mientras que la región comprendida entre -492/-19 sería 

necesaria para la actividad de dicho promotor. No obstante, no se puede descartar que la eliminación de 

la región -492/-19 impida el reclutamiento de la maquinaria basal de transcripción, al inicio de 

transcripción.  

 

3.2 Regulación de los promotores de Snail1, Snail2  y E2A  por E2-2 

 
 Con el propósito de estudiar si los factores E2-2 tienen algún efecto sobre la actividad de los 

promotores de Snail1, Snail2 y/o E2A, analizamos la actividad de dichos promotores en presencia de E2-

2A/B. Como muestra la Figura 25, E2-2A y E2-2B reprimen el promotor de Snail1 tanto en células 

MDCK (que poseen bajos niveles endógenos de todos los factores) como en células CarB (que tienen 

niveles endógenos elevados). Ambas isoformas se comportan de manera similar en células MDCK 

(Figura 25A), mientras que E2-2B muestra una mayor acción represora que E2-2A, sobre el promotor de 

Snail1 en células CarB (Figura 25B), coincidiendo con la acción de ambas isoformas sobre el promotor 

de cadherina-E (Figuras 8 y 9). 
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Figura 25. Efecto de la expresión transitoria de los factores E2-2A/B sobre el promotor de Snail1. Actividad 
del promotor de Snail1 humano en células MDCK (A) o del promotor de Snail1 murino en células CarB (B), luego 
de la transfección transitoria de cantidades crecientes (100 y 200 ng) de pcDNA3-E2-2A o vector vacío (200 ng) 
(paneles de la izquierda, barras amarillas), o de pcDNA3-E2-2B y su correspondiente vector vacío (paneles de la 
derecha, barras naranjas). Las actividades luciferasa y β-galactosidasa se determinaron a las 24 h. post-transfección. 
La actividad del promotor está expresada como actividad relativa (RLU, unidades relativas de luciferasa) y 
normalizada con respecto a la obtenida en presencia de pcDNA3. Los resultados que se muestran corresponden a la 
media ± SD de, al menos, tres experimentos independientes, realizados por triplicado, para cada una de las 
condiciones experimentales. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, prueba t de Student, con respecto a la actividad en 
presencia de vector vacío. 
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 Con respecto la acción de E2-2A/B sobre el promotor de Snail2, se analizó su actividad en 

ambos tipos celulares. Si bien en presencia de la isoforma E2-2A se observa una disminución en la 

actividad del promotor de Snail2 en células MDCK, este cambio no es estadísticamente significativo 

(Figura 26A, izquierda). Por su parte, la isoforma E2-2B sí es capaz de reprimir la actividad de este 

promotor de manera significativa en este sistema celular (Figura 26A, derecha). En el caso de las células 

CarB, E2-2A no modifica la actividad del promotor de Snail2, mientras que E2-2B produce una 

disminución moderada (∼ 40%), que no resultó ser estadísticamente significativa (Figura 26B). Estos 

resultados sugieren que los factores E2-2 regulan diferencialmente los promotores de Snail1 y Snail2, 

dependiendo del contexto celular. 
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Figura 26. Efecto de la expresión transitoria de los factores E2-2A/B sobre el promotor de Snail2. Actividad 
del promotor proximal de Snail2 humano en células MDCK (A) o murino en células CarB (B), luego de la 
transfección transitoria de cantidades crecientes (100 y 200 ng) de pcDNA3-E2-2A o vector vacío (200 ng) 
(amarillos), o de pcDNA3-E2-2B y su correspondiente vector vacío (naranja). Las actividades luciferasa y β-
galactosidasa se determinaron a las 24 hs. post-transfección. La actividad del promotor está expresada como 
actividad relativa (RLU, unidades relativas de luciferasa) y normalizada con respecto a la obtenida en presencia de 
pcDNA3. Los resultados que se muestran corresponden a la media ± SD de, al menos, tres experimentos 
independientes, realizados por triplicado, para cada una de las condiciones experimentales. **p<0.01, prueba t de 
Student, con respecto a la actividad en presencia de vector vacío.  
 
  

 Resultados preliminares sugieren que la acción reguladora de E2-2A/B sobre el promotor de 

Snail2 en células MDCK está de acuerdo con una disminución en los niveles de RNAm de Snail2 en 

células MDCK-E2-2A/B (datos no mostrados). 

 

 Además, analizamos la acción de los factores E2-2A/B sobre el promotor del gen E2A, en células 

MDCK. Como muestra la Figura 27A, los factores E2-2 no producen nigún efecto significativo sobre 

este promotor, al menos en este tipo celular. 

 
 Finalmente, nos preguntamos si los factores E2-2 tienen algún efecto sobre su propio promotor. 

Como se ve en la Figura 27B, ambos productos del gen E2-2 son también capaces de reprimir el 
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promotor de E2-2A. Estos resultados concuerdan con los descritos para Snail1, que es capaz de reprimir 

su transcripción a través de la unión a cajas E de su promotor (Peiró, et al., 2006).  
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Figura 27. Efecto de la expresión transitoria de los factores E2-2A/B sobre los promotores de E2A y de E2-
2A. Actividad del promotor proximal E2A (A) o E2-2A (B), en células MDCK, tras la transfección transitoria de 
cantidades crecientes (100 y 200 ng) de pcDNA3-E2-2A o vector vacío (200 ng) (paneles de la izquierda, barras 
amarillas), o de pcDNA3-E2-2B y su correspondiente vector vacío (paneles de la derecha, barras naranjas). Las 
actividades luciferasa y β-galactosidasa se determinaron a las 24 h. post-transfección. En ambos casos, la actividad 
del promotor correspondiente está expresada como actividad relativa (RLU, unidades relativas de luciferasa) y 
normalizada con respecto a la obtenida en presencia del vector vacío control. Los resultados que se muestran 
corresponden a la media ± SD de, al menos, dos experimentos independientes, realizados por triplicado, para cada 
una de las condiciones experimentales. *p<0.05, **p<0.01, prueba t de Student, con respecto a la actividad en 
presencia de vector vacío. 
 

