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RESUMEN 

Rol de BRCA1 en la regulación de la transcripción en cáncer de p róstata 

 

El gen de susceptibilidad al cáncer de mama (BRCA1) es un supresor tumoral. Las 

mutaciones germinales en este gen confieren predisposición al cáncer de mama, ovario y 

están asociadas con una mayor agresividad del cáncer de próstata (PCa). Varias 

evidencias demuestran que BRCA1 tiene numerosas funciones, sin embargo, no se 

conoce aún cuál es el rol de este supresor tumoral en el PCa. 

En esta tesis determinamos por primera vez que BRCA1 regula directamente su propia 

transcripción y la de otros genes que intervienen en la respuesta al daño en el ADN, el 

ciclo celular y la apoptosis en el PCa. Establecimos un mecanismo por el cual la 

regulación de la transcripción de BRCA1 es una característica fundamental en la 

modulación de la sensibilidad a los agentes genotóxicos. Comprobamos que BRCA1 

forma un complejo multriproteico integrado por E2F1 y Rb, que se asocia a su promotor 

autorreprimiéndolo. Luego del estrés genotóxico generado por doxorrubicina, BRCA1 se 

libera activando su transcripción y asociándose a los promotores de otros genes, entre 

ellos GADD153. Así, BRCA1 induce la transcripción de GADD153 aumentando la 

apoptosis y el arresto del ciclo celular. Además, generamos un modelo in vivo de 

xenotransplantes de PCa que poseen disminuída la expresión de BRCA1. Con este 

modelo demostramos que la disminución de la expresión de BRCA1 aumenta el desarrollo 

tumoral de próstata.  

Considerando que los agentes quimioterapéuticos utilizados comúnmente en el 

tratamiento del cáncer causan daño en el ADN, en este trabajo proponemos que el PCa 

asociado a mutaciones en BRCA1 presentaría una respuesta alterada a la quimioterapia, 

representando un nuevo subgrupo de pacientes que podrían requerir terapias alternativas. 

Los tumores de próstata avanzados se tornan rápidamente resistentes a todos los 

agentes quimioterapéuticos actualmente utilizados. Así, el entendimiento de los 

mecanismos de resistencia en tumores con mutaciones en BRCA1 ayudará a desarrollar 

mejores opciones de tratamiento, como por ejemplo, terapias personalizadas para el PCa. 

 

Palabras claves: cáncer de próstata, BRCA1, transcripción, daño en el ADN, 

quimioterapia.
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ABSTRACT 

BRCA1 role in transcriptional regulation in prostate cancer 

 

Breast Cancer susceptibility gene (BRCA1) is a tumor suppressor. Germline mutations in 

BRCA1 gene increase breast and ovarian cancer risks, and are associated to high grade 

prostate tumors. Evidence demonstrates that BRCA1 has several functions mainly through 

interaction with key proteins in several cellular processes; however, BRCA1 role in 

prostate cancer (PCa) is poorly understood.  

In this doctoral thesis we determined for the first time that BRCA1 directly regulates its 

own and other genes transcription in PCa. These genes are involved in DNA damage 

response, cell cycle and apoptosis. We established one mechanism in which the co-

regulator BRCA1 function is a key feature in the modulation of genotoxic sensitivity. We 

showed that BRCA1 form a multiprotein complex with E2F1 and Rb that associates to its 

own promoter auto-repressing its expression. After genotoxic stress induced by 

doxorubicin, BRCA1 is released activating its transcription and associating to other 

promoters, as GADD153. Thus, BRCA1 induces GADD153 transcription increasing 

apoptosis and arresting cell cycle.  

Furthermore, we developed a BRCA1 depleted in vivo xenograft model of PCa. Using this 

model we could demonstrate for the first time that BRCA1 depletion increases prostate 

tumor growth in mice.  

Due to chemotherapeutic agents frequently used in cancer therapy cause DNA damage, in 

this work we propose that BRCA1 mutations associated to PCa will show different 

chemotherapy response. This will create a new subset of patients that requires alternative 

therapies. Advanced PCa rapidly acquire resistance to chemotherapy. Based on this, our 

model gains high significance. Knowing the mechanisms for BRCA1 associated tumor 

resistance will help to develop better therapy options, as personalized therapies for PCa. 

 
 
Key words: prostate cancer, BRCA1, transcription, DNA damage, chemotherapy.
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1. Cáncer de Próstata  

1.1. Incidencia y mortalidad 

El cáncer de próstata (PCa) es el segundo tipo de cáncer más frecuente y la sexta causa 

de muerte por cáncer en hombres en el mundo, representando el 14% del total de los 

casos y el 6% del total de muertes por cáncer en 2008 (Jemal et al., 2011) (Figura 1). Las 

tasas de incidencia difieren regionalmente, siendo los países desarrollados de Oceanía, 

Europa y América del Norte las regiones con mayores tasas. El proyecto GLOBOCAN 

2008 estimó que en Argentina la incidencia y mortalidad por PCa fueron 58,8 y 15,6 por 

cada 100.000 hombres, respectivamente (http://www.iarc.fr/), siendo la segunda causa de 

muerte por cáncer entre los hombres (http://www.msal.gov.ar/inc/) (Figura 2).  

 

 

 

1.2. Desarrollo y progresión del PCa 

El PCa se presenta frecuentemente en forma latente. Se estima que entre un 15 % y un 

30 % de los individuos por encima de 50 años de edad y un 80 % de los hombres por 

encima de los 80 años presentan PCa microscópico no diagnosticado (Reynolds, 2008; 

Taichman et al., 2007). La enfermedad es fatal en el 3 % de los hombres con diagnóstico 

y tratamiento, sin embargo una vez que se detecta metástasis por técnicas de imágenes, 

la mayoría de los pacientes morirán de PCa.  

Figura 1.  Tasas de incidencia y muerte en el mundo estimadas por el Projecto GLOBOCAN 2008. 
(Figura extraída de (Jemal et al., 2011)) 
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Incidence Mortality

 

 

A nivel histológico se estableció que la lesión conocida como neoplasia intraepitelial 

prostática (PIN) corresponde al estadío primario del PCa. Tanto el PIN como los tumores 

de próstata se localizan en la zona periférica de la glándula (Figura 3), y además estas 

lesiones pueden encontrarse en las proximidades de los carcinomas invasivos (Diehn et 

al., 2009).  

 

 

La aparición de PIN de alto grado, suele preceder a la del carcinoma al menos en 10 

años, ya que éste es el período necesario para que ocurra la progresión tumoral (Abate-

Shen and Shen, 2000). Si bien las lesiones PIN se diferencian de otras anomalías 

patológicas como la hiperplasia prostática benigna (BPH) y la hiperplasia adenomatosa 

atípica (AAH), se ha propuesto que la lesión conocida como atrofia inflamatoria 

proliferativa (PIA) es la precursora del PIN y representa un estadío pre-neoplásico (Abate-

Shen and Shen, 2000).  

Figura 2.  Tasas de incidencia y muerte en Argentina estimadas por el Projecto GLOBOCAN 2008. 
(Figura adaptada de http://www.iarc.fr/) 

Figura 3.  Diagrama ilustrativo de la próstata humana indicando las diferentes zonas (Figura adaptada de 
(Abate-Shen and Shen, 2000)). 
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Los carcinomas de próstata se clasifican en distinto grado según sus características 

histológicas, lo que se denomina grado de Gleason. De acuerdo a este sistema, al patrón 

histológico más representativo del tumor se le asigna un grado de 1 a 5, a la segunda 

morfología histológica más prominente se le asigna otro grado, ambos grados son 

sumados y reportados como el grado de Gleason del tumor. El grado de Gleason 3 es el 

más frecuente en el PCa y consiste en glándulas pequeñas no fusionadas. Un grado de 

Gleason 4 consiste en glándulas pequeñas fusionadas y un grado de Gleason 5 consiste 

en láminas de células anaplásicas sin glándulas distinguibles. Generalmente, los tumores 

de PCa con un grado de Gleason de 5 a 7 son considerados de grado intermedio o 

moderadamente diferenciados y aquellos con un grado de 8 a 10 son considerados de 

alto grado o pobremente diferenciados. 

Como todos los cánceres, el PCa es una enfermedad multifactorial donde tanto factores 

ambientales como genéticos determinan el desarrollo y progresión de la enfermedad. Los 

factores ambientales que influyen en el riesgo de contraer PCa incluyen el consumo de 

grasa animal, alcohol, tabaco, obesidad, drogas anti-inflamatorias no esteroides, vitamina 

D, vitamina E y minerales (calcio, selenio y zinc) (Kral et al., 2011). Sin embargo, los 

resultados que demuestran la influencia de estos factores de riesgo o protección son 

controversiales.  

Los fenómenos de pérdida alélica han sido ampliamente estudiados en el PCa y se sabe 

que el 10-15% de los pacientes corresponden a casos de herencia familiar. Así por 

ejemplo, está demostrado que las mutaciones en los genes ELAC2, RNAsa L, MSR1 y 

BRCA2 aumentan el riesgo de contraer PCa (Kral et al., 2011). Sin embargo, hasta el 

momento no hay genes supresores tumorales que hayan sido inequívocamente 

implicados en la progresión del PCa.  

Uno de los eventos tempranos más frecuentes en la carcinogénesis del PCa, es la 

pérdida de regiones específicas del cromosoma 8p (Abate-Shen and Shen, 2000). 

Numerosas investigaciones consideran al gen NKX3.1, ubicado en el locus 8p12-21, 

como el responsable de la iniciación tumoral (Abate-Shen and Shen, 2000). Muchos 

pacientes con pérdida de este cromosoma, poseen además pérdida del cromosoma 13q, 

que incluye el gen Rb. Este evento ocurre en alrededor del 50% de los tumores de 

próstata y también se lo involucró en la progresión del PCa (Abate-Shen and Shen, 2000) 

(Cooney et al., 1996; Li et al., 1998). 
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Distintos genes involucrados en la regulación del ciclo celular también han sido implicados 

en la progresión tumoral del PCa. Entre ellos, la pérdida de función de p27KIP1 es un 

evento característico en este tipo de tumores y podría ser utilizado como marcador 

pronóstico de la evolución de la enfermedad (Abate-Shen and Shen, 2000).  

Otro mecanismo involucrado en la progresión del PCa es la disminución en la longitud de 

los telómeros con el consiguiente aumento en la actividad de telomerasa para evitar la 

senescencia (Abate-Shen and Shen, 2000). Sin embargo, este proceso no ha sido 

estudiado con profundidad.  

Con respecto a los mecanismos moleculares involucrados en la progresión del carcinoma 

avanzado y la enfermedad metastásica, las alteraciones en la señalización del receptor de 

andrógenos (AR) han sido ampliamente estudiadas y es una de las alteraciones más 

importantes.  

Inicialmente el PCa se desarrolla y progresa en una forma dependiente de andrógenos, 

por lo que la ablación de andrógenos, ya sea castración quirúrgica (orquiectomía) o 

química (flutamida o bicalutamida), es el tratamiento estándar de la enfermedad 

metastásica (Lamont and Tindall, 2011). Sin embargo, al cabo de 18-36 meses 

aproximadamente, los tumores se vuelven resistentes al tratamiento, tornándose más 

agresivos (Figura 4).  

 

 

 

Si bien este estadío de la enfermedad solía denominarse “independiente de andrógenos”, 

actualmente se sabe que, en estadíos avanzados de la enfermedad, es posible detectar 

bajos niveles de andrógenos en el suero de pacientes aun cuando estos fueron castrados 

y por eso la nomenclatura de esta fase de la enfermedad comenzó a llamarse PCa 

resistente a la castración (CRPC) (Mohler, 2008). 

Figura 4.  Esquema indicando las etapas del Pca (Figura adaptada de (Abate-Shen and Shen, 2000)). 
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Existen distintos mecanismos propuestos para explicar de qué manera los tumores de 

próstata se tornan resistentes a la castración, según los tumores dejen de expresar AR 

funcional o continúen expresándolo. En el primer caso, las células tumorales presentan 

una capacidad adquirida de supervivencia en ausencia de AR. Un evento característico en 

este estadío avanzado del PCa es la sobre-expresión de Bcl2, que ocurre cuando la 

enfermedad es refractaria a la terapia hormonal y explica la resistencia a la apoptosis en 

esta etapa (Abate-Shen and Shen, 2000; Taichman et al., 2007) (Figura 5).  

En el segundo caso, es decir cuando los tumores se tornan resistentes a la castración 

pero con AR funcional, la proliferación de las células tumorales se debe a la ganancia de 

funciones oncogénicas de AR, estimulando la supervivencia de las células tumorales 

(D'Antonio et al., 2010; Denmeade et al., 2003; Isaacs, 2000; Vander Griend et al., 2007). 

Existen distintos mecanismos propuestos que pueden reactivar la actividad de AR en los 

tumores de pacientes luego de la ablación androgénica como la amplificación génica de 

AR, niveles aumentados de AR (a nivel de proteína o mensajero), mutaciones en AR, 

alteraciones en la expresión de otros co-reguladores, variantes de splicing de AR, o bien, 

activación cruzada por otras vías de transducción de señales (Basu and Tindall, 2011). 

Estas alteraciones permiten que los tumores se tornen más sensibles a bajos niveles de 

andrógenos, o inclusive resultar activados por anti-andrógenos y se resumen en la Figura 

5.  

Finalmente, otro mecanismo propuesto es la pérdida de una región del cromosoma 17p 

que incluye p53 pero no BRCA1, y que ocurre en estadíos avanzados del PCa y en la 

enfermedad metastásica (Abate-Shen and Shen, 2000). 
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1.3. Diagnóstico del PCa  

El método por excelencia de detección temprana del PCa es la medición de los niveles del 

antígeno prostático específico (PSA) en sangre, junto con el examen digital rectal (DRE), 

que en conjunto determinan la realización o no de una biopsia. Hace unos años se 

estableció que una concentración de PSA de 4 ng/ml en sangre o mayor, junto con el DRE 

y la biopsia, permiten detectar la enfermedad aún cuando está localizada en la glándula 

(Taichman et al., 2007). Sin embargo, estudios posteriores demostraron que este sistema 

no es lo suficientemente sensible ni específico para la detección del PCa clínicamente 

relevante, ya que los niveles elevados de PSA también pueden deberse a otras patologías 

Figura 5.  Mecanismos de independencia de andrógenos. (i) Amplificación: Las células de PCa 
desarrollan la habilidad de utilizar bajos niveles de andrógenos para la supervivencia por niveles 
aumentados de DHT, por un aumento en la expresión de 5-reductasa, por un aumento en la expresión 
de AR o por un aumento en la expresión de co-reguladores. (ii) Vías de señalización promiscuas: 
Moléculas no androgénicas presentes en circulación, como anti-andrógenos, se asocian y activan AR. 
(iii) Vías no convencionales: AR es activado por fosforilación por factores de crecimiento a través de sus 
receptores tirosina quinasas. (iv) Vías independientes de AR: Las células de PCa adquieren la 
capacidad de supervivencia independiente de AR, como por ejemplo por un aumento en la expresión de 
Bcl-2. (v) Regeneración por células madre: Las células madre tumorales no son dependientes de AR, 
por lo cual proveen continuamente al tumor de células. (Figura extraída de (Taichman et al., 2007)). 
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prostáticas benignas, como infección, inflamación y la BPH. Se estima que en la 

actualidad se brinda tratamiento a 20 pacientes, de los cuales solo uno moriría por PCa 

(Taichman et al., 2007). El desafío actual es poder identificar a aquellos pacientes 

clínicamente relevantes que podrían ser curados con tratamiento y diferenciarlos de los 

que no requieren ninguna terapia y, por ende, no deberían ser expuestos a los efectos 

secundarios de las mismas.  

Teniendo en cuenta estas características, la Sociedad Americana de Cáncer, la 

Asociación Urológica Americana y la Nacional Comprehensive Cancer Network (NCCN), 

sugirieron incorporar la velocidad de aumento de PSA como uno de los criterios para 

evaluar la presencia de PCa (Taichman et al., 2007) (Figura 6). 

En resumen, en este contexto, el esclarecimiento de los mecanismos moleculares que 

llevan al desarrollo y progresión del PCa son fundamentales para mejorar el diagnóstico 

de esta enfermedad así como también para determinar los factores que influencian la 

respuesta a la terapia. Es por ello que en este trabajo de tesis nos propusimos investigar 

el rol de BRCA1 en el PCa como describiremos en las siguientes secciones. 

 

 Figura 6.  Protocolo para la detección temprana del PCa sugerido por la NCCN (Figura adaptada de 
(Taichman et al., 2007)). 
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2. BRCA1  

El gen de susceptibilidad al cáncer de mama (BRCA1) es un supresor tumoral. Las 

mutaciones germinales en este gen confieren predisposición al cáncer de mama, ovario 

(Miki et al., 1994) y están asociadas con una mayor agresividad y mal pronóstico del PCa 

(Agalliu et al., 2009; Gallagher et al., 2010). 

 

2.1. Estructura del gen y la proteína BRCA1 

El gen BRCA1 fue clonado por Miki y col. y lo localizaron en el cromosoma 17p12-21 (Miki 

et al., 1994). Este gen es muy complejo ya que abarca alrededor de 100 kb que, por 

splicing alternativo, genera numerosas isoformas (Orban and Olah, 2003). Además, tiene 

un promotor bidireccional que regula conjuntamente al gen proximal neighbor of BRCA1 

(NBR2) (Whitehouse et al., 2004). 

El transcripto primario de 7,8 kb contiene 22 exones codificantes y 2 no codificantes, que 

generan una proteína de 1.863 aminoácidos. La región amino terminal de la proteína 

BRCA1 contiene un dominio en forma de anillo, con una estructura cys-his-cys. La región 

C-terminal de la proteína contiene un dominio de activación transcripcional (TAD), que 

consta de alrededor de 300 aminoácidos (1560-1863) (Chapman and Verma, 1996; 

Monteiro et al., 1996). Esta región contiene repeticiones en tandem de aproximadamente 

95 aminoácidos, llamadas BRCT (BRCA1 carboxy-terminus) (Bork et al., 1997; Koonin et 

al., 1996) (Figura 7). La región BRCT es una estructura característica que es similar a los 

dominios carboxi-terminal encontrados en varias proteínas que están involucradas en los 

puntos de control del ciclo celular y reparación del ADN. Existe un segundo dominio de 

transactivación, denominado AD1 (aminoácidos 1293-1559), que puede activar la 

transcripción sinérgica o independientemente de TAD (Ye et al., 2001).  

Varios grupos de trabajo intentaron dilucidar las funciones bioquímicas de la proteína 

BRCA1. Su rol en la respuesta al daño en el ADN y en la regulación del ciclo celular son, 

claramente, sus funciones más importantes. También se determinó que BRCA1 es capaz 

de modular la expresión de genes involucrados en estos procesos y numerosas 

evidencias sugieren que esta proteína podría tener un rol en la regulación de la 

transcripción (Deng, 2006; Rosen et al., 2006; Somasundaram, 2003). Sin embargo, hasta 

el momento se desconoce como BRCA1 regula directamente la transcripción de muchos 

de estos genes. 



Introducción 

27 
 

 

 

 

 

Las células deficientes en BRCA1 presentan elevados niveles de aberraciones 

cromosómicas, mayor sensibilidad a los agentes genotóxicos y alteraciones en los puntos 

de control del ciclo celular (Yun and Hiom, 2009). Por eso se propuso que BRCA1 sería un 

“guardián del genoma” (Venkitaraman, 2002) y muchos grupos de trabajo intentaron 

dilucidar los mecanismos por los cuales BRCA1 contribuye al mantenimiento de la 

estabilidad genómica y de qué manera defectos en estos procesos resultan en la 

progresión tumoral.  

Más adelante en esta sección describiremos cada una de las funciones en las que se ha 

implicado la proteína BRCA1. 

 

2.2. Evidencias previas para el rol de BRCA1 en el PCa  

Además de BRCA1 existe otro gen de susceptibilidad al cáncer de mama,  BRCA2. Varias 

evidencias determinaron que los pacientes que poseen mutaciones germinales en este 

gen, poseen un riesgo aumentado de contraer PCa (Agalliu et al., 2009; Gallagher et al., 

2010). 

A diferencia de lo que ocurre con BRCA2, el rol de BRCA1 en  la etiología del PCa no se 

conoce claramente. Los primeros estudios epidemiológicos de mutaciones en BRCA1 no 

arrojaron resultados concluyentes debido al escaso número de casos utilizados en esos 

Figura 7.  Estructura de la proteína BRCA1 indicando el dominio de “ring” aminoterminal, los dominios 
BRCT y las señales de localización nuclear. Se indican las proteínas que interaccionan con BRCA1 
debajo de los dominios en donde ocurre tal interacción (Figura extraída de (Yun and Hiom, 2009)). 
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trabajos (Douglas et al., 2007; Ford et al., 1994). El principal problema que enfrentan los 

estudios epidemiológicos que intentan esclarecer el rol de mutaciones en BRCA1 en la 

susceptibilidad al PCa es el hecho de que la prevalencia de estas mutaciones en la 

población general es escasa. Por eso, la mayoría de los estudios sobre el tema fueron 

realizados únicamente en la población étnica de los judíos Ashkenazi, ya que el 2 % de 

esta población presenta al menos una de las tres mutaciones fundadoras de BRCA1 

(185delAG, 5382insC y 6174delT). 

Estudios realizados a partir de un mayor número de casos en esta población demostraron 

que, si bien las mutaciones en BRCA1 no se asocian con el riesgo elevado de contraer 

PCa, las mismas determinan un desarrollo más agresivo de la enfermedad. Así por 

ejemplo, en un estudio analizando 2.486 pacientes, Agalliu y col. demostraron que 

pacientes con la mutación fundadora 185delAG, presentan un riesgo 3,5 veces mayor de 

desarrollar tumores más agresivos con un grado de Gleason alto, con respecto a los 

pacientes que no presentan esta mutación (Agalliu et al., 2009). Además en este estudio 

se demostró que los familiares hombres de pacientes con cáncer de mama y ovario que 

presentan la mutación 185delAG en BRCA1 tienen un mayor riesgo de desarrollar PCa 

(Agalliu et al., 2009).  

Otro estudio realizado con alrededor de 1.286 hombres, demostró que los pacientes con 

mutaciones en BRCA1 presentan mayor riesgo de recurrencia  (4,3 veces) y mayor riesgo 

de muerte específica por PCa (5,2 veces) (Gallagher et al., 2010).  

Por otra parte, si bien mutaciones en BRCA1 no se asocian a un incremento en el riesgo 

de PCa en la población general, un estudio realizado a partir de 11.843 casos de 699 

familias con mutaciones en BRCA1 recolectados a partir de 30 centros de Europa y 

América del Norte, determinó que los portadores de mutaciones de BRCA1 menores de 

65 años presentan un mayor riesgo de desarrollar PCa (Thompson and Easton, 2002). Sin 

embargo Agalliu y col. demostraron también que los pacientes con la mutación 185delAG 

presentan mayor riesgo de padecer PCa por encima de los 65 años (Agalliu et al., 2009). 

Una de las características más remarcables de BRCA1 que sugiere que podría tener un 

rol importante en el desarrollo y progresión del PCa, es su capacidad de asociación con el 

AR (Park et al., 2000; Yeh et al., 2000). Se observó que BRCA1 interacciona directamente 

con el dominio AF-1 de la proteína AR induciendo su actividad transcripcional (Park et al., 

2000). El efecto estimulador de BRCA1 en la actividad transcripcional del AR puede ser 
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sinérgicamente aumentada por co-reguladores, tales como CBP, GRIP1, ARA55 y ARA70 

(Yeh et al., 2000).  

Otra evidencia importante para atribuirle un rol a BRCA1 en el PCa, es que una variante 

de splicing de BRCA1, BRCA1a, tiene actividad anti-tumoral en células de PCa (Yuli et al., 

2007).  

Además, existen evidencias de un posible rol de BRCA1 en la sensibilidad a agentes 

genotóxicos en el PCa. Fan y col. demostraron que en células DU-145, la sobre-expresión 

de BRCA1 se asoció a un aumento de la sensibilidad y de apoptosis inducida por distintos 

agentes genotóxicos como doxorrubicina, taxol y camptotecina, sin embargo el 

mecanismo por el cual BRCA1 aumenta la sensibilidad a estos agentes todavía no está 

determinado (Fan et al., 1998).  

En oposición al rol supresor tumoral de BRCA1 en el PCa, en ciertos trabajos se observó 

un aumento en la expresión de BRCA1 en tumores de próstata con respecto al tejido 

normal (Schayek et al., 2009) y en tumores agresivos de PCa, mama y pulmón (Deeb et 

al., 2007; Schayek et al., 2009). Si bien estos resultados parecen contradictorios con el rol 

de supresor tumoral en PCa, estas diferencias pueden deberse a las múltiples vías 

reguladas por BRCA1.  

Por último, se encontró que BRCA1 regula la transcripción del receptor del factor de 

crecimiento tipo insulina 1 (IGF-IR), que es un factor clave en la iniciación y progresión del 

PCa (Schayek et al., 2009). Schayek y col. determinaron que esta regulación es 

dependiente de la expresión de AR, ya que en las células que no expresan AR, la sobre-

expresión de BRCA1 reprimió un 50% los niveles de expresión de IGF-IR. En cambio, en 

células de PCa que expresan AR wild type, BRCA1 induce la expresión de IGF-IR 

estimulando la actividad transcripcional de AR (Schayek et al., 2009).  

En síntesis, todas estas evidencias indican que BRCA1 podría tener un rol clave en el 

desarrollo y progresión del PCa, por lo que en este trabajo de tesis proponemos investigar 

los mecanismos por los cuales BRCA1 cumpliría ese rol.  

3. Funciones celulares de BRCA1 

3.1. BRCA1 regula el ciclo celular 

La expresión y estado de fosforilación de la proteína BRCA1 varían a lo largo del ciclo 

celular aumentando en la fase G1 tardía y S, para luego disminuir marcadamente durante 

la fase M. BRCA1 interacciona con numerosas proteínas involucradas en la regulación del 



Introducción 

30 
 

ciclo celular. Además, se determinó que BRCA1 también participa en la regulación del 

ciclo celular y en el arresto del mismo en respuesta al estrés genotóxico (Deng, 2006).  

Aprelikova y col. demostraron que BRCA1 participa con la proteína del retinoblastoma 

(Rb) funcional en el arresto en G1/S (Aprelikova et al., 1999). La proteína Rb es un 

supresor tumoral involucrado directamente en la regulación del ciclo celular a través de su 

interacción con la familia de factores de transcripción E2F. Es posible que uno de los 

mecanismos por los que BRCA1 arreste al ciclo en la fase G1, se deba a su interacción 

con Rb, manteniéndolo en su forma hipofosforilada con la cual se asocia a E2F y 

reprimiendo así la transcripción (Aprelikova et al., 1999). Además, el dominio BRCT de la 

proteína BRCA1 interacciona con las deacetilasas de histonas, HDAC1 y 2, de modo que 

otro de los mecanismos que explicaría el arresto del ciclo celular inducido por BRCA1 

sería el reclutamiento de deacetilasas de histonas hacia los complejos E2F/Rb (Deng, 

2006).  

BRCA1 participa de la fosforilación de p53 inducida por ATM, en respuesta al daño en el 

ADN generado por radiación ionizante (IR) (Deng, 2006). Debido a que la transactivación 

de p53 induce la expresión de p21WAF1/CIP1, un reconocido inhibidor del ciclo celular, este 

sería otro de los mecanismos por los cuales BRCA1 induce arresto del ciclo celular en 

G1/S (Deng, 2006).  

Sin embargo, BRCA1 también es capaz de cumplir su función como regulador del ciclo de 

un modo independiente de la activación de p53. Así, por ejemplo, la disminución de la 

expresión de BRCA1 produce un menor arresto del ciclo celular en G1/S luego del 

tratamiento con radiación ultravioleta (UV). Este mecanismo sin embargo, es 

independiente de p53 ya que el daño en el ADN inducido con UV fosforila a la proteína 

ATR que no activa p53 pero si fosforila a BRCA1 (Deng, 2006).  

También se demostró que BRCA1 induce la expresión de p21WAF1/CIP1 por mecanismos 

independientes de p53, induciendo de esta manera arresto del ciclo celular en G1 

(MacLachlan et al., 2000b; Welcsh et al., 2002; Zhang et al., 1998).               

Es decir, la proteína BRCA1 induce arresto del ciclo celular en G1/S por múltiples vías 

que implican su interacción o regulación de la expresión de varias proteínas, entre ellas, 

ATM, ATR, Rb, p53 y p21WAF1/CIP1.  

BRCA1 también participa en el arresto del ciclo celular en la fase S. En respuesta al 

tratamiento con IR, BRCA1 es fosforilada por ATM arrestando a las células en esta fase 
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del ciclo. Así, se observó que en células HCC1937 que no expresan BRCA1, la 

reexpresión de esta proteína restaura el arresto del ciclo celular en S y este mecanismo 

es mediado por la fosforilación de la serina 1.387 de BRCA1 por ATM (Cortez et al., 1999; 

Deng, 2006; Okada and Ouchi, 2003; Xu et al., 2002). 

Además BRCA1 interacciona con proteínas involucradas en el punto de control de la fase 

S, como MDC1, H2AX, 53BP1 y el complejo MRE11/RAD50/NBS1. En particular, BRCA1 

inhibe la actividad endonucleasa de este complejo, lo cual facilita también la reparación 

del ADN (Deng, 2006; Durant and Nickoloff, 2005).  

Numerosas evidencias demuestran que BRCA1 también participa del arresto del ciclo 

celular en G2/M. Yarden y col. demostraron que BRCA1 regula la expresión, fosforilación 

y localización nuclear de Chk1, y también la expresión de las quinasas Wee1 y 14-3-

3(Yarden et al., 2002).  

BRCA1 induce la expresión de Wee1, que es el inhibidor de Cdc2/ciclina B (Deng, 2006), 

y reprime la expresión de la ciclina B1 (MacLachlan et al., 2000) lo cual arresta a las 

células en la fase G2/M.  

Además, al igual que con p21WAF1/CIP1, BRCA1 regula la expresión de GADD45 por 

mecanismos dependientes e independientes de p53. GADD45 es una proteína que 

interacciona con reguladores del ciclo celular, como p21WAF1/CIP1 y cdc2/ciclinaB. Se 

observó que BRCA1 interacciona con el co-regulador CtIP (proteína que interactúa con la 

región C-terminal de BRCA1) y, en presencia de daño en el ADN, la proteína BRCA1 es 

fosforilada y se disocia de CtIP. De este modo BRCA1 interacciona con la proteína 

ZBRK1 que se encuentra constitutivamente asociada al promotor de GADD45, 

reprimiéndolo. Además, GADD45 interacciona con los factores de transcripción Oct-1 y 

NF-YA y este complejo induce la expresión de GADD45 (Fan et al., 2002; Mullan et al., 

2006; Somasundaram, 2003). De esta manera BRCA1 regula la expresión de GADD45 en 

respuesta al estrés genotóxico regulando el ciclo celular (Figura 8).               

Además se encontró que Chk2, que es un blanco de fosforilación de ATM, interacciona 

con BRCA1 en foci nucleares. Frente al daño en el ADN inducido por radiación gamma, 

Chk2 fosforila a BRCA1 liberándose de los foci y quedando disponible para llevar a cabo 

sus funciones en el arresto del ciclo celular en G2/M (Sancar et al., 2004). Chk1, el 

principal blanco de fosforilación de ATR también fosforila a BRCA1 participando del 

arresto del ciclo celular en G2/M (Deng, 2006). 
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En la Figura 9 se detallan los principales mecanismos por los cuales BRCA1 interviene en 

el arresto del ciclo celular. 

Finalmente, BRCA1 induce la expresión de distintos componentes del huso mitótico como 

Mad2, Bub1 y Bub1b; de proteínas involucradas en la segregación de los cromosomas, 

como Pttg1, y de ciclinas involucradas en la progresión de la mitosis, como la ciclina B, 

todas ellas importantes en el punto de control de la fase M (Bae et al., 2005; Deng, 2006).  

Considerando estas evidencias, en esta tesis evaluaremos algunos aspectos de la 

regulación del ciclo celular por BRCA1 en el PCa en respuesta al daño en el ADN.  

 

 

 

 

 

Figura 9.  Resumen de los genes que intervienen en el arresto del ciclo celular y son regulados por 
BRCA1. A través de mecanismos dependientes e independientes de p53, BRCA1 regula la expresión de 
p21WAF1/cip, induciendo arresto en G1/S y en fase S. Además, BRCA1 aumenta la expresión de GADD45, 
Wee1 y 14-3-3, que inhiben a la kinasa cdc2/ciclina B, secuestrando cdc2, fosforilando el sitio 
inhibitorio de cdc2, o secuestrando cdc25c, respectivamente. BRCA1 también inhibe la expresión de la 
ciclina B y de PLK1 luego del daño en el ADN (Figura extraída de (Mullan et al., 2006)). 

Figura 8.  Regulación del promotor de GADD45 por BRCA1. (Figura extraída de (Mullan et al., 2006)). 
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3.2. BRCA1 regula la apoptosis 

El papel de BRCA1 en la inducción de apoptosis es controversial. Shao y col. 

demostraron que la expresión de una variante mutada de BRCA1 induce apoptosis en 

condiciones de deprivación de suero in vitro (Shao et al., 1996). Posteriormente Harkin y 

col. encontraron que la expresión ectópica de BRCA1 induce apoptosis (Harkin et al., 

1999). Además, el aumento en la expresión de BRCA1 en respuesta al tratamiento con 

curcumina en células de cáncer de mama triple negativas (que no expresan a los 

receptores de estrógenos (ER) y progesterona (PR) y tampoco sobre-expresan HER2) se 

asoció a un aumento en la apoptosis (Rowe et al., 2009). Sin embargo, otros trabajos 

reportaron que BRCA1 se asocia al arresto del ciclo celular en G2/M, y no a la apoptosis 

(MacLachlan et al., 2000). Actualmente se postula que BRCA1 podría actuar como un 

transmisor de los sensores de daño en el ADN que definiría el destino celular: arresto del 

ciclo o apoptosis (MacLachlan et al., 2000b; Wang et al., 2000b). De acuerdo a esta 

hipótesis, el “sensor” correspondería a los complejos involucrados en la reparación del 

daño en el ADN, como Rad51, Rad50/Mre/NBS1 o KSH2/MSH6, que eventualmente 

llevarían a la inducción de apoptosis mediada por BRCA1, de acuerdo a la magnitud del 

daño en el ADN (Wang et al., 2000b).  