 
 En conjunto, estos resultados indican la existencia de mecanismos de regulación cruzada entre 

los factores Snail y E2-2A/B. 
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Discusión 

1.   Los factores E2-2 como represores de cadherina-E e inductores de TEM  

 

1.1  Implicación de E2-2 en la TEM y la progresión tumoral 
  

El análisis de los perfiles de expresión de células MDCK con expresión estable de Snail1, Snail2 

o E47 habían indicado que E2-2 es una diana de estos factores (Moreno-Bueno et al., 2006). Además, y 

de forma interesante, otros estudios de nuestro laboratorio, habían identificado a ambas isoformas del 

gen E2-2 como capaces de interaccionar con el elemento E-pal del promotor de cadherina-E de ratón en 

un ensayo de híbrido sencillo (Cano et al., 2000). Estos hallazgos nos llevaron a estudiar la posible 

implicación de E2-2 en la regulación de cadherina-E y la TEM. Efectivamente, tanto E2-2A como E2-2B 

reprimen el promotor de cadherina-E (Figuras 8 y 9) e inducen una TEM completa cuando se expresan 

establemente en células MDCK (Figuras 10 y 11). En concordancia con su actividad represora, la 

ausencia o los niveles extremadamente bajos de los tránscritos de E2-2 en los epitelios embrionarios y 

extraembrionarios, y su expresión en tejidos mesodérmicos (Figura 18), sigue un patrón inverso con 

respecto a la expresión de cadherina-E (Cano et al., 2000). No obstante, su aparente ausencia en regiones 

activas de TEM (Figura 18E) sugiere que los productos del gen E2-2 cumplirían una función en el 

mantenimiento de poblaciones celulares con fenotipo mesenquimático in vivo. De este modo, estos 

resultados revelan en conjunto, una nueva función biológica para los factores E2-2A/B, en la generación 

y/o mantenimiento del fenotipo mesenquimático. Adicionalmente, los elevados niveles de expresión, 

sobre todo de E2-2B, detectados en líneas invasivas de ratón y derivadas de carcinomas escamosos 

humanos que carecen de expresión de cadherina-E (Figura 7), apoyan la participación de E2-2 en la TEM 

y la progresión tumoral. En este sentido, es interesante mencionar que hemos observado que TGF-β1 

regula positivamente los niveles de dicha isoforma  en células MDCK y A431 (datos no mostrados). 

Asimismo, es relevante mencionar que otros trabajos habían relacionado a E2-2 con la carcinogénesis. 

Estudios previos habían detectado su incremento en tumores de próstata y en carcinomas de ovario con 

desregulación de la vía de β-catenina (Liu et al., 1997; Zhai et al., 2002) y que es capaz de inducir 

transformación neoplásica en células RK3E (Kolligs et al., 2002). Es importante aclarar que tanto la vía 

de TGF-β como la de Wnt-β-catenina son dos de las vías más importantes en los procesos de TEM que 

ocurren tanto en el desarrollo embrionario como en la progresión tumoral (Hay, 2005; Huber et al., 2005; 

Moustakas and Heldin, 2007; Thierry and Sleeman, 2006). 
 
 En relación a la vía de Wnt, el gen E2-2 es una diana directa del complejo β-catenina/TCF, 

debido a la presencia de sitios de unión específicos en el promotor de E2-2B (Kolligs et al., 2002) y 

también en el promotor de E2-2A (Figura 28). La señalización desregulada por β-catenina ha sido 

implicada en TEM en el frente invasivo de tumores de colon (Brabletz et al., 2005; Fodde and Brabletz, 

2007) y también, recientemente, en fibrosis renal (Ivanova et al., 2008),  por lo cual sería relevante 

establecer la posible contribución de los factores E2-2A/B en dichos contextos. Por otra parte, es 

interesante mencionar que la citoquina fibrogénica CTGF (connective tissue growth factor), que es 

 77



Discusión 

inducida por TGF-β y por hipoxia (otro potente inductor de TEM, (Higgins et al., 2007; Luo et al., 

2006)) en tejidos fibróticos, activa la transcripción mediada por β-catenina/TCF (Deng et al., 2007; Hong 

et al., 2006). CTGF ha sido implicada en procesos de fibrosis en diferentes órganos, en angiogénesis y en 

progresión tumoral (Deng et al., 2007; Kang et al., 2003), por lo que resultaría interesante determinar si 

E2-2B está  mediando alguno o algunos de los efectos biológicos inducidos por CTGF. En este contexto, 

es interesante comentar que la expresión de CTGF se ha visto incrementada en células MDCK con 

expresión estable de Snail1 (Moreno-Bueno et al., 2006). Por otra parte, otro estudio publicado en 2007 

indica que la activación de la vía de Wnt-β-catenina en las células estrelladas (stellate cells) hepáticas, 

tendría un papel fundamental en la fibrosis de este órgano (Cheng et al., 2007). Al producirse un daño 

tisular, estas células experimentan una transdiferenciación (o "activación") caracterizada por la 

producción de matriz extracelular y la inducción de α-actina de músculo liso (α-SMA). Precisamente, se 

ha descrito que el promotor de este gen puede ser activado por las diferentes proteínas E (Kumar et al., 

2003), con lo cual sería importante establecer la posible contribución de E2-2B en dicho contexto.  
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Figura 28. Representación esquemática de posibles sitios reguladores identificados en el promotor de E2-2A 
mediante análisis in silico. Se indican las cajas E analizadas (E1-E6) (celeste), y sitios putativos de regulación 
(con sus respectivas posiciones) por los siguientes factores: TCF/β-catenina (rosa), Ets (naranja), Sp1 (verde), y 
sitios FTS-1 (amarillo). 
 

 
 Otro factor regulado por la vía de Wnt-β-catenina es el factor bHLH de clase II Twist1, de 

función muy relevante en los procesos de TEM, no sólo durante la progresión tumoral, sino también 

durante el desarrollo embrionario (Baylies and Bates, 1996; Yang et al., 2004). El promotor de Twist1 

también posee sitios de unión para TCF/β-catenina (Howe et al., 2003). Se ha descrito que esta vía de 

señalización inhibe la diferenciación de células de mama y condrocitos, a través de Twist1 (Howe et al., 

2003; Reinhold et al., 2006). En este último caso, Twist1 reprime la expresión de genes específicos como 

agrecano, mediante un mecanismo aún desconocido (Reinhold et al., 2006). Por otra parte, se ha 

determinado que la actividad transcripcional, y por ende, el efecto biológico final, de Twist depende de 

su partner de dimerización (Connerney et al., 2006). De hecho, se ha observado que durante el desarrollo 

del cráneo, la inhibición de la osteogénesis por Twist y el mantenimiento de un fenotipo mesenquimático 

en determinadas áreas, depende de su interacción con proteínas E (Connerney et al., 2006). Por lo tanto, 

sería interesante indagar si heterodímeros Twist-E2-2 son funcionalmente importantes en procesos de 
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TEM relacionados con la progresión tumoral, en un contexto de activación de la vía de Wnt-β-catenina, o 

de forma independiente. 

 
1.2  Represión del promotor de cadherina-E  mediada por los factores E2-2A/B 
  
 Los ensayos de transfección transitoria mostraron que tanto E2-2A como E2-2B reprimen el 

promotor de cadherina-E en células MDCK. No obstante, mientras E2-2B también reprime este 

promotor en otros tipos celulares analizados, MCA3D y NMuMG (Figura 8), la isoforma E2-2A carece 

de actividad en ellos o es mucho menos potente (Figura 9 y datos no mostrados). Estos resultados 

concuerdan con el hecho de que, a diferencia de E2-2B, que posee los dos dominios de transactivación, 

AD1 y AD2, E2-2A sólo posee este último (Figura 5). En este sentido, los primeros estudios de 

caracterización de estos dominios indicaron que el dominio AD1 es activo en un amplio espectro de tipos 

celulares, mientras que el AD2 tendría una actividad más restringida (Aronheim et al., 1993), lo cual ha 

sido confirmado en trabajos posteriores (Petropoulus et al., 2000; Bayly, et al., 2004). Asimismo, la 

isoforma E2-2B, a diferencia de la isoforma E2-2A, posee un dominio CE (conserved element) 

identificado recientemente (Herbs and Colligs, 2008), que podría conferirle (mayor) actividad represora 

en diversos tipos celulares. Por su parte, la expresión estable de E2-2A/B en células MDCK induce una 

TEM completa, asociada a la pérdida de expresión de cadherina-E y a la inducción de marcadores 

mesenquimáticos. Los análisis por RT-PCR y de actividad promotora, indicaron que la regulación 

negativa sobre los niveles de cadherina-E mediada por E2-2A/B en este contexto se debe también a 

represión transcripcional.  
 
 En cuanto al mecanismo de acción de los factores E2-2 sobre la actividad del promotor de 

cadherina-E, hemos determinado que es necesaria la integridad del elemento E-pal del promotor de ratón 

y la presencia de actividad HDAC (Figura 13 y datos no mostrados). El reclutamiento de complejos 

proteicos con actividad HDAC se ha observado para otros represores de cadherina-E, como Snail1 

(Peinado et al., 2004b). En el caso de las proteínas E, se ha visto que uno de los mecanismos de represión 

transcripcional consiste en su interacción con proteínas de la familia ETO (Zhang et al., 2004), o de VRD 

(receptor de vitamina D) unido a ligando (en el caso de E47, en la represión de genes que codifican para 

las enzimas 25(OH)D3 1α-hidroxilasa y hormona paratiroidea) (Murayama et al., 2004; Kim et al., 

2007), lo que a su vez permite el reclutamiento de actividad HDAC. Por otra parte, las proteínas E actúan 

como dímeros, por lo cual sería interesante determinar si los factores E2-2A/B están actuando como 

homodímeros o heterodímeros, y en tal caso, con qué factor estarían interaccionando. Serán necesarios 

más estudios para determinar con mayor precisión el mecanismo de represión de cadherina-E mediada 

por los factores E2-2A/B.  
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2.   E2-2 y E47: proteínas E con papeles no redundantes   

 
 Hasta hace poco tiempo, ha resultado difícil pensar en un papel específico para las proteínas 

bHLH de clase I, debido fundamentalmente al hecho de que presentan en muchos casos, redundancia 

funcional, lo que además se suma a la complejidad de sus múltiples posibles interacciones (Ik Tsen Heng 

and Tan, 2003). No obstante, las investigaciones de diferentes grupos están revelando que estos 

importantes reguladores tendrían funciones específicas, al menos en determinados contextos. 

Recientemente, el grupo de Flora y colaboradores, ha demostrado por primera vez, en un estudio 

exhaustivo, que un heterodímero proteínaE /bHLH (E2-2/Math1) tiene un papel específico en el 

desarrollo del sistema nervioso, resultando la falta o la disminución en los niveles de una de ellas (E2-2) 

en una alteración sustancial en el desarrollo de diversas estructuras neurológicas (como se observa en el 

síndrome de Pitt-Hopkins) (Flora et al., 2007). A nivel molecular, ese trabajo revela que en ciertas 

poblaciones progenitoras, la falta de E2-2 no es compensada por la presencia de las otras proteínas E 

(E12, E47, HEB), a pesar de su co-expresión en condiciones normales y de poseer las mismas 

propiedades bioquímicas. Los autores comentan que la especificidad en la regulación de determinados 

genes podría estar dada por la interacción del heterodímero formado con otros factores presentes en un 

determinado tipo celular (Flora et al., 2007).  
 

Los resultados presentados en esta Tesis también indican una acción específica para los factores 

E2-2 y E47. Hemos visto que E2-2A/B inducen una TEM completa en MDCK, con pérdida de 

marcadores epiteliales, ganancia/reorganización de marcadores mesenquimáticos y adquisición de 

capacidad mótil e invasiva, fenotípicamente similar a la inducida por E47 (Pérez-Moreno et al., 2001; 

Kondo et al., 2004; Slattery et al., 2006). Sin embargo, hemos detectado importantes diferencias 

biológicas en las células MDCK que sobreexpresan cada uno de estos factores. En efecto, las células 

MDCK-E47 son altamente tumorogénicas y generan tumores indiferenciados con gran capacidad 

angiogénica (Pérez-Moreno et al., 2001; Peinado et al., 2004c; Moreno-Bueno et al., 2006), mientras que 

las células MDCK-E2-2 son poco o no tumorogénicas (Tabla 6). No obstante, este último tipo celular es 

altamente invasivo en cultivos organotípicos (Figura 16), contrariamente a las células MDCK-E47, que 

poseen una baja capacidad infiltrativa en este mismo tipo de ensayos (Peinado et al., 2004c). 
 

En concordancia con estas diferencias biológicas, el análisis comparativo de los perfiles de 

expresión génica entre células MDCK-E2-2A/B y MDCK-E47, reveló que E2-2A/B y E47 inducen 

programas genéticos comunes y específicos; de hecho sólo un tercio de los genes analizados mostró una 

regulación similar por ambos factores (Figura 19B). La expresión constitutiva de E47 induce la expresión 

de genes como RAN, LTBP1/3, PDGFc, STEAP1, EREG, Fes y FBXO11, los cuales no están 

modificados (o están incluso regulados negativamente) en células que sobreexpresan E2-2A/B (Tabla 7). 

Estos genes codifican para proteínas con funciones relevantes en el proceso tumoral, que vale la pena 

destacar. Por su parte, la GTPasa pequeña Ran, implicada inicialmente en transporte núcleo-citoplasma 
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(Weis, 2003) ha sido identificada recientemente como una diana terapéutica prometedora, clave en la 

supervivencia de diversas líneas tumorales humanas (Morgan-Lappe et al., 2007). LTBP1/3 podrían 

promover el ensamblaje, la acumulación y/o activación de TGF-β, regulando su biodisponibilidad (Oklu 

and Hesketh, 2000); recientemente se ha determinado que la falta de expresión de LTBP-1 afecta 

negativamente la fibrogénesis hepática (Drews et al., 2008). Por otro lado, tanto PDGFc como PDGFa 

están implicados en proliferación, migración celular y remodelación de la MEC en el desarrollo 

embrionario y la progresión tumoral (Xu et al., 2005; Tejada et al., 2006). EREG ha sido recientemente 

implicada en el desarrollo de tumores fibrosos de piel y en procesos inflamatorios y neoplásicos del 

colon (Li et al., 2008; Nishimura et al., 2008), y STEAP1, en el crecimiento de tumores de próstata 

(Challita-Eid et al., 2007). Asimismo, es interesante mencionar que la proteína quinasa Fes, que induce 

respuestas angiogénicas en células endoteliales (Mochizuki et al., 2002; Kanda et al., 2003), se ha 

identificado recientemente en la vía de señalización de Kit (receptor con actividad tirosina-quinasa, 

activado frecuentemente en tumores e involucrado en proliferación) (Voisset et al., 2007), y en procesos 

de TEM o scattering celular inducidos por HGF (Naba et al., 2008). Por último, es pertinente comentar 

que FBXO11 interacciona con la proteína p53 e inhibe su actividad transcripcional (Abida et al., 2007). 