Varios estudios demostraron que la proteína BRCA1 interviene en la inducción y/o 

regulación de la actividad de numerosas proteínas involucradas en apoptosis. Así, se ha 

reportado que el disparo de la apoptosis mediada por BRCA1 es dependiente de la vía 

JNK/SAPK, llevando a la inducción de la expresión de GADD45 por mecanismos 

dependientes e independientes de p53 (Harkin et al., 1999). 

También, Martin y col. establecieron que la proteína BRCA1 actúa como un modulador de 

la apoptosis inducida por radiación UV en células de cáncer de mama (Martin and Ouchi, 

2005). En particular, la fosforilación de BRCA1 en las serinas 1.423 y 1.524 es necesaria 

para la activación de la caspasa 3 (Martin and Ouchi, 2005). Además, demostraron que 

BRCA1 interacciona con la proteína XIAP, inhibiendo la formación del complejo 

XIAP/caspasa 9. En respuesta a la radiación UV, el complejo BRCA1/XIAP se disocia, 

permitiendo la activación de la caspasa 3 (Martin and Ouchi, 2005).  

Por último, en oposición a estos últimos resultados, recientemente Liu y col. demostraron 

que en respuesta a la radiación gamma, la proteína BRCA1 es degradada por la vía del 
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proteosoma, lo cual lleva a un aumento en la apoptosis en células Hela y en fibroblastos 

embrionarios de ratón (Liu et al., 2011). 

En conclusión, todos estos antecedentes demuestran que BRCA1 tiene un papel central 

en la apoptosis, como un regulador diferencial de acuerdo a la clase de estrés celular y al 

tipo celular. En esta tesis intentaremos evaluar algunos mecanismos por los cuales 

BRCA1 regula la apoptosis inducida por daño en el ADN en el PCa. 

 

3.3. BRCA1 interviene en la reparación del daño en el ADN 

Numerosas evidencias apoyan la idea de que BRCA1 es crucial en la reparación del daño 

en el ADN. Por ejemplo, las células madre embrionarias de ratón (MES) que tienen una 

deleción en uno de los alelos de BRCA1, presentan deficiencias en la reparación del ADN 

acoplada a la transcripción, y en la reparación del ADN doble cadena por recombinación 

homóloga e hipersensibilidad a la IR y al peróxido de hidrógeno (Gowen et al., 1998; 

Moynahan et al., 1999). Confirmando estos datos, se reportó que embriones de ratón 

deficientes en BRCA1 desarrollaban aberraciones cromosómicas (Shen et al., 1998; 

Somasundaram, 2003).  

Los tumores de mama asociados a mutaciones en BRCA1 se caracterizan por un alto 

grado de aneuploidías, en comparación a aquellos sin mutaciones en este gen (Deng, 

2006; Tirkkonen et al., 1997). Así, la línea celular HCC1937 derivada de un tumor 

mamario deficiente en BRCA1 tiene alta cantidad de pérdidas y ganancias cromosómicas, 

deleción de p53 y PTEN en homocigosis, y pérdida de heterocigosidad en numerosos 

locus involucrados en la patogénesis del cáncer de mama (Deng, 2006; Tomlinson et al., 

1998). En células de MEF (fibroblastos embrionarios de ratón), las mutaciones en BRCA1 

generan aneuploidías con un patrón de pérdidas y ganancias cromosómicas similar al 

observado en tumores mamarios humanos (Deng, 2006; Weaver et al., 2002). 

La proteína BRCA1 interviene en diferentes procesos de la reparación del daño al ADN 

simple y doble cadena, en el ensamblaje dentro del foci de reparación y en la actividad 

ubiquitina ligasa de BRCA1-BARD1 (Deng, 2006; Zhang et al., 2005) (Figura 10).  

Si bien el mecanismo por el cual BRCA1 regula la segregación de cromosomas no se ha 

esclarecido completamente, es posible que BRCA1 ejerza un efecto indirecto al intervenir 

en la reparación del daño en el ADN y regular la expresión de genes involucrados en la 

correcta segregación cromosómica (Wang et al., 2000b). Sin embargo, también existen 
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indicios de un rol directo en este proceso, ya que BRCA1 co-localiza con el centrosoma y 

la forma hiperfosforilada de BRCA1 co-inmunoprecipita con la tubulina, que es esencial 

para el ensamblaje de los microtúbulos (Hsu and White, 1998; Wang et al., 2000b).  

Luego del daño en el ADN, la forma hiperfosforilada de BRCA1, mediante su interacción 

con H2AX, se asocia a los complejos de replicación que contienen PCNA, Rad51, BARD1 

y BRCA2 y de esta manera participa en el desenrollamiento de la cromatina necesario 

para asegurar la accesibilidad de proteínas de reparación al ADN dañado (Bassing et al., 

2002; Celeste et al., 2002; Rosen et al., 2006; Ye et al., 2001).  

Además BRCA1 es parte del complejo BASC (Wang et al., 2000c), que está compuesto 

por proteínas involucradas en la reparación del daño al ADN como MSH2, MSH6, MLH1, 

ATM, BLM y Rad50/MRE11/p95 (Somasundaram, 2003; Wang et al., 2000c).  

Otra de las evidencias que demuestran que BRCA1 interviene en la reparación del daño 

en el ADN es el hecho de que es fosforilada por ATM y ATR, dos proteínas que orquestan 

la respuesta al daño al ADN (Deng, 2006). ATR también fosforila a BRCA1,  como 

consecuencia a una interrupción en las orquillas de replicación, lo cual sugiere que esta 

vía es importante en el punto de control del ciclo celular en la fase S (Xu et al., 2002).  

Finalmente, Wang y col. encontraron que BRCA1 interacciona con las proteínas MSH2, 

MSH3 y MSH6, involucradas en la reparación del ADN mal apareado, como resultado de 

errores espontáneos en la replicación del ADN (Evans and Eeles, 2000; Wang et al., 

2000b).  
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3.4. Rol de BRCA1 en la sensibilidad a agentes quimioterapéutic os 

Numerosos trabajos in vitro e in vivo determinaron que la proteína BRCA1 modula la 

sensibilidad celular a agentes quimioterapéuticos. Así, por ejemplo, se demostró que 

tumores mamarios de ratón que no expresaban BRCA1 ni p53  presentaban mayor 

Figura 10.  Modelo de reclutamiento de BRCA1/BARD1 y funciones en la reparación del daño en el ADN 
doble cadena (DSB). Los DSB son reconocidos por el complejo MRN, lo cual lleva al reclutamiento de 
ATM. La interacción MRN/ATM promueve la autofosforilación de ATM (ser1981, ser367 y ser1893). En 
este estado activado, ATM fosforila a varios sustratos como H2AX. El posterior reclutamiento de MDC1 
contribuye a la propagación de la señal de daño y de esta manera ATM fosforila a MDC1, quien 
interacciona con RNF8/Ubc13 que modifica por poli-ubiquitinación a las histonas H2A y H2AX. El 
reclutamiento de BRCA1 ocurre por dos mecanismos independientes. (A) BRCA1/BARD1, es reclutado 
al sitio del daño por interacción con MRN y CtIP, donde regula el procesamiento de los extremos de 
ADN, lo cual resulta en reparación por recombinación homóloga. (B) BRCA1/BARD1 son reclutadas al 
complejo formado por Abraxas y RAP80, que interacciona con las cadenas de poli-ubiquitina unidas a 
Lys63. La hidrolasa BRCC36 (complejo 36 conteniendo BRCA1 y BRCA2), presente en el complejo, 
contribuye a revertir las modificaciones en las histonas, haciendo de este un proceso reversible. BRCA1, 
reclutaría otras proteínas a la cromatina, facilitando la reparación, la activación de puntos de control y la 
generación de memoria epigenética (Figura extraída de (Yun and Hiom, 2009)). 
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sensibilidad a drogas que inducen daño en el ADN de tipo doble cadena, y se tornaban 

resistentes al tratamiento con docetaxel, doxorrubicina, olaparib y topotecan (Rottenberg 

et al., 2007; Zander et al., 2010). Además, en células MES, la deficiencia de BRCA1 

aumentaba la sensibilidad a los agentes alquilantes: mitomicina C y cisplatino 

(Bhattacharyya et al., 2000). Por otro lado, la restitución de la expresión de BRCA1 en 

células MEF aumentó la resistencia a distintos agentes derivados del platino (Moynahan 

et al., 2001). Del mismo modo, otros estudios demostraron que la disminución de la 

expresión de BRCA1 en células de cáncer de mama aumentaba la resistencia al inhibidor 

de la topoisomerasa II, etopósido (Lafarge et al., 2001; Quinn et al., 2003). En oposición, 

también en células de cáncer de mama la expresión de BRCA1 aumenta la sensibilidad a 

taxol y otros derivados del taxol, como el paclitaxel y la vincristina (Fedier et al., 2003; 

Quinn et al., 2003). Finalmente, la disminución en la expresión de BRCA1 en estas células 

aumentó la resistencia a tamoxifeno (Wen et al., 2009). 

Estos resultados llevaron a algunos autores a adjudicarle a BRCA1 un rol definido en la 

respuesta a agentes quimioterapéuticos, aumentando la resistencia de células tumorales 

a agentes que causan daño en el ADN y, por otro lado, aumentando la sensibilidad a 

agentes que alteran la estructura de los microtúbulos (Murray et al., 2007) (Figura 11).  

 

 

 

 

Figura 11.  Modelo de regulación de la respuesta al daño en el ADN por BRCA1. BRCA1  aumenta la 
resistencia a agentes que dañan el ADN induciendo arresto del ciclo celular en fase S y G2/M con la 
consiguiente reparación del ADN. En cambio, BRCA1 aumenta la sensibilidad a agentes que alteran la 
estructura de los microtúbulos activando el punto de control de mitosis y activando vías pro-apoptóticas 
(Figura extraída de (Kennedy et al., 2004)). 
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Sin embargo, Tassone y col. demostraron que en líneas celulares de cáncer de mama, la 

expresión de BRCA1 aumentaba la sensibilidad al agente genotóxico doxorrubicina, 

además del paclitaxel (Tassone et al., 2003). Además, en células DU-145 de PCa BRCA1 

aumentó la sensibilidad a la doxorrubicina, la camptotecina y el taxol, en tanto que en 

líneas celulares de cáncer de mama la expresión de BRCA1 disminuyó la sensibilidad a 

doxorrubicina (Fan et al., 1998b; Fan et al., 2001a). 

Si bien el rol preciso de BRCA1 en la sensibilidad a agentes quimioterapéuticos se 

encuentra en discusión, todos estos trabajos demuestran claramente que BRCA1 modula 

la sensibilidad a distintos agentes. Sin duda, el efecto final de BRCA1 en la respuesta a 

dichos agentes debe ser dependiente del tipo de droga y tejido celular. Basados en estos 

resultados, recientemente comenzaron a realizarse estudios retrospectivos para analizar 

si los pacientes con tumores asociados a BRCA1 presentan respuestas diferenciales a los 

tratamientos quimioterapéuticos. En efecto, los cánceres de mama deficientes en BRCA1 

responden mejor al tratamiento con análogos del platino, como el cisplatino, y a 

inhibidores de la poli-ADP ribosa polimerasa (PARP) (Bhattacharyya et al., 2000; Foulkes, 

2006). Por eso, el tratamiento con estos agentes quimioterapéuticos comenzó a utilizarse 

en terapias co-adyuvantes para pacientes portadores de mutaciones en BRCA1, en 

reemplazo de las terapias hormonales co-adyuvantes (Fasano and Muggia, 2009). Sin 

embargo, estos tumores suelen tornarse resistentes al tratamiento con cisplatino. 

Recientemente, dos grupos de investigación demostraron que la resistencia adquirida a 

análogos del platino y a inhibidores de PARP de los tumores que no expresaban BRCA1, 

se debe en realidad a la re-expresión de BRCA1 debido a mutaciones intragénicas que 

corrigen el marco abierto de lectura del gen mutado (Swisher et al., 2008; Wang and Figg, 

2008). En consecuencia, para lograr la completa erradicación de los tumores que poseen 

baja expresión o mutaciones en BRCA1, es necesario identificar nuevas drogas o 

combinaciones que actúen selectivamente sobre aquellas células tumorales con 

expresión de BRCA1.  

En resumen, el entendimiento de los mecanismos por los cuales BRCA1 modula la 

sensibilidad a los agentes quimioterapéuticos, permitirá el diseño racional de nuevas 

estrategias en el tratamiento del cáncer. En este trabajo de tesis nos propusimos 

investigar estos mecanismos.  
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3.5. BRCA1 como co-regulador de la transcripción 

Si bien hasta el momento no se conocen secuencias consenso de pegado al ADN para la 

proteína BRCA1, existen numerosos indicios indicando que BRCA1 puede actuar como 

un co-regulador transcripcional. La primer evidencia de que BRCA1 actúa co-regulando la 

transcripción fue utilizando fusiones híbridas de BRCA1 con el dominio de unión al ADN 

de GAL4 en ensayos de genes reporteros (Chapman and Verma, 1996; Monteiro et al., 

1996). De esa manera determinaron que el dominio BRCT de BRCA1 es capaz de activar 

la transcripción de promotores dependientes de GAL4 (Chapman and Verma, 1996; 

Monteiro et al., 1996). Además, con este mismo ensayo se comprobó que las mutaciones 

de la proteína que se asocian a tumores, inhibían la activación transcripcional de BRCA1, 

sugiriendo que el rol de BRCA1 en la regulación de la transcripción es crucial para en el 

proceso de tumorigénesis (Somasundaram, 2003).  

Otra evidencia importante para el rol de BRCA1 como co-regulador de la transcripción es 

que BRCA1 forma parte de la maquinaria basal de la transcripción, a través de su 

interacción con distintos componentes de la misma; en especial, BRCA1 interacciona con 

la helicasa A (Anderson et al., 1998; Somasundaram, 2003). Se determinó que BRCA1 se 

asocia a la forma hiperfosforilada de la subunidad p220 de la holoenzima, regulando su 

estado de fosforilación a través de la quinasa activada por CDK (CAK).  

La proteína BARD1 también se encuentra asociada al complejo de la RNA polimerasa II. 

Dado que el heterodímero BRCA1-BARD1 presenta actividad ubiquitina ligasa, se postuló 

que dicho complejo podría activarse luego del daño en el ADN, llevando a la 

ubiquitinación y degradación de distintos componentes del complejo de la RNA 

polimerasa II (Rosen et al., 2006). Recientemente, se demostró que BRCA1 ubiquitina el 

complejo de pre-iniciación transcripcional, impidiendo que los factores de transcripción 

TFIIH y TFIIE se asocien a la maquinaria basal activando la transcripción (Murray et al., 

2007). De la misma forma, el complejo BRCA1:BARD1  inhibe el procesamiento del ARN 

en respuesta al daño en el ADN, ya que, interacciona con el factor de poliadenilación 

CstF, inhibiendo su función (Kleiman and Manley, 2001; Rosen et al., 2006). BRCA1 

también interacciona con NUFIP y con el factor de elongación, P-TEFb, y, de esta manera 

estimula la actividad de la RNA polimerasa II, en un mecanismo dependiente de la ciclina 

T1 (Cabart et al., 2004; Rosen et al., 2006). 
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Además, BRCA1 interacciona con distintos componentes de la maquinaria de 

remodelación de la cromatina, como BRG1, una subunidad dependiente de ATP del 

complejo SWI/SNF; proteínas que intervienen en la acetilación de histonas, como 

CBP/p300 y numerosas deacetilasas de histonas, como HDAC, HDAC2, RbAp46 y 

RbAp48 (Wang et al., 2000b).  

Asimismo, BRCA1 interacciona con numerosos co-reguladores transcripcionales, como 

Rb, CtIP, LMO4, p65/Rel A, ATF1, Oct-1, ZBRK1, c-Myc, STAT1, FHL2, NFE2L2 y p53 

(Rosen et al., 2006; Somasundaram, 2003; Wang et al., 2000b), siendo así capaz de 

funcionar como un activador o represor transcripcional. En particular, en respuesta al 

daño en el ADN, BRCA1 estabiliza y estimula la actividad transcripcional de p53 (Zhang et 

al., 1998), induciendo el subgrupo de genes blanco de p53 que intervienen en la 

reparación del daño en el ADN y en el arresto del ciclo celular, sin afectar aquellos genes 

regulados por p53 que están involucrados en apoptosis (Lee et al., 2003; MacLachlan et 

al., 2002; Rosen et al., 2006).  

 

 

 

Finalmente, además de su asociación con los reguladores transcripcionales, distintos 

estudios de expresión génica sugieren que BRCA1 podría regular la transcripción de 

genes que intervienen en la regulación del ciclo celular, respuesta al daño en el ADN y 

apoptosis, entre otros procesos biológicos, como se detalló en las secciones anteriores 

(Fan et al., 1999; Somasundaram, 2003). Por ejemplo, BRCA1 regula la expresión de 

Figura 12.  Resumen de las funciones de BRCA1 en la regulación de la transcripción. (Figura extraída de 
(Rosen et al., 2006)) 



Introducción 

41 
 

p21WAF1/CIP1, GADD45 (Fan et al., 2002; Harkin et al., 1999; Hartman and Ford, 2002; 

MacLachlan et al., 2000b; Mullan et al., 2001), 14-3-3 (Aprelikova et al., 2001), p27KIP1 

(Williamson et al., 2002), DDB2 (El-Deiry, 2002; Hartman and Ford, 2002), XPC (Hartman 

and Ford, 2002), BAX, Fas, INF-(Benezra et al., 2003), TNF-(Houvras et al., 2000), 

ciclina B1 (MacLachlan et al., 2000; Maor et al., 2000) y IGF1 (Maor et al., 2000). La 

Figura 12 resume las vías transcripcionales que son reguladas por BRCA1. 

En base a estas evidencias es fácil deducir que BRCA1 podría estar involucrado en 

diversas funciones celulares debido fundamentalmente a su función reguladora de 

transcripción. Por lo tanto, en este trabajo de tesis todos nuestros estudios estarán 

focalizados en este rol de la proteína BRCA1 en el PCa.  

 

4. Regulación de la expresión de BRCA1 

En el cáncer de mama, se estima que el 10% de los tumores se asocian con la historia 

familiar, siendo las familias portadoras de mutaciones en BRCA1 las responsables del 

80% de estos casos. Si bien en el 90% restante de los casos no se encuentran 

mutaciones en este gen, en la mayoría (40%) se observa una disminución en la expresión 

de BRCA1 en los tumores, que es atribuible a silenciamiento epigenético (Turner et al., 

2007).  

Numerosos estímulos regulan la transcripción de BRCA1 como los agentes genotóxicos, 

las hormonas mitogénicas y la hipoxia (Andres et al., 1998; Bindra et al., 2005; Gudas et 

al., 1995). En particular se observó que en células de cáncer de mama, el tratamiento con 

doxorrubicina (inhibidor de la topoisomerasa II), camptotecina (inhibidor de la 

topoisomerasa I) o radiación UV reprimen la expresión de BRCA1 (Andres et al., 1998). 

Sin embargo, esta represión provocada por agentes genotóxicos depende de la presencia 

de p53 funcional, ya que no ocurre en células transfectadas con dominantes negativos de 

p53 (Andres et al., 1998).  

Se demostró además que la exposición a hipoxia disminuye la expresión de BRCA1 y 

este efecto inhibitorio podría explicar porqué en estas condiciones se bloquean los 

mecanismos de recombinación homóloga, lo que conlleva a un aumento en la estabilidad 

genómica (Bindra et al., 2005).  
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Debido a que BRCA1 se asocia a un aumento en el riesgo de contraer cáncer de mama y 

debido a que esta proteína interacciona con el receptor de estrógenos (ER), varios grupos 

de trabajo estudiaron la regulación del promotor de BRCA1 por estrógenos y 

progesterona. Se determinó que la estimulación con estrógenos induce la expresión de 

BRCA1 en células de cáncer de mama (Di et al., 2010; Gudas et al., 1995). Sin embargo, 

el mecanismo involucrado en esta inducción no se ha esclarecido completamente.  

Una posibilidad que podría explicar la regulación de la expresión de BRCA1 por 

estrógenos, es que este efecto esté mediado por un mecanismo indirecto debido al 

aumento en la velocidad de mitosis, ya que hasta el momento no se encontraron 

secuencias consenso de unión del ER en el promotor de BRCA1 pero sí se detectaron 

variaciones en la expresión de este gen a lo largo del ciclo celular (Gudas et al., 1995). 

Otros grupos proponen que esta regulación se debe a la asociación directa del ER al 

promotor de BRCA1 a través de elementos de respuesta a estrógenos (ERE) de baja 

homología o a través de elementos AP1 (Norris et al., 1995; Webb et al., 1995). También 

se postuló que la inducción de BRCA1 por estrógenos involucra cambios 

conformacionales en su promotor.  Así, se observó que cuando la actividad del promotor 

está reprimida, existe una interacción entre los extremos 5´ y 3´ de la secuencia 

codificante, en cambio, luego del tratamiento con estrógenos, esta interacción se altera y 

se abre la conformación de loop lo cual activa la transcripción de BRCA1 (Tan-Wong et 

al., 2008). Finalmente, en un trabajo reciente se estableció una asociación molecular que 

correlaciona la ingesta calórica u obesidad con la regulación transcripcional por 

estrógenos de BRCA1 (Di et al., 2010) (ver más adelante). 

Como se mencionó anteriormente, la estructura del promotor de BRCA1 es compleja 

debido a que es un promotor bidireccional que regula la expresión de BRCA1 y de otro 

gen: Near BRCA1 (NBR2). Ambos genes se encuentran separados por alrededor de 250 

pb que representan la región proximal del promotor. Algunos estudios sugieren que la 

regulación de los mismos es recíproca, ya que elevados niveles de expresión de BRCA1 

suelen estar acompañados de bajos niveles de expresión de NBR2, lo cual puede 

explicarse por la competencia de ambos promotores por la ARN polimerasa II (Mueller 

and Roskelley, 2003). Sin embargo, dicha correlación no es regla general en la regulación 

de BRCA1, ya que en algunos casos variaciones en la actividad transcripcional de BRCA1 

no implican cambios en la expresión de NBR2 (Di et al., 2010).  
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Si bien el promotor de BRCA1 no contiene secuencias consenso TATA box, experimentos 

de deleción y mutagénesis demostraron la funcionalidad de numerosas secuencias 

consenso a lo largo de este promotor, como por ejemplo motivos para Sp1, sitios de unión 

a elementos de respuesta a cAMP (secuencias CREB) y sitios de unión del receptor de 

estrógenos (ERE) (Bindra and Glazer, 2006). Además se observó que algunas secuencias 

distales del promotor de BRCA1 son importantes para la regulación positiva o negativa de 

su transcripción, si bien todavía se desconoce los factores de transcripción que se 

asocian a estas regiones (Bindra and Glazer, 2006).  

Varios estudios demostraron que los miembros de la familia E2F/Rb regulan la expresión 

de BRCA1. La familia de factores de transcripción E2F puede dividirse en aquellos 

factores que clásicamente se conocen como activadores transcripcionales (E2F1-3a) y 

represores transcripcionales (E2F3b-5, 6-8). El efecto de estos factores de transcripción 

depende de su interacción con los miembros de la familia Dp (Dp1 y Dp2) y de las 

proteínas represoras Rb, p130 y p107. Rb se asocia a E2F1, en tanto que p130 y p107 se 

asocian preferentemente con E2F4 y E2F5, y de esta manera reclutan otros factores de 

transcripción llevando a la represión de los promotores blanco. En el caso de E2F6, este 

factor puede inhibir la transcripción de un modo independiente de su interacción con estas 

proteínas (Attwooll et al., 2004; Bindra and Glazer, 2006; Wang et al., 2000a). 

Wang y col. demostraron que E2F1 y Rb regulan la expresión de BRCA1 en células de 

cáncer de mama (Wang et al., 2000a). La asociación de E2F1 a una secuencia consenso 

de unión a E2F1, ubicada a -27bp del sitio de inicio de la transcripción (TSS), activa al 

promotor de BRCA1, en tanto que Rb, al asociarse a E2F1, reprime la transcripción de 

BRCA1 (Wang et al., 2000a). 

Bindra y col. demostraron que E2F4 y p130/p107 se asocian al promotor de BRCA1 

reprimiéndolo, en células de cáncer de mama. Esta interacción requiere de la presencia 

de dos sitios adyacentes de unión a E2F en el promotor de BRCA1, el sitio E2FB y el sitio 

E2FA, ubicado a aproximadamente 25 pb río arriba del anterior. La mutación de 

cualquiera de estos sitios suprimió la represión del promotor de BRCA1 (Bindra and 

Glazer, 2006).  

Los factores de la familia E2F/Rb también explican la represión de BRCA1 en respuesta a 

hipoxia severa. La exposición a hipoxia disminuye la asociación de E2F1 al promotor de 
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BRCA1 y aumenta la ocupación de E2F4/p130 en dicho promotor, lo cual correlaciona con 

la represión transcripcional de BRCA1 (Bindra et al., 2005).  

Como se explicó previamente, la regulación de BRCA1 por estrógenos ha sido 

ampliamente estudiada. Si bien es posible que todos estos mecanismos mencionados 

anteriormente intervengan en la regulación de BRCA1 por estrógenos, la causa última de 

esta regulación debe ser un cambio en los factores de transcripción asociados a BRCA1. 

Recientemente se encontró que la familia de proteínas E2F/Rb participa en la regulación 

de BRCA1 por estrógenos. Di y col. encontraron que en ausencia de estrógenos, BRCA1 

es reprimido por un complejo multiproteico que incluye p130, BRCA1, HDAC1, CtBP, 

CtIP, E2F1, E2F4, Rb y p300 (Di et al., 2010). En presencia de estrógenos, disminuye la 

asociación de HDAC1, p130, BRCA1, CtIP, CtBP, E2F-1 and E2F-4 al promotor de 

BRCA1, con el consiguiente aumento de histona 3 y 4 acetiladas en el promotor proximal 

de BRCA1 y la activación de la transcripción (Di et al., 2010). La asociación de CtBP al 

promotor de BRCA1 no había sido descripta previamente e implica un nuevo tipo de 

regulación para este gen donde además de la estimulación por estrógenos, variaciones en 

la relación NAD+/NADH llevarían a la liberación de CtBP del promotor de BRCA1 y el 

consecuente aumento en su expresión, de modo que la ingesta calórica sería un nuevo 

estímulo regulatorio de los niveles de BRCA1 (Di et al., 2010).  

En resumen, el entendimiento de los factores que regulan la expresión de BRCA1 es 

crucial para entender los mecanismos por los cuales BRCA1 se encuentra reprimida en 

los tumores, así como también para el esclarecimiento de las funciones celulares en los 

que esta proteína está involucrada, fundamentalmente la respuesta a los agentes 

quimioterapéuticos. Por lo tanto en este trabajo de tesis estudiaremos algunos aspectos 

de la regulación transcripcional de BRCA1 en el PCa.  
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1. Hipótesis y objetivo general 

 

El cáncer de próstata humano es la segunda causa de muerte del hombre en el mundo. 

La terapia contra esta enfermedad se basa principalmente en la deprivación de 

andrógenos, ya que los tumores inicialmente crecen dependientes de hormonas. 

Desafortunadamente, esta terapia es paliativa ya que la mayoría de los tumores siguen 

progresando adaptándose al bloqueo de andrógenos tornándose refractarios a la terapia. 

Esta última etapa de la enfermedad es incurable. Por lo tanto, el desarrollo de nuevas 

estrategias terapéuticas es inminente y para ello es necesario un mejor entendimiento de 

los mecanismos moleculares del PCa.  

El gen de la susceptibilidad del cáncer de mama (BRCA1) es un gen supresor de tumores 

y recientemente se encontró que mutaciones en este gen confieren un riesgo alto para 

varios tipos de cánceres que responden a hormonas, como cáncer de mama y ovario 

(Rosen et al., 2005). En el caso del PCa, mutaciones en BRCA1 se asocian a un peor 

pronóstico (Gallagher et al., 2010) y a un desarrollo mas agresivo de la enfermedad 

(Agalliu et al., 2009). Además, BRCA1 interactúa directamente con el receptor de 

andrógenos que es un factor de transcripción regulador clave del crecimiento del epitelio 

prostático normal y tumoral. También se publicó que BRCA1 modula la proliferación, la 

quimiosensibilidad, la reparación del ADN, la apoptosis y la transcripción en células del 

cáncer de próstata humanas. Todos estos hallazgos son consistentes con una posible 

función supresora tumoral de BRCA1 en el cáncer de próstata. Nuestra hipótesis es que 

la actividad supresora tumoral de BRCA1 se debe a su capacidad de regular la 

transcripción y la expresión de BRCA1 modula la respuest a celular a la terapia 

contra el cáncer.  

Creemos que dilucidar los mecanismos moleculares que involucran a BRCA1 facilitará el 

diseño y el desarrollo de nuevas herramientas para el diagnóstico y la terapia de esta 

enfermedad. 

Por lo tanto, el objetivo general de este proyecto es dilucidar el ro l de BRCA1 en el 

PCa.  
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2. Objetivos específicos 

 

Objetivo 1:  Investigar el mecanismo de autorregulación de la transcripción de 

BRCA1 en el PCa. 

 

Objetivo 2:  Estudiar el efecto de BRCA1 en la respuesta al estrés genotóxico en el 

PCa. 

 

Objetivo 3:  Estudiar el rol de BRCA1 como regulador transcripcional en el PCa. 

 

Objetivo 4:  Estudiar el mecanismo de regulación transcripcional de GADD153 por   

BRCA1. 

 

Objetivo 5:  Estudiar el rol de GADD153 en la sensibilidad a agentes genotóxicos en 

el PCa. 
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1. Cultivo de células 

1.1. Condiciones de crecimiento de las líneas celulares 

Las líneas celulares de PCa PC3, LNCaP, C4-2, 22Rv1, HEK293, HEK293LTV, T Jurkat y 

sus clones derivados por transfección estable, se cultivaron en medio de cultivo RPMI 

1640 (Invitrogen) suplementado con L-glutamina, 0,2% m/V de bicarbonato de sodio, 10% 

suero fetal bovino (SFB) y antibióticos (100 U/ml de penicilina, 100 g/ml de 

estreptomicina y 0,5 g/ml de anfotericina) en estufa a 37°C con una atmósfer a húmeda 

de CO2 5%. 

La línea celular de osteosarcoma Saos-2, se cultivó en medio McCoy's 5a modificado 

(Invitrogen) suplementado con L-glutamina, 0,2% m/V de bicarbonato de sodio, 15% de 

SFB y antibióticos (100 U/ml de penicilina, 100 g/ml de estreptomicina y 0,5 g/ml de 

anfotericina) en estufa a 37°C con una atmósfera húmeda de CO 2 5%. 

En el caso de las líneas celulares derivadas por transfección estable, las mismas se 

crecieron en medio de cultivo suplementado con geneticina (G418 – Sigma Aldrich). Las 

células fueron suplementadas con una dosis de G418 de selección durante la generación 

de las líneas celulares y durante una semana cada vez que fueron descongeladas. 

Transcurrido ese período, las células se mantuvieron con una dosis de mantenimiento de 

G418. La generación de las líneas celulares estables PC3 pcDNA3, PC3 pcDNA3 BRCA1, 

PC3 shRNA Scramble, PC3 shRNA BRCA1, LNCaP shRNA Scramble y LNCaP shRNA 

BRCA1 se detalla más adelante en esta sección.  

 

1.2. Mantenimiento de las líneas celulares 

Las líneas celulares adherentes (PC3, PC3 estables, LNCaP, LNCaP estables, 22RV1, 

C4-2, HEK293 y HEK293LTV) se crecieron en placas de 100 mm de diámetro con 5 ml de 

medio de cultivo. Cuando los cultivos alcanzaron un 90% de confluencia se repicaron 

realizando dos lavados con 5 ml de PBS (NaCl 137 mM; KCl 2,68 mM; Na2HPO4 10,1 mM; 

KH2PO4 1,76 mM pH = 7,4) y una incubación con 1 ml de tripsina (0,25% en PBS) durante 

1-3 min en estufa a 37°C y CO 2 5%. El efecto de la tripsina se interrumpió por dilución con 

medio de cultivo. 
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En el caso de la línea celular en suspensión Jurkat se mantuvieron en medio de cultivo a 

concentraciones entre 5104 células/ml y 2105 células/ml. Los repiques celulares se 

realizaron por resuspensión y dilución en medio fresco de cultivo.  

Todas las líneas celulares se mantuvieron en cultivo para realizar experimentos entre los 

pasajes 20 y 50.  

Las líneas celulares se mantuvieron en tubos de reserva en nitrógeno líquido generados a 

partir de aproximadamente 3106 células en un 1 ml de SFB suplementado con 7% de 

dimetilsulfóxido (DMSO). Cada vez que fue necesario los criotubos se descongelaron de 

manera rápida por incubación en baño a 37°C transfir iéndolas al medio de cultivo previo 

lavado para eliminar el DMSO.  

 

2. Tratamientos con agentes genotóxicos 

2.1. Tratamiento de células con UV  

A las líneas celulares LNCaP y PC3, con una confluencia aproximada del 80%, se les 

removió el medio de cultivo y se expusieron con la placa abierta a distintas potencias de 

una lámpara UV Philips ultraviolet lamp TUV15WG15T8, calibrada para enviar 0,25 

mJ/cm2s 254 nm rango 240-280 nm (Scassa et al., 2007). Con el fin de determinar las 

condiciones óptimas de exposición sin generar excesiva apoptosis o necrosis, las células 

se expusieron a distintas potencias de acuerdo a la siguiente fórmula, tal como fue 

previamente descripto por Scassa y col (Scassa et al., 2007): 

Potencia = 2,5 J/m2 X seg         (1) 

Una vez finalizada la exposición, se volvió a colocar el medio de cultivo, se incubó a 37°C 

con CO2 5 % durante una hora y se cosecharon las células.  

 

2.2. Tratamiento de células con agentes quimioterapéuticos 

La doxorrubicina (Laboratorios Rontag) se reconstituyó con DMSO a una concentración 

100 mM. La solución de etopósido 1 mg/ml fue gentilmente cedida por el Dr. Eduardo 

Cánepa (FCEN, UBA).  

Para tratar a las células, cada solución stock se diluyó con DMSO hasta llegar a una 

concentración 1000X con respecto a la concentración final requerida en cada experimento 
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y luego se diluyó con medio de cultivo a la concentración deseada (dilución 1:1000). De 

esta manera las células se incubaron con distintas dosis de estas drogas 

quimioterapéuticas a diferentes tiempos como se indica para cada experimento.  

Para el control las células se incubaron con DMSO diluído en medio de cultivo (1:1000). 

 

3. Obtención de plásmidos 

3.1. Plásmidos   

Los plásmidos utilizados se describen a continuación: 

 pGL3:  es un plásmido que contiene el gen de la luciferasa y río arriba el sitio de 

clonado con varios sitios de corte para enzimas de restricción (Figura 13). Dicho plásmido 

fue cedido gentilmente por Dr. Kevin Gardner (NCI,  NIH, Bethesda, USA). 

 

 pGL12:  es un plásmido reportero (pGL3 Basic) con 270 pb del promotor de BRCA1 

clonado río arriba del TSS del gen de la luciferasa, cedido gentilmente por el Dr. Kevin 

Gardner (NIH, USA) (Xu et al., 1997). 

 pGL35:  es un plásmido reportero (pGL3 Basic) con 900 pb del promotor de BRCA1 

clonado río arriba del TSS del gen de la luciferasa, clonado por la Dra. Adriana De Siervi 

(De Siervi et al., 2010). 

 GADD153-luc : es un plásmido reportero (pGL3 Basic) que contiene clonado, río 

arriba del TSS del gen de la luciferasa, 900 pb del promotor de GADD153. Dicho plásmido 

fue cedido gentilmente por Dr. Kevin Gardner (NCI,  NIH, Bethesda, USA) (Smith et al., 

2004). 

 pGL3.BRCA1-luc full length:  Este plásmido fue gentilmente cedido por el Dr. 

Glazer y es el plásmido control de las tres siguientes construcciones (Bindra and Glazer, 

2006). 

Figura 13.  Mapa del plásmido pGL3-Basic 
indicando el cDNA que codifica para la luciferasa 
de luciérnaga (luc+); la resistencia para ampicilina 
(Ampr); el origen de replicación para E. coli (ori); y 
el origen de replicación para bacteriófagos.  
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 pGL3.BRCA1-luc M2 (sitio E2FA mutado):  En este plásmido el promotor de 

BRCA1 contiene una mutación en la secuencia consenso de pegado de E2F distal, 

ubicada desde -32pb hasta -40bp del TSS. Fue gentilmente cedido por el Dr. Glazer 

(Bindra and Glazer, 2006). 

 pGL3.BRCA1-luc M3 (sitio E2FB mutado):  Este plásmido presenta una mutación 

en la secuencia consenso de unión a E2F proximal, ubicada desde -10pb hasta -19 pb del 

TSS. Fue gentilmente cedido por el Dr. Glazer (Bindra and Glazer, 2006). 

 pGL3.BRCA1-luc M23 (sitio E2FA/B mutados):  Este plásmido presenta ambos 

sitios de unión a E2F del promotor de BRCA1 mutados. Fue gentilmente cedido por el Dr. 

Glazer (Bindra and Glazer, 2006). 

 pcDNA3 (Invitrogen):  es un plásmido de expresión que contiene un promotor fuerte 

(pCMV) y un sitio de clonado con varios sitios de corte para enzimas de restricción como 

se indica en la Figura 14. 

 

 pcDNA3-BRCA1 wt : es un plásmido de expresión que contiene un promotor fuerte 

(pCMV) y clonado el ADNc completo de BRCA1 wild type. Dicho plásmido fue cedido 

gentilmente por Dr. Kevin Gardner (NCI,  NIH, Bethesda, USA)(Aprelikova et al., 1999). 

 shRNA scramble = pKD (Upstate):  plásmido de expresión de siRNA en 

mamíferos. Este plásmido contiene un sitio de clonado donde se coloca la secuencia 

“scramble” (mezclada) o la secuencia de un gen cuya expresión se quiere silenciar. Se lo 

utiliza como control negativo de silenciamiento de genes. Ver esquema en la Figura 15. 

Figura 14.  Mapa del plásmido pcDNA 3.1 indicando el sitio de 
múltiple clonado; el promotor  de citomegalovirus (Pcmv); la 
resistencia para ampicilina (Ampicilin) y para neomicina 
(Neomycin); el origen de replicación para E. coli (pUC ori); y el 
origen de replicación para bacteriófagos (f1 ori).  
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 shRNA BRCA1 = pKD shBRCA1 (Upstate):  Este plásmido contiene una 

secuencia en el sitio de clonado del gen BRCA1 que silencia la expresión del mismo.  

 pGIPZ shRNA Scramble (Open Biosystems):  Este plásmido contiene la 

secuencia para un shRNA Scramble bajo el mando del promotor CMV entre dos sitios 

LTVs, por lo que puede ser empaquetado en un vector lentiviral (Figura 16).  

 

 

 

 pGIPZ shRNA E2F1 A (Open Biosystems):  Este plásmido codifica para un 

shRNA contra E2F1 (shRNA E2F1 A).  

 pGIPZ shRNA E2F1 B (Open Biosystems):  Este plásmido codifica para un 

shRNA contra E2F1 (shRNA E2F1 B) distinto del A. 

 pcDNA3 E2F1:  Es un plásmido de expresión para el ADNc de E2F1 de tipo salvaje 

que fue gentilmente cedido por el Dr. Doron Ginsberg (Jiao et al., 2005).  

 pcDNA3 E2F1 (E132):  Es un plásmido de expresión para el ADNc de E2F1 

dominante negativo que contiene una mutación que anula el sitio de unión al ADN de 

E2F1. El mismo fue gentilmente cedido por el Dr. Doron Ginsberg (Jiao et al., 2005). 

Figura 15.  Mapa del plásmido pKD 
indicando el sitio de múltiple clonado; el 
promotor  (H1 RNA polymerase III); la 
resistencia para ampicilina (Ampicilin); el 
origen de replicación para E. coli (pUC ori) y 
el origen de replicación para bacteriófagos 
(f1 ori).  

Figura 16.  Mapa del plásmido pGIPZ el promotor  de citomegalovirus (CMV); la resistencia para 
ampicilina (Ampr); el origen de replicación para E. coli (pUC Ori) y la resistencia a puromicina (Puror), 
flanqueados por LTR.  
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 pcDNA E2F1 (1-363):  Es un plásmido de expresión para el ADNc de E2F1 

dominante negativo que posee delecionado el sitio de transactivación. El mismo fue 

gentilmente cedido por el Dr. Doron Ginsberg (Jiao et al., 2005). 

 pSPAX2 y pMD2G (Addgene) : Son plásmidos de segunda generación para la 

construcción de partículas lentivirales. El plásmido pSPAX2 (Figura 17) codifica para la 

maquinaria de empaquetamiento viral y el plásmido pMD2G (Figura 18) codifica para las 

proteínas de la envoltura viral. 

 

 

 

3.2. Transformación de plásmidos en bacterias 

Para la transformación de bacterias con plásmidos, en primer lugar se prepararon 

bacterias E. coli DH5α competentes. Para ello se inocularon 10 ml de medio de cultivo LB 

sin ampicilina (peptona o tristona 1% m/V; extracto de levadura 0,5 % m/V y NaCl 1% m/V 

pH = 7,5) con la cepa DH5α de E. coli y se las incubó a 37°C, 16 h con agitación 

constante. Luego se inoculó 40 ml de medio LB con 2 ml del cultivo, y se dejó con 

Figura 17.  Mapa del plásmido psPAX2 que 
codifica para la maquinaria de 
empaquetamiento viral (Gag_HIV). 

Figura 18.  Mapa del plásmido pMD2.G que 
codifica para las proteínas de la envoltura viral 
(bGlob_int y VSV-G). 
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agitación a 37°C durante 2 h (hasta densidad óptica d e 0,4-0,5 a 600 nm). El cultivo se 

centrifugó a 3.000 rpm, a 4°C durante 5 min. El pelle t se resuspendió en 16 ml de CaCl2 

50 mM frío, se incubó 15 min en hielo y se centrifugó 2 min a 3.000 rpm a 4°C. 

Nuevamente, se resuspendió el pellet en 2 ml de CaCl2 50 mM con glicerol 15 %. Las 

células competentes obtenidas se alicuotaron y se guardaron a -70oC. 

La amplificación de los plásmidos se realizó transformando bacterias competentes. Para 

ello, se incubó ~1 g de plásmido en 100 µl de bacterias competentes en hielo durante 30 

min. Posteriormente, se realizó un shock térmico incubando 2 min a 42°C e 

inmediatamente 5 min en hielo. Luego se agregó 450 µl de LB sin ampicilina y se incubó 

1h a 37°C. Para seleccionar las bacterias transformadas  se rastrillaron 100 µl de cultivo 

en una placa de LB agar con 50 µg/ml de Ampicilina y se incubaron durante 16 h a 37°C. 

Se tomó una colonia con un tip y se creció en 2 ml de medio líquido LB con ampicilina 

durante 4 h. Luego, se inoculó en 100 ml de LB con ampicilina y se crecieron durante 16 h 

a 37°C con agitación. Se preparó un stock con 15 % de  glicerol (400 µl de cultivo con 

bacterias y 100 µl de glicerol 75%) y se guardó a -70°C. El resto del cultivo se utilizó para 

hacer la extracción de ADN plasmídico. 

 

3.3. Obtención y purificación del ADN plasmídico  

La extracción se llevó a cabo por el método de lisis alcalina. Para ello el medio de cultivo 

que contenía las bacterias se centrifugó a 6.000 g 15 min a 4°C (Sorvall SS-34) y el pellet 

se resuspendió en 10 ml de buffer de lisis P1 (Tris base 0,606 % m/V; Na2-EDTA-2H2O 

0,372 % m/V pH = 8; 50 µg/ml de RNasa A). Luego se agregó 10 ml de buffer de 

desnaturalización de ADN P2 (NaOH 0,8 % m/V; SDS 20%), se mezcló por inversión, se 

incubó a temperatura ambiente durante 5 min, y luego se agregó 10 ml de buffer de 

renaturalización P3 (acetato de potasio 29,45 % m/V pH = 5,5). Como existe una gran 

diferencia de tamaño del ADN cromosómico y del plasmídico, éste último de menor 

tamaño, será el único capaz de renaturalizar. Por lo tanto se mezcló la solución por 

inversión y se incubó en hielo durante 20 min para favorecer la renaturalización. Se 

centrifugó a 20.000 g durante 30 min a 4°C conservand o el sobrenadante y se centrifugó 

nuevamente (20.000 g, 15 min). El ADN se precipitó del sobrenadante obtenido con 0,7 

volúmenes de isopropanol y centrifugación durante 30 min (15.000 g, 4°C).  El pellet de 

ADN plasmídico se lavó con 5 ml de etanol 70 %, se centrifugó (10 min, 15.000 g), se 



Materiales y Métodos 

56 
 

secó y se resuspendió en 300-500 µl de buffer TE pH=8. El plásmido aislado se cuantificó 

por espectrofotometría midiendo la absorbancia a 260 nm en un espectrofotómetro 

(GeneQuant Pro).  

 

4. Generación de líneas celulares estables 

Antes de generar las líneas celulares estables se determinaron las dosis de selección y 

mantenimiento de G418 (geneticina) óptima para cada línea celular (PC3 o LNCaP). La 

dosis de mantenimiento de G418 se definió como la mínima concentración de antibiótico 

necesaria para eliminar el 100% de las células de tipo salvaje (no transfectadas), y fue de 

100 g/ml, en el caso de las células PC3 y de 200 g/ml, para la línea celular LNCaP. La 

dosis de selección fue el doble de la dosis de mantenimiento en ambos casos.  

Las líneas celulares PC3 pcDNA3 BRCA1 que sobre-expresa BRCA1 y su control (PC3 

pcDNA3) se generaron por transfección utilizando 5 l del reactivo comercial 

Lipofectamine 2000 (Invitrogen) con 10 g del plásmido pcDNA3 BRCA1 y pcDNA3, 

respectivamente.  

En el caso de las líneas celulares que tienen silenciada la expresión de BRCA1 (PC3 

shRNA BRCA1 y LNCaP shRNA BRCA1) y sus controles (PC3 shRNA Scramble y 

LNCaP shRNA Scramble) se realizó una co-transfección con 3 g del plásmido pcDNA3 y 

15 g de los plásmidos shRNA BRCA1 o shRNA Scramble en relación 1:5, debido a que 

éstos últimos carecen de resistencia para un antibiótico de selección de células de 

mamífero utilizando el reactivo Lipofectamine 2000 (Invitrogen). 

Para la transfección por el método de lipofectamina, las células PC3 o LNCaP se 

crecieron en placas de 60 mm de diámetro hasta un 70 % de confluencia. Las cantidades 

indicadas de los plásmidos, en 50 l de medio RPMI 1640 sin antibióticos ni SFB, se 

incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente. En paralelo, 5 l de Lipofectamine 

2000 (Invitrogen) se incubaron en 50 l de medio RPMI sin antibióticos ni SFB durante 5 

min a temperatura ambiente. A continuación se mezclaron ambas soluciones y 

incubándolas 20 min a temperatura ambiente. Luego, las células se lavaron dos veces 

con PBS y se les agregó 700 l de RPMI 1640 sin antibióticos ni SFB. Los 100 l de la 

mezcla plásmido/Lipofectamine 2000 fueron añadidos gota a gota a las células que fueron 

incubadas 5 h en estufa a 37°C con 5 % de CO 2. Finalmente, se reemplazó el medio de 
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incubación con 5 ml de medio fresco RPMI 1640 con SFB 10% y antibióticos y 24 h más 

tarde, se agregó G418 como antibiótico de selección.  

Alrededor de 10 días post-transfección, se aislaron clones individuales, por tripsinización. 

Finalmente se analizaron los niveles de expresión de BRCA1 a nivel de proteína y a nivel 

de ARN mensajero, por Western blot (WB) y por RT-qPCR (transcripción reversa 

acoplada a PCR en tiempo real), respectivamente.  

 

5. Silenciamiento de la expresión de E2F1 con vectores lentivirales 

La expresión de E2F1 se silenció utilizando vectores lentivirales en células HEK293. Para 

el empaquetamiento lentiviral, las células HEK293LTV se transfectaron por el método de 

Lipofectamina. Para ello, 3,64 g de pSPAX2, 1,45 g de pMD2G y 2,43 g de shRNA 

E2F1 A más 2,43 g de shRNA E2F1 B o 4,86 g de pGIPZ control se mezclaron en 1,5 

ml de medio RPMI 1640 sin antibióticos ni SFB y se incubaron durante 5 min a 

temperatura ambiente. Al mismo tiempo, 60 l de Lipofectamine 2000 (Invitrogen) se 

incubaron en 1,5 ml de medio RPMI 1640 sin antibióticos ni SFB durante 5 min a 

temperatura ambiente. Luego se combinaron ambas soluciones y se incubaron 20 min a 

temperatura ambiente. Alternativamente, se probaron otras masas de plásmidos para 

realizar la transfección que se indican en la Tabla 2. 

Tabla 2. Cantidades de plásmidos utilizadas para transfect ar HEK293LTV 

Protocolo
shE2F1 A shE2F1 B pSPAX pMD2G

4,86 g shRNA E2F1 A,B 2,43 2,43 3,64 1,45
9,72 g shRNA E2F1 A,B 4,86 4,86 7,28 2,9

14,58 g shRNA E2F1 A,B 7,29 7,29 10,92 4,35
19,44 g shRNA E2F1 A,B 9,72 9,72 7,28 2,9

Masa de plásmido ( mg)

 

Las células HEK293LTV crecidas en placas de 100 mm de diámetro hasta un 90% de 

confluencia se lavaron dos veces con PBS y se les agregó 7 ml de RPMI 1640 sin 

antibióticos suplementado con 2% de SFB. Los 3 ml de la mezcla plásmido/Lipofectamine 

2000 se añadieron gota a gota a las células que se incubaron 5 h en estufa a 37°C con 

CO2 5%. Luego el medio de cultivo se reemplazó por 10 ml de RPMI 1640 con 10% de 

SFB y antibióticos. 

El sobrenadante viral se colectó cada 24 h tres veces consecutivas. Finalmente, se 

transducieron las células HEK293 previamente crecidas en placas de petri (100 mm) en 
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un 90% de confluencia, con los sobrenadantes lentivirales filtrados y suplementados con 8 

g/ml de polybrene (Millipore) cada 24 h por tres rondas consecutivas. Luego de 72 h 

post-transducción las células se cosecharon para extracción de proteínas totales o RNA. 

 

6. Silenciamiento de la expresión de GADD153 utilizando siARN 

El silenciamiento de la expresión de GADD153 en células PC3, se llevó a cabo por 

transfección de 50 pmol de un siARN comercial contra GADD153 (Santa Cruz 

Biotechnologies) utilizando el reactivo comercial Lipofectamine 2000 (Invitrogen).  

Brevemente, para la transfección por el método de lipofectamina, las células PC3 se 

crecieron en placas de 60 mm de diámetro hasta un 70 % de confluencia. Se 

resuspendieron 50 pmol de siARN GADD153, o bien, siARN Scramble en 50 l de medio 

RPMI 1640 sin antibióticos ni SFB y se incubaron 5 min a temperatura ambiente. En 

paralelo, 3 l de Lipofectamine 2000 (Invitrogen) se incubaron en 50 l de medio RPMI sin 

antibióticos ni SFB durante 5 min a temperatura ambiente. A continuación se mezclaron 

ambas soluciones y se incubaron por 20 min a temperatura ambiente.  

Las células se lavaron dos veces con PBS y se les agregó 700 l de RPMI 1640 sin 

antibióticos ni SFB. Los 100 l de la mezcla siARN/Lipofectamine 2000 se añadieron gota 

a gota a las células y se incubaron 5 h en estufa a 37°C con CO 2 5%. Finalmente, el 

medio de cultivo se reemplazó por RPMI 1640 con 10% de SFB y antibióticos.  

Se realizaron los tratamientos que se indican en la sección Resultados, de acuerdo a 

cada experimento. En todos los casos, las células se cosecharon 72 h post-transfección.  

 

7. Western blot 

7.1. Aislamiento de proteínas totales para Western blot 

Las células se crecieron en placas (100 mm) y se expusieron a los tratamientos indicados. 

Se descartó el medio de cultivo y se lavaron dos veces con 3 ml de PBS frío con 

inhibidores de proteasas y fosfatasas (NaF 0,375 mM + PMSF 0,5 mM). Las células se 

cosecharon utilizando una espátula (scraper) y 500 µl de PBS con inhibidores, en hielo y 

se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 min a 4˚C. Al pellet de células se le adicionó 200 µl 

de buffer de lisis RIPA [Tris-HCl 50 mM pH = 7,4; NaCl 150 mM; EDTA 20 mM pH = 8; 
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Deoxicolato de Sodio 1%; SDS 0,1%; Triton X-100 0,1%; NaF 0,5 mM; NaVO4 0,8 mM; 

PMSF 0,5 mM y Mammalian Protease Inhibitors (Sigma-Aldrich)]. El lisado se colectó en 

tubos de 1,5 ml, se incubó 10 a 20 min en hielo y se sonicó dos veces durante 10 

segundos a 10 % de potencia, a 4°C en un sonicador Branson Sonifier Cell Disruptor. 

Luego se  centrifugó 20 min a 12000 rpm a 4°C en una centrífuga Sanyo (HAWK 15/05), 

se colectó el sobrenadante y se almacenó a -70°C. 

Se cuantificaron los niveles de proteína totales utilizando el método de Bradford (Bradford, 

1976). Luego, las proteínas totales se diluyeron con buffer de lisis RIPA y buffer de 

siembra (Tris-HCl 10 mM; pH = 8; SDS 1%; Glicerol 4%; Sacarosa 0,146 M y azul de 

bromofenol; DTT 10 mM ó -mercapto etanol 1%) en una concentración de 2 µg de 

proteína/µl y se incubó durante 5-10 min a 90°C, con el objeto de desnaturalizar a las 

proteínas y romper los puentes disulfuro intercatenarios. Las proteínas obtenidas de esta 

manera se utilizaron para el análisis por la técnica de Western blot. 

 

7.2. Cuantificación de proteínas totales 

7.2.1. Método de Bradford 

El método de Bradford se realizó en una placa de 96 pocillos, en la misma se diagramó 

una curva de concentraciones conocidas de seroalbúmina bovina (BSA): 2mg/ml; 1 

mg/ml; 0,5 mg/ml; 0,25 mg/ml; 0,125 mg/ml; 0,0625 mg/ml y 0,03125 mg/ml. Se 

sembraron 10 l de cada dilución por duplicado en una placa de 96 pocillos. Las muestras 

se diluyeron 1:10 con buffer RIPA y se sembraron 10 µl por pocillo por triplicado. 

Posteriormente, se agregaron 200 µl del colorante Bradford y se leyó a 595 nm de 

absorbancia en un lector de ELISA (Microplate Absorbanse Reader, BIORAD) o a 600 nm 

en el lector de ELISA Glomax Multidetection System (Promega). Se realizó la curva de 

absorbancia vs concentración, utilizando las lecturas de los estándares, y por regresión 

lineal se obtuvo la ecuación que relaciona masa de proteína con absorbancia.  

Este método se utilizó para lisados de proteína realizados con buffer de lisis con menos 

de 0.2% de SDS o concentraciones elevadas de DTT.  

 

7.2.2. Método del ácido bicinconínico (BCA) 
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El método del ácido bicinconínico (BCA) para la cuantificación de proteínas se utilizó en 

lugar del método de Bradford, para buffers que contengan más de 0,2 % de SDS.  La 

curva patrón de BSA y la dilución de las muestras se realizaron del mismo modo que para 

la cuantificación por Bradford y se sembraron 10 l por pocillo por duplicado. 

Posteriormente, se agregaron 200 µl del colorante BCA (BCA 98% y CuSO4 2%; Sigma), 

se incubó 30 min a 37°C y se leyó a 570 nm en un le ctor de ELISA (Microplate 

Absorbanse Reader, BIORAD) o a 560 nm en el lector de ELISA Glomax Multidetection 

System (Promega). Se realizó la curva de absorbancia vs concentración, utilizando las 

lecturas de los estándares, y con la pendiente de la curva se calculó la concentración de 

proteínas de las muestras. 

 

7.3. SDS-PAGE: Electroforesis en geles de poliacrilamida en  condiciones 

desnaturalizantes 

Los lisados proteicos (60 µg) se resolvieron por SDS-PAGE conteniendo 6 % de 

poliacrilamida (para resolver proteínas con un peso molecular superior a 150 kDa) o 10-

12% (para resolver proteínas menores a 150 kDa). Para ello, los geles se armaron con 

Buffer (Tris 0,40M pH = 8,8); mezcla de Acrilamida/Bisacrilamida (6-12 %); SDS 0,1%; 

APS 0,1%; TEMED 0,24%V/V. Las muestras de proteínas se resolvieron corriendo en 

paralelo un marcador de peso molecular (2 l de PageRuler Plus Prestained Protein 

Ladder - Fermentas) en una cuba de electroforesis (BIORAD POWERPAC Basic) durante 

1 h a 80 V hasta que las muestras pasen el gel concentrador (Tris 0,128 M; SDS 0,1%; 

Acrilamida/Bisacrilamida 3,85%; APS 0,1%; TEMED 0,2 % V/V; pH = 6,8) y luego a 100 V 

en Buffer de Electroforesis (25 mM Tris; 192 mM Glicina; SDS 0,1%). Las proteínas se 

transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (BIORAD POWERPAC Basic) durante 2:30 

h a 65 V (aproximadamente 300 mA), cuando se corrieron geles 6% y durante 1:30 h a 

250 mA (aproximadamente 45 V) en el caso de los genes 10-12%. En ambos casos la 

solución de transferencia utilizada fue Towbin (Tris 25 mM; Glicina 192 mM; SDS 0,1% pH 

= 8,3) suplementado con 20 % de metanol.  

 

7.4. Western blot 

Para determinar la eficiencia de la transferencia, la membrana se lavó con 5 ml de H2O 

durante 5 min y se incubó con una solución de Rojo Ponceau S 0,1% en ácido acético 
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glacial 5 % por 5 min. El colorante de la membrana se lavó con 5 ml de H2O 5 min y luego 

tres veces con TBS-T (NaCl 150 mM; KCl 2,68 mM; Tris base 24,8 mM; Tween-20 0,05 

%V/V, pH = 7,4) durante 5 min. 

Se procedió a bloquear las proteínas inespecíficas durante 40 min con 10 ml de solución 

de bloqueo (leche descremada en polvo 4% en TBS-T o BSA 4% en TBS-T, en el caso de 

proteínas que se fosforilan, como BRCA1) con agitación. Una vez finalizado el bloqueo, la 

membrana se lavó con TBS-T y se incubó con agitación continua durante 16 h a 4°C con 

el anticuerpos primarios específicos: GADD153 (R20, dilución 1/500), p21WAF1/CIP1 (C-19, 

dilución 1/200), Ciclina D1 (HD11, dilución 1/200), Ciclina E (HE12, dilución 1/200), Ciclina 

A (C-19, dilución 1/200), Ciclina B1 (GNS1, dilución 1/200), Laminina A/C (636, dilución 

1/500) y -actina (I19, dilución 1/1000) de Santa Cruz Biotechnology. Todas las diluciones 

se llevaron a cabo en TBS-T con BSA 0,4 %. El anticuerpo contra la proteína BRCA1 

utilizado es policlonal generado en conejo en el laboratorio del Dr. Kevin Gardner (NCI, 

NIH, USA). 

Transcurrido el tiempo de incubación, se realizaron tres lavados con TBS-T durante 5 min 

con agitación. Luego, se incubó la membrana con el anticuerpo secundario 

correspondiente durante 1-2 h a temperatura ambiente con agitación continua. Todos los 

anticuerpos secundarios fueron diluídos en BSA 0,4 % en TBS-T: anti-conejo HRP 

(dilución 1:5.000), anti-cabra HRP (dilución 1:3.000) o anti-ratón HRP (dilución 1/5.000) de 

Santa Cruz Biotechnology. Finalmente, se realizaron tres lavados con TBS-T durante 10 

min con agitación. 

Las proteínas se detectaron con el reactivo de ECL (Amersham Pharmacia) de acuerdo a 

las indicaciones del proveedor y revelando en el Phosphorimager (Fuji Photo Film Co. 

Ltd., Cypress, CA). Alternativamente la detección se realizó ECL no comercial mezclando 

1,5 ml de Reactivo 1 (luminol 29,7 mM; Tris 68,4 mM pH = 8), 1 ml de Reactivo 2 (4-

iodofenol 18,2 mM; Tris 10,4 mM pH = 8), 100 l de Tris 1M pH = 6,8 en un volumen final 

de 20 ml y agregando en el momento de usar 5 l de H2O2 de 30 volúmenes. 

La densidad de la banda se cuantificó con el programa Image J y los valores 

correspondientes a cada una de las bandas de expresión de proteínas se normalizaron 

con los valores de -actina o Laminina A/C y con el tratamiento control. Cada experimento 

se repitió al menos tres veces.  
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8. Análisis de expresión génica a nivel de ARN mensajero 

8.1. Aislamiento de ARN 

Para el aislamiento del ARN se utilizó el reactivo Tri-Reagent (Genbiotech) como lo detalla 

el fabricante con algunas modificaciones. Las células se crecieron en placas de Petri de 

100 mm o 60 mm y se realizaron los tratamientos correspondientes de acuerdo a cada 

experimento. Al momento de cosechar las células se descartó el medio de cultivo y se 

realizaron dos lavados con 4 ml de PBS. Luego, se colectaron las células utilizando un 

scraper con 500 l de Tri-Reagent y la suspensión celular se homogeneizó 

completamente por pipeteo con tip de p1000 y se incubó a Tamb durante 5 min. Luego se 

añadieron 100 l de cloroformo, se mezcló enérgicamente con vortex durante 15 s y se 

incubó a temperatura ambiente durante 2-3 min. Para acelerar la separación de fases se 

centrifugó a 12.000 rpm 4°C durante 15 min conservand o la fase acuosa que contiene el 

ARN. El ARN se precipitó con 250 l de isopropanol por cada 500 l de Tri-Reagent 

incubando a -20°C durante 30-40 min. Se centrifugó a 1 2.000 rpm a 4°C durante 10 min, 

se descartó el sobrenadante y se lavó el pellet con 1 ml de etanol 75 %. Se centrifugó a 

7.500 rpm a 4°C durante 5 min y se removió el sobren adante. Para eliminar las trazas 

remanentes de etanol, el pellet se secó a 50°C durante 3  min, se resuspendió en 30 l de 

H2O libre de RNAsas y se rehidrató incubando 10 min a 55-60°C. El ARN extraído se 

conservó a -70°C, o bien, se utilizó en reacciones de transcripción reversa. La 

concentración y la pureza del ARN se midió en espectrofotómetro (Gene Quant Pro, 

Amersham Biosciences) midiendo la absorbancia a 260 nm (A260) y a 280 nm (A280). La 

concentración de ARN se calculó utilizando la fórmula:  

Concentración de ARN = 40 X A260 X factor de dilución X g/ml    (2) 

Donde 40 es la constante de Lambert-Beer para una cuba de cuarzo de 1 cm de largo. La 

pureza se calculó realizando el cociente entre A260 y A280, siendo 2 el cociente que 

corresponde a una muestra de ácido nucleico que no contiene impurezas proteicas. Para 

realizar la transcripción reversa se utilizaron siempre concentraciones del ARN mayor a 1 

µg/µl con una pureza mayor a 1,7 lo cual asegura la buena calidad del ADNc.  
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8.2. Obtención del ADNc: Transcripción reversa o retrotrans cripción (RT) 

El ADNc (ADN copia) se sintetizó a partir del ARN total mediate transcripción reversa o 

retrotranscripción (RT) utilizando el kit RevertAid RT (Fermentas) de acuerdo a  las 

instrucciones del fabricante. Para eso, se preparó una mezcla de reacción de acuerdo a la 

siguiente tabla:  

Tabla 3. Protocolo para la retrotranscripción 

Reactivo Volumen Concentración final
ARN 2 g (volumen variable) 0,1 g/l
Oligo dT 0,5 g/l 1 l 0,025 g/l
H2O DEPC Cantidad necesaria -

Buffer 5X 4 l 1X
Inhibidores de RNAsa 20 U/l 1 l 1U/l
dNTP 10mM 2 l 0,5 mM
RevertAid RT 200 U/l 1l 10 U/l
Volumen Final 20 l

 5 min a 65°C

 60 min a 42°C
 5 min 70°C  

Se mezclaron el ARN con el Oligo dT y el agua libre de RNAsas y se desnaturalizaron las 

muestras a 65°C durante 5 min. Luego se le agregó la mezcla de reacción conteniendo el 

buffer de reacción, dNTPs, inhibidores de RNAsas y transcriptasa reversa, tal como se 

indica en la tabla y se incubó durante 60 min a 42°C . La reacción se inactivó a 70°C 

durante 5 min. El ADNc obtenido se utilizó en reacciones de PCR en tiempo real (qPCR) o 

se conservó a -20oC. 

 

8.3. PCR en tiempo real o cuantitativa (qPCR) 

El ADNc se amplificó por qPCR utilizando el kit de Taq DNA Polimerasa (Fermentas). Dos 

microlitros de una dilución 1:20 del ADNc obtenidos en la RT, se amplificaron en una 

mezcla de reacción con buffer de reacción (1X); MgCl2 (2 mM); oligos específicos (0,4 

µM); dNTPs (0,2 mM); 0,025 µl de SYBRgreen y 0,03 U/l de Taq DNA polimerasa 

recombinante (Fermentas) en un volumen final de 25 µl.  

Los primers utilizados se diseñaron con el programa Beacon Designer 5 y se testearon 

con el UCSC Genome Browser Home URL. Las secuencias de los primers específicos 

para cada uno de los genes analizados se encuentran en la Tabla 4. 
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Tabla 4. Secuencia de primers  para amplificar ADNc por qPCR. 

 

 

 

 

 

La reacción de PCR se llevó a cabo en un aparato DNA Engine Opticon (MJ Research). El 

programa de amplificación se detalla a continuación (Figura 19):  

94°C 2 min
92°C 20 s

T  20 sannealing

72°C 20 s
79,5°C 0.03 s

40 ciclos

Lectura de fluorescencia

Curva de “melting” de 65 a 91°C cada 0.2°C  

 

 

Cada reacción de qPCR se realizó por duplicado y cada experimento se repitió al menos 

dos veces. Los datos obtenidos se analizaron utilizando el software Opticon 3 trazando 

una recta en la parte exponencial de la curva de amplificación y obteniendo así los valores 

de CT. El cálculo de la inducción de la expresión de los genes analizados se basa en el 

método del CT (Current Protocols in Molecular Biology). Se estimó el promedio de los 

valores de CT para el gen incógnita y para el NRT (ARN que había sido incubado en las 

condiciones de la reacción de RT, pero en ausencia de la enzima retrotranscriptasa) de la 

siguiente manera: 

                                                                                      (3) 

 

La diferencia en los valores de CT entre cada muestra y el No RT determina el delta-CT 

(ΔCT). Esto se resume en la siguiente expresión:  

                                                                                                          (4) 

                                                                         

Figura 19.  Esquema del protocolo de ciclado para amplificar ADNc específico por qPCR. 