Por lo tanto, la regulación diferencial de estos genes, o de algunos de ellos, podría explicar las diferencias 

en tumorogenicidad y proliferación mostradas por las células MDCK-E2-2A/B y MDCK-E47. No 

obstante, es posible que ocurra, de forma no excluyente, una regulación diferencial a nivel post-

transcripcional, de otros productos génicos que pudieran conferir diferentes propiedades biológicas a 

ambos tipos celulares. 
 

Con respecto a la función de los productos de los genes E2-2 y E2A en el desarrollo embrionario, 

sus patrones de expresión en embriones tempranos de ratón se solapan en el mesodermo temprano y en 

estructuras derivadas de éste, pero no son idénticos. De hecho, la expresión de E2-2 es más restringida 

que la de E2A (Figura 18), lo que sugiere un papel específico, complementario, para estos factores bHLH 

en la regulación de cadherina-E y el mantenimiento del fenotipo mesenquimático, tal como había sido 

sugerido previamente en el desarrollo neural (Ik Tsen Heng and Tan, 2003). 

 
 

3.  Relación funcional entre diferentes inductores de TEM  
 
 
 Las investigaciones llevadas a cabo durante los últimos años, sugieren la existencia de una 

regulación cruzada entre diferentes represores de cadherina-E/inductores de TEM, que podría indicar una 

jerarquía en su acción. Por ejemplo, durante el desarrollo embrionario de ratón, Snail1 se expresa en las 

áreas activas de TEM del mesodermo y la cresta neural del embrión de ratón, mientras que Snail2, E2A y 

E2-2 se expresan en células mesenquimáticas ya migratorias (Cano et al., 2000, Pérez-Moreno et al., 

2001; Nieto 2002) (Figura 18). Por su parte, la expresión de ZEB-2 (ZFHX1B) está restringida a una 

subpoblación de células de la cresta neural (van de Putte et al., 2003; Bassez et al., 2004). En células en 
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cultivo, la expresión de Snail1 promueve la expresión de otros factores como ZEB-1, ZEB-2 (Guaita et 

al., 2002; Taki et al., 2005), y también de Snail2 y E2-2 (Moreno-Bueno et al., 2006; Cubillo, 2007, 

Tesis doctoral) (Figura 7). Estas observaciones junto con estudios funcionales de interferencia de Snail1 

en líneas celulares derivadas de carcinomas (Olmeda et al., 2007a, 2007b), indican que Snail1 tendría un 

papel preponderante en la inducción de TEM tanto durante el desarrollo embrionario como en la 

progresión tumoral, mientras que factores como Snail2, E47, E2-2, y/o ZEB-1/2 jugarían un papel en el 

mantenimiento del fenotipo mesenquimático. No obstante, también podría ocurrir que alguno/s de estos 

factores tuviera una función predominante dependiendo del tipo celular/tumoral en cuestión. Un estudio 

reciente puso de manifiesto que tanto ZEB-1, como ZEB-2 y E47 reprimen el promotor de cadherina-E e 

inducen TEM en células normales de epitelio mamario NMuMG, mientras que Snail1 no modifica ni la 

expresión de cadherina-E ni el fenotipo en dichas células (Shirakihara et al., 2007). Estas observaciones 

apoyan la idea de una acción de los diferentes factores, dependiente del contexto celular, al menos en 

ciertos casos. Asimismo, la expresión de ZEB-1 se ha detectado asociado a represión de cadherina-E en 

algunos subtipos de carcinomas colorectales que no muestran inducción de Snail1/2 (Peña et al., 2006). 

 
3.1  Regulación cruzada entre factores Snail y bHLH de clase I a nivel transcripcional 
 
 Las interacciones observadas entre factores Snail y E47 (Cubillo, 2007, Tesis doctoral) nos 

llevaron a plantear el estudio adicional de E2-2. Los ensayos de actividad del promotor proximal de E2-

2A indicaron que tanto Snail1 como Snail2 promueven su activación en células MDCK (Figuras 22 y 

23). La activación mediada por Snail1 parece depender de secuencias localizadas entre las posiciones  

-492 y -19 del promotor de E2-2A siendo independiente de la presencia de cajas E (Figura 24). El análisis 

in silico del promotor de E2-2A reveló la existencia de posibles sitios de unión para factores Ets y Sp1, 

en las posiciones -209, -189 y -54 (Ets), y -70 (Sp1) (Figura 28), detectados con el programa informático 

TF search (www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html). Los factores Ets-1 y/o Sp1 han sido implicados 

en mecanismos indirectos de activación de genes por Snail1, como en el caso de los promotores de 

MMP-2,  MMP-9 e ID1 (Taki et al., 2006; Jordá et al., 2005; Jordá 2007), y por E47, en la activación del 

promotor de ID1 (Jordá 2007), por lo cual sería interesante determinar si en el caso de E2-2A se trata de 

un mecanismo similar. 
 
 Otro sitio regulador implicado en expresión de genes relacionados con el proceso de TEM es 

FTS-1 (fibroblast transcription site 1). La presencia de dicho sitio (de la forma TTGAT) fue identificada 

en el promotor de FSP1 (proteína específica de fibroblastos 1, también conocida como S100A4), la cual 

está implicada en TEM, fibrosis tisular, invasividad y metástasis (Venkov et al., 2007). A los sitios FTS-

1 se unen los factores CBF-A y KAP-1. Se ha visto que TGF-β induce CBF-A, lo que resulta en la 

formación de un complejo CBF-A/KAP-1, que lleva a la activación del gen de FSP1. A su vez, la 

sobreexpresión de CBF-A en células epiteliales induce TEM. Los sitios reguladores FTS-1 están 

presentes en un elevado número de genes, además de FSP1, como en los promotores de los factores 
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Snail1 y Twist, y también en los de cadherina-E, cadherina-N, ZO-1, α-SMA y vimentina, entre otros 

(Venkov et al., 2007). De este modo, CBF-A podría ser un regulador temprano de TEM, modulando la 

expresión, de forma directa y/o indirecta, de diversos genes involucrados en este proceso (Venkov et al., 