CT = (C  + CT 1 T2)/2

C  =  - T T T C C(NRT) (muestra) 

Gen # NM Primer forward Primer reverse Annealing
BRCA1 NM_007294 5′TGAAATCAGTTTGGATTCTGC3′ 5′CATGCAAGTTTGAAACAGAAC3′ 57
E2F1 NM_005225 5′GGCCAGGTACTGATGGTCA3′  5′GACCCTGACCTGCTGCTCT3′ 60

EP300 NM_001429 5′TCTGGTAAGTCGTGCTCCAA3′ 5′GCGGCCTAAACTCTCATCTC3′ 60
BRCA1 pre-ARNm NM_007294 5′TGGAACAGAAAGAAATGGATTTATCTGC3′ 5′GGAATCCCAAATTAATACACTCTTGTGC3′ 58

FEN1 NM_004111 5’GGCAACCCCGAACCAAGC3’ 5’GCTCATAGAGGCATCAATGGC3’ 60
GADD153 NM_001195056 5’AAGGCACTGAGCGTATCATGTTAAA3’ 5’TTTCAGGTGTGGTGATGTATGAAGA3’ 58

BLM NM_000057 5’GAATGGTTAAGCAGCGATG3’ 5’TCAATACATGGAACTTTCTCAG3’ 60
H3F3B NM_002107 5’AAAGCCGCCAGGAAAAGC3’ 5’CAGACCCACCAGGTACGC3’ 60
BRCA2 NM_000059  5’AAGCATTGGAGGAATATCGTAGG3’ 5’CAGGTTCAGAATTATAGGGTGGAG3’ 58
CCNB2 NM_004701  5’TTCTGATGCCTTGCTCTGC3’ 5’ATGCGTCCATTTATATCTCTTCC3’ 58-actina NM_001101 5'AAGATCATTGCTCCTCCTGAGC3' 5'CATACTCCTGCTTGCTGAT CCA3' 60
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Una vez normalizado y debido al exponente natural de qPCR, los valores son 

transformados a medidas relativas de veces de inducción (VIa) para una mejor 

comparación entre los experimentos:  

                                                                                        (5)                   

 

Luego, se normalizaron nuevamente los niveles de ADNc de las muestras con su 

correspondiente control de carga (-actina) de la siguiente manera:   

                                                                                          (6) 

 

Donde VIb representa las veces de inducción normalizada a -actina. Finalmente, los 

datos se normalizaron respecto al control (VIn). 

Para el cálculo de errores de cada medición se obtuvo el desvío estándar (ds) de las 

mediciones del CT de las muestras tratadas y no tratadas del gen y del control de -actina 

de los datos obtenidos para cada tratamiento: 

                                                                                          (7) 

 

Donde n es el tamaño de la muestra.  

Luego, el error se calculó como la raíz cuadrada de la suma de los errores de los CT de 

las muestras, de los CT de los NRT y de los CT de -actina como se describe en (Smith et 

al., 2004), aplicando la siguiente fórmula: 

                                                                                                            (8)         

y estos datos se multiplicaron por las veces de inducción finales.  

 

9. Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) 

9.1. Crosslink 

Las células se crecieron en placas de Petri de 100 mm a una confluencia del 80 % y se 

trataron de la forma descripta previamente en esta sección. Luego del tratamiento se 

realizó un crosslink de las proteínas y el ADN con 1% de formaldehído con agitación 

VI  = 2a

CT

V  = Ib
V (muestra) Ia
V (actina B) Ia

V  = Ib (n - 1) 
 (C  - T x )2∑  x=1 CT

n

E = [    - (ds/ (ds/ - (ds/C C CT T T) ) ) ]2 2          2       ½

NRT muestra actina
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durante 10 min en hielo, partiendo de 6 placas de 100 mm por cada tratamiento en un 

volumen de 5 ml de medio de cultivo. Las células se incubaron con glicina 125 mM para 

detener el crosslink durante 15 min con agitación en hielo. El medio se descartó y se lavó 

con 3 ml de PBS frío con inhibidores de proteasas y fosfatasas (NaF 0,375 M y PMSF 

0,5 mM). Luego, se removieron las células de la placa con 600 µl del mismo PBS 

utilizando un scraper y se transfirieron a un tubo de 1,5 ml para ser centrifugadas a 3000 

rpm 5 min a 4°C. El pellet se resuspendió en 1 ml de buffer de inmunoprecipitación [IP 

buffer: Tris 50 mM pH = 7,4; NaCl 150 mM; EDTA 5 mM pH = 8; NP40 0,5 %; Triton X-100 

1% e inhibidores de proteasas MPI (Sigma)] por cada 107 células y el ADN se fragmentó 

utilizando el sonicador de tip Branson Sonifier® Cell Disruptor. El sonicado se realizó en 

tubos de 1,5 ml conteniendo 500 l de cada lisado (5106 células) a amplitud 20% durante 

15 s en hielo. A los efectos de lograr un enriquecimiento del ADN en fragmentos de 300 

pb (con fragmentos entre 500 pb y 200 pb) se realizaron repeticiones del sonicado a 

intervalos de 45 s. Así la línea celular PC3 se sonicó 8 veces; la línea celular LNCaP 10 

veces; las células Saos-2 3 veces y las células T Jurkat 20 veces.  

El tamaño del los fragmentos de ADN se chequeó por electroforesis en geles de agarosa 

1% como se indica más adelante. Finalmente se centrifugó a 12.500 rpm, durante 20 min 

a 4oC y el sobrenadante se lo utilizó para realizar la inmunoprecipitación de cromatina. 

 

9.2. Electroforesis en gel de agarosa 

Previamente a la inmunoprecipitación, en primer lugar se chequeó la fragmentación del 

ADN a partir de 30 l de los lisados que fueron sometidos al crosslink. La extracción de 

ADN se realizó por el método de Fenol:Cloroformo:Isoamílico (25:24:1), como se detalla 

más adelante.  

En una cuba de electroforesis horizontal (Wide Mini-Sub GT, BioRad) se armó un gel de 

agarosa 1 % con bromuro de etidio (0,01 g/ml) en buffer de electroforesis TAE (Tris-

Acetato 40 mM pH = 8; EDTA 1 mM). Se sembraron 12 l de muestra conteniendo 2 l de 

buffer de siembra (glicerol 50%; EDTA 50 mM pH = 8; SDS 10 %; orange G 0.2 % m/V) y 

2 l de un marcador de peso molecular de 100 pb (Productos Bio-Lógicos) y 2 ml de un 

marcador de 1 kb (Productos Bio-Lógicos). La  electroforesis se realizó a 100 V durante 

30 min, utilizando una fuente de poder PowerPac Basic (BioRad). La corrida se visualizó y 
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fotografió en un transiluminador de luz UV (G:Box, Syngene). En la Figura 20 se muestra 

un gel de agarosa representativo de los sonicados utilizados en los ChIP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

9.3. Inmunoprecipitación 

Para realizar el ChIP se mezclaron 200 l (2106 células) de los lisados que se habían 

sometido al crosslink y 20 µg del anticuerpo específico contra BRCA1, o bien 5 g de 

anticuerpo específico contra E2F1 o Rb (Santa Cruz Biotecnology). Como control de 

especificidad se armaron tubos con un anticuerpo no específico IgG (10 g) o GAL4 (0,5 

µg) para cada muestra. Todos los tubos se suplementaron con inhibidores de proteasas 

MPI (Sigma). Los tubos se incubaron 16 h con agitación rotatoria a 4°C. 

Simultáneamente, se bloquearon las beads o esferas de agarosa (Proteína G-Sepharose, 

Invitrogen). Para ello, previamente se lavaron 500 l de beads tres veces con 1 ml de IP 

buffer y se centrifugaron 3 min a 2.000 rpm. Luego, se resuspendieron las beads en un 

volumen final de 500 µl de IP buffer con inhibidores de proteasas, BSA (2 mg/ml), ADN de 

esperma de salmón (1 mg/ml) y se incubaron toda la noche a 4°C. Al día siguiente, se 

lavaron las beads con 1 ml de IP buffer centrifugando cinco veces 3 min a 2.000 rpm. 

Finalmente el pellet se resuspendió con 500 µl de IP buffer con inhibidores de proteasas. 

A continuación, se agregaron 50 µl de beads bloqueadas a cada inmunoprecipitación y se 

incubó 16 h a 4oC con rotación. Al día siguiente, se lavaron las beads tres veces con 1 ml 

de IP buffer conteniendo NaCl (500 mM), se mezcló diez veces por inversión y se  

centrifugó a 2.000 rpm durante 3 min a 4oC. Luego se realizaron tres lavados con 1 ml de 

IP buffer y posteriormente, se realizó un lavado con 1 ml de buffer TE (pH = 8). Las beads 

se resuspendieron en 300 µl de buffer TE y el crosslink se revirtió incubándolas durante 

Figura 20.  Figura representativa del tamaño de los 
fragmentos de ADN obtenidos por sonicado para 
realizar los ChIP. Células PC3 fueron tratadas con 
(1) vehículo (DMSO) o (2) doxorrubicina (1M, 24 
h). En ambos casos 5.106 células (500 l) fueron 
sonicadas  ocho veces a amplitud 20 % 15 s. 
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16 h con 0,5% de SDS y 0,2 mg/ml de proteinasa K (Invitrogen) a 65˚C. De la misma 

manera se revirtió el crosslink de 20 l de muestra sin inmunoprecipitar para utilizarlo 

como input. 

La extracción del ADN del ChIP se realizó por el método de Fenol:Cloroformo:Isoamílico. 

En primer lugar se precipitaron las beads dos veces centrifugado a 2.000 rpm, durante 3 

min conservando el sobrenadante que contiene el ADN del ChIP. Para extraer el ADN se 

realizaron dos extracciones con 1 volumen de Fenol:Cloroformo:Isoamílico (25:24:1) 

mezclando con vortex durante 30 s y centrifugando a 12.500 rpm 10 min a 4°C. Con la 

fase acuosa obtenida se realizó una nueva extracción con 1 volumen de cloroformo. 

Nuevamente se centrifugó a 12.500 rpm a 4°C 10 min y se conservó la fase acuosa. El 

ADN se precipitó con dos volúmenes y medio de isopropanol y acetato de sodio pH = 5,2 

a una concentración final de 150 mM mezclando por inversión 4-6 veces e incubando 

durante 2 h a -80°C. Luego de centrifugar (12.500 rpm, 1 5 min), el pellet se lavó con el 

agregado de 500 µl de Etanol 70 %, centrifugando nuevamente (12.500 rpm, 5 min). El 

ADN obtenido se secó en bloque térmico a 65oC y se resuspendió en 200 µl de agua libre 

de nucleasas conservándose a -20oC. Finalmente las muestras de ADN del ChIP y de los 

input se amplificó por qPCR como se detalla a continuación. 

 

9.4. Tandem-ChIP 

Para llevar a cabo dos inmunoprecipitaciones secuenciales con dos anticuerpos (Tandem-

ChIP), luego de la primera inmunoprecipitación la fracción unida a las beads, previamente 

lavadas para disminuír la unión inespecífica, se resuspendieron en 50 l de Tris-HC 50 

mM pH = 7,4; SDS 1% y DTT 5 mM y se incubaron a 37ºC, 10 min. Luego de centrifugar  

a 2000 rpm durante 3 min a 4°C, se conservó el sobren adante que fue utilizado para una 

segunda inmunoprecipitación. Para eso los 50 l del paso anterior se diluyeron en un 

volumen final de 1,3 ml de IP buffer, conteniendo inhibidores de proteasas y el anticuerpo 

anti-BRCA1 (20g); anti-E2F1 (5g) o anti-GAL (0,5 g). A continuación se procedió como 

se detalla en el ChIP explicado en la sección anterior.  
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9.5. Amplificación del ADN del ChIP  

La amplificación se llevó a cabo por qPCR. Se amplificaron 12 µl del ADN del ChIP (o 

Tandem-ChIP) en una mezcla con buffer de reacción (1X); MgCl2 (2 mM); primers  

específicos (0,4 µM); dNTPs (0,2 mM); 0,025 µl de SYBRgreen y 0,03 U/l de Taq DNA 

polimerasa recombinante (Fermentas) en un volumen final de 25 µl. La reacción de qPCR 

se llevó a cabo en un aparato DNA Engine Opticon (MJ Research) utilizando el programa 

de amplificación que se detalla a en la sección 8.3. Los primers utilizados para amplificar 

cada uno de los genes de interés se indican en la Tabla 5. 

Tabla 5. Secuencia de primers  para amplificar ADN de ChIP por qPCR. 

 

 

 

 

  

Para cada experimento se realizaron al menos dos réplicas biológicas y cada muestra se 

amplificó por duplicado. Se utilizaron dos métodos de normalización; la normalización de 

los valores con el control “input” y el control inespecífico (IgG no específico o anti-GAL4), 

o bien, el enriquecimiento fue expresado como porcentaje de ADN inmunoprecipitado con 

respecto al ADN total (input). Ambas metodologías se basan en el método del ΔΔCT 

modificado (Devore, 2007; Livak and Schmittgen, 2001; Weisstein, 2007).  

En el primer caso (normalización con input y control inespecífico), se calculó el  promedio 

de los valores de CT como se describió anteriormente en la fórmula (3). Cada experimento 

y muestra de IgG se normalizó a la señal obtenida de un input de la muestra control; esta 

representa el valor de ΔCT indicado en la siguiente fórmula:  

 

                                             (9) 

 

Donde “no esp.” es el ChIP realizado con el anticuerpo no específico (anti-IgG o anti-

GAL4) y “esp.” es el ChIP realizado con el anticuerpo específico (anti-BRCA1; anti-E2F1; 

anti-Rb). 

Gen # NM Primer forward Primer reverse Annealing
- 55 kb BRCA1  5′AAAGAGATGGGACTGTAACTGAGAAGGACC3′ 5′TGTTTATAGGGAGACTGATGAATGGGC3′ 58
- 1 kb BRCA1 5′CTTTTCGCCCACTCGGTCCC3′ 5′CGGACGGTCTTTGCATTGCC3′ 58

- 0,4 kb BRCA1 NM_007294 5′TTCCCTCCACCCCCCCAACAATC3′ 5′CCCAATCCCCCACTCTTTCCGCC3′ 59
0 kb BRCA1 5′CGACTGCTTTGGACAATAGGTAGCG3′ 5′AGTCTGCCCCCGGATGACGTAA3′ 58

+ 62 kb BRCA1 5′GCGGGAGGAAAATGGGTAGTTAGC3′ 5′CCATTTTCCCAGCATCACCAGC3′ 58
FEN1 NM_004111 5’CCTCTCGCCCTTAGAAATCG3’ 5’ TAGACGCTCCTGGAACCTC3’ 60
BLM NM_000057 5’CATGGAGGCATCTGAGTGTG3’ 5’ TCTCTGTTTCACCCGTACCC3’ 60

H3F3B NM_002107 5’GGGTAAACCTACGAACGCCTA3’ 5’GTCGGAGAAGTGGCCTAAAAC3’ 60
BRCA2 NM_000059 5’CCCGCCCACTACCACTAAG3’ 5’GATGTTCTCTCAAGACCTGTTCC3’ 60
CCNB2 NM_004701 5’AACACACCAGAAGAGGAATAAAGG3’ 5’GGAACTGTCTCATTGGGAAAGC3’ 60

- 1,9 kb GADD153 5’CCAATCCCAGCCCTCCTCAG3’ 5’TCAAGTCCCAGCACACTACCC3’ 58
- 0,2 kb GADD153 NM_000057 5’CCTCCGTGAAGCCTCGTGAC3’ 5’CTCGCATCCGCCACTCAGG3’ 58
+ 0,3 kb GADD153 5’TTTCTTCTTGCCTTTAGGG3’ 5’TCTTGCCTCACTGTTACC3’. 58
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VE = 2
CT

VE (%Input) = VE X 100 / 10

Luego, se calculó el ΔΔCT que representa la relación entre la cantidad de ADN 

inmunoprecipitado con anticuerpo específico y la cantidad de ADN inmunoprecipitada con 

anticuerpo no específico: 

                                                             (10) 

Dado el carácter exponencial de la PCR, los valores de ΔΔCT fueron transformados a 

medidas relativas de veces de enriquecimiento (VE) para una mejor comparación entre 

los experimentos: 

                                                    (11) 

La propagación del error se realizó utilizando la fórmula (8) arriba mencionada. Donde en 

lugar de Actina se utilizó la muestra input y en lugar de No RT se utilizó el IgG.  

En el caso del enriquecimiento normalizado con el porcentaje de input, los valores de CT 

para cada muestra fueron promediados, y se normalizó con la señal obtenida en el input 

de la muestra correspondiente, como se indicó en (9). Los valores así obtenidos fueron 

transformados a veces de enriquecimiento de acuerdo a la fórmula:  

                         (12) 

Por último, para calcular el porcentaje de ADN inmunoprecipitado con respecto al 

respecto a la cantidad de ADN total (input) se dividió las veces de inducción por el factor F 

= 10, teniendo en cuenta que para extraer los input se utilizaron diez veces menos de 

volumen de lisado que para la inmunoprecipitación. Por último este valor se multiplicó por 

100 para expresar el enriquecimiento en porcentaje, de acuerdo a la fórmula:  

                                                                                                         (13) 

 

10. Ensayo de pegado ( Binding Assay ) 

10.1. Obtención de la sonda de GADD153 biotinalada  

Para realizar el ensayo de pegado, en primer lugar se generó la sonda biotinilada 

correspondiente a un fragmento de 700 pb río arriba del TSS del promotor de GADD153 

por PCR utilizando oligos biotinilados específicos:  Biotina-5'CCACTGAGCCCGGCCAGG 

AGACCTC3' y Biotina-5'GCTCTGTCGCTGCCACCCGCTCA3'. Para ello se realizó una 

mezcla de reacción conteniendo 1,44 g de ADN genómico (Invitrogen); oligos 

biotinilados 0,3 M y Taq Hot Start Mastermix (Qiagen) 1 X final en un volumen final de 

 C  =  - T T no esp. T esp.C C  

  VE = 2C
T
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500 l. La PCR se realizó en un termociclador Apollo ATC201 y el programa de 

amplificación fue: 10 min a 94°C (para activar la enzi ma “Hot Start”), y luego 30 ciclos de 

30 s a 94°C, de 30 s a 62°C y de 1 min a 72°C. Final mente se realizó un ciclo de 

extensión final de 5 min a 72˚C. 

Los productos de la PCR que corresponden a la sonda biotinilada (2 µl) se resolvieron en 

un gel de agarosa (1,5 %) con bromuro de etidio como se indicó en la sección 9.2. 

 

10.2. Purificación de la sonda biotinilada 

Para la obtención de la sonda biotinilada pura, se utilizó el kit de purificación QIAquick 

PCR purification (Qiagen). A 500 l del producto amplificado por PCR se le agregó 2,5 ml 

de buffer PBI y se trasvasó a una columna QIAquick con un tubo colector, se centrifugó 1 

min a 13.000 rpm y se descartó el eluído. El ADN pegado en la columna se lavó con 750 

µl de buffer PE y se centrifugó a 13.000 rpm 1 min. Para eliminar los restos de buffer PE 

previo a la elución, se repitió el centrifugado a 12.000 rpm 1 min. Finalmente, el ADN se 

eluyó con el agregado a la columna de 35 µl de H2O libre de nucleasas y se centrifugó (1 

min, 12.000 rpm). La sonda purificada (1µl) se resolvió en un gel de agarosa y luego se 

cuantificó su concentración espectrofotométricamente. 

 

10.3. Obtención del extracto nuclear 

Las células PC3 se crecieron en placas de Petri de 100 mm en una confluencia del 80 % y 

se trataron como se describió previamente (6 placas por cada tratamiento). La obtención 

del extracto nuclear se realizó en hielo. Las células se lavaron dos veces con PBS frío con 

inhibidores de proteasas y fosfatasas, y se cosecharon con scraper en 1 ml del mismo 

PBS. Luego se transfirieron a un tubo de 1,5 ml y se centrifugaron (3.000 rpm, 1 min, 

4°C). El pellet de células se resuspendió en 700 µl  de Buffer A [HEPES 10mM pH = 7,9; 

KCl 10 mM; EDTA 0,1 mM; EGTA 0,1 mM, inhibidores de proteasas MPI (Sigma) y DTT 

1mM] y se incubó 15 min en hielo. Se agregaron 43 µl de NP40 (10 %), se mezcló por 

vortex 10 segundos y se centrifugó (12.500 rpm, 1min, 4oC). El pellet que contiene los 

núcleos se resuspendió en 700 µl de Buffer B [PBS pH = 7,4 con Glicerol 10 %; EDTA 1 

mM; DTT 10 mM; inhibidores de proteasas MPI (Sigma) y NaF 2,5 mM] y se sonicó 2 

veces (10 s a 10 % de potencia). Se centrifugó a 12.500 rpm 5 min a 4oC y el 
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sobrenadante que contenía el extracto nuclear se guardó a - 70oC hasta el momento de 

su utilización. La concentración de proteínas se cuantificó por el método de Bradford 

descripto previamente. 

 

10.4. Reacción de pegado  

La sonda biotinilada purificada de GADD153 (5 µg) se incubó durante 16 h con agitación a 

4°C con 0,5 mg de extracto nuclear de cada tratamiento, 1 00 ng  de ADN de esperma de 

salmón, 100 µl de magnabeads de estreptavidina (DYNAL) en un volumen final de 1 ml 

con Buffer B. En paralelo se realizó un tubo con extracto nuclear en ausencia de sonda 

como control de especificidad. Posteriormente, el pellet con las beads se lavó dos veces 

con PBS frío (2.000 rpm, 2 min) y se incubó 10 min a 80°C con 40 µl de PBS y 8 µl de 

buffer de siembra para proteínas. Las beads se centrifugaron y los eluídos con los 

complejos sonda-proteínas y 20 µg de input (extracto nuclear sin someter al ensayo de 

pegado) se resolvieron en un SDS-Page (6 %) como se describió anteriormente. Se 

realizó un western blot revelando con el anticuerpo específico anti-BRCA1.  

 

11. Ensayo de genes reporteros 

11.1. Transfección transiente por el método de lipofectamina  2000 

Para realizar la transfección por el método de lipofectamina, las células PC3 o LNCaP se 

crecieron en placas de 12 pocillos hasta una confluencia del 90 %. Luego, se diluyeron 

1,5 l de lipofectamina 2000 en un volumen de 50 l de medio RPMI sin antibióticos ni 

SFB. En paralelo, se diluyeron 1 g de plásmido reportero y, en los casos que fueron 

necesarios, 1 g de plásmido de expresión o silenciamiento, en 50 l de medio RPMI sin 

antibióticos ni SFB. Ambas mezclas se incubaron 5 min a temperatura ambiente, luego se 

mezclaron y se incubaron durante 20 min a temperatura ambiente. Las células se lavaron 

dos veces con 1 ml de PBS y luego se les agregó 300 l de medio RPMI (sin antibióticos 

ni SFB) por pocillo. Finalizada la incubación se agregaron 100 l de la mezcla 

lipofectamina 2000/plásmidos gota a gota a cada pocillo y se incubó durante 5 h en estufa 

a 37°C con atmósfera de CO 2 5 %. Transcurrido ese período, se reemplazó la solución 

con medio fresco como se describió previamente.  



Materiales y Métodos 

73 
 

Se realizaron tratamientos con doxorrubicina, radiación UV y etopósido, de acuerdo a lo 

indicado para cada experimento en la sección Resultados y se determinó la actividad de 

luciferasa 48 h post-transfección en el caso de las co-transfecciones con plásmidos de 

expresión, y 72 h post-transfección cuando se trabajó con plásmidos de silenciamiento.  

 

11.2. Transfección transiente por el método de electropora ción 

La transfección de células T Jurkat se realizó como fue previamente descripto (Smith et 

al., 2004) por electroporación en placas de 96 pocillos usando el electroporador BTX 

ECM830 (Genetronics, Inc., San Diego, CA) en 100 l de medio RPMI1640 por 50 ms a 

260 V. Las células Jurkat T (5106) se transfectaron con 6 g de cada plásmido reportero y 

las cantidades indicadas de plásmidos de sobre-expresión o silenciamiento. Las células 

fueron inmediatamente transferidas a 10 ml de RPMI1640 e incubadas 48 h a 37°C. 

Todas las transfecciones se realizaron por triplicado y los datos mostrados corresponden 

a un experimento representativo de al menos tres réplicas biológicas independientes. 

 

11.3. Medición de actividad de luciferasa 

Se midió la actividad de luciferasa utilizando el reactivo Steady Glo Luciferase System 

(Promega), de acuerdo a las especificaciones del proveedor. Las células se lavaron dos 

veces con 1 ml de PBS, se lisaron por incubación durante 15 min a temperatura ambiente 

en oscuridad con 40 l de RPMI sin rojo fenol y 40 l de reactivo de luciferasa (Promega). 

La actividad de luciferasa se determinó en 20 l de cada lisado en el luminómetro Glomax 

Multidetection System (Promega). Los datos se normalizaron con la concentración de 

proteínas totales realizada por el método colorimétrico de Bradford. 

Para la normalización de los resultados no se utilizaron métodos que consideren controles 

internos de transfección, como Renilla o actividad de β-galactosidasa, ya que cuando se 

usan otros reporteros como control interno estos pueden competir cuando se realiza un 

tratamiento con agentes genotóxicos u hormonas (Mulholland et al., 2004; Sims et al., 

2003; Thavathiru and Das, 2001). Además, el control interno también puede estar 

influenciado por la presencia de otros factores de transcripción o cofactores. En estudios 

anteriores, encontramos que varios de estos controles internos de transfección están 

afectados por el tratamiento con doxorrubicina, UV y ésteres de forbol (TPA). En nuestra 
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experiencia, la mejor manera de normalizar los datos es con los valores de proteínas 

totales, realizando siempre triplicados de transfección y repitiendo cada experimento al 

menos tres veces. Los experimentos en los que los triplicados no son reproducibles, se 

descartaron y se repitieron desde el comienzo.  

 

12. Determinación de viabilidad celular: Ensayos de MTS 

Para los ensayos de viabilidad celular, se sembraron 3.500 células PC3 o 5.000 células 

LNCaP por pocillo de una placa de 96 wells y se crecieron en 200 l de medio de cultivo 

(RPMI suplementado con antibióticos y SFB 10 %) en estufa a 37°C y CO 2 5 % durante 

toda la noche. Luego se realizaron los tratamientos con distintos agentes genotóxicos, 

como se detalla para cada experimento en la sección Resultados. Cada tratamiento se 

realizó por triplicado.  

La viabilidad celular se determinó utilizando el reactivo comercial Cell Titer 96 wells 

Aqueous non Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega) de acuerdo a las 

indicaciones del proveedor. La solución comercial de MTS (2 ml) se mezcló con la 

solución comercial PMS (100 l) y se conservó en alícuotas a - 20°C protegido de la luz.  

Al momento de cosechar las células se reemplazó el medio de cultivo de las placas de 96 

pocillos con 100 l de medio de cultivo fresco y se agregaron 20 l de MTS/PMS por 

pocillo. Como blanco de reacción se utilizaron 3 pocillos sin células con 100 l de medio 

de cultivo. Las placas se incubaron de 1-4 h en estufa a 37°C con CO 2 5 %, en oscuridad 

y se midió la absorbancia a 490 nm en lector de ELISA (Microplate Absorbanse Reader, 

BIORAD).  

La viabilidad celular para cada tratamiento se calculó como el porcentaje de la relación 

entre el promedio de la absorbancia de los triplicados y el promedio de la absorbancia de 

los triplicados de las muestras control (sin tratar con agentes genotóxicos).  

 

13. Determinación del contenido de ADN por citometría de fluj o.  

Para la determinación del porcentaje de células en cada etapa del ciclo celular por 

citometría de flujo, las células (5105) se sembraron en placas de 10 cm de diámetro y se 

expusieron a los tratamientos indicados en la sección Resultados. Se prestó particular 

atención a que la confluencia no supere el 50 % en el momento de la cosecha.  
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Finalizados los tratamientos, las células se cosecharon por tripsinización y luego de un 

lavado con 2 ml de PBS, se fijaron en etanol 70 % durante toda la noche a - 20°C. Para 

esto las células se resuspendieron en 1,5 ml de PBS y se agregaron 3,5 ml de etanol 96 

% en pulsos de 700 l con agitación suave en vortex. Luego de lavar con 5 ml de PBS, se 

realizó la marcación con ioduro de propidio resuspendiendo el pellet celular en 500 l de 

PBS con 50 g/ml de ioduro de propidio y 120 g/ml de RNAsa A e incubando 1 h a 37°C. 

La distribución del ciclo celular se analizó en el citómetro de flujo BD FACS ARIA II. 

 

14. Determinación de apoptosis por citometría de flujo 

En el caso de la determinación apoptosis, las células se trataron como se indica en la 

sección Resultados. Luego se cosecharon por tripsinización y se resuspendieron en 

medio de cultivo. Se calculó la concentración celular en cada muestra por conteo de 

células con cámara de Neubauer.  Luego se realizó un lavado con 5 ml de PBS y otro con 

1 ml de Buffer de Binding (BD Pharmingen catN°51-66121E).  

Para la marcación, 105 células se resuspendieron en 100 l de Buffer de Binding. Se 

agregaron 5 l de Annexin V-FICT (BD Pharmingen catN°51-65874X) y se incubó por 10 

min en oscuridad a temperatura ambiente. Luego se agregaron 5 l de ioduro de propidio 

(50 g/ml, BD Pharmingen) y se incubó 5 min en oscuridad a temperatura ambiente. Por 

último se agregaron 300 l de Buffer de Binding y las células se analizaron por citometría 

de flujo (FACS) dentro de la primer hora luego de terminada la marcación en el citómetro 

BD FACS ARIA II.  

 

15. Determinación de actividad de Caspasa 3/7 

Las líneas celulares PC3 shRNA Scramble o PC3 shRNA BRCA1 se sembraron en placas 

de 12 pocillos y cuando alcanzaron una confluencia del 80 % se trataron con 2 M de 

doxorrubicina, 2 g/ml de tunicamicina o vehículo (DMSO) durante 24 h. 

La actividad de Caspasa 3/7 se determinó como fue descripto previamente (Gonzalez et 

al., 2008). Cada tratamiento se realizó por triplicado. Las células se lavaron tres veces con 

PBS y luego se lisaron por incubación con 50 l de buffer de lisis (Tris-HCl 50 mM pH = 

7,4, EDTA 1 mM, EGTA 10 mM, Digitonina 10 M, PMSF 0,5 mM, Bisbenzamidina 3,64 

mM, aprotinina) durante 30 min en estufa a 37°C y CO 2 5 %. Los lisados de 3 pocillos se 
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reunieron y se centrifugaron a 12.500 rpm a 4°C dura nte 20 min. Se recogieron 150 l de 

sobrenadante y se mezclaron con 144 l de buffer de incubación (HEPES 100 mM, 

Glicerol 10%, EDTA 1 mM, DTT 10 mM, PMSF 0,5 mM, Bisbenzamidina 3,64 mM y 

aprotinina) y 6 l de sustrato de reacción. La mezcla se incubó 4 h a 37°C (CO 2 5 %) y se 

determinó absorbancia a 405 nm en el lector ELISA Reader (Biorad). Se determinó la 

cantidad de proteína total por Bradford y la actividad de caspasa 3/7 se normalizó a la 

proteína total en 300 l de la mezcla. Se realizaron dos réplicas biológicas para cada 

experimento.  

 

16. Experimentos con xenotransplantes.  

Ratones atímicos nude nu/nu se adquirieron del bioterio de la Universidad de La Plata y 

se mantuvieron en condiciones libre de patógenos de acuerdo a las normas de cuidado de 

la Universidad de Buenos Aires.  

Para generar los xenotransplantes, los animales se dividieron aleatoriamente en dos 

grupos (n = 10) y se inocularon en el flanco izquierdo por vía subcutánea con 4,8106 

células PC3 shRNA Scramble o PC3 shRNA BRCA1.  

Se midió el tamaño tumoral de los xenotransplantes tres veces por semana, utilizando un 

calibre digital, durante 24 días. El volumen tumoral se calculó utilizando la fórmula: 

0,523ancho2largo, donde el ancho representa la dimensión de menor tamaño del tumor. 

Al día 14 post-inoculación, los animales se distribuyeron aleatoriamente en 4 grupos (n = 

5) a los efectos de iniciar el tratamiento con doxorrubicina cuando el tamaño tumoral era 

aproximadamente de 50 mm3. En el día 14 y 23 post-inoculación de las células, los 

animales se inyectaron por vía intraperitoneal (i.p.) con 8 mg/kg de ratón en un volumen 

de 100 l de doxorrubicina o vehículo (PBS con DMSO 1%). 

Los animales se sacrificaron 24 h luego de la última inyección y se extrajeron porciones 

de los tumores de entre 2 y 4 mm de diámetro para aislar el ARN tumoral. Luego de 

extraer por cirugía porciones de los tumores de entre 2-4 mm de diámetro, las mismas se 

sumergieron en 1 ml de Tri-Reagent (Genbiotech), se congelaron rápidamente en 

nitrógeno líquido y se conservaron a -80°C. 
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Para extraer el ARN tumoral, las muestras se disgregaron mecánicamente con un 

homogeneizador de tejidos (Ultra-Turrax). La extracción de RNA se realizó de acuerdo a 

las indicaciones del proveedor tal como se explicó previamente. 

17. Análisis estadístico 

La evaluación estadística de los datos se realizó en base a los valores promedios y desvío 

estandar (SD) de “n” experimentos independientes.  

Para los ensayos in vitro se utilizó el test de Mann-Whitney (test no paramétrico) o 

ANOVA (test paramétrico) con P < 0,05 como criterio para la significancia estadística. 

Para los ensayos in vivo se hizo el análisis de ANOVA (one-way) seguido del test de 

Dunnett’s test, con P < 0,05 como criterio para la significancia estadística. 
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CAPÍTULO 1 
Mecanismo de autorregulación de BRCA1 en el PCa 

 

1.1. Antecedentes 

En estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio se realizó un microarray con el 

ADN obtenido a partir de la inmunoprecipitación de la cromatina efectuada utilizando un 

anticuerpo no comercial específico para BRCA1 (ChIP-chip) (Figura 21).  

 

 

 

 

 

Figura 21.  A partir de lisados de células T Jurkat se realizó un ChIP con un anticuerpo anti-BRCA1 o un 
anticuerpo no específico, como control negativo. El ADN inmunoprecipitado se analizó mediante un 
microarray (NimbleGen, Roche) donde se efectuó un mapeo de la región proximal de 37.365 genes 
ubicados a lo largo de todo el genoma humano. En un primer análisis se seleccionaron aquellos genes 
que mostraron un enriquecimiento significativo con un p < 0,000001. En la figura se muestran algunos 
de estos genes donde las barras indican el grado de significancia (-log P) de la unión específica de 
BRCA1 a lo largo del promotor de cada gen (Figura extraída de (De Siervi et al., 2010)).  
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En este análisis se determinó que, en células T Jurkat, BRCA1 se asocia al promotor de 

1.328 genes en condición control y a 882 genes en las células expuestas a radiación UV 

(De Siervi et al., 2010). Agrupando estos genes según su ontología se encontró que el 

94% de los mismos están relacionados con el ciclo celular y la respuesta al daño en el 

ADN (Tabla 6).  

Tabla 6. Agrupación de los genes encontrados en el microarray  según su ontología. 

 

Como se mencionó previamente (ver Introducción), se sabe que BRCA1 es capaz de co-

regular la transcripción de algunos genes (Rosen et al., 2006). Sin embargo, las 

evidencias previas se basan en estudios de expresión génica y no hay análisis que 

demuestren de qué manera BRCA1 regula la transcripción de otros genes 

interaccionando con otros factores de transcripción. Por lo tanto este trabajo es el primer 

estudio que demuestra que BRCA1 es capaz de asociarse al promotor de numerosos 

genes (De Siervi et al., 2010). Otro aspecto importante de BRCA1 muy poco estudiado es 

la regulación de su transcripción, en este trabajo se demostró que en células T Jurkat, 

BRCA1 se asocia a su propio promotor, reprimiéndolo y luego del daño en el ADN, se 

libera del mismo, activando su transcripción. 

 

En base a esto proponemos: 

 

 

 

 

 

OBJETIVO CAPITULO 1 

Investigar el mecanismo de autorregulación de la transcripción de BRCA1 en el PCa. 
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1.2. BRCA1 autorregula su propia transcripción en PCa 

El PCa avanzado es la etapa de mayor riesgo de la enfermedad y basándonos en 

publicaciones que documentan que las mutaciones en el gen BRCA1 aumentan el riesgo 

de desarrollar un PCa de alto grado (Douglas et al., 2007; Gallagher et al., 2010), 

consideramos que esta proteína ejerce un importante rol en esta enfermedad. Por lo 

tanto, uno de los objetivos de esta tesis fue estudiar el mecanismo de autorregulación de 

BRCA1 en células de PCa.  

Como modelo de estudio se utilizó la línea celular PC3, que no expresa p53, es insensible 

a andrógenos y representa un fenotipo avanzado de la enfermedad. En particular, el 

hecho de que esta línea celular no exprese p53, permitió estudiar el efecto de BRCA1 

como co-regulador transcripcional independientemente de su interacción con p53.  

Para determinar si BRCA1 se asocia a su propio promotor en la línea celular PC3, se 

realizó una inmunoprecipitación de cromatina con un anticuerpo no comercial contra la 

proteína BRCA1 (BRCA1-ChIP). El ADN inmunoprecipitado se analizó por qPCR 

utilizando primers específicos para distintas regiones del promotor de BRCA1 como se 

indica en la Figura 22A. En la Figura 22B, se observa que BRCA1 se asocia a su 

promotor y se libera luego del daño en el ADN inducido por doxorrubicina. Debido al límite 

de resolución del ChIP, podemos decir que la asociación es específica en la región entre 

el TSS y 1.500 pb río arriba del TSS.  

 

 

 

 

Figura 22.  (A) Esquema del promotor de BRCA1 indicando los primers diseñados para analizar la 
asociación de BRCA1 a su propio promotor. Se observa que el promotor es bidireccional, ya que en 
sentido opuesto se transcribe el gen NBR2. (B) ChIP a partir de los lisados obtenidos de células PC3 
tratadas con doxorrubicina (DOXO, 1M, 24h) o vehículo (DMSO) e inmunoprecipitados con anticuerpos 
anti-BRCA1 o no específico (GAL4). El ADN inmunoprecipitado se analizó por qPCR utilizando los 
primers específicos para el promotor de BRCA1 indicados en (A). Los datos se normalizaron a % del 
input. 
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Dado que BRCA1 se asocia a su promotor selectivamente de acuerdo a la presencia o no 

del daño en el ADN, se estudió si la expresión de BRCA1 es regulada en estas 

condiciones. Para ello, las células PC3 se expusieron a doxorrubicina (1 M, 24h) y se 

analizaron los niveles de ARN mensajero por RT-qPCR. Como se observa en la Figura 

23A, la expresión de BRCA1 se induce luego del tratamiento con doxorrubicina. Por lo 

tanto, la liberación de la proteína BRCA1 de su promotor correlaciona con un aumento en 

la expresión de BRCA1 a nivel de mensajero. Resultados similares se observaron al tratar 

a las células con distintas dosis de radiación UV (Figura 23B). Esto sugiere que BRCA1 

autorreprime su expresión y luego de la exposición a agentes genotóxicos, se libera 

activando su propia transcripción.  

 

 

 

Con el objetivo de determinar si BRCA1 autorregula la actividad de su promotor, se 

realizaron ensayos de genes reporteros utilizando el plásmido pGL12, que contiene una 

región de 300 pb del promotor de BRCA1 y el plásmido pGL35, que contiene 900 pb del 

promotor de BRCA1. Para eso, se co-transfectaron las células PC3 con cada plásmido 

reportero y el plásmido de expresión de BRCA1 (pcDNA3 BRCA1), el plásmido de 

silenciamiento de BRCA1 (shRNA BRCA1) o sus respectivos controles (pcDNA3, shRNA 

Scramble); y se midió la actividad de luciferasa. Como se muestra en la Figura 24A, la 

actividad transcripcional del promotor de BRCA1 disminuyó significativamente al sobre-

expresar BRCA1. Asimismo, el silenciamiento de su expresión aumentó la actividad 

transcripcional de BRCA1 (Figura 24B), lo cual indica que BRCA1 reprime su propia 

transcripción.  

Figura 23.  Las células PC3 se expusieron a (A) doxorrubicina (Doxo 1M; 24h) o (B) UV  (1h; 10 Jm-2, 
50 Jm-2) y se analizaron los niveles de ARN mensajero de BRCA1 por RT-qPCR. Los datos se 
normalizaron respecto de -actina y control. 
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Para determinar si BRCA1 reprime a su propio promotor, en el contexto de la estructura 

de la cromatina, donde la secuencia y conformación del gen está completa, se estudió la 

actividad del promotor endógeno de BRCA1 mediante el análisis de los niveles del ARN 

mensajero inmaduro de BRCA1 en las líneas celulares estables que sobre-expresan 

BRCA1 (pcDNA3 BRCA1), o tienen disminuida su expresión (shRNA BRCA1) y sus 

respectivos controles (pcDNA3, shRNA Scramble) (ver Materiales y Métodos). En la figura 

24C, se observa que, al igual que en los ensayos reporteros, la sobre-expresión de 

BRCA1 reprimió su actividad transcripcional y el silenciamiento de BRCA1 indujo su 

transcripción. Así, estos ensayos confirmaron nuestra hipótesis que propone que BRCA1 

reprime su propia transcripción en la línea tumoral PC3.  

En resumen, en este estudio determinamos que BRCA1 es un componente clave en la 

regulación de su propia expresión frente al daño en el ADN. BRCA1 se encuentra 

asociado a su promotor reprimiéndolo y en presencia de un estrés genotóxico se libera 

activando su transcripción. Este mecanismo de autorregulación, no es  específico de un 

tipo celular ya que fue observado tanto en células T Jurkat (De Siervi et al., 2010) como 

en células tumorales de próstata PC3. Además, estos resultados sugieren que al liberarse 

la proteína BRCA1 de su promotor probablemente quedaría disponible para ser reclutada 

a los promotores de otros genes. 

Figura 24.  Las células PC3 se co-transfectaron con el plásmido reportero pGL12, que contiene 300 pb 
del promotor de BRCA1 clonado río arriba del gen de la luciferasa, o bien, el plásmido pGL35, que 
contiene 900 pb del promotor de BRCA1 y con el plásmido (A) pcDNA3 o pcDNA3 BRCA1, o (B) shRNA 
Scramble o shRNA BRCA1. Se determinó la actividad de luciferasa 48 h post-transfección, en el caso de 
los plásmidos de expresión, y 72 h post-transfección, en el caso de los plásmidos de silenciamiento. (C) 
Se analizaron los niveles del ARN mensajero inmaduro de BRCA1 en las células PC3 transfectadas 
establemente que sobre-expresan BRCA1 (pcDNA3 BRCA1), que tienen silenciada su expresión 
(shRNA BRCA1), o sus respectivos controles (pcDNA3, shRNA Scramble) por RT-qPCR, utilizando 
primers que amplifican específicamente la región comprendida entre el intrón 8 y el exón 9 del 
transcripto primario de BRCA1.  
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1.3. Las proteínas E2F1 y Rb se asocian al promotor de BRCA1  

Debido a que BRCA1 es una proteína co-reguladora que no se une directamente al ADN 

(Rosen et al., 2006), uno de los objetivos de esta tesis doctoral fue investigar a través de 

que proteína BRCA1 se asocia a los promotores. Se sabe que algunos componentes de la 

vía de E2F/Rb regulan la expresión del gen BRCA1 (Bindra and Glazer, 2006) y 

considerando además que los miembros de la vía Rb/E2F interaccionan a nivel de 

proteína con BRCA1 (Aprelikova et al., 1999; Fan et al., 2001b; Wang et al., 1997b; 

Yarden and Brody, 1999), comenzamos estudiando a E2F1 y Rb como posibles vínculos 

entre BRCA1 y su propio promotor. Para ello utilizamos dos líneas celulares las T Jurkat y 

las PC3, ya que, como se demostró anteriormente, BRCA1 regula a su propio promotor de 

la misma manera en ambas líneas celulares.    

En primer lugar, se realizaron experimentos de ChIP para evaluar el enriquecimiento en el 

promotor de BRCA1 de las proteínas E2F1 y Rb, utilizando anticuerpos específicos. El 

ADN inmunoprecipitado se analizó por qPCR utilizando primers para las regiones de -

55Kb, - 1Kb, 0Kb y + 62Kb, con respecto al TSS de BRCA1.  

 

Figura 25.  (A) Ensayo de ChIP-qPCR 
utilizando anticuerpos anti-E2F1 y -GAL4 a 
partir de células T Jurkat o PC3 tratadas con 
doxorrubicina (Doxo, 1M, 24 h), UV 
(50J/m2) o DMSO (control). (B) Ensayo de 
ChIP-qPCR utilizando anticuerpos anti-Rb y 
-GAL4 a partir de células T Jurkat tratadas 
con doxorrubicina (1M, 24 h) o vehículo 
(DMSO). Los datos se normalizaron a % del 
input. 
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Como se muestra en la Figura 25A, determinamos que la proteína E2F1 se une al 

promotor de BRCA1 antes o después del tratamiento con doxorrubicina en la línea celular 

PC3 (Figura 25A, derecha). En cambio en células T Jurkat, E2F1 se asocia al promotor de 

BRCA1 con mayor afinidad en ausencia de daño al ADN (Figura 25A, izquierda). Si bien 

no podemos explicar esta diferencia observada en las dos líneas celulares, una posible 

explicación podría ser que E2F1 se asocia a múltiples sitios en el promotor de BRCA1, 

liberándose de alguno de ellos y manteniéndose unido a otros. Considerando que la 

proteína Rb interacciona con el factor de transcripción E2F1, realizamos un ChIP para Rb 

y determinamos que esta proteína se asocia a la región proximal del promotor de BRCA1 

y se libera luego del tratamiento con doxorrubicina en células T Jurkat (Figura 25B). 

Finalmente, para confirmar que BRCA1 y E2F1 se asocian al promotor de BRCA1 en la 

misma región, se realizaron experimentos de Tandem-ChIP inmunoprecipitando con el 

anticuerpo anti-BRCA1 seguido de una segunda inmunoprecipitación con el anticuerpo 

anti-E2F1. Al inmunoprecipitar con ambos anticuerpos observamos un enriquecimiento en 

la región proximal del promotor de BRCA1 cuando las células no habían sido expuestas a 

doxorrubicina. En cambio, este enriquecimiento desapareció luego del daño en el ADN 

(Figura 26).  

 

Estos resultados sugieren que BRCA1 se une a su promotor a través de un complejo 

proteico formado por el factor de transcripción E2F1 y la proteína Rb. Luego del daño en 

el ADN, BRCA1 se libera de su promotor junto con la proteína Rb y la proteína E2F1 

permanecería unida al promotor de BRCA1 aunque con menor afinidad.   

Figura 26.  Tandem-ChIP-qPCR utilizando 
anticuerpos anti-BRCA1, -E2F1 y -GAL4 a 
partir de células T Jurkat tratadas con 
doxorrubicina (1M, 24 h) o DMSO 
(control). Los datos se normalizaron a % 
del input. 
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1.4. E2F1 y Rb intervienen en la asociación de BRCA1 a su promot or 

Para determinar si la interacción de BRCA1 con su propio promotor es dependiente de la 

proteína E2F1, se realizaron experimentos de BRCA1 ChIP luego de silenciar en forma 

transiente la expresión de E2F1. Para lograr el máximo silenciamiento de E2F1, este 

experimento se llevó a cabo en células HEK293 por transducción con un vector lentiviral 

que transporta una combinación equimolar de dos plásmidos: pGIPZ shRNA E2F1A y 

pGIPZ shRNA E2F1B. Brevemente, las partículas lentivirales conteniendo los plásmidos 

de silenciamiento para E2F1 o el plásmido control (pGIPZ shRNA Scramble) se generaron 

por co-transfección de células HEK293LTV con distintas masas de los plásmidos de 

silenciamiento y los plásmidos para generación de partículas lentivirales (psPAX2 y 

pMD2.G). Posteriormente las células HEK293 se transducieron, con tres rondas de 

incubación de dichas células con el medio de cultivo colectado a partir de los cultivos de 

HEK293LTV (ver Materiales y Métodos). Luego de 72 h post-transducción se analizaron 

los niveles de expresión de E2F1 por RT-qPCR. Utilizando este método de transfección 

se logró disminuir la expresión de E2F1 a niveles menores del 20% en todas las 

condiciones testeadas (Figura 27A). Es interesante resaltar que al silenciar E2F1 también 

disminuyó la expresión de BRCA1 y p300 (Figura 27B). Estos resultados sugieren que el 

silenciamiento de la expresión de E2F1 afecta la expresión de numerosos factores de 

transcripción que podrían intervenir en la asociación de BRCA1 a su promotor, además de 

E2F1. Debido a que la técnica de transducción con lentivirus requiere tiempos muy largos 

de incubación que podrían interferir con los resultados, intentamos abordar el 

silenciamiento de E2F1 utilizando la técnica de lipofectamina. En la Figura 28A se observa 

la disminución de la expresión de E2F1 luego de transfectar transientemente las células 

PC3 con una combinación de plásmidos que codifican para shRNA E2F1. En estas 

condiciones encontramos que la asociación de BRCA1 a su promotor disminuyó luego de 

silenciar la expresión de E2F1 (Figura 28B).  
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Para estudiar si la asociación de BRCA1 a su promotor es también dependiente de la 

proteína Rb, se evaluó la unión de BRCA1 a su promotor en células Saos-2, ya que esta 

línea celular no expresa Rb. Para eso se realizaron experimentos de BRCA1-ChIP en 

células T Jurkat tratadas o no con doxorrubicina  y en células Saos-2. Como se observa 

en la Figura 29, la unión de BRCA1 a su promotor disminuye drásticamente en la línea 

celular Saos-2, que carece de Rb, lo que indica claramente que Rb es necesario para que 

BRCA1 se asocie a su promotor.  

En resumen, estos resultados demuestran que BRCA1 forma un complejo multiproteico 

con las proteínas E2F1 y Rb, que se encuentra asociado al promotor de BRCA1. Luego 

del daño en el ADN, BRCA1 y Rb se  liberan, en tanto que E2F1 permanece unido, pero 

con menor afinidad, activándose la transcripción de BRCA1.  

 

Figura 27.  Las células HEK293 se transducieron con un vector lentiviral conteniendo los plásmidos que 
silencian la expresión de E2F1 (pGIPZ.shRNA E2F1 A y pGIPZ.shRNA E2F1 B) o control 
(pGIPZ.shRNA Scramble). Los vectores lentivirales se empaquetaron en células HEK293LTV 
transfectadas con los plásmidos de empaquetamiento (psPAX2 y pMD2G) y los vectores de 
silenciamiento para E2F1. (A) Se analizaron distintas cantidades de plásmidos por RT-qPCR para 
obtener el máximo silenciamiento de E2F1. (B) Se seleccionó la condición indicada por la flecha y por 
RT-qPCR se determinaron los niveles de RNA mensajero de E2F1, BRCA1 y p300 utilizando primers 
específicos.  
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1.5. E2F1 interviene en el mecanismo de autorregulación de BRCA1  

Luego de confirmar que la unión de BRCA1 a su promotor requiere de la presencia de 

E2F1 y Rb, se analizó si estas proteínas también son necesarias para  la autorregulación 

de BRCA1. Para abordar esta pregunta se utilizaron dos metodologías: i) Mutaciones en 

los sitios consenso del promotor de BRCA1; ii) Plásmidos de silenciamiento de E2F1 y 

dominantes negativos.  

i) Mutaciones en los sitios consenso del promotor de BRCA1 : se cotransfectaron 

los plásmidos reporteros que poseen el promotor de BRCA1 con dos sitios de unión de 

Figura 28.  Las células PC3 se transfectaron por el método de Lipofectamina con las cantidades 
indicadas de una mezcla equimolar de los plásmidos pGIPZ.shRNA E2F1 A y pGIPZ.shRNA E2F1 B o 
con su control pGIPZ.shRNA Scramble. Las células se cosecharon 72 h post-transfección. (A) WB 
indicando los niveles de expresión de E2F1. (B) Las células PC3 se transfectaron con 3 g de una 
mezcla equimolar como se muestra en A y 72 h post-transfección las células se fijaron y cosecharon. Se 
realizó un BRCA1 ChIP a partir de los lisados obtenidos utilizando anticuerpos específicos contra 
BRCA1 o IgG. El ADN inmunoprecipitado se analizó por qPCR utilizando primers específicos a las 
distancias indicadas del promotor de BRCA1. Los datos se normalizaron a % del input. 

Figura 29.  BRCA1 ChIP-qPCR a partir células T 
Jurkat y Saos-2 tratadas o no con doxorrubicina 
(1 M, 24 h) utilizando anticuerpos  contra 
BRCA1 o IgG.  Los datos se normalizaron a 
GAL4 e input. 
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E2F1 mutados (E2F1M2, E2F1M3, E2F1M23) o wild type clonados río arriba del gen de la 

luciferasa junto con el plásmido de expresión o silenciamiento de BRCA1 o sus 

respectivos controles en células T Jurkat. Los resultados obtenidos se muestran en la 

Figura 30, donde se observa que la mutación en el sitio consenso E2F1 más distal 

(E2F1M2) disminuyó la actividad transcripcional de BRCA1, sugiriendo que la actividad 

del promotor de BRCA1 es dependiente de este sitio. En cambio, la actividad del promotor 

de BRCA1 que tiene mutado el sitio proximal de unión de E2F1 (E2F1M3) aumentó con 

respecto al wild type (Figura 30). Cabe resaltar que la sobre-expresión de BRCA1 reprimió 

tanto la actividad del promotor de BRCA1 wild type como la de los mutantes (Figura 30A). 

En concordancia con estos hallazgos, la disminución de la expresión de BRCA1 indujo la 

actividad de todos los promotores utilizados (Figura 30B). 

 

 

 

 

 

El plásmido reportero que contiene los dos sitios mutados (E2F1 M23) presentó la mayor 

actividad transcripcional basal, la mayor resistencia a la sobre-expresión de BRCA1 y el 

mayor aumento en la actividad transcripcional del promotor al silenciar la expresión de 

BRCA1 (Figura 30). Estos resultados revelan que el sitio de unión de E2F1 más distal 

estaría involucrado en la activación del promotor de BRCA1 por E2F1, en cambio, la 

eliminación de ambos sitios (proximal y distal) es importante para la represión del 

promotor de BRCA1 por E2F1. Cuando los dos sitios de unión de E2F1 están mutados, el 

efecto de BRCA1 sobre la actividad transcripcional de su propio promotor fue atenuado, lo 

que sugiere que E2F1 es necesario para que BRCA1 reprima a su propio promotor.  

Figura 30.  Las células T Jurkat se cotransfectaron con (A) el plásmido de expresión pcDNA3 BRCA1, 
(B) el plásmido de silenciamiento shRNA BRCA1 o sus respectivos controles (pcDNA3, shRNA 
Scramble) y los plásmidos reporteros conteniendo el promotor de BRCA1 wild type (BRCA1-luc) o con 
mutaciones en el sitio de unión de E2F1 distal (BRCA1M2-luc), el sitio proximal (BRCA1M3-luc), o en 
ambos sitios (BRCA1M23-luc). La actividad de luciferasa se determinó 48 h post-transfección. La figura 
muestra el promedio de 3 experimentos independientes. 
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ii) Plásmidos de silenciamiento de E2F1 y dominantes negativ os:  Teniendo en 

cuenta que la autorregulación de BRCA1 podría ser dependiente de otros sitios de unión a 

E2F1, se estudió el efecto de la sobre-expresión de BRCA1 en la actividad transcripcional 

de su promotor en presencia de plásmidos de silenciamiento para E2F1 (pGIPZ E2F1 A, 

pGIPZ E2F1 B) en células T Jurkat o en presencia de plásmidos dominantes negativos de 

E2F1 en células PC3. Como se observa en la Figura 31A, la disminución de la expresión 

de E2F1 con una combinación de dos plásmidos (shRNA E2F1 A+B) aumentó 

significativamente la actividad del promotor de BRCA1 en células T Jurkat. Además, la 

actividad del promotor de BRCA1 disminuyó con la sobre-expresión de BRCA1 y aumentó 

al silenciar la expresión de E2F1 (Figura 31B). Sin embargo, BRCA1 reprimió su propia 

actividad transcripcional inclusive luego de disminuir la expresión de E2F1 (Figura 31B). 

De la misma forma, la sobre-expresión de E2F1 en células PC3 disminuyó la actividad 

transcripcional de BRCA1, mientras que la transfección con los plásmidos dominantes 

negativos de E2F1, aumentó la actividad transcripcional de BRCA1. Cabe destacar que 

tanto el mutante que carece del dominio de transactivación de E2F1 (pcDNA3 E2F1 1-

363) como el mutante que no puede unirse al ADN (pcDNA3 E2F1 E132) provocaron el 

mismo efecto (Figura 31C). Estos resultados son consistentes con el rol represivo de 

E2F1 en la actividad transcripcional de BRCA1, que ya se había observado con los 

mutantes en sitios de unión del promotor de BRCA1 (Figura 30). Sin embargo, la 

disminución de la expresión de E2F1 o la pérdida de su actividad no elimina el efecto 

represor que BRCA1 ejerce sobre su propia transcripción.  

Dado que ninguna de las construcciones utilizadas revirtió completamente la 

autorrepresión de BRCA1, estos resultados sugieren que otras proteínas, además de 

E2F1, deben estar involucradas en el reclutamiento de BRCA1 a su propio promotor. Sin 

embargo, E2F1 ejerce un rol fundamental en este proceso de autorregulación. Ciertas 

evidencias indican que otras proteínas, como E2F4, p130, p107, CtBP1, CtBP2 y HDAC1, 

podrían funcionar como puente entre BRCA1 y su propio promotor (Di et al., 2010). 



Resultados y Conclusiones 

91 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31.   (A) Las células T Jurkat se cotransfectaron con el plásmido reportero BRCA1-luc, con los 
plásmidos de silenciamiento de E2F1 (pGIPZ shRNA E2F1 A, pGIPZ shRNA E2F1 B, una mezcla 
equimolar de ambos) o bien el plásmido control pGIPZ shRNA Scramble. La actividad de luciferasa se 
determinó a las 48 h post-transfección. (B) Las células T Jurkat se co-transfectaron con los plásmidos 
pcDNA3, pcDNA3 BRCA1, pGIPZ shRNA Scramble, pGIPZ shRNA E2F1 A y/o pGIPZ shRNA E2F1 B, 
como se indica. La actividad de luciferasa se determinó a las 48 h post-transfección. (C) Las células PC3 
se co-transfectaron con el plásmido reportero de BRCA1 y los plásmidos de expresión de E2F1 wild type 
(E2F1), o con el sitio de transactivación delecionado (E2F1 1-363), o con una mutación en el sitio de 
unión al ADN (E2F1 E132) o bien con el plásmido control (pcDNA3). La actividad de luciferasa se 
determinó a las 48 h post-transfección. La actividad de luciferasa corresponde a los valores indicados en 
el eje y X 1000. 

CONCLUSIONES CAPITULO 1 

En esta tesis determinamos que BRCA1 se asocia a su promotor formando parte de 
un complejo multiproteico que incluye al menos, a E2F1 y Rb. Luego del daño en el 
ADN inducido por doxorrubicina, BRCA1 y Rb se liberan del promotor de BRCA1, 
quedando disponibles para asociarse a otros genes y, de este modo, participaría en 
la regulación de la respuesta al daño en el ADN. E2F1 se libera parcialmente del 
promotor de BRCA1 quedando algunas moléculas asociadas. Sin embargo, dado que 
la autorrepresión de BRCA1 no es totalmente dependiente de E2F1, es necesario 
profundizar estos estudios para dilucidar completamente los componentes que 
integran este complejo multiproteico. 
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CAPITULO 2 

Rol de BRCA1 en la sensibilidad a agentes antineoplásicos en el P Ca 

 

2.1. Antecedentes  

Estudios previos demuestran que los pacientes con mutaciones germinales en el gen 

BRCA1 presentan mayor riesgo de cáncer de mama y ovario (King et al., 2003) y se 

asocian a un peor pronóstico del PCa (Agalliu et al., 2009; Douglas et al., 2007; Gallagher 

et al., 2010). De esta manera, tal como se discutió previamente en la sección 

Introducción, los pacientes con la mutación fundadora 185delAG, presentan un riesgo 3,5 

veces mayor de desarrollar tumores más agresivos con un grado de Gleason alto, con 

respecto a los pacientes que no presentan esta mutación (Agalliu et al., 2009). Otro 

estudio realizado con alrededor de 1.286 hombres, demostró que los pacientes con 

mutaciones en el gen BRCA1 presentan mayor riesgo de recurrencia  (4,3 veces)  y 

mayor riesgo de muerte específica por PCa (5,2 veces) (Gallagher et al., 2010).  

Existen evidencias que sugieren que los familiares hombres de pacientes con cáncer de 

mama que presentan mutaciones en BRCA1 tienen un mayor riesgo de desarrollar PCa 

(Agalliu et al., 2009). Agalliu y col. demostraron también que los pacientes con la mutación 

185delAG presentan mayor riesgo de padecer PCa por encima de los 65 años (Agalliu et 

al., 2009).  

Además, BRCA1 interacciona con el receptor de andrógenos (AR), estimulando su 

actividad, lo cual sugiere que podría tener un rol importante en el desarrollo y progresión 

del PCa (Park et al., 2000; Yeh et al., 2000).  

En base a esto proponemos: 

 

  

 

 

 

 

OBJETIVO CAPITULO 2 

Estudiar el efecto de BRCA1 en la respuesta al estrés genotóxico en el PCa. 
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2.2. BRCA1 aumenta la sensibilidad a doxorrubicina en PCa 

En primer lugar se determinaron los niveles de expresión de BRCA1 en distintas líneas 

tumorales de próstata mediante la técnica de western blot: PC3 (insensible a andrógenos, 

p53 mutado), LNCaP (sensible a andrógenos, p53 wild type), 22Rv1 (sensible a 

andrógenos, p53 wild type) y C4-2 (insensible a andrógenos, p53 wild type). En la Figura 

32 se observa que la línea celular LNCaP presentó la mayor expresión de BRCA1 

mientras que la línea celular PC3 presentó la menor expresión de esta proteína. 

  

 

Con el objetivo de estudiar de qué manera BRCA1 modula la respuesta al daño en el 

ADN, se desarrollaron líneas celulares transfectadas establemente que sobre-expresan 

BRCA1 o tienen silenciada su expresión a partir de la línea celular PC3. Para eso, las 

células PC3 se transfectaron con el plásmido de expresión pcDNA3 BRCA1;  el plásmido 

de silenciamiento de BRCA1 (shRNA BRCA1) o sus respectivos controles (pcDNA3 y 

shRNA Scramble) y se seleccionaron con el antibiótico G418 como se indica en la sección 

Materiales y Métodos. Además se utilizaron las líneas celulares que tienen disminuída la 

expresión de BRCA1 (LNCaP shRNA BRCA1) y su control (LNCaP shRNA Scramble), 

generadas en nuestro laboratorio (Zalazar, 2009). La Figura 33 muestra los niveles de 

expresión de BRCA1 en los clones seleccionados por las técnicas de WB y RT-qPCR.  

Para determinar si BRCA1 modula la sensibilidad al daño en el ADN, las células PC3 que 

sobre-expresan BRCA1 (pcDNA3 BRCA1) y las células LNCaP o PC3 con expresión de 

BRCA1 disminuída (shRNA BRCA1) y sus controles se expusieron a doxorrubicina o 

etopósido durante distintos tiempos y se analizó la viabilidad celular por la técnica de 

MTS.  

 

 

 

Figura 32.  Extractos de proteínas totales de las líneas 
celulares de PCa se analizaron por Western blot utilizando 
anticuerpos específicos contra la proteína BRCA1 y 
Laminina A/C. Los números debajo de las bandas 
representan la cuantificación de los niveles de expresión de 
BRCA1 realizado con el software Image J, relativizado con 
los niveles de expresión de laminina A/C y control.  
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La sobre-expresión de BRCA1 en células PC3 aumentó significativamente la sensibilidad 

a la doxorrubicina con respecto a las células control (Figura 34A). Así mismo, la 

disminución de la expresión de BRCA1 en ambas líneas, LNCaP (Figura 34B) y PC3 

(Figura 34C), aumentó la resistencia al tratamiento con doxorrubicina. 

Para determinar si la dosis inhibitoria del crecimiento 50 (GI50) a doxorrubicina se 

modifica por la expresión de BRCA1 se realizó una curva dosis respuesta y se analizó la 

viabilidad celular en las células PC3 que sobre-expresan BRCA1 (pcDNA3 BRCA1) y su 

control (pcDNA3). La GI50 para las células control fue de 8,64 M de doxorrubicina, en 

tanto que la sobre-expresión de BRCA1 disminuyó la GI50 a un valor de concentración de 

doxorrubicina de 1,93 M (Figura 35).  

Notablemente, todas las líneas celulares resultaron resistentes al tratamiento con 

etopósido, y la sobre-expresión o el silenciamiento de BRCA1 no afectó la sensibilidad a 

esta droga (Figura 34A-B).  

 

Figura 33.   Se determinaron los niveles de expresión de BRCA1 en las líneas celulares estables 
derivadas de PC3 y LNCaP. (A) Western blot utilizando los anticuerpos indicados. Los números debajo 
de las bandas representan la cuantificación de los niveles de expresión de BRCA1 realizado con el 
software Image J, relativizado con los niveles de expresión de laminina A/C o -actina y control. (B) Nivel 
de expresión del ARN de BRCA1 determinado por RT-qPCR. En ambos casos se muestra un 
experimento representativo de al menos tres réplicas biológicas. 
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Estos resultados permiten concluir que BRCA1 aumenta la sensibilidad al tratamiento con 

doxorrubicina en dos líneas tumorales de próstata que representan distinto fenotipo de la 

enfermedad. Debido a la falta de terapias efectivas para los estadíos avanzados del PCa, 

continuamos trabajando con la línea celular PC3 cuyo fenotipo representa esta etapa de 

la enfermedad. 

 

 

Figura 34.   Las células establemente transfectadas (A) 
PC3 pcDNA3 y PC3 BRCA1; (B) LNCaP shRNA 
Scramble y LNCaP shRNA BRCA1 o (C) PC3 shRNA 
Scramble y PC3 shRNA BRCA1, fueron expuestas a 
doxorrubicina (2M) y etopósido (5M) a los tiempos 
indicados en la figura y se determinó la viabilidad celular 
por la técnica de MTS. Los gráficos muestran un 
experimento representativo de 3 réplicas biológicas. Los 
asteriscos representan una diferencia significativa 
correspondiente a un valor de p < 0,05. 

Figura 35.   Las células estables PC3 pcDNA3 y PC3 BRCA1 
fueron tratadas con las dosis indicadas de doxorrubicina durante 
24h y se determinó la viabilidad celular por MTS. Los gráficos 
muestran un experimento representativo de 2 réplicas biológicas. 
Un asterisco significa una diferencia significativa con un valor de p 
< 0,05 y dos asteriscos representan un valor de p < 0,01. 
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2.3. BRCA1 aumenta la apoptosis inducida por doxorrubicina en e l PCa 

Para determinar si el aumento en la sensibilidad a la doxorrubicina por BRCA1 se debe a 

la inducción de la apoptosis, las células PC3 que sobre-expresan o tienen disminuída la 

expresión de BRCA1 se expusieron a doxorrubicina y se evaluó la apoptosis total por 

marcación con annexina V-FITC e ioduro de propidio seguida por análisis en citómetro de 

flujo (Figura 36).  

El tratamiento con doxorrubicina indujo un aumento en el porcentaje de células en 

apoptosis temprana en las líneas celulares control (pcDNA3 y shRNA Scramble) (Figura 

36A,B). Notablemente la apoptosis inducida por doxorrubicina aumentó significativamente 

al sobre-expresar BRCA1 con respecto al control (Figura 36A). De modo similar, al 

silenciar la expresión de BRCA1 disminuyó el porcentaje de células apoptóticas luego del 

estrés genotóxico (Figura 36B).  

Para validar estos resultados utilizando otra metodología específica para la apoptosis 

dependiente de caspasas, se determinó la actividad de caspasa 3 y 7. El tratamiento con 

doxorrubicina produjo un incremento en la actividad de caspasa 3/7 en las células control 

(shRNA Scramble); en cambio, al disminuir la expresión de BRCA1 (shRNA BRCA1) no 

aumentó la actividad de caspasa 3/7 luego del daño en el ADN (Figura 36C).  

En conclusión, BRCA1 aumenta la sensibilidad a doxorrubicina induciendo apoptosis en 

células de PCa. 
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Figura 36.   Las células PC3 estables que sobreexpresan (pcDNA3 BRCA1) o tienen silenciada la 
expresión de BRCA1 (shRNA BRCA1) y sus respectivos controles (pcDNA3 y shRNA Scramble) se 
expusieron a doxorrubicina (2 M, 24 h) o vehículo (DMSO). (A, B) Se determinó la apoptosis por 
marcación con anexina V-FITC e ioduro de propidio y se analizó por citometría de flujo y (C) actividad de 
caspasa 3/7. Los gráficos de puntos corresponden a un experimento representativo. Los gráficos de 
barras muestran el promedio y desvío estándar de 3 réplicas biológicas. Los asteriscos indican un valor 
de p < 0,05. 
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2.4. BRCA1 modula la progresión del ciclo celular luego de l daño en el ADN 

inducido por doxorrubicina en PCa  

Para determinar si BRCA1 regula la sensibilidad a la doxorrubicina arrestando el ciclo 

celular, las líneas celulares estables derivadas de PC3 se expusieron a  doxorrubicina y 

se midió el contenido de ADN por marcación con ioduro de propidio y análisis por 

citometría de flujo. Se comprobó que la doxorrubicina aumentó el porcentaje de células en 

fase S en los controles (Figura 37). Además, se determinó que la sobre-expresión de 

BRCA1 en presencia de doxorrubicina aumentó el porcentaje de células en fases S y 

G2/M (Figura 37A). En concordancia, el silenciamiento de BRCA1 disminuyó la 

sensibilidad al tratamiento con doxorrubicina ya que no se produjo un bloqueo en la fase S 

del ciclo celular (Figura 37B).  

Todos estos resultados correlacionan con la variación de la expresión de algunas 

proteínas importantes en la regulación del ciclo celular. Así, la sobre-expresión de BRCA1 

indujo p21WAF1/CIP1 y reprimió ciclina D1, E, A y B1 en respuesta al tratamiento con 

doxorrubicina (Figura 38).  

En resumen, BRCA1 aumenta la sensibilidad al tratamiento con doxorrubicina a través de 

la inducción de la apoptosis y el arresto del ciclo celular en G2/M y bloqueo  en la fase S.  
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Figura 37.   Las células estables PC3 que (A) sobreexpresan o (B) tienen silenciada la expresión de 
BRCA1 fueron expuestas a doxorrubicina (2 M o 6 M, 24 h) o vehículo (DMSO). Se midió el contenido 
de ADN por marcación con ioduro de propidio y análisis por citometría de flujo. Se detalla en el gráfico 
de barras la cuantificación correspondiente a las distintas fases del ciclo celular de un experimento 
representativo de 3 réplicas biológicas independientes. 
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2.5. La pérdida de BRCA1 aumenta la tasa de crecimiento tumora l en PCa  

Con el objetivo de estudiar el rol de la proteína BRCA1 en la respuesta al daño en el ADN 

in vivo, establecimos un modelo de ratones xenotransplantados con una línea estable 

tumoral de próstata que tiene disminuída la expresión de BRCA1. Para ello, se inocularon 

por vía subcutánea ratones atímicos nude (nu/nu) con células PC3 shRNA BRCA1 o 

células control (shRNA Scramble). Luego de 14 días se midió el volumen tumoral cada 2 

días, como se describió en Materiales y métodos. Como se observa en la Figura 39, el 

volumen tumoral fue 3 veces mayor en los xenotransplantes que tienen silenciada la 

expresión de BRCA1 respecto de los controles (P < 0,05) (Figura 39A). Además, la tasa 

de crecimiento tumoral de los xenotransplantes shRNA BRCA1 (5,98 mm3/día) resultó 12 

veces mayor a la tasa de crecimiento observada en los xenotransplantes shRNA 

Scramble (0,50 mm3/día) (Figura 39A). Luego de 25 días a partir de la inoculación de las 

células, los animales fueron sacrificados, los tumores extirpados y procesados para la 

obtención de ARN total. Mediante RT-qPCR, confirmamos que los tumores shRNA 

BRCA1 presentaron menor expresión de BRCA1 (disminución del 30%) (Figura 39B). El 

peso corporal de los animales no sufrió variaciones significativas durante todo el 

experimento (Figura 39C). 

Figura 38.   Las células estables PC3 que sobreexpresan 
BRCA1 (pcDNA3 BRCA1) fueron tratadas con doxorrubicina 
(2 M, 24 h) o vehículo (DMSO). Se analizaron los niveles de 
proteína total por Western blot utilizando anticuerpos 
específicos para p21Waf1/Cip1; ciclinas D1, E, A y B1 y -actina, 
como control de carga. Los números debajo de las bandas 
representan la cuantificación de los niveles de expresión de 
la proteína indicada realizado con el software Image J, 
relativizado con los niveles de expresión de -actina y 
control. Se muestra un experimento representativo de 3 
réplicas biológicas independientes.  
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Estos resultados demuestran por primera vez que la disminución de la expresión de 

BRCA1 aumenta el crecimiento de tumores derivados de líneas humanas de cáncer de 

próstata, lo cual es consistente con la función supresora tumoral de esta proteína. 

Además, este modelo animal que establecimos fue muy útil para estudiar el rol de BRCA1 

en la respuesta al daño en el ADN como se discutirá en el siguiente capítulo.  

 

 

Figura 39.   (A) Los ratones nude (n=10) se 
inocularon con 4,8x106 células PC3 (shRNA 
Scramble o shRNA BRCA1) por vía s.c. Se 
determinó el volumen tumoral cada 2 días durante 
25 días, utilizando la fórmula: 0,523 x Ancho2 x 
Largo. El asterisco indica un valor p<0,001(B) En el 
día 25, los animales fueron sacrificados y se 
analizaron los niveles de expresión de BRCA1 en 
los xenotransplantes por RT-qPCR. (C) Se 
determinó el peso corporal de los ratones 
semanalmente. 

CONCLUSIONES CAPITULO 2 

En esta tesis determinamos que BRCA1 aumenta la sensibilidad al tratamiento con 
doxorrubicina a través de la inducción de la apoptosis y el arresto del ciclo celular. 
Además, la disminución de la expresión de BRCA1 aumenta el volumen tumoral lo 
que sugiere que BRCA1 funcionaría como un supresor tumoral de próstata.  



Resultados y Conclusiones 

102 
 

CAPITULO 3 

Regulación transcripcional por BRCA1 en el PCa  

 

3.1. Antecedentes  

En estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio, se realizó un  microarray a 

partir del ADN obtenido por inmunoprecipitación de la cromatina con un anticuerpo 

específico para BRCA1 (ChIP-chip) (Figura 21). Se determinó que en células T Jurkat, 

BRCA1 se asocia al promotor de 1.328 genes y a 882 genes en las células expuestas a 

radiación UV (De Siervi et al., 2010). Agrupando estos genes según su ontología se 

encontró que el 94% de los promotores están relacionados con la regulación del ciclo 

celular y la respuesta al daño en el ADN (Tabla 6). 

En base a esto proponemos: 

 

 

 

 

3.2. BRCA1 se asocia a los promotores de genes involucra dos en el ciclo celular y 

la respuesta al daño en el ADN 

Con el objetivo de dilucidar los mecanismos a través de los cuales BRCA1 modula la 

respuesta a agentes genotóxicos en PCa, en esta tesis nos propusimos identificar nuevos 

blancos transcripcionales de BRCA1 regulados en respuesta al daño en el ADN. Para 

eso, nos focalizamos en el estudio de un grupo de genes encontrados en el análisis de 

ChIP-chip: FEN1, GADD153, BLM, H3F3B, BRCA2 y CCNB2. Estos genes intervienen en 

la respuesta al daño en el ADN, la regulación del ciclo celular y/o apoptosis.  

En primer lugar se validaron los resultados obtenidos en el array, para ello realizamos un 

BRCA1 ChIP a partir de células T Jurkat. Como se muestra en la Figura 40, BRCA1 se 

asocia al promotor de GADD153, FEN1, BLM, H3F3B, BRCA2, CCNB2 y H2AFX en 

células T Jurkat no tratadas con doxorrubicina. 

 

OBJETIVO CAPITULO 3 

Estudiar el rol de BRCA1 como regulador transcripcional en el PCa. 
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 Debido a que en este trabajo de tesis encontramos un nuevo mecanismo de 

autorregulación de la proteína BRCA1 en células tumorales de próstata, que también se 

confirmó en la línea celular T Jurkat, investigamos la asociación de BRCA1 a estos genes 

a partir de células PC3 expuestas a doxorrubicina o vehículo. El ADN inmunoprecipitado 

se analizó por qPCR utilizando primers específicos para la región proximal al TSS de cada 

uno de los genes estudiados. El gen de la -globina se utilizó como control de 

especificidad de enriquecimiento ya que la proteína BRCA1 no se asocia al promotor de 

este gen, estableciendo así el límite de enriquecimiento específico a aquel que fuera 

significativamente mayor que el obtenido para este gen.  

En la Figura 41 se observa que BRCA1 se asocia al promotor de todos los genes 

estudiados. Basados en el tipo de asociación, estos genes pueden dividirse en 2 grupos: 

grupo 1: FEN1 y GADD153: está formado por aquellos genes a los cuales BRCA1 se 

asocia luego del tratamiento con doxorrubicina; grupo 2: BLM, H3F3B, BRCA2 y CCNB2: 

está formado por genes a los que BRCA1 se asocia en ausencia de estrés genotóxico.  

 

Figura 40.   Se realizó un ChIP utilizando anticuerpos contra las proteínas BRCA1 o IgG, a partir de 
células T Jurkat. El ADN inmunoprecipitado se analizó por qPCR utilizando primers para las regiones 
promotoras de los genes que se indican. Los gráficos de barras representan el promedio y el desvío 
estándar de 3 experimentos independientes. Los datos se normalizaron a input e IgG. 
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3.3. BRCA1 regula la transcripción de genes involucrados en el ciclo celular y la 

respuesta al daño en el ADN in vitro  e in vivo  

Para determinar si, además de asociarse a sus promotores, BRCA1 regula directamente 

la expresión de estos genes en células PC3, se analizaron los niveles de expresión de los 

mismos por RT-qPCR luego del tratamiento con doxorrubicina en células PC3 que sobre-

expresan o tienen silenciada la expresión de BRCA1 y sus respectivos controles. 

La sobre-expresión de BRCA1 indujo los genes del grupo 1 y reprimió los genes del grupo 

2 (Figura 42). Estos resultados fueron corroborados utilizando las células PC3 que tienen 

silenciada la expresión de BRCA1 (Figura 43). Interesantemente, al modular los niveles 

de expresión de BRCA1, también se modificó la expresión de estos genes luego del 

tratamiento con doxorrubicina. Por ejemplo, la expresión de FEN1 aumentó 

sinergísticamente al sobre-expresar BRCA1 luego del tratamiento con doxorrubicina 

(Figura 42). 

Figura 41.   Se realizó un ChIP utilizando anticuerpos contra las proteínas BRCA1 y GAL4 a partir de 
células PC3 tratadas con doxorrubicina (1M, 24h) o vehículo (DMSO). El ADN inmunoprecipitado se 
analizó por qPCR utilizando primers específicos para las regiones promotoras de los genes que se 
indican. Los gráficos de barras representan el promedio y el desvío estándar de 3 experimentos 
independientes. Los datos se normalizaron a input y GAL4. Un asterisco representa un enriquecimiento 
específico significativo con un valor de p < 0,05 y dos asteriscos representan un valor de p < 0,01. Los 
datos se normalizaron a input y GAL4. 
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Figura 42.   Las células estables PC3 que sobreexpresan BRCA1 (pcDNA3, pcDNA3 BRCA1) se 
expusieron a doxorrubicina (1M, 24 h) o vehículo (DMSO) y se determinaron los niveles de RNA de los 
genes indicados por RT-qPCR. Los gráficos de barras representan el promedio y desvío estándar de al 
menos 3 réplicas biológicas. Un asterisco representa una diferencia significativa con un valor de p < 0,05 
y dos asteriscos representan un valor de p < 0,01. 

Figura 43.   La línea celular estable PC3 que tiene disminuída la expresión de  BRCA1 (shRNA BRCA1) 
y su respectivo control (shRNA Scramble) se expusieron a doxorrubicina (1M, 24 h) o vehículo (DMSO) 
y se determinaron los niveles de RNA de los genes indicados por RT-qPCR. Los gráficos de barras 
muestran el  promedio y el desvío estándar de al menos 3 réplicas biológicas. Un asterisco representa 
una diferencia significativa con un valor de p < 0,05 y dos asteriscos representan un valor de p < 0,01. 
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Para estudiar si los 6 genes blanco de BRCA1 son regulados in vivo luego del tratamiento 

con doxorrubicina, ratones atímicos nu/nu (n = 20) se dividieron en dos grupos al azar y 

se inocularon por vía s.c con células PC3 shRNA BRCA1 (n = 10) o PC3 shRNA 

Scramble (n = 10). A los 14 y 23 días posteriores a la inoculación de células y cuando los 

tumores fueron visibles, los ratones se inyectaron con una dosis i.p. de doxorrubicina (8 

mg/kg ratón). Los animales se sacrificaron 24 h después de la última inyección, se 

extirparon los tumores y se extrajo el ARN para analizar la expresión de los genes por RT-

qPCR. En la Figura 44 se observa que GADD153, BLM y BRCA2 son modulados por 

BRCA1 y/o doxorrubicina en los tumores xenotransplantados. En el caso de FEN1, 

H3F3B y CCNB2, no se observaron diferencias significativas entre los tumores que 

expresan BRCA1 (shRNA Scramble) y los que tienen disminuída la expresión de BRCA1 

(shRNA BRCA1), como se había observado en los experimentos con las líneas celulares. 

Esta discrepancia observada entre los experimentos in vitro e in vivo la atribuimos 

fundamentalmente a la diferencia de los niveles de expresión de BRCA1 ya que, mientras 

que la línea celular PC3 shRNA BRCA1 presenta solo un 25% de expresión de esta 

proteína con respecto a la línea celular control (Figura 33B), los tumores 

xenotransplantados derivados de esta línea celular expresan un 72% de expresión de 

BRCA1 con respecto a aquellos derivados de la línea control (Figura 39B). Además, el 

esquema de tratamiento por doxorrubicina utilizado in vivo para reducir el crecimiento 

tumoral no fue óptimo ya que no se observaron diferencias en la tasa de crecimiento 

tumoral entre ratones tratados o no con doxorrubicina. Es posible que, utilizando otros 

esquemas de tratamiento que sean efectivos para disminuír el crecimiento tumoral, estos 

genes sean regulados por doxorrubicina, tal como se observó en las líneas celulares.  
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Figura 44.   Ratones atímicos nude (nu/nu) fueron inoculados con células estables PC3 que tienen 
disminuída la expresión de BRCA1. A los días 14 y 23 post-inóculo fueron inyectados i.p. con 
doxorrubicina  (8 mg/kg ratón)  o vehículo (DMSO). Los animales fueron sacrificados 24 h luego de la 
última inyección, se extirparon los tumores y se analizaron los niveles de ARN mensajero de los genes 
indicados por RT-qPCR. Un asterisco representa una diferencia significativa con un valor de p < 0,05. 

CONCLUSIONES CAPITULO 3 

En este trabajo de tesis demostramos por primera vez que BRCA1 regula la 
transcripción de genes involucrados en la respuesta al daño en el ADN, la progresión 
del ciclo celular y la apoptosis en PCa, in vitro e in vivo. 
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CAPÍTULO 4  

Regulación transcripcional de GADD153 mediada por BRCA1 

 

4.1. Antecedentes 

El instituto Nacional del Cáncer (NCI, USA) describe diferentes tratamientos para los 

pacientes con PCa (http://www.cancer.gov/cancertopics/types/prostate): el tratamiento 

estándar consiste en cirugía, radiación y hormono-terapia; además de protocolos 

experimentales que se encuentran todavía en ensayos clínicos. Para los pacientes con 

PCa avanzado, el tratamiento más común es el docetaxel, sin embargo, esta terapia es 

solo paliativa ya que no extiende significativamente la sobrevida de los pacientes. Por lo 

tanto, es crítico el desarrollo de nuevos agentes para tratamientos futuros de esta 

enfermedad.  

En este contexto, identificar nuevas vías reguladas en el PCa es clave para desarrollar 

nuevas drogas o combinaciones dirigidas contra distintas blancos y así mejorar la 

respuesta a las terapias. Además, el entendimiento de los mecanismos de resistencia en 

tumores con mutaciones en BRCA1 ayudará a desarrollar mejores opciones de 

tratamiento, como terapias personalizadas para el PCa. 

Como mencionamos anteriormente, en este trabajo encontramos que BRCA1 regula la 

expresión de varios genes en el PCa. Uno de esos genes es GADD153, que es un factor 

de transcripción pro-apoptótico regulado en células de mamífero por daño en el ADN y 

estrés en el retículo endoplásmatico que además interviene en la regulación del ciclo 

celular. En estudios previos realizados en nuestro laboratorio, se determinó que el daño 

en el ADN (radiación UV o doxorrubicina) induce la transcripción de GADD153 en células 

de PCa (Chamorro, 2008). En este trabajo de tesis determinamos además que BRCA1 se 

asocia al promotor de GADD153 luego del tratamiento con doxorrubicina (Figura 40) 

induciendo directamente su transcripción en respuesta al estrés genotóxico en líneas 

celulares de PCa (Figuras 42 y 43) y en estudios in vivo utilizando un modelo murino de 

xenotransplantes (Figura 44).  

En base a estas evidencias, GADD153 emerge como un importante blanco regulado por 

BRCA1 y por eso proponemos:  
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4.2. BRCA1 se asocia al promotor de GADD153 luego del daño en el ADN inducido 

por doxorrubicina 

Previamente identificamos a GADD153 como un blanco transcripcional de BRCA1 (Figura 

40). Con el objetivo de determinar la región del promotor de GADD153 a la que se asocia 

BRCA1, se realizaron BRCA1 ChIP-qPCR utilizando primers específicos para distintas 

regiones del promotor de GADD153 ubicados a 1.900 pb y 300 pb río arriba y a 300 pb río 

abajo del TSS de GADD153. De esta manera encontramos que BRCA1 se asocia 

específicamente al promotor de GADD153, luego del daño en el ADN inducido con 

doxorrubicina en células PC3 (Figura 45A).  

 

 

 

 

 

Este resultado se validó realizando un ensayo de binding, donde se evaluó la asociación 

de la proteína BRCA1 endógena a una sonda biotinilada que contiene una región de 0,7 

Kb del promotor de GADD153. Se utilizaron lisados de células PC3 expuestas o no a 

doxorrubicina, y la presencia de BRCA1 asociada a la sonda en los precipitados se 

analizó por western blot. Como control negativo, el ensayo de binding se realizó en 

ausencia de sonda específica. Como se observa en la Figura 45B, BRCA1 se asocia a la 

Figura 45.  (A) Se llevó a cabo un BRCA1 ChIP-qPCR a partir de células PC3 tratadas con doxorrubicina 
(1M, 24 h) o vehículo (DMSO), utilizando primers específicos para las regiones indicadas del promotor 
de GADD153. El asterisco representa una diferencia significativa con respecto al control con un valor de 
p < 0,05. Los datos se normalizaron a input y GAL4. (B) Ensayo de binding incubando una sonda 
biotinilada de 0,7 Kb del promotor de GADD153 con los lisados de células PC3 tratadas o no con 
doxorrubicina (1M, 24h). La asociación de BRCA1 a la sonda se analizó por Western blot utilizando un 
anticuerpo específico contra la proteína BRCA1.  

OBJETIVO CAPITULO 4 

 Estudiar el mecanismo de regulación transcripcional de GADD153 por BRCA1. 

 Estudiar el rol de GADD153 en la sensibilidad a agentes genotóxicos en el 
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sonda específica de GADD153 con mayor afinidad luego del tratamiento con 

doxorrubicina.  

En resumen, utilizando ensayos in vivo (ChIP) e in vitro (ensayo de binding) 

determinamos que BRCA1 se asocia al promotor de GADD153 luego del daño en el ADN, 

inducido con doxorrubicina.  

 

4.3. BRCA1 induce la transcripción de GADD153 luego del tratamiento con 

doxorrubicina 

Previamente se demostró que al sobre-expresar BRCA1 la inducción a nivel de mensajero 

de GADD153 aumentó sinérgicamente con el tratamiento con doxorrubicina (Figura 42). 

Del mismo modo, al silenciar la expresión de BRCA1, GADD153 no se indujo luego del 

estrés genotóxico (Figura 43). Dado que BRCA1 se asocia específicamente al promotor 

de GADD153 luego del tratamiento con doxorrubicina, estos resultados sugieren un efecto 

directo de BRCA1 en la regulación de la transcripción de GADD153.  

Para comprobar que BRCA1 induce la transcripción de GADD153, se realizaron ensayos 

de genes reporteros co-transfectando células PC3 con el plásmido GADD153-luc, que 

contiene una región de 1Kb río arriba del TSS de GADD153 clonado río arriba del gen de 

la luciferasa y con el plásmido de expresión de BRCA1 (pcDNA3 BRCA1) o el plásmido 

de silenciamiento de BRCA1 (shRNA BRCA1) o sus respectivos controles (pcDNA3 y 

shRNA Scramble). Las células se expusieron a  doxorrubicina o vehículo durante 24 h y 

se determinó la actividad de luciferasa. 

 

 

 

 

Figura 46.  Las células PC3 se co-transfectaron con el plásmido reportero GADD153-luc y los plásmidos 
(A) pcDNA3 o pcDNA3 BRCA1, (B) shRNA Scramble o shRNA BRCA1. Luego se trataron con 
doxorrubicina (1M, 24h) o vehículo (DMSO) y se midió la actividad de luciferasa. Las barras indican el 
promedio y el desvío estándar de 3 transfecciones. El experimento se repitió al menos 3 veces. Los 
valores de luciferasa se normalizaron con los valores de proteína total y control. Un asterisco representa 
una diferencia significativa con un valor de p < 0,05 y dos asteriscos representan un valor de p < 0,01. 
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La actividad transcripcional de GADD153 aumentó luego del tratamiento con 

doxorrubicina y esta actividad fue aún mayor al sobre-expresar BRCA1 (Figura 46A). En 

concordancia, la disminución de la expresión de BRCA1 eliminó totalmente la inducción 

por doxorrubicina de la actividad del promotor de GADD153 (Figura 46B).  

En conclusión, BRCA1 se asocia al promotor de GADD153 luego del estrés genotóxico 

generado por doxorrubicina activando su transcripción.  

 

4.4 BRCA1 aumenta la sensibilidad a doxorrubicina en un me canismo mediado por 

GADD153 

Para analizar si BRCA1 aumenta la apoptosis luego del daño en el ADN a través de la 

inducción de la expresión de GADD153, se estudió la apoptosis inducida por 

doxorrubicina luego de sobre-expresar BRCA1 y silenciar la expresión de GADD153.  

Para disminuir la expresión de GADD153 se transfectaron células PC3 con un siRNA 

específico para GADD153 o un siRNA Scramble como control y se determinaron los 

niveles de expresión de GADD153 a distintos tiempos post-transfección por western blot y 

RT-qPCR. El silenciamiento óptimo de GADD153 se produjo a las 72 h post-transfección 

ya que, si bien a las 48 h se observó una disminución en los niveles de mensajero (Figura 

47B), la expresión de la proteína disminuyó únicamente luego de 72 h (Figura 47A).  

  

 

 

De esta manera, las células PC3 estables que sobre-expresan BRCA1 y las células 

control se transfectaron con el siRNA GADD153 o siRNA scramble y a las 48 h se 

expusieron a doxorrubicina. Luego de 72 h post-transfección se evaluó la apoptosis por 

marcación con annexina V-FITC e ioduro de propidio y análisis por citometría de flujo. En 

Figura 47.  Las células PC3 fueron transfectadas con 50 pmol de siRNA GADD153 o siRNA control y 48 
h o 72 h post-transfección se determinó la expresión de GADD153 por (A) Western blot y (B) RT-qPCR. 
Los asteriscos significan un valor de p < 0,05. 
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la Figura 48 se observa que, tal como se mostró anteriormente (Figura 36A), el número de 

células en apoptosis temprana luego del tratamiento con doxorrubicina fue mayor al 

sobre-expresar BRCA1, con respecto a la línea celular control. Al silenciar la expresión de 

GADD153, el efecto de BRCA1 en la inducción de apoptosis disminuyó significativamente, 

por lo que se puede concluir que BRCA1 aumenta la apoptosis inducida por doxorrubicina 

fundamentalmente a través de GADD153 (Figura 48). El hecho de que la inducción de la 

apoptosis al sobre-expresar BRCA1 continúe siendo mayor con respecto al control, aún 

luego de silenciar la expresión de GADD153, indica que otras vías reguladas por BRCA1 

deben tener un efecto en la apoptosis inducida por doxorrubicina.  

  

 

 

 

Siguiendo la misma metodología, se estudió si el arresto del ciclo celular por BRCA1 

luego del daño en el ADN se debe a la inducción de GADD153. Tal como se observó 

anteriormente (Figura 37), la sobre-expresión de BRCA1 aumentó el arresto de las células 

en fase G2/M inducido por doxorrubicina. Notablemente, el silenciamiento de la expresión 

de GADD153 disminuyó el arresto en el ciclo celular inducido por doxorrubicina 

independientemente del nivel de expresión de BRCA1 (Figura 49).  

 

Figura 48.  La células estables PC3 pcDNA3 y pcDNA3 BRCA1 se transfectaron con siRNA GADD153 o 
control, se expusieron a doxorrubicina (6 M, 24h) y se determinó la apoptosis por marcación con 
anexina V-FITC e ioduro de propidio y análisis por citometría de flujo. 
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Estos resultados proponen un modelo molecular que explica la sensibilidad de las células 

tumorales de próstata a la doxorrubicina. Este modelo postula que en presencia de este 

agente genotóxico, la proteína BRCA1 se asocia al promotor de GADD153 induciendo su 

transcripción, lo cual induce la apoptosis y el arresto del ciclo celular aumentando la 

sensibilidad de las células a la doxorrubicina.  

 

 

Figura 49.  La células PC3 pcDNA3 y pcDNA3 BRCA1 se transfectaron con siRNA GADD153 o control, 
se expusieron a doxorrubicina (2 M, 24h) y se determinó el contenido de ADN por marcación con 
ioduro de propidio y análisis por citometría de flujo. 
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4.5. La proteína p53 disminuye la actividad transcripcional de  GADD153 y BRCA1  

Evidencias previas indican que BRCA1 interacciona con p53 modulando su actividad 

transcripcional (Zhang et al., 1998). De este modo, en presencia de BRCA1, aumenta la 

inducción del sub-grupo de genes regulados por p53 que intervienen en el arresto del 

ciclo celular y la respuesta al daño en el ADN, por sobre los genes involucrados en 

apoptosis (MacLachlan et al., 2002; Ongusaha et al., 2003).  

Todos los resultados previamente descriptos se basaron en el estudio de la regulación 

transcripcional por BRCA1 utilizando una línea tumoral de próstata que no expresa p53. 

Por lo tanto, todos los genes blancos encontrados son regulados directamente por BRCA1 

de un modo independiente de su interacción con p53. Por lo tanto, nuestro próximo 

objetivo fue determinar si la regulación de GADD153 por BRCA1 se modifica en presencia 

de p53.  

En primer lugar se generó una línea celular estable derivada de PC3 por transfección con 

un plásmido de expresión de p53 (pcDNA3 p53). En la Figura 50 se muestran los niveles 

de expresión de p53 del clon seleccionado para trabajar.  

 

  

 

Para determinar si p53 regula la actividad transcripcional de GADD153, se realizaron 

ensayos de genes reporteros con en plásmido GADD153-luc en las líneas celulares 

pcDNA3 y pcDNA3 p53. La actividad transcripcional del promotor de GADD153 disminuyó 

en presencia de p53 (Figura 51A). Este resultado puede indicar que GADD153 es un gen 

blanco de p53, o bien, que p53 regula la expresión de GADD153 indirectamente a través 

de otro gen blanco.  

Se ha reportado que la proteína p53 reprime la expresión de BRCA1 luego del daño en el 

ADN (MacLachlan et al., 2000a). Dado que en este trabajo se reportó que BRCA1 es un 

componente central en la regulación de GADD153, una disminución en los niveles de 

BRCA1 debido a la represión de este gen por p53 podría explicar la disminución en la 

Figura 50.   Se generó una línea celular estable derivada de 
PC3 por transfección del plásmido de expresión pcDNA3 p53 y 
selección con G418 (200 g/ml). En la figura se muestran los 
niveles de expresión de p53 de los clones seleccionados, 
analizados por Western blot. 
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actividad transcripcional de GADD153. Por eso, se estudió si la actividad transcripcional 

de BRCA1 varía en presencia de p53 en células PC3 mediante ensayos reporteros 

utilizando el plásmido BRCA1-luc. En la Figura 51B se observa que p53 reprime la 

transcripción de BRCA1. Estos resultados demuestran que p53 reprime la transcripción de 

GADD153, y uno de los mecanismos responsables de esta represión podría ser la 

disminución en los niveles transcripcionales de BRCA1 por p53.  

  

 

 

 

4.6. La inducción de GADD153 por daño en el ADN se pierde en presen cia de p53 

Para determinar el efecto de p53 en la actividad transcripcional de GADD153 luego del 

daño en el ADN inducido con doxorrubicina, se realizaron ensayos reporteros en las 

células PC3 que sobre-expresan p53 (pcDNA3 p53) y control (pcDNA3) por transfección 

con el plásmido GADD153-luc y tratamiento con doxorrubicina o vehículo (DMSO). Tal 

como se observó anteriormente luego del tratamiento con doxorrubicina se indujo la 

transcripción de GADD153 en células PC3 control (Figura 52A). Al expresar p53 se 

reprimió la transcripción de GADD153 independientemente de la presencia de 

doxorrubicina (Figura 52A). En conclusión, en presencia de p53 se perdió la inducción de 

GADD153 por doxorrubicina.  

Para determinar si el efecto de p53 en la actividad transcripcional de GADD153 y BRCA1 

luego del daño en el ADN se ve reflejado a nivel de proteína, se determinaron los niveles 

de proteína en la línea celular PC3 que expresa p53 (pcDNA3 p53) y su control (pcDNA3), 

luego del daño en el ADN inducido con UV.  

Figura 51.  Las células PC3 se co-transfectaron con el plásmido pcDNA3 p53 o el plásmido pcDNA3 y 
(A) el plásmido GADD153-luc, o (B) el plásmido BRCA1-luc. Se determinó la actividad de luciferasa 48 h 
post-transfección. Los datos se relativizaron con los niveles de proteína total y se normalizaron al 
control. En las figuras se muestra un experimento representativo de tres réplicas biológicas, donde cada 
tratamiento se realizó por triplicado. 
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Tal como se observó previamente, el tratamiento con UV produjo un aumento en la 

expresión de GADD153 en células PC3 (Figura 52B).  En cambio, en presencia de p53, la 

expresión de GADD153 no se indujo luego del daño en el ADN (Figura 52B). Además, al 

expresar p53, disminuyeron los niveles de BRCA1 tanto en la condición control como 

luego del tratamiento con UV (Figura 52B). 

Hasta el momento, el efecto de p53 en la regulación de la expresión de GADD153 se 

estudió en la línea celular PC3 modulando la expresión de p53. Para determinar si el 

efecto de p53 en la regulación de GADD153 observado en las células PC3 es un 

mecanismo general en el PCa, se estudió el efecto del daño en el ADN y BRCA1 en 

células LNCaP, que expresan p53 wild type. Para esto se estudió la expresión de 

GADD153 en células LNCaP luego del daño en el ADN inducido por UV mediante el 

análisis por Western Blot. La expresión de GADD153 disminuyó luego del tratamiento con 

UV (Figura 53A).  

Figura 52.  (A) Las células PC3 se co-transfectaron con el plásmido GADD153-luc y el plásmido de 
expresión pcDNA3 p53 y 24 h post-transfección se expusieron a doxorrubicina (1M, 24h) o vehículo 
(DMSO). Se determinó la actividad de luciferasa 48 h post-transfección y se relativizó respecto a los 
niveles de proteína total y al control. Se muestra un experimento representativo de tres réplicas 
biológicas, donde cada tratamiento se realizó por triplicado. (B) Las células PC3 que expresan p53 
(pcDNA3 p53) o células control (pcDNA3) fueron expuestas a radiación UV (50Jm-2) y luego se 
incubaron durante 1h en estufa a 37°C, 5 % CO 2. Se realizaron lisados de proteínas totales y se 
determinaron los niveles de GADD153, BRCA1, p53 y Laminina A/C por Western blot. Los niveles de 
proteína se cuantificaron utilizando el software Image J y se relativizaron con los niveles de Laminina 
A/C de cada muestra y al control. En la figura se muestra un experimento representativo de dos réplicas 
biológicas. 
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Para analizar si la disminución de los niveles de proteína se debe a una represión del 

promotor de GADD153 luego del daño en el ADN, se realizaron ensayos reporteros 

transfectando el plásmido GADD153-luc en células LNCaP y exponiéndolas a 

doxorrubicina o UV. Efectivamente luego del daño en el ADN inducido con ambos agentes 

genotóxicos se reprimió la transcripción de este gen (Figura 53B).  

 

4.7. La proteína BRCA1 regula la expresión de GADD153 en presen cia de p53 

Como se demostró anteriormente, en células PC3 que carecen de p53 wild type, BRCA1 

induce la expresión de GADD153 luego del tratamiento con doxorrubicina, de tal modo 

que al sobre-expresar BRCA1 la inducción de GADD153 por daño en el ADN fue aún 

mayor, y en células depletadas de BRCA1, GADD153 dejó de ser inducible por 

doxorrubicina.  

Con el objetivo de estudiar el efecto de BRCA1 en la regulación de GADD153 en 

presencia de p53, se realizaron ensayos reporteros por co-transfección del plásmido 

GADD153-luc con el plásmido de silenciamiento de BRCA1 o su control, en células PC3 

control y células PC3 que expresan en forma estable p53 (Figura 54A) o bien en células 

LNCaP (Figura 54B). Las células se expusieron a doxorrubicina y se determinó la 

actividad de luciferasa. Tal como se observó previamente, la transcripción de GADD153 

no es inducida por doxorrubicina en células PC3 que expresan p53 (Figura 54A). Al 

Figura 53.  (A) Las células LNCaP se expusieron a radiación UV (50Jm-2) y se analizaron los niveles de 
expresión de GADD153 por Western blot. (B) Las células LNCaP se transfectaron con el plásmido 
GADD153-luc y se expusieron a UV (50Jm-2), doxorrubicina (1M, 24h) o vehículo (DMSO) y se 
determinó actividad de luciferasa 48 h post-transfección. Los datos se relativizaron con los niveles de 
proteína total.  
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silenciar la expresión de BRCA1 en las células PC3 p53 se reprimió la transcripción de 

GADD153. Además, la actividad transcripcional del promotor de GADD153 no varió en 

respuesta al tratamiento con doxorrubicina, independientemente de los niveles de 

expresión de BRCA1 (Figura 54A). 

  

 

 

 

En el caso de las células LNCaP, el tratamiento con doxorrubicina reprimió la 

transcripción de GADD153 (Figura 54B). Al silenciar la expresión de BRCA1 disminuyó la 

actividad transcripcional del promotor de GADD153, de modo similar al efecto de la 

doxorrubicina en las células control (shRNA Scramble) (Figura 54B).  

Por último, para estudiar si, en presencia de p53, BRCA1 se asocia al promotor de 

GADD153 en respuesta al daño en el ADN, se realizaron ensayos de ChIP utilizando un 

anticuerpo anti-BRCA1 o IgG en células LNCaP tratadas o no con UV. Se determinó que, 

en células LNCaP, BRCA1 se asocia al promotor de GADD153 luego del daño en el ADN, 

tal como ocurre en células PC3 (Figura 55).  

Figura 54.  (A) Las células estables PC3 que expresan p53 (pcDNA3 p53), o (B) las células LNCaP se 
co-transfectaron con el plásmido GADD153-luc y el plásmido de silenciamiento de BRCA1 (shRNA 
BRCA1) o control (shRNA Scramble). Las células se expusieron a doxorrubicina (1M, 24h) o vehículo 
(DMSO). Se determinó la actividad de luciferasa 72 h post-transfección y se relativizó con los niveles de 
proteínas totales. Se muestra un experimento representativo de 3 réplicas biológicas. 
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Estos resultados permiten concluír que en el PCa BRCA1 induce la expresión de 

GADD153, independientemente de los niveles de p53 ya que este efecto fue observado 

en células PC3 transfectadas o sin transfectar con p53 y en células LNCaP, que expresan 

p53 wild type. Además, la proteína p53 reprime la expresión de GADD153, de modo que, 

en células de PCa que expresan p53, GADD153 ya no es inducible por daño en el ADN. 

Si bien no se realizaron estudios para determinar si existe un efecto directo de p53 en la 

regulación de la transcripción de GADD153, la represión de GADD153 luego de expresar 

p53 correlaciona con una disminución en los niveles de BRCA1. Es posible que al 

interaccionar con p53, BRCA1 se asocie al promotor de otros genes, probablemente 

relacionados con la reparación del daño en el ADN y el arresto del ciclo celular, como fue 

reportado en otros trabajos (MacLachlan et al., 2002; Ongusaha et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 55.  BRCA1-ChIP realizado a partir de lisados de 
células LNCaP tratados con UV (50Jm-2) o control. El ADN-
ChIP se analizó por qPCR utilizando primers específicos 
para la región de -200 pb del TSS del promotor de 
GADD153. Se muestra el enriquecimiento normalizado con 
input y el anticuerpo no específico de un experimento 
representativo de dos réplicas biológicas. 

CONCLUSIONES CAPITULO 4 

En este trabajo de tesis determinamos que, en presencia de doxorrubicina, la 
proteína BRCA1 se asocia al promotor de GADD153 induciendo su transcripción, lo 
cual aumenta la apoptosis y el arresto del ciclo celular sensibilizando a las células a la 
doxorrubicina.  
Además, BRCA1 induce la expresión de GADD153 independientemente de los 
niveles de p53, sin embargo, la proteína p53 reprime la expresión de GADD153, de 
modo que, en células de PCa que expresan p53, GADD153 ya no es inducible por 
daño en el ADN. 
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En este trabajo de tesis determinamos por primera vez que BRCA1 regula directamente la 

transcripción de genes que intervienen en la respuesta al daño en el ADN, el ciclo celular 

y la apoptosis en el PCa. Establecimos un mecanismo por el cual la regulación de la 

transcripción de BRCA1 es una característica fundamental en la modulación de la 

sensibilidad a los agentes genotóxicos. Además, generamos un modelo in vivo de 

xenotransplantes de PCa que poseen disminuída la expresión de BRCA1, con el que 

demostramos que BRCA1 actuaría como un supresor tumoral de próstata.  

Específicamente comprobamos que BRCA1 se asocia a su promotor autorreprimiéndolo. 

Luego del estrés genotóxico generado por doxorrubicina, BRCA1 se libera activando su 

transcripción y se asocia a los promotores de otros genes, entre ellos GADD153 

activándolo. Además, nuestros resultados demuestran que BRCA1 aumenta la 

sensibilidad a la doxorrubicina incrementando la apoptosis y arrestando el ciclo celular a 

través, al menos en parte, de la regulación transcripcional de GADD153.  

 

1. BRCA1 es un componente central en la regulación de su propia e xpresión   

Varios grupos de trabajo intentaron dilucidar la regulación del promotor de BRCA1 en 

respuesta al estrés genotóxico y la hipoxia (Andres et al., 1998; Bindra et al., 2005; 

MacLachlan et al., 2000a). El consenso general es que el promotor de BRCA1 es 

regulado en forma dinámica adaptándose rápidamente a las condiciones celulares. Sin 

embargo, los resultados obtenidos al investigar el efecto del estrés genotóxico sobre la 

expresión de BRCA1 son  contradictorios. Así, en estudios previos se demostró que el 

estrés genotóxico reprime la expresión de BRCA1 mediante un mecanismo dependiente 

de p53 (Andres et al., 1998; Fan et al., 1998a). Posteriormente, se demostró que, si bien 

la expresión de BRCA1 disminuye horas después del daño en el ADN, hay un rápido 

aumento inicial en la expresión de BRCA1 que ocurre minutos después de la exposición a 

agentes genotóxicos. En este contexto se observó que BRCA1 induce la expresión de 

p53, y a su vez por un mecanismo de retroalimentación negativa, p53 reprime la 

expresión de BRCA1 (Bae et al., 2005; Clarkin et al., 2000; MacLachlan et al., 2002; Yang 

et al., 2007). Estos antecedentes sugieren que en etapas tempranas luego del estrés 

genotóxico, los niveles de BRCA1 aumentan para llevar a cabo su función de “guardián 

del genoma” participando en la reparación del daño en el ADN. Bajo estas condiciones, en 

base a nuestro modelo, BRCA1 se libera de su propio promotor, activa su expresión y se 
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“dirige” a los sitios de reparación del ADN. En caso de que la reparación del daño sea 

insuficiente y el daño persista, se induciría la expresión de p53, activando el rol de p53 en 

el mantenimiento de la estabilidad genómica, reprimiendo la expresión de BRCA1 y otros 

genes para iniciar la muerte celular programada. No obstante, cabe destacar que p53 no 

es completamente requerido para reprimir la expresión de BRCA1 luego del daño en el 

ADN, ya que la misma ocurre también en células deficientes de p53 (Xu et al., 2001). 

Si analizamos el rol de BRCA1 en la regulación de su propio promotor en retrospectiva, en 

realidad este mecanismo se habría podido predecir. Los primeros indicios de que BRCA1 

podría ser un componente en la regulación de su propia expresión, provienen de estudios 

en tejidos embrionarios de ratón en los cuales el exón 11 de este gen fue delecionado. En 

dichos estudios, la deleción de este exón produjo una disminución en la localización 

nuclear de la proteína (Thakur et al., 1997). En estas condiciones se observó un aumento 

en la transcripción de BRCA1, consistente con la pérdida de represión del promotor 

debido al bloqueo de la translocación de BRCA1 al núcleo (Xu et al., 2001). Estas 

evidencias previas apoyan el modelo de autorregulación de BRCA1 propuesto en este 

trabajo de tesis. 

En esta tesis, describimos un nuevo e inesperado blanco transcripcional de BRCA1: el 

promotor de BRCA1. Esta es la primera descripción de un loop autorregulatorio del gen y 

provee un nuevo escenario para estudiar los genes blanco de BRCA1. 

 

2. La vía E2F1/Rb es crucial en la función co-reguladora de la transcripción de 

BRCA1 

Previamente se determinó que BRCA1 interacciona con la proteína Rb y con otros 

miembros de la familia E2F (Wang et al., 1997). Además, Rb y los factores de 

transcripción E2F se asocian al promotor de BRCA1 (Bindra and Glazer, 2006; Cam et al., 

2004; Oberley et al., 2003; Wang et al., 2000a). De esta manera, el rol de BRCA1 como 

integrante de un complejo de ensamblaje autorregulatorio que responde a condiciones 

ambientales emergió en este trabajo como una hipótesis atractiva.  

El rol de la familia Rb/E2F en la regulación de la transcripción de BRCA1 no había sido 

completamente estudiada hasta el momento. En este trabajo de tesis demostramos que 

BRCA1 reprime a su propio promotor formando parte de un complejo multiproteico 

integrado por E2F1 y Rb. Luego del daño en el ADN, BRCA1 y Rb se liberan del promotor 
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de BRCA1. También, E2F1 se libera parcialmente del promotor de BRCA1. De esta 

manera se activa la transcripción de BRCA1 quedando disponible para ser reclutada al 

promotor de otros genes involucrados en la respuesta al daño en el ADN. Previamente, 

Glazer y col. demostraron que los miembros de la familia E2F (E2F1, E2F4, p107 y p130) 

regulan la expresión de BRCA1 en respuesta al estrés genotóxico por interacción con dos 

sitios de unión a E2F en el promotor de BRCA1 (Bindra and Glazer, 2006). En 

concordancia con estos hallazgos, en este trabajo demostramos que el sitio proximal de 

unión a E2F en el promotor de BRCA1 está involucrado en la represión de BRCA1, en 

tanto que el sitio distal se asocia con la inducción del promotor de BRCA1. Por eso, la 

asociación de E2F1 al promotor de BRCA1 es multivalente y en respuesta al daño en el 

ADN disminuye pero no desaparece completamente; lo cual explica el rol dual de E2F1 

como activador y represor del promotor de BRCA1, más allá de su clásica interacción con 

Rb. La asociación de E2F1 y Rb en un complejo multivalente también explica porqué la 

asociación de estos factores al promotor de BRCA1 se encuentra en una región entre el 

TSS y 1 Kb río arriba del TSS.  

Nuestro trabajo demuestra claramente que en ausencia de E2F1 o Rb, BRCA1 se asocia 

con menor afinidad a su promotor. Sin embargo la interrupción de la interacción de E2F1 

con el promotor de BRCA1, ya sea por la mutación de alguno de estos sitios o de ambos, 

o bien, por el silenciamiento de E2F1, no logró revertir el efecto de la regulación de 

BRCA1 sobre su propio promotor. Por eso postulamos que otros factores de transcripción 

podrían formar parte del complejo multiproteico que recluta a BRCA1 a su promotor, tales 

como CtIP, CtBP, CREB, ZBRK1 y ETS. Estudios futuros son necesarios para determinar 

la interacción de la maquinaria de remodelamiento de la cromatina en este complejo 

multiproteico. Recientemente, Di y col. encontraron que en células MCF-7 de cáncer de 

mama en ausencia de estrógenos, el promotor de BRCA1 es regulado negativamente por 

un complejo de co-represores integrado por E2F1, E2F4, Rb, p130, CtIP, HDAC1 y 

BRCA1 (Di et al., 2010). En presencia de estrógenos estas proteínas se liberan del 

promotor de BRCA1, lo cual correlaciona con un aumento en la acetilación de histonas y 

con el ensamblaje de los factores de elongación NELF, ELL y P-TEFb (Di et al., 2010).  

Todas estas evidencias, junto con el modelo propuesto en esta tesis, apoyan la idea de la 

regulación dinámica del promotor de BRCA1, y sugieren que BRCA1 orquesta la 

respuesta al estrés genotóxico para que la célula “tome decisiones” frente a estímulos 

adversos preservando la estabilidad genómica. 
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3. Mutaciones en el gen BRCA1: una característica impo rtante para determinar la 

terapia apropiada de los pacientes con PCa 

En este trabajo demostramos que la proteína BRCA1 modula la sensibilidad a agentes 

genotóxicos. En particular, determinamos que esta proteína aumenta la sensibilidad a la 

doxorrubicina incrementando la apoptosis y también induciendo arresto en el ciclo celular. 

Además, generamos un modelo in vivo de xenotransplantes de PCa que poseen 

disminuída la expresión de BRCA1. Con este modelo demostramos por primera vez que 

la disminución de la expresión de BRCA1 aumenta el desarrollo tumoral de próstata, lo 

cual es consistente con su función supresora tumoral.  

Las mutaciones germinales en el gen BRCA1 se asocian con el riesgo elevado de cáncer 

de mama, ovario y con el PCa de alto grado (Douglas et al., 2007; Gallagher et al., 2010). 

Sin embargo, mientras las mutaciones en BRCA1 podrían influenciar la progresión del 

PCa, hay pocos estudios que evaluaron la expresión de esta proteína en los tejidos 

tumorales de pacientes con PCa. Fiorentino y col. (Fiorentino et al., 2010) investigaron 

este importante punto y encontraron que las muestras humanas tumorales de próstata 

con tinción positiva para BRCA1 correlacionaban con alto grado de Gleason, elevado PSA 

en el momento del diagnóstico y mayor proliferación tumoral, junto con un peor pronóstico 

para los pacientes.  

Adicionalmente, nuestros resultados, que muestran que la pérdida de la función de 

BRCA1 está involucrada en la respuesta diferencial a los agentes genotóxicos, podrían 

explicar porqué la progresión de la enfermedad estaría favorecida por la presencia de 

mutaciones en BRCA1.  

Distintas evidencias pre-clínicas y clínicas sugieren que BRCA1 modula la respuesta a 

agentes quimioterapéuticos. En particular, la pérdida de la función de BRCA1 aumenta la 

sensibilidad de las células tumorales a drogas que generan daño en el ADN como 

cisplatino, bleomicina y etopósido (Carey, 2010; Husain et al., 1998; Quinn et al., 2003; 

Shen et al., 1998; Taron et al., 2004). Sin embargo, otros estudios demostraron que las 

células deficientes en BRCA1 son resistentes a doxorrubicina (Tassone et al., 2003). 

Nuestros resultados profundizan este estudio, al dilucidar el rol transcripcional de BRCA1 

en la sensibilidad a la doxorrubicina, demostrando por primera vez varios genes blanco de 

BRCA1 involucrados en esta respuesta.  
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Los agentes quimioterapéuticos utilizados comúnmente en el tratamiento del cáncer de 

mama y ovario causan daño en el ADN mediante diversos mecanismos. Los inhibidores 

de las topoisomerasas I y II, tales como el etopósido, mitoxantrona, irinitecan y topotecan, 

introducen rupturas temporales en las cadenas del ADN. La inhibición de las 

topoisomerasas estabiliza los complejos ADN-topoisomerasa y, de esta manera, provoca 

arresto de las horquillas de replicación del ADN, y daño doble cadena en el mismo (Minotti 

et al., 2004). Este grupo de agentes también incluye a las antraciclinas como la 

doxorrubicina y la epirrubicina, que inhiben la topoisomerasa II. Sin embargo, estas 

drogas tienen mecanismos adicionales de acción, como generar puentes intracatenarios 

en el ADN y radicales libres derivados del oxígeno (Minotti et al., 2004).  

En este trabajo, proponemos que el PCa asociado a mutaciones en BRCA1 presentaría 

una respuesta alterada a la quimioterapia, representando un nuevo subgrupo de 

pacientes que podrían requerir terapias alternativas. Dado que ha habido escasos 

progresos en el tratamiento del PCa cuando la terapia por deprivación de andrógenos 

fracasa, y considerando además que los tumores de próstata avanzados se tornan 

rápidamente resistentes a todos los agentes utilizados actualmente, es inminente el 

desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas basadas en la comprensión de los 

mecanismos moleculares que llevan a la resistencia de los tumores a las drogas 

antineoplásicas. En este sentido, las mutaciones en BRCA1 podrían determinar un 

desarrollo más agresivo de la enfermedad en pacientes con PCa localizado y, además 

podrían responder diferencialmente a las distintas terapias; en consecuencia, cada 

paciente podría recibir una terapia personalizada según sea o no portador de mutaciones 

en el gen BRCA1. Además, dado que las mutaciones en p53 representan un evento tardío 

en la progresión del PCa  y se asocian a estadíos avanzados, con un fenotipo poco 

diferenciado y con la transición hacia un crecimiento independiente de andrógenos 

(Navone et al., 1993), evaluar la presencia de mutaciones en p53 y BRCA1 podría brindar 

información acerca del pronóstico de la enfermedad y, así influenciar el curso del 

tratamiento.  

 

4. BRCA1 regula la transcripción: finalmente la demostración 

Hasta el momento no se realizaron estudios que demuestren que in vivo BRCA1 regula 

directamente la expresión génica. El hecho de que esta proteína contenga en su 
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secuencia dos dominios de activación transcripcional (TAD) (Chapman and Verma, 1996; 

Monteiro et al., 1996; Ye et al., 2001), la capacidad del extremo C-terminal de BRCA1 (aa 

1528-1863) de activar la transcripción en ensayos de fusiones híbridas (Chapman and 

Verma, 1996; Monteiro et al., 1996) y la interacción proteína-proteína con múltiples 

componentes de la maquinaria basal de la transcripción y con numerosos factores de 

transcripción y co-reguladores transcripcionales (Somasundaram, 2003) son fuertes 

evidencias que apoyan  la función de BRCA1 como co-regulador transcripcional.  

En estudios previos llevados a cabo en nuestro grupo de trabajo se desarrolló un 

anticuerpo no comercial contra la proteína BRCA1 y se validó su eficacia para ChIP (De 

Siervi et al., 2010). La generación de dicho anticuerpo constituyó una herramienta clave 

para los estudios subsiguientes ya que hasta ese momento no existían anticuerpos anti-

BRCA1 que fueran óptimos para realizar esta técnica. Esto permitió realizar un  

microarray a partir del ADN obtenido de un ChIP con este anticuerpo especifico para 

BRCA1 (ChIP-chip) (De Siervi et al., 2010). En este sentido, nuestro grupo identificó por 

primera vez que BRCA1 se asocia a los promotores de 1328 genes y, en las células 

expuestas a UV, a 882 genes (De Siervi et al., 2010). Es interesante aclarar que más del 

90% de estos genes están involucrados en la respuesta al daño en el ADN y en la 

regulación del ciclo celular, lo cual hasta el momento había sido sugerido por varios 

autores pero no había sido demostrado. 

Durante esta tesis doctoral, validamos los resultados obtenidos en este ChIP-chip. 

Teniendo en cuenta el efecto de BRCA1 en la progresión tumoral del PCa, determinamos 

que, en células tumorales de próstata, BRCA1 se asocia a varios de los genes blancos 

encontrados en el ChIP-chip. Más aún, en este trabajo encontramos que BRCA1 modula 

directamente la expresión de genes importantes en la respuesta al daño en el ADN y la 

regulación del ciclo celular, tales como: FEN1, GADD153, BLM, H3F3B, BRCA2 y 

CCNB2. Específicamente, BLM, BRCA2 y GADD153 resultaron ser regulados por BRCA1 

in vivo. Estudios previos demostraron que mutaciones en BLM son responsables del 

síndrome de Bloom, un desorden autosómico recesivo caracterizado por la inestabilidad 

cromosómica; y BLM también fue implicado en la tumorigénesis gastrointestinal (Calin et 

al., 1998). BRCA2 es inducida por vías regulatorias involucradas en el control de la 

proliferación y diferenciación celular (Rajan et al., 1996).  

En conclusión, nuestro conocimiento del rol de BRCA1 como co-regulador de la 

transcripción se está comenzando a esclarecer. La lista de genes blancos 



Discusión 

127 
 

transcripcionales de BRCA1 es larga, y a partir de ahora incluye también al propio 

BRCA1. Pocos trabajos muestran la asociación directa de esta proteína a los promotores 

y en ese aspecto esta tesis produjo un cambio. Todavía no se sabe bien cuál será la 

implicancia de este hallazgo, probablemente conocer más sobre el rol co-regulador de 

BRCA1 nos ayudará en el futuro para el diseño o mejoramiento de nuevas terapias para 

el tratamiento del cáncer.  

 

5. Es GADD153 el mediador de la respuesta al daño geno tóxico regulada por 

BRCA1? 

GADD153 (Growth Arrest and DNA Damage), conocido también como DDIT3 (DNA-

damage-inducible transcript 3), se lo denominó así debido a que es un gen que induce el 

arresto del ciclo celular y además es regulado por daño en el ADN. También, se lo 

identificó como una proteína homóloga a la familia de proteínas que se unen al enhancer 

CCAAT (C/EBPs), por ello recibe la denominación de CHOP (C/EBP homologous protein) 

(Ron and Habener, 1992).  

Normalmente, GADD153 se encuentra expresada en muy bajos niveles. Se induce por el 

estrés provocado por ayuno de nutrientes o durante la fase aguda de una infección. 

También se determinó que GADD153 se induce en respuesta al estrés producido por el 

tratamiento de células con ciertas toxinas (Ubeda et al., 1996), por estrés oxidativo (Ramji 

and Foka, 2002), por exposición a UV y por la presencia de proteínas mal plegadas en el 

retículo endoplasmático (RE) (Oyadomari and Mori, 2004).  

En este trabajo encontramos que la doxorrubicina induce la expresión de GADD153 in 

vivo, y el silenciamiento de BRCA1 suprimió esta regulación. Focalizándonos en el estudio 

de la regulación de este gen por BRCA1, demostramos que BRCA1 induce la sensibilidad 

a la doxorrubicina a través de la regulación transcripcional de GADD153. También,  

mostramos que BRCA1 induce la apoptosis mediada por GADD153 y el arresto del ciclo 

celular en respuesta al estrés genotóxico.  

Estudios previos reportaron resultados conflictivos en el rol de BRCA1 sobre el control de 

GADD153. Mientras que algunos estudios de depleción génica mostraron que BRCA1 

reprime la expresión de GADD153 (Bae et al., 2005; Yeung et al., 2008), otros estudios 

comprobaron que BRCA1 induce a GADD153 en respuesta al daño en el ADN 

(MacLachlan et al., 2000b). Además, MacLachlan y col. mostraron que la inducción de 
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GADD153 por BRCA1 seguida del daño en el ADN es específica del tipo celular utilizado, 

ocurriendo en células que contienen p53 mutado (MacLachlan et al., 2000). Estos 

hallazgos concuerdan con los datos presentados en este trabajo de tesis ya que la línea 

celular PC3 no expresa p53. Notablemente, encontramos que la regulación de GADD153 

por BRCA1 se pierde en la línea celular LNCaP que expresa p53 wild type. Mas aún, la 

restauración de la expresión de p53 en células PC3 atenúa la regulación de GADD153 por 

BRCA1 en respuesta al estrés genotóxico.  

Varios estudios indican que la expresión de GADD153 se induce en respuesta al estrés 

celular. Recientemente se publicó que un balance entre la expresión de GADD153 versus 

GRP78 determina las decisiones celulares en respuesta a las proteínas mal plegadas 

(UPR); donde el primero favorece la apoptosis y el último la proliferación (Kim et al., 

2006). Previamente, se demostró que BRCA1 juega un rol regulatorio en la UPR a través 

de su habilidad de reprimir la expresión de GRP78 inclinando la balanza hacia la 

apoptosis (Yeung et al., 2008). Aunque la inhibición de la expresión de BRCA1 resulta en 

el aumento de los niveles de GRP78 y GADD153, es muy tentador especular que esta 

respuesta sea específica de cada tipo celular y dependiente de la expresión de p53. 

Estudios futuros deberán focalizarse para determinar de qué manera BRCA1 podría 

influenciar la regulación transcripcional de GADD153 luego de la activación de UPR y si el 

estado de p53 está involucrada en esta regulación.   

Recientemente, Wu y col. (Wu et al., 2009) testearon la hipótesis de que la respuesta al 

estrés del RE pro-apoptótica podría ser explotada como un mecanismo para sensibilizar a 

las células tumorales a las drogas quimioterapéuticas. Estos autores demostraron que los 

inductores de estrés del RE, tales como tapsigargina y ácido metilselenínico (MSA), 

aumentaron la eficacia del paclitaxel o del docetaxel para eliminar las células cancerosas. 

Además, la disminución de la expresión de GADD153 por siRNA redujo el efecto del MSA 

mediado por apoptosis. Nuestro estudio apoyaría la hipótesis de que la respuesta 

apoptótica del estrés del RE contribuye a la sensibilización quimioterapéutica como una 

alternativa para la terapia del cáncer. 

El estrés del RE puede causar muerte celular, usualmente por la activación de la vía 

intrínseca de la apoptosis (Szegezdi et al., 2006). Además, la UPR podría regular la 

maquinaria de autofagia (Ogata et al., 2006). Aunque la autofagia es principalmente 

activada para proteger las células de la muerte celular (Mizushima et al., 2008), en el caso 

de la UPR, la estimulación de la autofagia podría ser requerida para activar la maquinaria 
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de muerte celular (Levine and Yuan, 2005). Ciertos regímenes para el tratamiento del 

cáncer mostraron activación concomitante del estrés del RE y la autofagia en células 

tumorales (Verfaillie et al.). Además, estudios genéticos mostraron que la pérdida de la 

función de GADD153 resulta en citoprotección, mientras que su aumento de la expresión 

aumenta la sensibilidad a una variedad de tipos de estrés (McCullough et al., 2001; 

Zinszner et al., 1998). En este trabajo proponemos que cuando las células tumorales 

están expuestas a doxorrubicina, BRCA1 induce la apoptosis y el arresto del ciclo celular 

principalmente a través de la regulación de la expresión de GADD153. Sin embargo, los 

efectos detectados de la doxorrubicina sobre la viabilidad celular son mucho mayores que 

los efectos sobre la apoptosis o el ciclo celular. Estos hallazgos y las publicaciones 

mencionadas sugieren que es posible que otros procesos adicionales estén involucrados, 

como por ejemplo la activación de la autofagia. Estudios futuros son necesarios para 

comprender los mecanismos moleculares precisos que regulan la activación de la 

autofagia en respuesta a la doxorrubicina en conexión con la vía de BRCA1/GADD153. 

 

6. Conclusiones finales 

En resumen, dado que la mayoría de los agentes quimioterapéuticos ejercen su función 

generando daño en el ADN, numerosas investigaciones han intentado dilucidar el rol de 

BRCA1 como un regulador del daño en el ADN frente a estos agentes. Nuestro trabajo 

demostró por primera vez que BRCA1 tiene un rol central en la sensibilidad a 

doxorrubicina en PCa. Encontramos que BRCA1 modula directamente la expresión de 

varios genes involucrados en la respuesta al daño en el ADN y la regulación del ciclo 

celular in vitro e in vivo y nos focalizamos en el estudio de la regulación de GADD153. 

Teniendo en cuenta que mutaciones en BRCA1 promueven un desarrollo más agresivo de 

la enfermedad en pacientes con PCa, y que mutaciones en p53 se asocian con un estadío 

avanzado del PCa, conocer el estado de p53/BRCA1 en los pacientes podría influir en la 

elección del tratamiento más adecuado para cada uno de ellos. Por lo tanto, la asociación 

entre BRCA1/GADD153 y p53 emerge como un atractivo blanco para el desarrollo de 

nuevas estrategias quimioterapéuticas para el PCa avanzado.  

 



 

130 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

REFERENCIA



 

131 
 

Abate-Shen C and Shen MM (2000) Molecular genetics of prostate cancer. Genes Dev 
14(19):2410-2434. 

Agalliu I, Gern R, Leanza S and Burk RD (2009) Associations of high-grade prostate cancer with 
BRCA1 and BRCA2 founder mutations. Clin Cancer Res 15(3):1112-1120. 

Anderson SF, Schlegel BP, Nakajima T, Wolpin ES and Parvin JD (1998) BRCA1 protein is linked 
to the RNA polymerase II holoenzyme complex via RNA helicase A. Nat Genet 19(3):254-
256. 

Andres JL, Fan S, Turkel GJ, Wang JA, Twu NF, Yuan RQ, Lamszus K, Goldberg ID and Rosen 
EM (1998) Regulation of BRCA1 and BRCA2 expression in human breast cancer cells by 
DNA-damaging agents. Oncogene 16(17):2229-2241. 

Aprelikova O, Pace AJ, Fang B, Koller BH and Liu ET (2001) BRCA1 is a selective co-activator of 
14-3-3 sigma gene transcription in mouse embryonic stem cells. J Biol Chem 
276(28):25647-25650. 

Aprelikova ON, Fang BS, Meissner EG, Cotter S, Campbell M, Kuthiala A, Bessho M, Jensen RA 
and Liu ET (1999) BRCA1-associated growth arrest is RB-dependent. Proc Natl Acad Sci U 
S A 96(21):11866-11871. 

Attwooll C, Lazzerini Denchi E and Helin K (2004) The E2F family: specific functions and 
overlapping interests. EMBO J 23(24):4709-4716. 

Bae I, Rih JK, Kim HJ, Kang HJ, Haddad B, Kirilyuk A, Fan S, Avantaggiati ML and Rosen EM 
(2005) BRCA1 regulates gene expression for orderly mitotic progression. Cell Cycle 
4(11):1641-1666. 

Bassing CH, Chua KF, Sekiguchi J, Suh H, Whitlow SR, Fleming JC, Monroe BC, Ciccone DN, 
Yan C, Vlasakova K, Livingston DM, Ferguson DO, Scully R and Alt FW (2002) Increased 
ionizing radiation sensitivity and genomic instability in the absence of histone H2AX. Proc 
Natl Acad Sci U S A 99(12):8173-8178. 

Basu S and Tindall DJ (2011) Androgen action in prostate cancer. Horm Cancer 1(5):223-228. 
Benezra M, Chevallier N, Morrison DJ, MacLachlan TK, El-Deiry WS and Licht JD (2003) BRCA1 

augments transcription by the NF-kappaB transcription factor by binding to the Rel domain 
of the p65/RelA subunit. J Biol Chem 278(29):26333-26341. 

Bhattacharyya A, Ear US, Koller BH, Weichselbaum RR and Bishop DK (2000) The breast cancer 
susceptibility gene BRCA1 is required for subnuclear assembly of Rad51 and survival 
following treatment with the DNA cross-linking agent cisplatin. J Biol Chem 275(31):23899-
23903. 

Bindra RS, Gibson SL, Meng A, Westermark U, Jasin M, Pierce AJ, Bristow RG, Classon MK and 
Glazer PM (2005) Hypoxia-induced down-regulation of BRCA1 expression by E2Fs. 
Cancer Res 65(24):11597-11604. 

Bindra RS and Glazer PM (2006) Basal repression of BRCA1 by multiple E2Fs and pocket proteins 
at adjacent E2F sites. Cancer Biol Ther 5(10):1400-1407. 

Bork P, Hofmann K, Bucher P, Neuwald AF, Altschul SF and Koonin EV (1997) A superfamily of 
conserved domains in DNA damage-responsive cell cycle checkpoint proteins. FASEB J 
11(1):68-76. 

Bradford MM (1976) A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities of 
protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem 72:248-254. 

Cabart P, Chew HK and Murphy S (2004) BRCA1 cooperates with NUFIP and P-TEFb to activate 
transcription by RNA polymerase II. Oncogene 23(31):5316-5329. 

Calin G, Herlea V, Barbanti-Brodano G and Negrini M (1998) The coding region of the Bloom 
syndrome BLM gene and of the CBL proto-oncogene is mutated in genetically unstable 
sporadic gastrointestinal tumors. Cancer Res 58(17):3777-3781. 

Cam H, Balciunaite E, Blais A, Spektor A, Scarpulla RC, Young R, Kluger Y and Dynlacht BD 
(2004) A common set of gene regulatory networks links metabolism and growth inhibition. 
Mol Cell 16(3):399-411. 

Carey LA (2010) Targeted chemotherapy? Platinum in BRCA1-dysfunctional breast cancer. J Clin 
Oncol 28(3):361-363. 

Celeste A, Petersen S, Romanienko PJ, Fernandez-Capetillo O, Chen HT, Sedelnikova OA, 
Reina-San-Martin B, Coppola V, Meffre E, Difilippantonio MJ, Redon C, Pilch DR, Olaru A, 



 

132 
 

Eckhaus M, Camerini-Otero RD, Tessarollo L, Livak F, Manova K, Bonner WM, 
Nussenzweig MC and Nussenzweig A (2002) Genomic instability in mice lacking histone 
H2AX. Science 296(5569):922-927. 

Clarkin CE, Zhang H and Weber BL (2000) Kinetics of BRCA1 regulation in response to UVC 
radiation. Cell Mol Life Sci 57(7):1126-1134. 

Cooney KA, Wetzel JC, Merajver SD, Macoska JA, Singleton TP and Wojno KJ (1996) Distinct 
regions of allelic loss on 13q in prostate cancer. Cancer Res 56(5):1142-1145. 

Cortez D, Wang Y, Qin J and Elledge SJ (1999) Requirement of ATM-dependent phosphorylation 
of brca1 in the DNA damage response to double-strand breaks. Science 286(5442):1162-
1166. 

Chamorro J (2008) Regulacion transcripcional de GADD153 en el cancer de prostata. Tesis de 
licenciatura. 

Chapman MS and Verma IM (1996) Transcriptional activation by BRCA1. Nature 382(6593):678-
679. 

D'Antonio JM, Vander Griend DJ, Antony L, Ndikuyeze G, Dalrymple SL, Koochekpour S and 
Isaacs JT (2010) Loss of androgen receptor-dependent growth suppression by prostate 
cancer cells can occur independently from acquiring oncogenic addiction to androgen 
receptor signaling. PLoS One 5(7):e11475. 

De Siervi A, De Luca P, Byun JS, Di LJ, Fufa T, Haggerty CM, Vazquez E, Moiola C, Longo DL 
and Gardner K (2010) Transcriptional autoregulation by BRCA1. Cancer Res 70(2):532-
542. 

Deeb KK, Michalowska AM, Yoon CY, Krummey SM, Hoenerhoff MJ, Kavanaugh C, Li MC, 
Demayo FJ, Linnoila I, Deng CX, Lee EY, Medina D, Shih JH and Green JE (2007) 
Identification of an integrated SV40 T/t-antigen cancer signature in aggressive human 
breast, prostate, and lung carcinomas with poor prognosis. Cancer Res 67(17):8065-8080. 

Deng CX (2006) BRCA1: cell cycle checkpoint, genetic instability, DNA damage response and 
cancer evolution. Nucleic Acids Res 34(5):1416-1426. 

Denmeade SR, Litvinov I, Sokoll LJ, Lilja H and Isaacs JT (2003) Prostate-specific antigen (PSA) 
protein does not affect growth of prostate cancer cells in vitro or prostate cancer xenografts 
in vivo. Prostate 56(1):45-53. 

Devore JL (2007) Probability and Statistics for Engineers and the Sciences. Brooks/Cole, Belmont, 
AZ. 

Di LJ, Fernandez AG, De Siervi A, Longo DL and Gardner K (2010) Transcriptional regulation of 
BRCA1 expression by a metabolic switch. Nat Struct Mol Biol 17(12):1406-1413. 

Diehn M, Cho RW, Lobo NA, Kalisky T, Dorie MJ, Kulp AN, Qian D, Lam JS, Ailles LE, Wong M, 
Joshua B, Kaplan MJ, Wapnir I, Dirbas FM, Somlo G, Garberoglio C, Paz B, Shen J, Lau 
SK, Quake SR, Brown JM, Weissman IL and Clarke MF (2009) Association of reactive 
oxygen species levels and radioresistance in cancer stem cells. Nature 458(7239):780-783. 

Douglas JA, Levin AM, Zuhlke KA, Ray AM, Johnson GR, Lange EM, Wood DP and Cooney KA 
(2007) Common variation in the BRCA1 gene and prostate cancer risk. Cancer Epidemiol 
Biomarkers Prev 16(7):1510-1516. 

Durant ST and Nickoloff JA (2005) Good timing in the cell cycle for precise DNA repair by BRCA1. 
Cell Cycle 4(9):1216-1222. 

El-Deiry WS (2002) Transactivation of repair genes by BRCA1. Cancer Biol Ther 1(5):490-491. 
Evans G and Eeles R (2000) Hereditary cancer. Lancet Oncol 1(1):12-13. 
Fan S, Twu NF, Wang JA, Yuan RQ, Andres J, Goldberg ID and Rosen EM (1998a) Down-

regulation of BRCA1 and BRCA2 in human ovarian cancer cells exposed to adriamycin and 
ultraviolet radiation. Int J Cancer 77(4):600-609. 

Fan S, Wang J, Yuan R, Ma Y, Meng Q, Erdos MR, Pestell RG, Yuan F, Auborn KJ, Goldberg ID 
and Rosen EM (1999) BRCA1 inhibition of estrogen receptor signaling in transfected cells. 
Science 284(5418):1354-1356. 

Fan S, Wang JA, Yuan RQ, Ma YX, Meng Q, Erdos MR, Brody LC, Goldberg ID and Rosen EM 
(1998) BRCA1 as a potential human prostate tumor suppressor: modulation of proliferation, 
damage responses and expression of cell regulatory proteins. Oncogene 16(23):3069-
3082. 



 

133 
 

Fan S, Yuan R, Ma YX, Meng Q, Goldberg ID and Rosen EM (2001a) Mutant BRCA1 genes 
antagonize phenotype of wild-type BRCA1. Oncogene 20(57):8215-8235. 

Fan S, Yuan R, Ma YX, Xiong J, Meng Q, Erdos M, Zhao JN, Goldberg ID, Pestell RG and Rosen 
EM (2001b) Disruption of BRCA1 LXCXE motif alters BRCA1 functional activity and 
regulation of RB family but not RB protein binding. Oncogene 20(35):4827-4841. 

Fan W, Jin S, Tong T, Zhao H, Fan F, Antinore MJ, Rajasekaran B, Wu M and Zhan Q (2002) 
BRCA1 regulates GADD45 through its interactions with the OCT-1 and CAAT motifs. J Biol 
Chem 277(10):8061-8067. 

Fasano J and Muggia F (2009) Breast cancer arising in a BRCA-mutated background: therapeutic 
implications from an animal model and drug development. Ann Oncol 20(4):609-614. 

Fedier A, Steiner RA, Schwarz VA, Lenherr L, Haller U and Fink D (2003) The effect of loss of 
Brca1 on the sensitivity to anticancer agents in p53-deficient cells. Int J Oncol 22(5):1169-
1173. 

Fiorentino M, Judson G, Penney K, Flavin R, Stark J, Fiore C, Fall K, Martin N, Ma J, Sinnott J, 
Giovannucci E, Stampfer M, Sesso HD, Kantoff PW, Finn S, Loda M and Mucci L (2010) 
Immunohistochemical expression of BRCA1 and lethal prostate cancer. Cancer Res 
70(8):3136-3139. 

Ford D, Easton DF, Bishop DT, Narod SA and Goldgar DE (1994) Risks of cancer in BRCA1-
mutation carriers. Breast Cancer Linkage Consortium. Lancet 343(8899):692-695. 

Foulkes WD (2006) BRCA1 and BRCA2: chemosensitivity, treatment outcomes and prognosis. 
Fam Cancer 5(2):135-142. 

Gallagher DJ, Gaudet MM, Pal P, Kirchhoff T, Balistreri L, Vora K, Bhatia J, Stadler Z, Fine SW, 
Reuter V, Zelefsky M, Morris MJ, Scher HI, Klein RJ, Norton L, Eastham JA, Scardino PT, 
Robson ME and Offit K (2010) Germline BRCA mutations denote a clinicopathologic subset 
of prostate cancer. Clin Cancer Res 16(7):2115-2121. 

Gonzalez LE, Juknat AA, Venosa AJ, Verrengia N and Kotler ML (2008) Manganese activates the 
mitochondrial apoptotic pathway in rat astrocytes by modulating the expression of proteins 
of the Bcl-2 family. Neurochem Int 53(6-8):408-415. 

Gowen LC, Avrutskaya AV, Latour AM, Koller BH and Leadon SA (1998) BRCA1 required for 
transcription-coupled repair of oxidative DNA damage. Science 281(5379):1009-1012. 

Gudas JM, Nguyen H, Li T and Cowan KH (1995) Hormone-dependent regulation of BRCA1 in 
human breast cancer cells. Cancer Res 55(20):4561-4565. 

Harkin DP, Bean JM, Miklos D, Song YH, Truong VB, Englert C, Christians FC, Ellisen LW, 
Maheswaran S, Oliner JD and Haber DA (1999) Induction of GADD45 and JNK/SAPK-
dependent apoptosis following inducible expression of BRCA1. Cell 97(5):575-586. 

Hartman AR and Ford JM (2002) BRCA1 induces DNA damage recognition factors and enhances 
nucleotide excision repair. Nat Genet 32(1):180-184. 

Houvras Y, Benezra M, Zhang H, Manfredi JJ, Weber BL and Licht JD (2000) BRCA1 physically 
and functionally interacts with ATF1. J Biol Chem 275(46):36230-36237. 

Hsu LC and White RL (1998) BRCA1 is associated with the centrosome during mitosis. Proc Natl 
Acad Sci U S A 95(22):12983-12988. 

Husain A, He G, Venkatraman ES and Spriggs DR (1998) BRCA1 up-regulation is associated with 
repair-mediated resistance to cis-diamminedichloroplatinum(II). Cancer Res 58(6):1120-
1123. 

Isaacs JT (2000) Apoptosis: translating theory to therapy for prostate cancer. J Natl Cancer Inst 
92(17):1367-1369. 

Jemal A, Bray F, Center MM, Ferlay J, Ward E and Forman D (2011) Global cancer statistics. CA 
Cancer J Clin. 

Jiao W, Lin HM, Timmons J, Nagaich AK, Ng SW, Misteli T and Rane SG (2005) E2F-dependent 
repression of topoisomerase II regulates heterochromatin formation and apoptosis in cells 
with melanoma-prone mutation. Cancer Res 65(10):4067-4077. 

Kennedy RD, Quinn JE, Mullan PB, Johnston PG and Harkin DP (2004) The role of BRCA1 in the 
cellular response to chemotherapy. J Natl Cancer Inst 96(22):1659-1668. 

Kim R, Emi M, Tanabe K and Murakami S (2006) Role of the unfolded protein response in cell 
death. Apoptosis 11(1):5-13. 



 

134 
 

King MC, Marks JH and Mandell JB (2003) Breast and ovarian cancer risks due to inherited 
mutations in BRCA1 and BRCA2. Science 302(5645):643-646. 

Kleiman FE and Manley JL (2001) The BARD1-CstF-50 interaction links mRNA 3' end formation to 
DNA damage and tumor suppression. Cell 104(5):743-753. 

Koonin EV, Altschul SF and Bork P (1996) BRCA1 protein products ... Functional motifs. Nat 
Genet 13(3):266-268. 

Kral M, Rosinska V, Student V, Grepl M, Hrabec M and Bouchal J (2011) Genetic determinants of 
prostate cancer: a review. Biomed Pap Med Fac Univ Palacky Olomouc Czech Repub 
155(1):3-9. 

Lafarge S, Sylvain V, Ferrara M and Bignon YJ (2001) Inhibition of BRCA1 leads to increased 
chemoresistance to microtubule-interfering agents, an effect that involves the JNK pathway. 
Oncogene 20(45):6597-6606. 

Lamont KR and Tindall DJ (2011) Minireview: Alternative activation pathways for the androgen 
receptor in prostate cancer. Mol Endocrinol 25(6):897-907. 

Lee EJ, Gerhold M, Palmer MW and Christen RD (2003) p53 protein regulates the effects of 
amifostine on apoptosis, cell cycle progression, and cytoprotection. Br J Cancer 88(5):754-
759. 

Levine B and Yuan J (2005) Autophagy in cell death: an innocent convict? J Clin Invest 
115(10):2679-2688. 

Li C, Larsson C, Futreal A, Lancaster J, Phelan C, Aspenblad U, Sundelin B, Liu Y, Ekman P, Auer 
G and Bergerheim US (1998) Identification of two distinct deleted regions on chromosome 
13 in prostate cancer. Oncogene 16(4):481-487. 

Liu W, Zong W, Wu G, Fujita T, Li W, Wu J and Wan Y (2011) Turnover of BRCA1 involves in 
radiation-induced apoptosis. PLoS One 5(12):e14484. 

Livak KJ and Schmittgen TD (2001) Analysis of relative gene expression data using real-time 
quantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) Method. Methods 25(4):402-408. 

MacLachlan TK, Dash BC, Dicker DT and El-Deiry WS (2000a) Repression of BRCA1 through a 
feedback loop involving p53. J Biol Chem 275(41):31869-31875. 

MacLachlan TK, Somasundaram K, Sgagias M, Shifman Y, Muschel RJ, Cowan KH and El-Deiry 
WS (2000) BRCA1 effects on the cell cycle and the DNA damage response are linked to 
altered gene expression. J Biol Chem 275(4):2777-2785. 

MacLachlan TK, Takimoto R and El-Deiry WS (2002) BRCA1 directs a selective p53-dependent 
transcriptional response towards growth arrest and DNA repair targets. Mol Cell Biol 
22(12):4280-4292. 

Maor SB, Abramovitch S, Erdos MR, Brody LC and Werner H (2000) BRCA1 suppresses insulin-
like growth factor-I receptor promoter activity: potential interaction between BRCA1 and 
Sp1. Mol Genet Metab 69(2):130-136. 

Martin SA and Ouchi T (2005) BRCA1 phosphorylation regulates caspase-3 activation in UV-
induced apoptosis. Cancer Res 65(23):10657-10662. 

McCullough KD, Martindale JL, Klotz LO, Aw TY and Holbrook NJ (2001) Gadd153 sensitizes cells 
to endoplasmic reticulum stress by down-regulating Bcl2 and perturbing the cellular redox 
state. Mol Cell Biol 21(4):1249-1259. 

Miki Y, Swensen J, Shattuck-Eidens D, Futreal PA, Harshman K, Tavtigian S, Liu Q, Cochran C, 
Bennett LM, Ding W and et al. (1994) A strong candidate for the breast and ovarian cancer 
susceptibility gene BRCA1. Science 266(5182):66-71. 

Minotti G, Menna P, Salvatorelli E, Cairo G and Gianni L (2004) Anthracyclines: molecular 
advances and pharmacologic developments in antitumor activity and cardiotoxicity. 
Pharmacol Rev 56(2):185-229. 

Mizushima N, Levine B, Cuervo AM and Klionsky DJ (2008) Autophagy fights disease through 
cellular self-digestion. Nature 451(7182):1069-1075. 

Mohler JL (2008) Castration-recurrent prostate cancer is not androgen-independent. Adv Exp Med 
Biol 617:223-234. 

Monteiro AN, August A and Hanafusa H (1996) Evidence for a transcriptional activation function of 
BRCA1 C-terminal region. Proc Natl Acad Sci U S A 93(24):13595-13599. 



 

135 
 

Moynahan ME, Cui TY and Jasin M (2001) Homology-directed dna repair, mitomycin-c resistance, 
and chromosome stability is restored with correction of a Brca1 mutation. Cancer Res 
61(12):4842-4850. 

Moynahan ME, Chiu JW, Koller BH and Jasin M (1999) Brca1 controls homology-directed DNA 
repair. Mol Cell 4(4):511-518. 

Mueller CR and Roskelley CD (2003) Regulation of BRCA1 expression and its relationship to 
sporadic breast cancer. Breast Cancer Res 5(1):45-52. 

Mulholland DJ, Cox M, Read J, Rennie P and Nelson C (2004) Androgen responsiveness of 
Renilla luciferase reporter vectors is promoter, transgene, and cell line dependent. Prostate 
59(2):115-119. 

Mullan PB, Quinn JE, Gilmore PM, McWilliams S, Andrews H, Gervin C, McCabe N, McKenna S, 
White P, Song YH, Maheswaran S, Liu E, Haber DA, Johnston PG and Harkin DP (2001) 
BRCA1 and GADD45 mediated G2/M cell cycle arrest in response to antimicrotubule 
agents. Oncogene 20(43):6123-6131. 

Mullan PB, Quinn JE and Harkin DP (2006) The role of BRCA1 in transcriptional regulation and cell 
cycle control. Oncogene 25(43):5854-5863. 

Murray MM, Mullan PB and Harkin DP (2007) Role played by BRCA1 in transcriptional regulation 
in response to therapy. Biochem Soc Trans 35(Pt 5):1342-1346. 

Navone NM, Troncoso P, Pisters LL, Goodrow TL, Palmer JL, Nichols WW, von Eschenbach AC 
and Conti CJ (1993) p53 protein accumulation and gene mutation in the progression of 
human prostate carcinoma. J Natl Cancer Inst 85(20):1657-1669. 

Norris J, Fan D, Aleman C, Marks JR, Futreal PA, Wiseman RW, Iglehart JD, Deininger PL and 
McDonnell DP (1995) Identification of a new subclass of Alu DNA repeats which can 
function as estrogen receptor-dependent transcriptional enhancers. J Biol Chem 
270(39):22777-22782. 

Oberley MJ, Inman DR and Farnham PJ (2003) E2F6 negatively regulates BRCA1 in human 
cancer cells without methylation of histone H3 on lysine 9. J Biol Chem 278(43):42466-
42476. 

Ogata M, Hino S, Saito A, Morikawa K, Kondo S, Kanemoto S, Murakami T, Taniguchi M, Tanii I, 
Yoshinaga K, Shiosaka S, Hammarback JA, Urano F and Imaizumi K (2006) Autophagy is 
activated for cell survival after endoplasmic reticulum stress. Mol Cell Biol 26(24):9220-
9231. 

Okada S and Ouchi T (2003) Cell cycle differences in DNA damage-induced BRCA1 
phosphorylation affect its subcellular localization. J Biol Chem 278(3):2015-2020. 

Ongusaha PP, Ouchi T, Kim KT, Nytko E, Kwak JC, Duda RB, Deng CX and Lee SW (2003) 
BRCA1 shifts p53-mediated cellular outcomes towards irreversible growth arrest. 
Oncogene 22(24):3749-3758. 

Orban TI and Olah E (2003) Emerging roles of BRCA1 alternative splicing. Mol Pathol 56(4):191-
197. 

Oyadomari S and Mori M (2004) Roles of CHOP/GADD153 in endoplasmic reticulum stress. Cell 
Death Differ 11(4):381-389. 

Park JJ, Irvine RA, Buchanan G, Koh SS, Park JM, Tilley WD, Stallcup MR, Press MF and 
Coetzee GA (2000) Breast cancer susceptibility gene 1 (BRCAI) is a coactivator of the 
androgen receptor. Cancer Res 60(21):5946-5949. 

Quinn JE, Kennedy RD, Mullan PB, Gilmore PM, Carty M, Johnston PG and Harkin DP (2003) 
BRCA1 functions as a differential modulator of chemotherapy-induced apoptosis. Cancer 
Res 63(19):6221-6228. 

Rajan JV, Wang M, Marquis ST and Chodosh LA (1996) Brca2 is coordinately regulated with 
Brca1 during proliferation and differentiation in mammary epithelial cells. Proc Natl Acad 
Sci U S A 93(23):13078-13083. 

Ramji DP and Foka P (2002) CCAAT/enhancer-binding proteins: structure, function and regulation. 
Biochem J 365(Pt 3):561-575. 

Reynolds MA (2008) Molecular alterations in prostate cancer. Cancer Lett 271(1):13-24. 



 

136 
 

Ron D and Habener JF (1992) CHOP, a novel developmentally regulated nuclear protein that 
dimerizes with transcription factors C/EBP and LAP and functions as a dominant-negative 
inhibitor of gene transcription. Genes Dev 6(3):439-453. 

Rosen EM, Fan S and Isaacs C (2005) BRCA1 in hormonal carcinogenesis: basic and clinical 
research. Endocr Relat Cancer 12(3):533-548. 

Rosen EM, Fan S and Ma Y (2006) BRCA1 regulation of transcription. Cancer Lett 236(2):175-
185. 

Rottenberg S, Nygren AO, Pajic M, van Leeuwen FW, van der Heijden I, van de Wetering K, Liu X, 
de Visser KE, Gilhuijs KG, van Tellingen O, Schouten JP, Jonkers J and Borst P (2007) 
Selective induction of chemotherapy resistance of mammary tumors in a conditional mouse 
model for hereditary breast cancer. Proc Natl Acad Sci U S A 104(29):12117-12122. 

Rowe DL, Ozbay T, O'Regan RM and Nahta R (2009) Modulation of the BRCA1 Protein and 
Induction of Apoptosis in Triple Negative Breast Cancer Cell Lines by the Polyphenolic 
Compound Curcumin. Breast Cancer (Auckl) 3:61-75. 

Sancar A, Lindsey-Boltz LA, Unsal-Kacmaz K and Linn S (2004) Molecular mechanisms of 
mammalian DNA repair and the DNA damage checkpoints. Annu Rev Biochem 73:39-85. 

Scassa ME, Marazita MC, Ceruti JM, Carcagno AL, Sirkin PF, Gonzalez-Cid M, Pignataro OP and 
Canepa ET (2007) Cell cycle inhibitor, p19INK4d, promotes cell survival and decreases 
chromosomal aberrations after genotoxic insult due to enhanced DNA repair. DNA Repair 
(Amst) 6(5):626-638. 

Schayek H, Haugk K, Sun S, True LD, Plymate SR and Werner H (2009) Tumor suppressor 
BRCA1 is expressed in prostate cancer and controls insulin-like growth factor I receptor 
(IGF-IR) gene transcription in an androgen receptor-dependent manner. Clin Cancer Res 
15(5):1558-1565. 

Shao N, Chai YL, Shyam E, Reddy P and Rao VN (1996) Induction of apoptosis by the tumor 
suppressor protein BRCA1. Oncogene 13(1):1-7. 

Shen SX, Weaver Z, Xu X, Li C, Weinstein M, Chen L, Guan XY, Ried T and Deng CX (1998) A 
targeted disruption of the murine Brca1 gene causes gamma-irradiation hypersensitivity 
and genetic instability. Oncogene 17(24):3115-3124. 

Sims RJ, 3rd, Liss AS and Gottlieb PD (2003) Normalization of luciferase reporter assays under 
conditions that alter internal controls. Biotechniques 34(5):938-940. 

Smith JL, Freebern WJ, Collins I, De Siervi A, Montano I, Haggerty CM, McNutt MC, Butscher WG, 
Dzekunova I, Petersen DW, Kawasaki E, Merchant JL and Gardner K (2004) Kinetic 
profiles of p300 occupancy in vivo predict common features of promoter structure and 
coactivator recruitment. Proc Natl Acad Sci U S A 101(32):11554-11559. 

Somasundaram K (2003) Breast cancer gene 1 (BRCA1): role in cell cycle regulation and DNA 
repair--perhaps through transcription. J Cell Biochem 88(6):1084-1091. 

Swisher EM, Sakai W, Karlan BY, Wurz K, Urban N and Taniguchi T (2008) Secondary BRCA1 
mutations in BRCA1-mutated ovarian carcinomas with platinum resistance. Cancer Res 
68(8):2581-2586. 

Szegezdi E, Logue SE, Gorman AM and Samali A (2006) Mediators of endoplasmic reticulum 
stress-induced apoptosis. EMBO Rep 7(9):880-885. 

Taichman RS, Loberg RD, Mehra R and Pienta KJ (2007) The evolving biology and treatment of 
prostate cancer. J Clin Invest 117(9):2351-2361. 

Tan-Wong SM, French JD, Proudfoot NJ and Brown MA (2008) Dynamic interactions between the 
promoter and terminator regions of the mammalian BRCA1 gene. Proc Natl Acad Sci U S A 
105(13):5160-5165. 

Taron M, Rosell R, Felip E, Mendez P, Souglakos J, Ronco MS, Queralt C, Majo J, Sanchez JM, 
Sanchez JJ and Maestre J (2004) BRCA1 mRNA expression levels as an indicator of 
chemoresistance in lung cancer. Hum Mol Genet 13(20):2443-2449. 

Tassone P, Tagliaferri P, Perricelli A, Blotta S, Quaresima B, Martelli ML, Goel A, Barbieri V, 
Costanzo F, Boland CR and Venuta S (2003) BRCA1 expression modulates 
chemosensitivity of BRCA1-defective HCC1937 human breast cancer cells. Br J Cancer 
88(8):1285-1291. 



 

137 
 

Thakur S, Zhang HB, Peng Y, Le H, Carroll B, Ward T, Yao J, Farid LM, Couch FJ, Wilson RB and 
Weber BL (1997) Localization of BRCA1 and a splice variant identifies the nuclear 
localization signal. Mol Cell Biol 17(1):444-452. 

Thavathiru E and Das GM (2001) Activation of pRL-TK by 12S E1A oncoprotein: drawbacks of 
using an internal reference reporter in transcription assays. Biotechniques 31(3):528-530, 
532. 

Thompson D and Easton DF (2002) Cancer Incidence in BRCA1 mutation carriers. J Natl Cancer 
Inst 94(18):1358-1365. 

Tirkkonen M, Johannsson O, Agnarsson BA, Olsson H, Ingvarsson S, Karhu R, Tanner M, Isola J, 
Barkardottir RB, Borg A and Kallioniemi OP (1997) Distinct somatic genetic changes 
associated with tumor progression in carriers of BRCA1 and BRCA2 germ-line mutations. 
Cancer Res 57(7):1222-1227. 

Tomlinson GE, Chen TT, Stastny VA, Virmani AK, Spillman MA, Tonk V, Blum JL, Schneider NR, 
Wistuba, II, Shay JW, Minna JD and Gazdar AF (1998) Characterization of a breast cancer 
cell line derived from a germ-line BRCA1 mutation carrier. Cancer Res 58(15):3237-3242. 

Turner NC, Reis-Filho JS, Russell AM, Springall RJ, Ryder K, Steele D, Savage K, Gillett CE, 
Schmitt FC, Ashworth A and Tutt AN (2007) BRCA1 dysfunction in sporadic basal-like 
breast cancer. Oncogene 26(14):2126-2132. 

Ubeda M, Wang XZ, Zinszner H, Wu I, Habener JF and Ron D (1996) Stress-induced binding of 
the transcriptional factor CHOP to a novel DNA control element. Mol Cell Biol 16(4):1479-
1489. 

Vander Griend DJ, Litvinov IV and Isaacs JT (2007) Stabilizing androgen receptor in mitosis 
inhibits prostate cancer proliferation. Cell Cycle 6(6):647-651. 

Venkitaraman AR (2002) Cancer susceptibility and the functions of BRCA1 and BRCA2. Cell 
108(2):171-182. 

Verfaillie T, Salazar M, Velasco G and Agostinis P (2010) Linking ER Stress to Autophagy: 
Potential Implications for Cancer Therapy. Int J Cell Biol 2010:930509. 

Wang A, Schneider-Broussard R, Kumar AP, MacLeod MC and Johnson DG (2000a) Regulation of 
BRCA1 expression by the Rb-E2F pathway. J Biol Chem 275(6):4532-4536. 

Wang E, Wong A and Cortopassi G (1997) The rate of mitochondrial mutagenesis is faster in mice 
than humans. Mutat Res 377(2):157-166. 

Wang H, Shao N, Ding QM, Cui J, Reddy ES and Rao VN (1997b) BRCA1 proteins are 
transported to the nucleus in the absence of serum and splice variants BRCA1a, BRCA1b 
are tyrosine phosphoproteins that associate with E2F, cyclins and cyclin dependent 
kinases. Oncogene 15(2):143-157. 

Wang Q, Zhang H, Fishel R and Greene MI (2000b) BRCA1 and cell signaling. Oncogene 
19(53):6152-6158. 

Wang W and Figg WD (2008) Secondary BRCA1 and BRCA2 alterations and acquired 
chemoresistance. Cancer Biol Ther 7(7):1004-1005. 

Wang Y, Cortez D, Yazdi P, Neff N, Elledge SJ and Qin J (2000c) BASC, a super complex of 
BRCA1-associated proteins involved in the recognition and repair of aberrant DNA 
structures. Genes Dev 14(8):927-939. 

Weaver Z, Montagna C, Xu X, Howard T, Gadina M, Brodie SG, Deng CX and Ried T (2002) 
Mammary tumors in mice conditionally mutant for Brca1 exhibit gross genomic instability 
and centrosome amplification yet display a recurring distribution of genomic imbalances 
that is similar to human breast cancer. Oncogene 21(33):5097-5107. 

Webb P, Lopez GN, Uht RM and Kushner PJ (1995) Tamoxifen activation of the estrogen 
receptor/AP-1 pathway: potential origin for the cell-specific estrogen-like effects of 
antiestrogens. Mol Endocrinol 9(4):443-456. 

Weisstein EW (2007) Error Propagation. From MathWorld -- A Wolfram Web Resource 
http://mathworldwolframcom/ErrorPropagationhtml MathWorld 4-6-  Wolfram Research, Inc  

Ref Type: Electronic Citation. 
Welcsh PL, Lee MK, Gonzalez-Hernandez RM, Black DJ, Mahadevappa M, Swisher EM, 

Warrington JA and King MC (2002) BRCA1 transcriptionally regulates genes involved in 
breast tumorigenesis. Proc Natl Acad Sci U S A 99(11):7560-7565. 



 

138 
 

Wen J, Li R, Lu Y and Shupnik MA (2009) Decreased BRCA1 confers tamoxifen resistance in 
breast cancer cells by altering estrogen receptor-coregulator interactions. Oncogene 
28(4):575-586. 

Whitehouse C, Chambers J, Catteau A and Solomon E (2004) Brca1 expression is regulated by a 
bidirectional promoter that is shared by the Nbr1 gene in mouse. Gene 326:87-96. 

Williamson EA, Dadmanesh F and Koeffler HP (2002) BRCA1 transactivates the cyclin-dependent 
kinase inhibitor p27(Kip1). Oncogene 21(20):3199-3206. 

Wu Y, Fabritius M and Ip C (2009) Chemotherapeutic sensitization by endoplasmic reticulum 
stress: increasing the efficacy of taxane against prostate cancer. Cancer Biol Ther 
8(2):146-152. 

Xu B, Kim S and Kastan MB (2001) Involvement of Brca1 in S-phase and G(2)-phase checkpoints 
after ionizing irradiation. Mol Cell Biol 21(10):3445-3450. 

Xu B, O'Donnell AH, Kim ST and Kastan MB (2002) Phosphorylation of serine 1387 in Brca1 is 
specifically required for the Atm-mediated S-phase checkpoint after ionizing irradiation. 
Cancer Res 62(16):4588-4591. 

Xu CF, Chambers JA and Solomon E (1997) Complex regulation of the BRCA1 gene. J Biol Chem 
272(34):20994-20997. 

Yang WW, Wang ZH, Zhu Y and Yang HT (2007) E2F6 negatively regulates ultraviolet-induced 
apoptosis via modulation of BRCA1. Cell Death Differ 14(4):807-817. 

Yarden RI and Brody LC (1999) BRCA1 interacts with components of the histone deacetylase 
complex. Proc Natl Acad Sci U S A 96(9):4983-4988. 

Yarden RI, Pardo-Reoyo S, Sgagias M, Cowan KH and Brody LC (2002) BRCA1 regulates the 
G2/M checkpoint by activating Chk1 kinase upon DNA damage. Nat Genet 30(3):285-289. 

Ye Q, Hu YF, Zhong H, Nye AC, Belmont AS and Li R (2001) BRCA1-induced large-scale 
chromatin unfolding and allele-specific effects of cancer-predisposing mutations. J Cell Biol 
155(6):911-921. 

Yeh S, Hu YC, Rahman M, Lin HK, Hsu CL, Ting HJ, Kang HY and Chang C (2000) Increase of 
androgen-induced cell death and androgen receptor transactivation by BRCA1 in prostate 
cancer cells. Proc Natl Acad Sci U S A 97(21):11256-11261. 

Yeung BH, Kwan BW, He QY, Lee AS, Liu J and Wong AS (2008) Glucose-regulated protein 78 as 
a novel effector of BRCA1 for inhibiting stress-induced apoptosis. Oncogene 27(53):6782-
6789. 

Yuli C, Shao N, Rao R, Aysola P, Reddy V, Oprea-Llies G, Lee L, Okoli J, Partridge E, Reddy ES 
and Rao VN (2007) BRCA1a has antitumor activity in TN breast, ovarian and prostate 
cancers. Oncogene. 

Yun MH and Hiom K (2009) Understanding the functions of BRCA1 in the DNA-damage response. 
Biochem Soc Trans 37(Pt 3):597-604. 

Zalazar F (2009) Regulación transcripcional del Antígeno Prostático Especifico (PSA), in 
Departamento de Quimica Biologica FCEyN-UBA., Buenos Aires. 

Zander SA, Kersbergen A, van der Burg E, de Water N, van Tellingen O, Gunnarsdottir S, Jaspers 
JE, Pajic M, Nygren AO, Jonkers J, Borst P and Rottenberg S (2010) Sensitivity and 
acquired resistance of BRCA1;p53-deficient mouse mammary tumors to the topoisomerase 
I inhibitor topotecan. Cancer Res 70(4):1700-1710. 

Zhang H, Somasundaram K, Peng Y, Tian H, Zhang H, Bi D, Weber BL and El-Deiry WS (1998) 
BRCA1 physically associates with p53 and stimulates its transcriptional activity. Oncogene 
16(13):1713-1721. 

Zhang Z, Yamashita H, Toyama T, Sugiura H, Ando Y, Mita K, Hamaguchi M, Hara Y, Kobayashi 
S and Iwase H (2005) Quantitation of HDAC1 mRNA expression in invasive carcinoma of 
the breast*. Breast Cancer Res Treat 94(1):11-16. 

Zinszner H, Kuroda M, Wang X, Batchvarova N, Lightfoot RT, Remotti H, Stevens JL and Ron D 
(1998) CHOP is implicated in programmed cell death in response to impaired function of 
the endoplasmic reticulum. Genes Dev 12(7):982-995. 

 

 



 

139 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 APÉNDICE 


	Portada
	Resumen
	Abstract
	Agradecimientos
	Índice
	Publicaciones
	Abreviaturas
	Introducción
	Hipótesis y Objetivos
	Materiales y Métodos
	Resultados y Conclusiones
	Discusión
	Referencias