2007) (Figura 29). De forma interesante, el promotor de E2-2A, así como el de E2-2B (Kolligs et al., 

2002; datos no mostrados) también poseen sitios FTS-1 (Figura 28). No obstante, la presencia de dichos 

sitios en el promotor de E2-2A upstream de la posición -492, sugiere que su participación sería 

independiente de la regulación mediada por Snail1. 
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Figura 29. Modelo de acción del complejo CBF-A/KAP-1/FTS-1. En células epiteliales que están en un proceso 
de TEM, las proteínas CBF-A y KAP-1 se unen a sitios FTS-1 distribuidos a lo largo del genoma. De este modo, se 
regula la expresión de diferentes genes posiblemente debido a la presencia de sitios FTS-1 en sus promotores. Los 
signos + y - indican si los niveles de determinada proteína aumentan o disminuyen, respectivamente, por la acción 
del complejo CBF-A/KAP-1/FTS-1. Cadh-E: cadherina-E; Cadh-N: cadherina-N; ZO-1: zona occludens 1. Se 
indica con una flecha y un signo de interrogación la posible regulación de E2-2. Adaptado de Teng et al., 2007. 
 

  
 Por otra parte, si bien en células MDCK-E47 los niveles de RNAm de E2-2A y E2-2B se 

encuentran incrementados (Figura 7), la actividad del promotor de E2-2A no se encuentra aumentada en 

células MDCK-E47 con respecto a células MDCK-CMV (Figura 22). En este sentido, se ha observado 

que E47 promueve la expresión de Snail2 (Cubillo, 2007, Tesis doctoral), lo que podría sugerir que E47 

podría regular positivamente la actividad del promotor de E2-2A de manera indirecta, a través de Snail2. 

Otro mecanismo posible, y no excluyente, dependería de la activación del receptor de PDGF (PDGFR). 

Recientemente, se ha determinado que la activación de dicho receptor promueve la formación de 

complejos β-catenina/TCF en el núcleo celular independientemente de Wnt (Yang et al., 2006), lo que 

podría activar el promotor de E2-2A, debido a la presencia de sitios de unión específicos para este 

complejo (Figura 28). La inducción de PDGFa (Moreno-Bueno et al., 2006) y de PDGFc (Tabla 7, 

Figura 20), observada en  células MDCK-E47, apoya este posible mecanismo de regulación, si bien son 

necesarios estudios funcionales para confirmarlo .  
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 Como se comentó anteriormente, Snail1 activa la transcripción de E2-2. A su vez, los productos 

del gen E2-2 son capaces de regular negativamente la expresión de Snail1 a nivel transcripcional (Figura 

25). Estos resultados coinciden con la expresión de ambos factores en embriones tempranos de ratón, ya 

que Snail1 se expresa en regiones activas de TEM, mientras que E2-2 lo hace en células ya migratorias, 

donde la expresión de Snail1 es baja o prácticamente inexistente. Por otra parte, Snail1 es capaz de 

inducir la expresión de Snail2 (Cubillo, 2007, Tesis doctoral; Aybar et al., 2003), el cual posee un perfil 

de expresión solapado con E2-2. Este hecho indicaría que los factores Snail2 y E2-2A/B podrían co-

expresarse en determinados tipos celulares, lo que coincide con la baja capacidad mostrada por los 

factores E2-2A/B de modular la actividad del promotor de Snail2 en células con fenotipo fibrobástico, 

como CarB (Figura 26B). Con respecto al gen E2A, los factores E2-2A/B no parecen modular 

negativamente la actividad de su promotor (Figura 27), lo que también coincide con la co-expresión de 

las proteínas E en numerosos tejidos. En conjunto, estos datos apoyan la idea de una red de interacciones 

entre los factores de la familia Snail y los factores bHLH de clase I (Figura 30). 
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Figura 30. Modelo de regulación cruzada a nivel transcripcional entre factores de la familia Snail y bHLH de 
clase I en células MDCK. Los factores Snail1 y Snail2 activan la transcripción de E2-2A. A su vez, los factores 
E2-2A/B reprimen la expresión de Snail1. Por su parte, el factor E47 podría activar la expresión de E2-2A/B de 
manera indirecta, a través de Snail2 o a través de otros mecanismos (indicado con un signo de interrogación). 
 

 
3.2  ZEB-1 e IDs como dianas de los factores E2-2A/B, E47 y otros inductores de TEM 
 
 Un estudio reciente llevado a cabo en células NMuMG reveló que E47 modula positivamente la 

expresión de ZEB-1/TCF8, posiblemente a través de cajas E presentes en su promotor (Shirakihara et al., 

2007). La expresión de ZEB-1 se ve incrementada en células MDCK con expresión estable de E47 y de 

los factores E2-2A/B (Figura 20), así como de Snail1/2 (Moreno-Bueno et al., 2006). Asimismo, la 

expresión de ZEB-1 también puede ser incrementada por el factor Ets-1 (Shirakihara et al., 2007) y de 

forma indirecta por Snail1 (Guaita et al., 2002). De este modo, ZEB-1, recientemente identificado como 

un promotor de metástasis en cáncer colorectal (Spaderna et al., 2008),  es una diana común de diferentes 

inductores de TEM. Entre las señales que pueden modular la expresión de ZEB-1 de forma coordinada 

con los otros reguladores de TEM, se encuentra TGF-β1. Es interesante destacar que TGF-β1 regula 

positivamente la expresión de Snail1 (Peinado et al., 2003), Snail2 (Choi et al., 2007; Takano et al., 
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2007), Ets-1 (Shirakihara et al., 2007; Taki et al., 2006) y E2-2B (datos no mostrados), y modula 

positivamente la actividad de proteínas bHLH a través de la disminución de los niveles de ID2 (Kondo et 

al., 2004; Shirakihara et al., 2007). En la Figura 31 se muestra un esquema que representa diferentes 

relaciones funcionales que convergen en la regulación positiva de ZEB-1, a partir de la señalización por 

TGF-β1. 

 
 Otros factores modulados positivamente por E47 y E2-2A/B son ID1 e ID3 (Figura 20 y datos no 

mostrados), lo cual parece ser común a otros represores de cadherina-E e inductores de TEM, como 

Snail1 y Snail2 (Moreno-Bueno et al., 2006). En el caso de ID1, se ha determinado que su activación en 

células MDCK-Snail1 y MDCK-E47 depende de la acción del factor Sp1 sobre el promotor, mientras 

que las cajas E presentes no parecen ser necesarias (Jordá et al., 2007). No obstante, la complejidad de 

las acciones biológicas de los factores ID hace difícil asociar (en ausencia de datos funcionales), la 

expresión de algunos miembros con las propiedades biológicas de las células MDCK-E2-2A/B.  
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Figura 31. Diferentes factores de transcrición implicados en TEM convergen en la regulación positiva de 
ZEB-1. TGF-β induce la expresión de los factores Ets-1, Snail1/2 y E2-2, y regula negativamente los niveles de 
ID2. El factor Ets-1 puede modular positivamente la expresión de ZEB-1 debido a la presencia de sitios de unión 
para aquel factor en el promotor de ZEB-1. ID2 inhibe la función de los factores bHLH E47 y E2-2. A su vez, los 
factores Snail pueden incrementar la expresión de E2-2 y de ZEB-1. Tanto E47 como E2-2 pueden modular 
positivamente la expresión de ZEB-1 presuntamente a través de cajas E presentes en el promotor de ZEB-1. 
 
 
3.4  E2-2  y ZEB-2  están implicados en patologías similares en el ser humano 
 

 En 2007, diferentes grupos determinaron independientemente que la causa del síndrome de Pitt-

Hopkins está dada por la haploinsuficiencia de E2-2 (Amiel et al., 2007; Brockschmidt et al., 2007; 

Zweier at el., 2007). Este síndrome es similar al de Mowat-Wilson (MIM 235730) (Mowat et al., 1998; 

Zweier et al. 2002), cuyos pacientes padecen retraso mental severo debido a anomalías en el desarrollo 

de ciertas regiones del sistema nervioso (SN), deficiencias en la inervación de tracto gastro-intestinal, 

dismorfología cranio-facial y en ocaciones, defectos cardíacos. Casualmente, estudios mutacionales en 

pacientes indican que la etiología del síndrome de Mowat-Wilson es la falta de un alelo funcional de 
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ZEB-2, lo que apoya que ambos factores están implicados en patologías similares, además de la 

progresión tumoral. 
 
 Estudios llevados a cabo con el objeto de determinar las bases moleculares y celulares del 

síndrome de Mowat-Wilson, revelaron que los embriones de ratones ZEB-2 -/- (que mueren en el estadío 

9.5 d.p.c.) poseen deficiencias en la migración de células de la cresta neural y en la regulación negativa 

de cadherina-E en ciertas poblaciones celulares, coherente con el papel de ZEB-2 como represor de 

cadherina-E e inductor de TEM (van de Putte et al., 2003). Esto podría explicar no sólo las anomalías en 

el desarrollo del SN en los pacientes con el síndrome de Mowat-Wilson, sino también otras alteraciones 

(van de Putte et al., 2003). De hecho, estudios posteriores determinaron que la falta de ZEB-2 en la cresta 

neural inhibe la migración de determinados grupos de células a diferentes sitios como el intestino y el 

corazón, mientras que no afectaría a la migración de los progenitores de las estructuras craniofaciales 

(van de Putte et al., 2007).  
  
 En el caso del síndrome de Pitt-Hopkins, se ha especulado acerca de su etiología, relacionándose 

la insuficiencia en los niveles de E2-2 con una diferenciación anómala de grupos neuronales en diversas 

regiones del SN e incluso de células de la cresta neural (Amiel et al., 2007; Flora et al., 2007). No 

obstante, de acuerdo a la implicación de E2-2 en la represión de cadherina-E y la TEM, es posible que su 

falta de expresión adecuada afecte también la migración de estos grupos celulares o de algunos de ellos. 

Si bien se han generado ratones knock out de E2-2 que revelaron la acumulación anómala de 

determinados precursores en el SN (Flora et al., 2007), no se han pubicado hasta el momento estudios 

similares a los llevados a cabo para ZEB-2.  

 
El hecho de que la falta de ZEB-2 en homocigosis resulte en la muerte prematura de los 

embriones de ratón mientras que una deficiencia análoga de E2-2 les permita llegar a término, sumado a 

que ambos genes tienen expresión solapada en diversas regiones (Bassez et al., 2004) (Figura 18), 

sugiere que ZEB-2 podría desempeñar su función río arriba de E2-2. Sin embargo, el hecho de que los 

pacientes de ambos síndromes posean también características particulares, podría significar que cada 

factor sea preponderante en determinadas poblaciones celulares. Sería interesante estudiar la posible 

relación funcional entre ambos factores con el objeto de profundizar en el conocimiento de las 

alteraciones causadas por su desregulación. El conocimiento de las bases moleculares de estas patologías 

podría no sólo servir para mejorar el manejo de los pacientes, sino también para dar consejo genético a 

los futuros padres e incluso permitir una posible terapia génica. 
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Conclusiones 

 
1. La expresión de E2-2A y E2-2B se encuentra incrementada en células MDCK con expresión 

estable de Snail1, Snail2 o E47 con respecto a células control CMV, y en otras líneas de 

carcinomas con expresión endógena de estos factores, lo que indica que el gen E2-2 es una diana 

directa o indirecta de estos factores. 

 

2. E2-2A y E2-2B actúan como represores transcripcionales de cadherina-E. La isoforma E2-2B 

presenta mayor capacidad represora en ciertas líneas celulares epiteliales, como MCA3D y 

NMuMG. La acción de los factores E2-2A y E2-2B sobre el promotor de cadherina-E de ratón 

depende de la integridad del elemento Epal y de actividad deacetilasa de histonas. 

 

3. La expresión estable de E2-2A o E2-2B en MDCK induce un proceso de transición epitelio-

mesénquima completo, asociado a la pérdida de expresión de cadherina-E, a un aumento en la 

expresión y organización de marcadores mesenquimáticos, y a la adquisición de capacidad 

migratoria e invasiva in vitro. 

 

4. El gen E2-2 sigue un patrón de expresión inverso al gen de cadherina-E en el desarrollo 

embrionario temprano de ratón, estando presente en el mesodermo y ausente en los epitelios 

embrionarios. El patrón de expresión de E2-2 es similar al del gen E2A, aunque algo más 

restringido. 

  

5. El análisis comparativo de los perfiles de expresión de células MDCK-E2-2 y MDCK-E47 

reveló que ambos tipos de factores bHLH inducen programas genéticos comunes y específicos, 

lo cual puede explicar propiedades biológicas similares (ej. transición epitelio-mesénquima) y 

diferentes (ej. tumorogenicidad, invasividad) conferidas por estos factores. 

 

6. El estudio del promotor proximal de E2-2A mostró que puede ser activado por los factores Snail1 

y Snail2 (de manera directa o indirecta). En el caso de Snail1, el mecanismo es independiente de 

la presencia de las cajas E situadas en la región de -2000/+90, mientras que la zona comprendida 

entre -500/-20 parece ser la responsable de tal activación. 
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Anexo 

Tabla Suplementaria. Genes con expresión modificada en células MDCK-E2-2 ó  
MDCK-E47 con respecto a células control MDCK-CMV 

 

Tabla Suplementaria a.     Genes implicados en función celular básica (n = 30)     

No. de acceso                                                      Descripción                                                          E2-2      E47 

NM_000927 
 
ABCB1, ATP-binding cassette, sub-familia B (MDR/TAP), miembro 1 -1,34 2,42 

NM_022437 
 
ABCG8, ATP-binding cassette, sub-familia G (WHITE), miembro 8 (esterolina 2) 1,46 -2,25 

NM_012106 
 
ARL2BP, proteína de unión al factor similar de ADP-ribosilación 2 -1,35 2,21 

AJ579850 * 
 
ARL4C,  factor similar al de ADP-ribosilación, 4C -2,60 8,43 

BC063125 
 
ARL8B,  factor similar al de ADP-ribosilación, 8B -1,76 -2,24 

NM_001695 
 
ATP6V1C1,  ATPasa, transportador de H+ lisosomal, 42 kDa,   V1 subunidad C1 -1,80 2,63 

NM_001334 
 
CTSO, catepsina O 1,39 2,50 

NM_018947 
 
CYCS, citocromo c, somático -1,13 3,24 

AK095541 
 
DNAJA1,  homólogo de DnaJ (Hsp40), subfamilia A, miembro 1 -1,38 2,46 

AK125918 
 
GBE1, enzima ramificadora del 1,4-α glucano, 1 (enfermedad de Anderson) -1,12 2,45 

BQ165657 
 
GMNN, geminina, inhibidor de la replicación de DNA 1,09 2,55 

BC026326 

 
GNAI1, proteína de unión a nucleótidos de guanina (proteína G), polipéptido de la 
actividad inhibidora α, 1 -1,12 4,30 

BF971151 
 
GNG11, proteína de unión a nucleótidos de guanina (proteína G), gama 11 1,18 6,06 

AF217990 

 
HERPUD1, homocysteine-inducible, endoplasmic reticulum stress-inducible, ubiquitin-
like domain member 1 -1,97 -4,68 

BC052951 
 
LMNB1, lamina B1 -2,07 -2,84 

BX537999 
 
LSM8,  homólogo de LSM8, U6 small nuclear RNA associated (S. cerevisiae) -1,05 2,27 

U83993 
 
P2RX4,  receptor purinérgico P2X, ligand-gated ion channel, 4 -2,15 1,69 

NM_001037341 
 
PDE4B, fosfodiesterasa 4B, específica de cAMP (E4 homólogo dunce de Drosophila) -1,98 -2,04 

NM_014819 
 
PJA2, praja 2, RING-H2 motif containing -3,16 -1,10 

BC023503 
 
POLR2B, RNA polimerasa II (dirigida por DNA), polipéptido B, 140 kDa 1,15 2,69 

AK098311 
 
PPP1CA, proteína fosfatasa 1, subunidad catalítica, isoforma α -2,25 -1,16 

BC065280 
 
PPP1R15B,  proteína fosfatasa 1, subunidad regulatoria 15B -1,96 -2,16 

BX641097 
 
PSMA2, subunidad del proteasoma, tipo α, 2 1,39 2,46 

BX648253 
 
PTPN3, proteína tirosina-fosfatasa, no-receptor, tipo 3 -2,33 -1,92 

NM_002947 
 
RPA3,  proteína de replicación A3, 14 kDa -1,09 2,69 

BM916819 
 
RPS9,  proteína ribosomal S9 -1,39 -2,01 

BU588938 
 
SDF2L1, similar al factor stromal cell-derived 2, 1 -1,59 -2,52 

AF305818 
 
SSU72, SSU72 RNA polymerase II CTD phosphatase homolog (S. cerevisiae) 2,47 2,32 

NM_001067 
 

 

TOP2A, topoisomerasa (DNA) II α, 170 kDa -1,09 2,59 

NM_006670 
 
TPBG,  glicoproteína trofoblástica  2,41 2,43 

* Clones expresados diferencialmente de manera significativa (FDR<0.1) entre células MDCK-E2-2 y MDCK-E47. 
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Anexo 

Continuación de Tabla Suplementaria. Genes con expresión modificada en células MDCK-E2-2 ó  
MDCK-E47 con respecto a células control MDCK-CMV 

 

Tabla Suplementaria b.       Genes implicados en transporte (n = 3)     
No. de acceso                                                      Descripción                                                           E2-2     E47 

NM_006516 

 
SLC2A1, transportador de solutos, familia 2 (transportador de glucosa de difusión 
facilitada), miembro 1 -2,04 -2,92 

AB209607 

 
SLC2A3,  transportador de solutos, familia 2 (transportador de glucosa de difusión 
facilitada), miembro 3 -3,92 -2,30 

BF673939 * 
 
 STEAP1,  six transmembrane epithelial antigen of the prostate, 1 -2,80 11,38 

 

Tabla Suplementaria c.        Genes implicados en apoptosis  (n = 5)     
No. de acceso                                                      Descripción                                                           E2-2     E47 

AB209868 
 
ANXA3, anexina A3 -2,34 -1,75 

NM_001154 
 
ANXA5, anexina A5 1,22 2,64 

CR612719 
 
GADD45A, growth arrest and DNA-damage-inducible, α -2,32 -5,22 

EF177381 
 
MALAT1, metastasis associated lung adenocarcinoma transcript 1 (RNA no codificante) -3,16 -2,06 

AK095165 
 
PAWR, PRKC, apoptosis, WT1, regulator -2,28 -1,58 

 

Tabla Suplementaria d.       Genes implicados en angiogénesis  (n = 3)     

No. de acceso                                                      Descripción                                                           E2-2     E47 

X89426 
 
ESM1,  molécula específica de célula endotelial, 1 3,02 1,23 

NM_002182 
 
IL1RAP,  proteína accesoria del receptor de interleuquina 1 -1,93 -2,43 

BC068441 
 
IL1RN,  antagonista del receptor de interleuquina 1 -2,41 -12,29 

 

Tabla Suplementaria e.      Genes implicados en respuesta a estrés  (n = 2)     
No. de acceso                                                      Descripción                                                           E2-2     E47 

NM_018396 
 

 

HIG2,  proteína inducible por hipoxia, 2 -2,95 -1,91 

NM_014365 
 
HSPB8,  proteína de choque térmico, 22 kDa, 8 2,66 3,26 

Tabla Suplementaria f.      Genes de función desconocida (n = 10) y misceláneos  (n = 43)     
No. de acceso                                                      Descripción                                                           E2-2     E47 

AB209677 
 
SEPT7, septina 7 (f. desconocida) -1,31 3,50 

BC107897 
 
CRYAB, crystallin, α B (f. desconocida) 1,10 2,84 

NM_001042517 
 
DIAPH3, homólogo de Diaphanous, 3 (Drosophila) (f. desconocida) -1,13 2,17 

NM_174911 
 
FAM84B, familia con similitud de secuencia 84, miembro B (f. desconocida) -2,75 -3,04 

AB209916 
 
RORA, receptor huérfano relacionado a RAR, A (f. desconocida) 1,02 2,41 

AF087902 
 

 
SERINC1,  incorporador de serinas, 1 (f. desconocida) 1,28 2,86 

* Clones expresados diferencialmente de manera significativa (FDR<0.1) entre células MDCK-E2-2 y MDCK-E47. 
           f. desconocida: función desconocida. 
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Anexo 

Continuación de Tabla Suplementaria. Genes con expresión modificada en células MDCK-E2-2 ó  
MDCK-E47 con respecto a células control MDCK-CMV 

 

Cont. Tabla Suplementaria f.    Genes de función desconocida (n = 10) y misceláneos  (n = 43)     
No. de acceso                                                      Descripción                                                           E2-2     E47 

AF033122 
 
SESN1, sestrina, 1 (f. desconocida) -1,08 2,53 

NM_001040153 
 
SLAIN1,  familia del motivo SLAIN, miembro 1 (f. desconocida) -1,79 2,04 

BX537584 
 
SUB1,  homólogo de SUB1 (S. cerevisiae) (f. desconocida) 1,74 2,64 

BX537610 
 
TSNAX, Translin-associated factor X (f. desconocida) -2,17 1,63 

AA012867 
 
-, locus transcrito -2,49 -2,42 

AA015892 
 
-, locus transcrito -1,19 -3,02 

AA026682 
 
-, locus transcrito -1,25 4,17 

AA083228 
 
-, locus transcrito -1,18 2,62 

AA131421 
 
-, Homo sapiens, clone IMAGE:5547644, mRNA -2,59 -3,72 

AA187233 
 
-, locus transcrito 1,23 2,44 

AA235343 
 
-, locus transcrito 1,04 4,53 

AA418828 
 
-, locus transcrito -2,11 -2,03 

AA446839 
 
-, locus transcrito -4,94 -2,04 

AA448157 
 
-, locus transcrito 1,28 2,54 

AA598555 
 
-, locus transcrito -2,07 -1,97 

AA668205 
 
-, locus transcrito -2,48 1,40 

AA682719 
 
-, locus transcrito -1,34 2,21 

AA778116 
 
-, locus transcrito 1,41 3,52 

AA911832 
 
-, clon de cDNA IMAGE:6025865 -1,30 -2,39 

AA971895 
 
-, locus transcrito, levemente similar a XP_534331.2  similar a ORF2 (Canis familiaris) 1,52 2,72 

AA974801 

 
-, locus transcrito , moderadamente similar a XP_001134686.1  proteína hipotética 
(Pan troglodytes) 1,25 2,38 

AI167261 * 
 
-, RNAm; cDNA DKFZp667B0924 (del clon DKFZp667B0924)  -2,60 6,59 

AI216571 
 
-, locus transcrito -1,00 2,67 

AI291262 
 
-, locus transcrito 1,15 4,32 

AI923117 
 
-, cDNA: FLJ23228 fis, clon CAE06654 -1,16 -2,53 

BE561733 
 
-, locus transcrito -2,20 -2,77 

AK124443 
 
C16orf57, pauta abierta de lectura 57, del cromosoma 16 -1,05 -2,20 

NM_173826 
 
C3orf23,  pauta abierta de lectura 23, del cromosoma 3 -1,74 2,09 

AK021779 
 
C7orf24,  pauta abierta de lectura 24, del cromosoma 7 -1,09 2,51 

H26183 
 

 

-, locus transcrito -1,28 -4,98 

H41096 
 
-, locus transcrito -2,15 -2,65 

* Clones expresados diferencialmente de manera significativa (FDR<0.1) entre células MDCK-E2-2 y MDCK-E47. 
           f. desconocida: función desconocida. 
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Anexo 

Continuación de Tabla Suplementaria. Genes con expresión modificada en células MDCK-E2-2 ó  
MDCK-E47 con respecto a células control MDCK-CMV 

 

Cont. Tabla Suplementaria f.    Genes de función desconocida y misceláneos  (n = 53)     

No. de acceso                                                      Descripción                                                           E2-2     E47 

AK024480 
 
LOC126917,  proteína hipotética LOC126917 -1,20 -3,42 

LOC387683 
 
-, proteína hipotética LOC387683 -3,59 -1,04 

XM_928632 

 
LOC645619, similar a adenilato quinasa, isoenzima 4, mitocondrial (ATP-AMP 
transfosforilasa) 1,23 3,52 

N26928 
  
-, locus transcrito -1,90 -3,15 

N48697 
 
-,locus transcrito -1,66 2,45 

N68917 
 
-, locus transcrito 1,13 2,62 

R14976 
 
-, locus transcrito -1,03 -2,17 

R25788 
 
-, locus transcrito -1,09 3,97 

R27680 
 
-, locus transcrito -1,73 -5,62 

R49274 
 
-, locus transcrito 1,18 5,19 

R96595 
 
-, clon de cDNA IMAGE:4801326 -1,56 -2,39 

T98612 
 
-, locus transcrito 1,18 2,57 

W51794 
 
-, locus transcrito 1,41 4,68 

W52353 
 
-, locus transcrito -1,23 2,15 

W52353 
 
-, locus transcrito 1,47 2,39 

W92134 * 
 
-, locus transcrito 2,99 -9,52 

 
* Clones expresados diferencialmente de manera significativa (FDR<0.1) entre células MDCK-E2-2 y MDCK-E47. 

 

 116 


	RESUMEN
	ÍNDICE
	ABREVIATURAS
	INTRODUCCIÓN
	1. La transición epitelio mesénquima: un ejemplo de plasticidad celular
	2. La cadherina-E y la homeostasis epitelial
	3. La superfamilia de proteínas HLH

	OBJETIVOS
	MATERIALES Y MÉTODOS
	1. Ensayo de híbrido sencillo
	2. Construcciones de DNA
	3. Líneas celulares y cultivos celulares
	4. Transfecciones
	5. Ensayos de actividad promotora
	6. Análisis de RNAm
	7. Anticuerpos
	8. Análisis de proteínas
	9. Ensayos de motilidad celular
	10. Estudios de invasión
	11. Ensayos de proliferación
	12. Ensayos de tumorogenicidad
	13. Hibridación in situ de embriones de ratón
	14. Análisis comparativo de los perfiles de expresión génica de células MDCK-E2-2 y MDCK-E47

	RESULTADOS
	1. Caracterización de los factores E2-2 como represores de cadherina-E y su papel en la transición epitelio-mesénquima
	2. Comparación de la acción de los factores E2-2 y E47: Análisis comparativo de los perfiles de expresión génica inducidos por ambos tipos de factores bHLH
	3. Estudio de la relación funcional entre los factores Snail1/Snail2/E2A y E2-2

	DISCUSIÓN
	1. Los factores E2-2 como represores de cadherina-E e inductores de TEM
	2. E2-2 y E47: proteínas E con papeles no redundantes
	3. Relación funcional entre diferentes inductores de TEM

	CONCLUSIONES
	BIBLIOGRAFÍA
	ANEXO


<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice




