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Nuevo rol de la proteína argonauta 1 en la regulación de la transcripción y el splicing 

alternativo 

Resumen 

En mamíferos las proteínas argonauta están bien caracterizadas como las efectoras del 

silenciamiento post-transcripcional mediado por RNAs pequeños. Durante este proceso 

fundamentalmente citoplasmático, dichas proteínas unen  RNAs pequeños de 21 

nucleótidos los cuales por complementariedad de bases, se unen a los mRNA blanco 

inhibiendo su traducción o promoviendo su degradación. Si bien sabemos que las proteínas 

argonauta se encuentran tanto en el núcleo como en el citoplasma, es poco lo que 

conocemos acerca de su relevancia en procesos nucleares. En trabajos previos de nuestro 

laboratorio, hemos analizado la unión a la cromatina de argonauta 1 (AGO1) a nivel del 

genoma completo de la línea celular mamaria MCF7 y demostramos que AGO1 se une a 

elementos regulatorios de la transcripción (enhancers), preferentemente cuando éstos se 

encuentran activos. 

En este trabajo, continuamos con el análisis de la distribución genómica de AGO1 en las 

células mamarias MCF7 y hallamos que esta proteína se encuentra mayormente asociada a 

enhancers cuya activación depende de la unión del receptor de estrógenos alfa (ERα), es 

decir, que se activan ante la presencia de la hormona estradiol (E2). Observamos que, al 

igual que lo que ocurre con ERα, la asociación de AGO1 a estos enhancers depende del 

tratamiento con E2. En base a esto, estudiamos la relevancia de AGO1 en la activación 

transcripcional disparada por E2 en células MCF7. Encontramos que dicha activación 

depende de AGO1: ante el silenciamiento de la expresión de esta proteína observamos que 

el efecto del E2 en la activación transcripcional de los enhancers y de los genes blanco se 

reduce. Este efecto es acompañado, además, por una disminución del reclutamiento de ERα 

así como también por una reducción en la frecuencia de interacción entre un enhancer y el 

promotor de uno de sus genes blanco. Estos hallazgos proponen un rol fundamental para 

AGO1 en la activación transcripcional dependiente de estradiol. AGO1 interacciona con ERα 

de forma E2 dependiente, reforzando la idea de que AGO1 actúa directamente en la 

activación transcripcional disparada por estrógenos. 

Por otro lado, estudiamos la relevancia de un enhancer intragénico dependiente de E2 en la 

modulación del patrón de splicing alternativo de un evento que se encuentra río arriba de 

dicho elemento regulatorio. Utilizamos como modelo de estudio el exón cassette alternativo 

107 del gen SYNE2. Vimos que la inclusión de dicho exón en el mRNA disminuye con el 

tratamiento de células con E2 de manera dependiente de AGO1. Más allá del estudio de un 
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caso puntual en el que AGO1 regula el splicing alternativo, estos resultados permiten 

postular un modelo en el que el proceso de splicing alternativo es modulado por eventos 

asociados a la activación de un enhancer intragénico cercano. 

Palabras clave: ARGONAUTA 1 – TRANSCRIPCIÓN – ENHNANCERS 

TRANSCRIPCIONALES – RECEPTOR DE ESTRÓGENOS ALFA - SPLICING 

ALTERNATIVO. 
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Novel role of argonaute 1 in estrogen triggered transcription and alternative splicing 

regulation 

Abstract 

In mammals, argonaute proteins are best known as the effectors of siRNA-mediated post-

transcriptional gene silencing. In this cytoplasmic process, argonautes bind 21 nt long 

siRNAs which associate with their target mRNAs through base pairing, inducing their 

degradation or inhibiting their translation. Although argonaute proteins can be found both in 

the cytoplasm and in the nucleus of mammalian cells, little is known about their roles in 

nuclear functions. In a previous work from our laboratory, we analyzed the genomic 

distribution of argonaute 1 (AGO1) in the mammary cell line MCF7 and demonstrated that it 

binds active transcriptional enhancers. Further analysis presented here revealed that AGO1 

preferentially associates with estrogen receptor alpha (ERα)-dependent enhancers which are 

activated upon treatment with estradiol (E2). Moreover, we uncover that AGO1 binding to 

these enhancers is dependent on E2 treatment, as it is observed for ERα. We therefore 

sought to determine whether AGO1 is relevant for ERα-triggered transcriptional activation in 

MCF7 cells. We demonstrate here that AGO1 is necessary for this activation: AGO1 

silencing impairs enhancer activation as well as expression of ERα-target genes. Reduced 

recruitment of ERα to the enhancers and reduced interaction frequency between an 

enhancer and the promoter of one of its target genes are also observed upon AGO1 

silencing. Altogether these findings indicate that AGO1 plays a key role in E2-triggered 

transcriptional activation. We found that AGO1 interacts with ERα in an E2 dependent 

manner, further supporting the idea that AGO1 is directly involved in estrogen dependent 

transcripcional activation. 

Additionally, we studied the relevance of an intragenic E2-dependent enhancer in the 

rgulation of an alternative splicing event located upstream of this regulatory element. To 

tackle this, we used the alternative cassette exon 107 of the SYNE2 gene as a model. 

Results shown here revealed that the inclusion of exon 107 in SYNE2 mRNA decreases 

upon E2 treatment, in an AGO1-dependent manner. These findings not only revealed a role 

for AGO1 in alternative splicing regulation, but also allow us to postulate a model in which 

alternative splicing outcomes depend on regulatory events associated to a nearby intragenic 

enhancer.  

Key words: ARGONAUTE 1 – TRANSCRIPTION – TRANSCRIPCIONAL ENHANCERS – 

ESTRGEN RECEPTOR ALPHA – ALTERNATIVE SPLICING 
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Glosario 

3´ss: sitio aceptor de splicing 
3C: captura de la conformación de la cromatina 
5´ss: sitio dador de splicing 
AGO: argonauta 
CAGE: cap analysis gene expression 
cDNA: DNA copia (proveniente de retro-transcripción de un RNA) 
ChIA-PET: chromatin interaction analysis by paired-end tag sequencing 
ChIP-qPCR: inmunoprecipitación de la cromatina seguida de PCR en tiempo real 
ChIP-seq: inmunoprecipitación de la cromatina seguida de secuenciación masiva 
CPT: camptotecina 
CTD: dominio caboxi-terminal del la ARN pol II 
DNA: ácido desoxirribonucleico 
dNTPs: desoxirribonucleósidos tri-fosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 
dsRNA: RNA doble cadena 
E2: 17-β-estradiol 
ER: receptor de estrógenos 
ERE: elemento de respuesta a estrógenos 
eRNA: RNA de enhancer 
ESE: enhancer de splicing exónico 
ESS: silencer de splicing exónico 
GR: receptor de glucocorticoides 
GRO-seq: global run on seguido de secuenciación masiva 
GTF: factores generales de la transcripción 
HAT: acetil-transferasa de histonas 
HDAC: desacetilasa de histonas 
HKMT: metiltransferasa de lisinas de histonas 
hnRNP: ribonucleoproteína nuclear heterogénea 
ISE: enhancer de splicing intrónico 
ISS: silencer de splicing intrónico. 
miRNA: micro RNA 
mRNA: RNA mensajero 
NR: receptor nuclear 
nt: nucleótidos 
NTPs: ribonucleósidos tri-fosfato (ATP, CTP, GTP, UTP) 
pb: pares de bases 
PBS: buffer salino de fosfato 
PcG: complejo polycomb group 
PIC: complejo de preiniciación de la transcripción 
PR: receptor de progesterona 
pre-mRNA: RNA precursor del mensajero 
PTGS: silenciamiento post-transcriptional 
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qPCR: reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa 
RdRP: RNA polimerasa RNA dependiente 
RNA: ácido ribonucleico 
RNAi: RNA de interferencia 
RNAP: RNA polimerasa 
rPCR: reacción en cadena de la polimerasa radiactiva semicuentitativa 
RT: retro-transcripción 
SDS-PAGE: electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante (con SDS) 
SHR: receptor de hormona esteroidea 
siRNA: RNA pequeño de interferencia 
snRNP: ribonucleoproteínas pequeñas nucleares 
SR: proteína rica en serinas y argininas 
SYNE2-E107: exón 107 de SYNE2 
TAD: dominio topológico (topological associeted domain) 
TF: factor de transcripción 
TFBS: sitio de unión de factor de transcripción 
TGS: Silenciamiento transcripcional (transcriptional gene-silencing) 
TSA: tricostatina A 
TSS: sitio de inicio de la transcripción 
WB: Western blot 
 

Nomenclatura 

La nomenclatura común para las modificaciones de las histonas es: 
a. El nombre de la histona (H1, H2A, H2B, H3, H4, y variantes) 
b. Abreviatura del aminoácido modificado siguiendo el codigo IUPAC de una letra. 
c. La posición que ocupa el aminoácido modificado desde el extremo N-terminal. 
d. El tipo de modificación (me: metil, ac: acetil.). 
e. En el caso de las metilaciones, representa el número de grupos metilo añadidos 
(1: monometilación, 2: dimetilación, 3: trimetilación). 
Por ejemplo: 

H3(a)K(b)9(c)me(d)2(e) 

denota una dimetilación de la lisina nueve de la histona H3.  
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1.  INTRODUCCIÓN 

1. 1. La transcripción y su regulación 

1.1.1 Aspectos generales de la transcripción 

La capacidad de organismos unicelulares y multicelulares de desarrollar las diferentes 

funciones celulares y de respuesta a estímulos externos es el resultado de la interpretación 

de la información codificada en su genoma, interpretación que depende de su historia y de la 

interacción con el ambiente. El flujo de la información genética desde el material que la 

contiene hacia la expresión de los programas regulatorios de cada célula de un organismo 

se encuentra conservado en los tres dominios en los que se clasifica a vida. Según el 

esquema general en el que este flujo se desarrolla, la información contenida en la molécula 

de DNA, que es la que se replica y se hereda, es copiada a una molécula de RNA en un 

proceso que se denomina transcripción; las moléculas de RNA, son a su vez leídas por la 

maquinaria de síntesis de proteínas en un proceso que se denomina traducción. Las 

proteínas son las moléculas responsables de llevar a cabo las reacciones bioquímicas de las 

células funcionando como catalizadores biológicos y también son parte fundamental de la 

estructura celular. Muchos RNAs también cumplen funciones celulares per se como 

catalizadores biológicos y como parte estructural de complejos proteicos, cumpliendo roles 

importantes en su funcionamiento y regulación de su actividad.  

La transcripción es el primer paso de la expresión génica y está altamente regulado. Es un 

proceso complejo que involucra muchos pasos cada uno de los cuales es susceptible a 

regulación. En eucariotas, la reacción enzimática de transcripción de genes nucleares es 

llevada a cabo por tres tipos de RNA polimerasas (RNAP) distintas: la RNAPI transcribe los 

RNA ribosomales 28S, 18S y 5.8S (Zylber y Penman, 1971), la RNAPII transcribe todos los 

RNA mensajeros y distintas clases de RNA pequeños, mientras que la RNAPIII transcribe 

RNA de transferencia y ribosomales 5S (Weinmann y Roeder, 1974). La RNAPII es 

responsable de la expresión de los genes que están sujetos a una alta regulación 

transcripcional. Entender esta regulación es nuestro principal interés, de modo que nos 

detendremos específicamente en la transcripción por la RNAPII. 

La transcripción por la RNAPII de los genes codificantes da lugar a transcriptos que deben 

ser procesados antes de ser exportados al citoplasma donde serán traducidos. Así, el 
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transcripto sin procesar, denominado precursor de mensajero maduro RNA o pre-mRNA da 

lugar al RNA maduro o mRNA. El procesamiento incluye tres pasos principales:  

- Capping: la adición de un nucleótido de GTP modificado, denominado capuchón o 

cap, en el extremo 5´.  

- Splicing: la escisión de segmentos internos llamados intrones por reacciones de 

corte y empalme. Los segmentos del mRNA empalmados son llamados exones. 

Pueden existir variantes en los segmentos que se escinden, dando lugar al proceso 

de splicing alternativo,  generando distintos tipos de mRNAs a partir de un único gen. 

- Corte y poliadenilación: es el corte del transcripto en el extremo 3´, en sitios 

específicos, y la adición de varios nucleótidos de adenina. El corte también 

puede ocurrir en distintos sitios, dando lugar al proceso de corte y 

poliadenilación alternativo. 

Los eventos de procesamiento de los pre-mRNAs son co-transcripcionales, característica 

que permite una fuerte interacción funcional entre el proceso de transcripción y los 

involucrados en los distintos pasos de procesamiento.  

1.1.2 La transcripción por RNAPII 

La capacidad de iniciar la transcripción en sitios muy precisos del genoma es una 

característica de la maquinaria transcripcional de vital importancia a la hora de analizar la 

regulación de la expresión génica (Roy y Singer, 2015). La RNAPII es reclutada a sitios 

específicos del genoma que promueven la transcripción. Estas regiones son denominadas 

promotores mínimos y se definen como las 50-100 pares de bases dentro de las cuales la 

transcripción inicia (Roy y Singer, 2015). La RNAPII es reclutada a estas regiones junto con 

factores proteicos denominados factores generales de la transcripción (GTFs) que se 

unen a los promotores mínimos de forma secuencial y dirigen a la RNAPII a los sitios de 

inicio de la transcripción (TSSs por sus iniciales en inglés, transcription start sites) 

(Vernimmen y Bickmore, 2015). Los GTFs incluyen a TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF y 

TFIIH. Junto con la RNAPII los GTFs conforman el complejo de preiniciación de la 

transcripción (PIC) (Vernimmen y Bickmore, 2015).  

El ensamblado del PIC en el promotor es condición necesaria pero no suficiente para 

alcanzar los niveles de transcripción en general observados. Según observaciones 

realizadas en ensayos in vitro (Sainsbury et al., 2015),  el ensamblado del PIC sólo es 

suficiente para dirigir niveles bajos de transcripción, referidos como transcripción basal 
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(Vernimmen y Bickmore, 2015). Esta observación puede explicarse por el hecho de que el 

ensamblado del PIC en los promotores mínimos es el primero de una serie de pasos 

necesarios para que la transcripción ocurra de forma efectiva (Sainsbury et al., 2015). Una 

vez iniciada la transcripción, la RNAPII se pausa dentro de los 30 y 60 nucleótidos (nt) río 

abajo del TSS a la espera de señales adicionales para comprometerse en la elongación 

productiva. Nos referimos a este fenómeno como pausado proximal de la RNAPII (Figura 

I1). El pasaje de la iniciación de la transcripción hacia la elongación efectiva es un paso que 

puede estar sujeto a la regulación (Jonkers y Lis, 2015; Shandilya y Roberts, 2012).  

El pausado de la RNAPII en regiones proximales río abajo del TSS puede entenderse por el 

hecho de que esta se encuentra fuertemente ligada al promotor. El factor negativo de la 

elongación (NELF) y el factor sensible a DRB (DSIF), por ejemplo, estabilizan el pausado de 

la RNAPII (Jonkers y Lis, 2015; Vernimmen y Bickmore, 2015). En el modelo prevalente, el 

nivel de pausado depende del balance entre factores que promueven el pausado y factores 

que activan la elongación (Jonkers y Lis, 2015).  

En la salida del pausado proximal es fundamental el dominio carboxi-terminal (CTD) de la 

subunidad mayor de la RNAPII, la RPB1, que se encuentra por fuera del dominio globular de 

la enzima, cerca del canal de salida del RNA recién sintetizado (Buratowski, 2009). Se ha 

propuesto que el CTD de la RNAPII actúa como una plataforma sobre la que se reclutan 

factores involucrados en la transcripción y en el procesamiento del pre-mRNA (Buratowski, 

2009; Muñoz et al., 2010). En mamíferos, el CTD incluye 52 repeticiones en tándem de 

heptapéptidos de secuencia Y1S2P3T4S5P6S7, siendo el ajuste a este consenso variable entre 

las héptadas (Buratowski, 2009). El CTD está sujeto a modificaciones post-traduccionales, 

siendo las más caracterizadas las fosforilaciones en S2 y S5. Más recientemente se han 

descripto las fosforilaciones en Y1, T4 y S7 (Nojima et al., 2015). Distintos patrones de 

fosforilación del CTD se asocian a la unión de distintos factores y, por lo tanto, a distintos 

procesos (Buratowski, 2009; Nojima et al., 2015).  

La fosforilación en Ser2 es de particular importancia en el escape de la RNAPII del pausado  

proximal (Jonkers y Lis, 2015). En esta interviene el complejo de elongación de la 

transcripción P-TEFb (CDK9 y la ciclina T) que a su vez forma parte del complejo de súper 

elongación (SEC). P-TEFb es reclutado a los promotores a través de interacciones directas. 

P-TEFb también es responsable de la fosforilación de NELF, que entonces se libera del 

promotor, y de DSIF que así se convierte en un factor positivo de la traducción (Jonkers y 

Lis, 2015) (Figura I1).  
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En este punto debemos distinguir entre tasa de elongación y procesividad de la RNAPII. La 

tasa de elongación se refiere a la velocidad de síntesis del RNA y se mide en nt por unidad 

de tiempo. Se ha descripto que esta se encuentre entre 0,5-5 kilobases (kb) por minuto, 

siendo variable dentro de un mismo gen y entre genes (Veloso et al., 2014). La elongación 

no es eficiente al comienzo de la transcripción productiva, pero se ha observado que esta 

aumenta durante las primeras 15 kb. Esto puede deberse a una maduración gradual de la 

maquinaria transcripcional dada por el reclutamiento y modificación acumulativos de sus 

componentes durante la transcripción de las primeras kb de los genes (Jonkers y Lis, 2015). 

La procesividad de la RNAPII, en cambio, se define como la distancia que un dado 

complejo puede transcribir sin desprenderse del DNA.  
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RNA
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Figura I1. El inicio de la transcripción. El reclutamiento de la RNAPII a los 
promotores por los GTFs resulta en la formación del PIC. Luego del inicio rápido 
de la transcripción ocurre el pausado de la RNAPII que sigue asociada al promotor 
por NELF y DSIF. P-TEF-b media el pasaje a la elongación productiva al fosforilar 
a NELF, DSIF y el CTD de la RNAPII. DSIF se convierte en un factor positivo de la 
elongación. Adaptado de Jonkers y Lis (2015). 

 

Según el modelo más aceptado, la transcripción ocurre de manera cíclica, es decir que 

varias rondas de transcripción se suceden mientras que el ensamblado completo del PIC 

ocurre una única vez. Luego de que la RNAPII escapa del promotor y se compromete a la 

elongación productiva, varios factores de PIC permanecen unidos al promotor basal. La 

reiniciación sólo requiere del reclutamiento de novo de la RNAPII junto con algunos de los 

subcomplejos (Shandilya y Roberts, 2012).  

1.1.3 La estructura de la cromatina y la transcripción 

Para entender la regulación de la transcripción en relación a los diferentes factores 

necesarios para que ocurra debemos primero tener en cuenta que el DNA nuclear de todas 

las células eucariotas se encuentra empaquetado junto a proteínas en una estructura que 

llamamos cromatina. Esta determina un nivel de complejidad que la maquinaria 

transcripcional debe atravesar para acceder a las regiones promotoras primero y para 
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desplazarse de forma efectiva y procesiva a través de las unidades transcripcionales 

después (Cramer, 2014).  

La unidad fundamental y repetitiva de la cromatina es el nucleosoma. Este se conforma por 

un octámero de proteínas, denominadas histonas, por sobre el que la doble hélice del DNA 

se enrolla dando dos vueltas, las cuales abarcan 147 pb. Cada octámero canónico (existen 

variantes en determinadas regiones del genoma) está constituido por dos histonas H2A, dos 

H2B, dos H3 y dos H4 (Schalch et al., 2005) (Figura I2). Una histona adicional, H1, se una 

al DNA internucleosomal (DNA linker). Ensayos de microscopía electrónica revelaron que 

los arreglos de nucleosomas aparecen como fibras de 30 nm de diámetro, lo cual indica que 

los nucelosomas se organizan, a su vez, en estructuras de orden superior (Song et al., 

2014). Se ha podido caracterizar, por cristalografía de rayos X, que estas estructuras se 

conforman por tetranucleosomas en los cuales los nucleosomas se apilan de a pares y entre 

los que el DNA se  ubica haciendo un zigzag (Schalch, 2005). Estos tetranucleosomas se 

organizan en las fibras de 30 nm por interacción del DNA linker con la histona H1. Para la 

formación de las fibras de cromatina también son esenciales los extremos amino 

terminales (N-terminales) de las histonas que conforman los nucleosomas. Estos 

extremos son desorganizados y se proyectan por fuera del core del nucelosoma, quedando 

disponibles para interaccionar con otros nucleosomas y proteínas (Song et al., 2014).   

 

 
 
 

 
Figura I2. Estructura de un 
nucleosoma. Este consiste en 147 
pb de DNA enrollado alrededor de 
un octámero de histonas 
conformado por dos dímeros de H2A 
y H2B asociados con un tetrámero 
de H3 y H4. Los contactos DNA-
histona más fuertes se muestran con 
asteriscos. La flecha indica la 
dirección en la que DNA rompe los 
contactos con las histonas de forma 
espontánea. Tomado de Petesch y 
Lis (2012). 
 

 

La fibra de 30 nm resuelta por microscopía electrónica y cristalografía de rayos x demuestra 

cuán empaquetado puede estar el DNA dentro de núcleo. Esta estructura es, sin embargo, 

muy dinámica, pudiendo presentar distintos grados de compactación. El grado de 

compactación que puede adquirir la cromatina repercute sobre los distintos procesos 

nucleares que ocurren asociados a ella. La estructura de la cromatina determina, en primer 
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lugar, la accesibilidad al DNA subyacente. Un alto grado de compactación delimita 

regiones del genoma que quedan restringidas para el acceso de la maquinaria 

transcripcional. Los nucleosomas son, por otro lado, una barrera para la elongación de la 

RNAPII. Ensayos in vitro demuestran que la presencia de nucleosomas aumenta el pausado 

de la RNAPII y baja su tasa de elongación promedio. Fluctuaciones en los arreglos de 

dinucleosomas afectan, además, la dinámica de la transcripción (Fitz et al., 2016; Hodges et 

al., 2009).  

La activación transcripcional requiere, en primer lugar, que la cromatina que incluye a la 

región promotora se abra y el DNA quede accesible a la maquinaria transcripcional (Cramer, 

2014). Factores proteicos son los responsables de la reorganización de los arreglos 

nucleosomales presentes en las regiones específicas a las que estos se unen (Voss y 

Hager, 2014). Los mecanismos moleculares por los que estos reconocen elementos que se 

encuentran en una estructura de cromatina cerrada son en gran parte desconocidos. Varios 

mecanismos se han propuesto, aunque la evidencia no permite aún corroborar alguno de 

ellos (Voss y Hager, 2014; Zaret y Carroll, 2011). Según el modelo más aceptado, dos o 

más factores se unen a elementos regulatorios de forma combinatoria compensando las 

uniones histona-DNA que estabilizan la estructura de nucleosomas. Según otro modelo, una 

clase especial de factores, considerados como factores pioneros de la transcripción, 

tienen la capacidad de unirse a determinadas secuencias de DNA en una configuración de 

cromatina cerrada, creando el acceso por otros factores que promueven la apertura de la 

cromatina (Voss y Hager, 2014; Zaret y Carroll, 2011). Se postula que los factores de tipo 

forkhead box protein A (FOXA) son de este tipo de factores pioneros. Tienen una estructura 

similar a la histona H1 cosa que les permitiría asociarse al DNA desplazando a las histonas 

(Voss y Hager, 2014); ensayos in vitro muestran de hecho que FOXA1 tiene la capacidad de 

inducir regiones de cromatina abierta. De ahora en más, nos referiremos como factores 

pioneros de la transcripción a aquellos que se unen a regiones específicas del genoma 

antes de su activación y de la unión de otros factores, confiriéndoles cierta competencia 

para la posterior activación. Los factores pioneros de la transcripción tienen la capacidad, 

además, de unirse sus regiones blanco cuando éstas se encuentran en una estructura de 

cromatina cerrada (Zaret y Carroll, 2011). 

La unión de los factores pioneros de la transcripción a regiones específicas del genoma en 

configuración de cromatina cerrada desencadena el reclutamiento de otros factores que 

continúan promoviendo una mayor apertura local de la cromatina. Se han descripto diversos 

mecanismos moleculares por los que estos factores abren la cromatina. Estos involucran, en 

general, el reclutamiento de complejos remodeladores de la cromatina dependientes de 
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ATP que reorganizan los arreglos de nucleosomas promoviendo su deslizamiento, 

desplazamiento, desensamblado parcial o sustitución por variantes de histonas (Voss y 

Hager, 2014). Como resultado de estos mecanismos se observa que tanto promotores de 

genes activos como regiones regulatorias activas del genoma se encuentran libres de 

nucleosomas y accesibles para la maquinaria transcripcional (Voss y Hager, 2014) (Figura 

I3).  

Remodelador

ATP

ADP

Desplazamiento
nucleosomas

Sustitución de 
histonas

Remoción de 
nucleosomas

 
Figura I3. Modelos de apertura de la cromatina por actores remodeladores 
ATP dependientes. Se muestran cambios en la posición o composición de 
nucleosomas en relación a segmentos DNA. Los posibles resultados de la acción 
de los remodeladores son: el desplazamiento de nucleosomas que expone un 
segmento de DNA previamente obstruido; la remoción total de histonas y el 
intercambio de histonas por variantes que relajan las uniones DNA histonas. 
Adaptado de Petesch y Lis (2012). 

 

 

Como dijimos, los arreglos de nucleosomas a lo largo de los genes también repercuten 

sobre la elongación de la RNAPII. Los nucleosomas actúan como barreras para la RNAPII 

que se encuentra transcribiendo. Para que la elongación sea productiva, la RNAPII debe 

romper con estas barreras (Petesch y Lis, 2012a). Para esto también intervienen los 

complejos remodeladores de la cromatina ATP-dependientes (Petesch y Lis, 2012a). La 

familia de remodeladores de la cromatina SWI/SNF, mejor descripta por su rol en la 

remoción de nucleosomas en los promotores, también se halla en el cuerpo de los genes y 

en muchos casos, se asocia a la RNAPII durante la elongación (Petesch y Lis, 2012a).   

Las modificaciones post-transcripcionales de las histonas contribuyen 

significativamente a la estructura de la cromatina. Como dijimos, los extremos N-terminales 

de las histonas son desorganizados y se proyectan hacia afuera de los nucleosomas 

pudiendo interaccionar con otros nucleosomas y complejos proteicos (Song et al., 2014). 

Estos extremos son susceptibles a una extensa cantidad de modificaciones post 

traduccionales de las que se han descripto más de 100 (Zentner y Henikoff, 2013). Estas 
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son normalmente referidas como marcas de histonas e incluyen a la metilación y  la 

acetilación de lisinas y la fosforilación de serinas y treoninas (Zentner y Henikoff, 2013). Las 

marcas de histonas pueden alterar la estructura de la cromatina de dos formas distintas: 

pueden hacerlo de forma directa o indirecta, favoreciendo el reclutamiento de complejos 

proteicos efectores que son capaces de alterar dicha estructura.  

El caso más estudiado de marcas de histonas que afectan directamente la estructura de la 

cromatina es el de la acetilación de lisinas. Se ha postulado que los grupos acetilo 

neutralizan la carga positiva de las histonas neutralizando la interacción iónica con el DNA. 

Ensayos in vitro demuestran que la acetilación de los extremos N-terminales de las histonas 

H2A y H2B debilitan la unión del DNA con los nucleosomas. La acetilación de H3 y H4, por 

otro lado, reduce la formación de estructuras de mayor orden. Se postula que el extremo N-

terminal de H4 media los contactos entre nucleosomas y que su acetilación afecta dichos 

contactos (Shogren-Knaak, 2006). El dominio globular de las histonas también es 

susceptible a la acetilación afectando también la estabilidad de los nucleosomas y la 

formación de estructuras nucleosomales de orden superior (Tessarz y Kouzarides, 2014). La 

H3K22ac es, de hecho, la única marca de histonas que estimula la transcripción in vitro 

(Pradeepa et al., 2016; Tessarz y Kouzarides, 2014).  

En el caso de la metilación de lisinas, no pude decirse que esta introduzca cambios 

estructurales per se en los arreglos nucleosomales (Bannister y Kouzarides, 2011). Para 

explicar los casos en los que se ha descripto que la metilación de determinados residuos 

afecta determinados procesos, hay que recurrir a otros mecanismos. Las marcas de 

histonas también pueden actuar como plataformas dinámicas para el reclutamiento de 

complejos efectores específicos. Muchos de los factores que se encuentran asociados a la 

cromatina interaccionan con ella a través de dominios que reconocen marcas de histonas 

específicas (Bannister y Kouzarides, 2011). El complejo remodelador de la cromatina 

SWI/SNF, por ejemplo, contiene bromodominios que se unen a colas acetiladas de H3 

(Petesch y Lis, 2012a). Chd1, otro de estos complejos, contiene un cromodominio que 

reconoce H3K4me3, una marca de histona enriquecida en los promotores de genes activos 

(Petesch y Lis, 2012a). Las marcas de histonas también pueden actuar de forma 

combinatoria, aumentando la especificidad de los eventos que puedan ocurrir río abajo de 

su deposición. Tal es el caso del complejo remodelador de la cromatina ISWI que se une 

tanto a H3K4me3 como a H4K16ac pero que se une más fuertemente a nucleosomas que 

contienen ambas marcas (Petesch y Lis, 2012a). 
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El caso más estudiado acerca de cómo una marca de histona desencadena cambios 

estructurales en la cromatina de forma indirecta lo constituye la H3K9me3 que participa en la 

formación de estructuras de cromatina cerrada, es decir, de heterocromatina. La proteína 

HP1 se une específicamente a esta marca a través de un cromodominio y esta unión facilita 

la dimerización con otras proteínas HP1 y la consecuente compactación de la cromatina 

(Bannister y Kouzarides, 2011).  

El perfil de enriquecimiento de una dada marca de histona depende del equilibrio entre su 

deposición y remoción, procesos en los que están involucrados distintos complejos 

enzimáticos. La acetilación de histonas, por ejemplo, ocurre por acetil-transferasas de 

histonas (HATs) que son en su mayoría grandes complejos proteicos. La composición de 

estos complejos determina tanto la especificidad en su reclutamiento a la cromatina así 

como qué residuo de las histonas acetilan. Las enzimas deacetilasas de histonas (HDACs), 

en cambio, se caracterizan por una baja especificidad de sustrato. El panorama se hace 

más complejo si se considera que varias HDACs pueden estar presentes en un mismo 

complejo proteico (Bannister y Kouzarides, 2011). Al igual que las HATs, las metil-

transferasas de lisinas de histonas (HKMTs) son muy específicas, no sólo en cuanto al 

residuo que metilan sino también al grado de metilación en el que lo hacen (mono-, di- y/o 

tri-metilación) (Bannister y Kouzarides, 2011). El hallazgo de que la metilación de histonas 

es un proceso reversible es relativamente reciente; se pensaba anteriormente que esta era 

una marca muy estable. LSD1 es la primer demetilasa de histonas descripta. Su 

especificidad está determinada por las proteínas con las que se acompleja, pudiendo actuar 

como represor de la transcripción demetilando a H3K4me1/2 o como activador de la 

transcripción demetilando a H3K9me (Bannister y Kouzarides, 2011).  

Actualmente, gracias a ensayos de inmunoprecipitación de la cromatina con anticuerpos 

específicos seguidos de secuenciación masiva (ChIP-seq) realizados en múltiples sistemas, 

sabemos en mucho detalle qué marcas se asocian a qué regiones del genoma (regiones 

regulatorias activas, pausadas, promotores de genes activos, regiones silenciadas, etc). 

Estos análisis son en su mayoría correlativos. Si bien muchos avances se han realizado en 

este campo, aún desconocemos cómo ocurre la deposición de muchas de las marcas de 

histonas en regiones muy específicas del genoma y cuál es su función (Zentner y Henikoff, 

2013).  

En los siguientes apartados mencionaremos con más detalle aquellos factores 

remodeladores de la cromatina, marcas de histonas, y enzimas responsables de ellas, en 

relación a los procesos analizados.  
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1.1.4 Elementos regulatorios proximales y distales 

Hasta aquí hemos analizado cómo se inicia la trascripción de genes a partir de los 

promotores mínimos. Los elementos presentes en estas regiones, sin embargo, no pueden 

dar cuenta de los niveles transcripcionales observados y de la alta regulación espacio-

temporal de la transcripción.  

Cerca de los promotores mínimos existen regiones que reclutan factores de transcripción 

(TFs) adicionales y que son responsables de la transcripción por encima de los niveles 

basales. Estas regiones constituyen los elementos regulatorios proximales que actúan en 

cis, es decir que su función depende de su cercanía a los promotores. Existen otro tipo 

elementos regulatorios caracterizados por estar a más de 1 kb de los TSS de los genes que 

regulan. Estos son elementos regulatorios distales e incluyen tanto a elementos que 

actúan de forma positiva (enhancers) como negativa (silencers) sobre la transcripción 

(Maston et al., 2006). A modo de aclarar la nomenclatura, el promotor basal de un dado 

gen junto y los elementos regulatorios proximales que lo regulan forman, en conjunto, 

el promotor de dicho gen. Nos referiremos a los elementos distales que promueven la 

activación transcripcional como enhancers (Figura I4).  

Promotor mínimo

TSSTFBS proximales TFBS proximal

Promotor Región génica

Enhancer

Enhancer

Insulator

Insulator

 
Figura I4. El promotor mínimo de un gen integra múltiples señales que 
determinan la regulación de su transcripción. La estructura de la cromatina 
puede estar cerrada o accesible a proteínas. Los límites entre estos estados están 
marcados por insulators. La región alrededor del TSS suele contener elementos 
regulatorios proximales que, junto con el promotor mínimo constituyen el promotor 
del gen. TFs se unen a estos elementos regulatorios que llamamos TFBS (TF 
binding sites). Los elementos que unen TFs también pueden ser distales. 
Llamamos a estos enhancers. Tomado de Lenhard et al. (2012). 
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Los elementos regulatorios proximales y enhancers unen complejos proteicos que 

contribuyen a la transcripción efectiva ayudando en alguno sus pasos, i.e. la unión de la 

RNAPII al promotor basal, el escape del promotor basal o la elongación efectiva a lo largo 

de la unidad transcripcional (Vernimmen y Bickmore, 2015). Estos complejos son una clase 

de TFs denominada activadores. En general, los activadores se unen al DNA de forma 

específica de secuencia. La unión de los activadores a los elementos de secuencia 

específica es condición necesaria pero no suficiente para la activación transcripcional: estos 

reclutan, a su vez, co-activadores que alteran la estructura de la cromatina e interaccionan 

con la maquinaria basal de la transcripción. Entre los co-activadores puede incluirse al 

complejo Mediador, que funciona como un puente entre los activadores transcripcionales y 

el PIC. Mediador integra la señal proveniente de los TFs unidos a elementos regulatorios 

proximales y distales hacia la maquinaria basal de transcripción (Allen y Taatjes, 2015). 

Cohesina es otro complejo multiproteico que colabora con Mediador en el establecimiento 

de la comunicación entre enhancers y promotores (Kagey et al., 2010).   

El complejo p300/CBP es otro co-activador reclutado por TFs a elementos regulatorios 

proximales y distales. Se trata de una HAT que acetila histonas tanto en promotores como 

en enhancers favoreciendo la apertura de la estructura cromatínica (Vernimmen y Bickmore, 

2015). Es responsable de la acetilación tanto del dominio globular de H3, en el residuo K122 

(Tropberger et al., 2013), como en su extremo N-terminal, en el residuo K27 (Tie et al., 

2009) entre otros. Ambas marcas de histonas son típicas de enhancers activos (Creyghton 

et al., 2010; Pradeepa et al., 2016). Los enhancers, a través del reclutamiento de 

activadores y co-activadores, también están involucrados en la remoción de marcas 

represivas de la transcripción, como H3K27me3, tanto en promotores y cuerpo de los genes 

que regulan (Taberlay et al., 2011; Vernimmen et al., 2011). Esto sugiere que pueden 

promover el reclutamiento de una multiplicidad de enzimas que regulan la deposición y 

remoción de marcas de histonas (Vernimmen y Bickmore, 2015).   

La asociación de factores a los enhancers ocurre de forma secuencial. En primer lugar, y 

como mencionamos anteriormente, ocurre la unión de factores pioneros de la transcripción 

capaces de unirse a la cromatina en una configuración cerrada y de promover su apertura. 

Se establecen, de esta forma, regiones libres de nucleosomas preparadas, marcadas, para 

la posterior activación transcripcional (Zaret y Carroll, 2011). Durante la activación de los 

enhancers  ocurre el reemplazo de los factores pioneros o el reclutamiento de TFs 

adicionales, de activadores, co-activadores, GTFs. Al igual que lo que se observa en los 

promotores, el reclutamiento de los diferentes TFs ocurre de forma secuencial (Vernimmen y 

Bickmore, 2015). El orden en el reclutamiento de los TFs, con o sin actividad de factor 
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pionero, y de co-activadores, puede diferir entre sistemas de enhancers. Se observa, de 

cualquier manera, que, en general, la generación de sitios de libres de nucelosomas y 

ocupación de los enhancers preceden a los eventos que ocurren sobre los promotores que 

estos regulan (Soufi et al., 2012).  

Dentro de los eventos que ocurren durante la activación transcripcional debe incluirse el 

reclutamiento de componentes del PIC a los enhancers. Este reclutamiento puede ocurrir 

temprano, durante la etapa de marcación de enhancers, o más tarde durante su activación 

(Vernimmen et al., 2007; Vernimmen y Bickmore, 2015).  El reclutamiento de GTF y del PIC 

a los enhancers parece ser independiente de lo que ocurre en el promotor, según lo revelan 

ensayos de remoción de promotores (Kim et al., 2010; Vernimmen et al., 2007). Esta 

relación no es recíproca: el reclutamiento de la maquinaria basal de la transcripción a los 

promotores depende de su reclutamiento previo a los enhancers (Spicuglia et al., 2002; 

Vernimmen et al., 2007). 

Los TFs que se unen a sus elementos regulatorios distales y proximales median, en forma 

conjunta y muy específica, la integración tanto de las señales intrínsecas de las células así 

como las señales tejido-específicas y ambientales que modulan la transcripción de un dado 

gen. Todos estos eventos de señalización son necesariamente integrados en el promotor 

basal para así conseguir los niveles apropiados de transcripción con una alta especificidad 

espacio-temporal.  

1.1.5 La comunicación entre enhancers y promotores 

Los enhancers pueden ubicarse de 1000 hasta 100000 pb de distancia con respecto a los 

promotores de los genes blanco. Resulta evidente en este punto que estos deben de alguna 

forma comunicarse con los promotores de los genes que estos regulan. Se postulan dos 

modelos que permitirían explicar cómo la información se transmite desde enhancers a 

promotores (Vernimmen y Bickmore, 2015). Según el modelo de seguimiento o tracking,  

algunos factores unidos a los enhancers se mueven progresivamente hacia los promotores a 

algunos casos si abandonar los enhancers, cosa que resulta en la formación de loops 

progresivos cuyo tamaño aumenta hasta que llega al promotor y forma una estructura 

estable (Wang et al., 2005) (Figura I5.A). Según este modelo la acetilación de histonas y los 

TFs son detectados de forma transitoria en segmentos entre enhancers y promotores. 

Según el modelo alternativo, existe una interacción física entre enhancers y promotores 

dejando fuera al DNA intermedio que forma un loop (Figura I5.B). Varias proteínas fueron 

implicadas en la formación de estas estructuras: Mediador, CTCF y cohesinas entre otras 
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(Hou et al., 2010; Kagey et al., 2010). Que ocurra uno u otro modelo probablemente 

dependa de la distancia entre el promotor y el enhnacer. Le modelo de tracking parece ser 

sólo posible en casos en los que las distancias entre enhancers y promotores son cortas 

(Vernimmen y Bickmore, 2015).  

La organización tridimensional de la cromatina parece cumplir un rol más allá de la de 

conectar a enhancers y promotores. Análisis de interacciones a nivel de genoma completo 

revelaron que la cromatina se organiza en dominios asociados a topologías (TADs) que 

correlacionan con regiones del genoma que contienen la propagación de la cromatina. Los 

TADs son estables a través de tipos celulares y están altamente conservados a lo largo de 

varias especies de mamífero (Dixon et al., 2012; Li et al., 2013). Esto quiere decir que las 

interacciones de largo alcance que se generan de forma dinámica ante estímulos que 

conllevan cambios transcripcionales deben enmarcarse en una arquitectura nuclear mayor 

que las delimita.  

 

Reclutamiento de la maquinaria transcripcional

Tracking de  RNAPII

E P Gen
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Figura I5. Modelos que explican 
la comunicación entre 
enhancers y promotores. A. En 
el modelo de tracking, la RNAPII 
junto con factores asociados es 
reclutada a un enhancer y recorre 
el segmento de DNA entre este y 
el promotor. B.  En el modelo de 
looping, la RNAPII y factores 
asociados son reclutados al 
enhancer y llegan al promotor por 
interacción física entre ambos 
elementos. Adaptado de Li et al., 
(2016). 

 

1.1.6 Características de los enhancers que permiten su mapeo 

Hasta aquí podemos establecer ciertas características que son propias de los enhancers 

transcripcionales y que permiten su mapeo a lo largo de distintos tipos celulares y ante 

distintos estímulos (Lam et al., 2014; Li et al., 2016b). La anotación de los enhancers 

involucra el análisis de la estructura de la cromatina y de la deposición de marcas de 

histonas a lo largo del genoma. Las regiones regulatorias se caracterizan en primer lugar por 

carecer de nucleosomas y, por lo tanto, por ser susceptibles a nucleasas de DNA. El mapeo 

de regiones de hipersensibilidad a la DNasa I es un primer acercamiento para hallar 
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regiones libres de nucelosomas (Calo y Wysocka, 2013). La presencia de la variante de 

histonas H2A.Z es otro elemento que permite el la identificación regiones regulatorias. En 

cuanto al análisis de los niveles de enriquecimiento de marcas de histonas, la relación entre 

los niveles de H3K4me1/2 y H3K4me3 es uno de los parámetros que primero suele 

analizarse al tratar de identificar enhancers: estos se caracterizan por una alta relación 

H3K4me1/H3K4me3 mientras que los promotores de genes activos se caracterizan por la 

relación inversa (Heintzman et al., 2007, 2009). H3K4me1, sin embargo, no permite 

distinguir entre enhancers activos y pausados (Creyghton et al., 2010). Se piensa que, de 

hecho, H3K4me1 participa del marcado de los enhancers antes de su activación y persiste 

aún luego de su pico de activación (Calo y Wysocka, 2013). Los niveles de H3K27ac, en 

cambio, sí permite discriminar entre enhancers pausados y activos: se ha visto que en 

enhancers pausados que se activan durante el desarrollo, H3K27ac es un buen marcador de 

su activación (Creyghton et al., 2010). Hallazgos posteriores indican que esta marca puede 

ser usada como marcador de la actividad de un enhancers en muchos sistemas celulares y 

de señalización distintos (Zentner et al., 2011) (Figura I6). De cualquier manera, H3K4me1 

siempre parece preceder a la acetilación de las histonas de enhancers, sea cual sea el 

residuo que se acetila (Calo y Wysocka, 2013). A pesar de lo extendida que se encuentra la 

marca H3K4me1 en  los enhancers transcripcionales se desconocen las funciones 

moleculares río abajo de su deposición (Calo y Wysocka, 2013). La evidencia sugiere que 

es responsable del reclutamiento de complejos involucrados en la apertura de la cromatina y 

en el intercambio de la histona H2A por la variante H2A.Z (Jeong et al., 2011).  

La anotación de enhancers basada en perfiles de marcas de histonas se complementa con 

el análisis de la unión de co-activadores y HATs, como p300 y mediador, y de múltiples 

TFs sobre una única región (Li et al., 2016b).  

1.1.7 La transcripción de los enhancers 

Existe otro aspecto que debemos considerar a la hora de caracterizar a los enhancers y a 

los eventos que ocurren durante la activación transcripcional. Los enhancers activos se 

transcriben dando lugar a RNAs no codificantes que pueden tener características variables 

en cuanto a su procesamiento y estabilidad (Li et al., 2016b). Llamamos a estos RNAs de 

enhancers, eRNAs. Si bien los eRNAs fueron descriptos en estudios de loci individuales 

hace muchos años (Ashe et al., 1997; Maggi Allan et al., 1983), el reconocimiento de su 

abundancia y extensión a lo largo de numerosos modelos de activación transcripcional vino 

de análisis de la transcripción a nivel del genoma completo y no sesgada a regiones génicas 

(Cheng, 2005; Kim et al., 2010; de Santa et al., 2010). Ensayos de run on seguidos de 
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secuenciación masiva (GRO-seq)  revelaron con mayor sensibilidad y robustez la 

generación de eRNAs en modelos de activación transcripcional disparada por receptores 

hormonales nucleares y en el modelo de activación de macrófagos (Hah et al., 2013; Hsieh 

et al., 2014; Kaikkonen et al., 2013; Li et al., 2013; Wang et al., 2011). Análisis de expresión 

de transcriptos a partir del cap (CAGE) de muchos tejidos tipos celulares humanos reveló la 

existencia de entre 40000 y 65000 enhancers que generan eRNAs (Andersson et al., 

2014a).   

 

TFTF TFTF

Inactivo Promotor activo Enhancer activo

 

Figura I6. Perfiles de ChIP-seq característicos de enhancers y promotores 
activos. Los enhancers y promotores activos son regiones libres de nucleosomas 
que se caracterizan por estar enriquecidos en TFs en cuyos perfiles de ChIP-seq 
aparecen como clusters centrados en el enhancer. Tanto enhancers como 
promotores presentan altos niveles de H3K27ac. Los promotores activos se 
caracterizan por altos niveles de H3K4me3 y bajos niveles de H3K4me1. Los 
enhancers activos se caracterizan por bajos niveles de H3K4me3 y altos niveles 
de H3K4me1. Tomado de Pundhir et al. (2015) 

 

La generación de eRNAs correlaciona positivamente con la actividad de los enhancers. 

Estos se transcriben de regiones genómicas enriquecidas en H3K4me1 (y no en H3K4me3), 

en TFs y co-activadores como Mediador y p300. Se asocian, además, con regiones 

enriquecidas en H3K27ac y que carecen de H3K27me3. La activación de genes 

dependiente de señales extracelulares (como la activación de macrófagos o la activación 
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hormonal de receptores nucleares) correlaciona positivamente con la generación de eRNAs. 

Por último, los eRNAs se asocian a regiones regulatorias involucradas en interacciones de 

largo alcance entre enhancers y promotores, hecho que a su vez correlaciona con la 

actividad de los enhancers (Lam et al., 2014). Esta fuerte correlación entre los niveles de 

eRNAs y los parámetros que caracterizan a enhancers activos permite suponer que la 

generación de eRNAs es un marcador potente e independiente de la actividad de los 

enhancers (Hah et al., 2013; Hsieh et al., 2014; Kaikkonen et al., 2013; Kim et al., 2010; Li et 

al., 2013).  

Los eRNAs se generan, en la mayoría de los casos, por transcripción divergente desde el 

centro de los enhancers, aunque también pueden generarse por transcripción en un único 

sentido (Lam et al., 2014). Se caracterizan por estar CAPeados en su extremo 5´, pero en 

general no se encuentran poliadenilados en su extremo 3´ ni sufren splicing. Aquellos que se 

poliadenilan son, en general, los que se generan por transcripción en único sentido desde el 

centro de los enhancers (Lam et al., 2014). En comparación con los mRNAs, los eRNAs 

poseen una vida media menor, aunque su frecuencia de iniciación parece ser similar 

(Andersson et al., 2014b; Core et al., 2014).  

Hasta aquí, resulta evidente que los enhancers se asemejan mucho a los promotores (Core 

et al., 2014). En este punto surge el problema de determinar qué hace que la transcripción 

productiva pueda ocurrir a partir de los promotores y no de los enhancers. En principio el 

CTD de la RNAPII enriquecida en los enhancers se caracteriza por no estar fosforilado en 

Ser2 (Lam et al., 2014), una modificación del CTD típica de la elongación productiva. 

Estudios de secuencias de enhancers y promotores sugieren que la principal diferencia 

radica en la densidad relativa de sitios de corte y poliadenilación en relación a motivos de 

unión a complejos del spliceosoma río abajo de los TSSs: el proceso de splicing se asociaría 

a la estabilidad de los transcriptos y a la elongación productiva (Almada et al., 2013). El 

proceso de splicing el primer intrón de los pre-mRNAs se asocia con la deposición de las 

marcas de histonas típicas de promotores activos, H3K4me3 y H3K9ac (Bieberstein et al., 

2012), evidencia que apoya la hipótesis de que el splicing contribuiría a la elongación 

productiva y precesiva a lo largo de los genes. El hecho de que muchos enhancers 

intragénicos que regulan la actividad de genes distantes dan lugar a promotores alternativos 

del gen que los aloja (Kowalczyk et al., 2012) parece estar de acuerdo con esta hipótesis.  

Otra pregunta que surge a la hora de considerar a los eRNAs, es si estos cumplen una 

función per se en la activación transcripcional de los genes blanco o si la transcripción es 

necesaria para el mantenimiento de la cromatina abierta en las regiones regulatorias siendo 
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los eRNAs subproductos de este mecanismo. Una tercera posibilidad es que ni la 

transcripción ni los eRNAs cumplan funciones río abajo, que sean producto de la unión 

pervasiva de la RNAPII a las regiones de cromatina abierta (Lam et al., 2014). Varios 

trabajos se han planteado esta pregunta (Li et al., 2013; Melo et al., 2013; Schaukowitch et 

al., 2014). Experimentos en los que se separa al eRNA del proceso de transcripción 

mediante el bloqueo de los eRNAs con oligonucleótidos modificados y en los que se recluta 

eRNAs de forma artificial a elementos regulatorios, sugieren que los eRNAs per se son 

necesarios para la activación de los genes blanco, independientemente de su proceso de 

transcripción (Li et al., 2013; Melo et al., 2013). Estos sugieren, además, que estos son 

necesarios para la generación de los loops entre enhancers y promotores.  

1.1.8 Regulación transcripcional por los receptores de hormonas esteroideas: el 

caso del receptor de estrógenos 

Los receptores de hormonas esteroideas (SHRs) pertenecen a la familia de los receptores 

nucleares (NRs). Estos son TFs que se regulan por la unión a hormonas esteroideas. En 

vertebrados la familia de los SHRs está formada por seis miembros: el receptor de 

estrógenos (ER), el receptor de progesterona (PR), el receptor de andrógenos (AR), el 

receptor de glucocorticoides (GR) y el receptor de mineralocorticoides (MR) (Moore et al., 

2006).  

Dados los hallazgos que detallaremos más adelante, nuestra atención se centra en el ER. 

Dada la similitud de los mecanismos de funcionamiento de los distintos SHRs, también nos 

referiremos a ellos en este apartado.  

La regulación transcripcional por receptores nucleares dependientes de ligando en general, 

y por aquellos activados por estrógenos en particular, sirve como modelo para el estudio de 

los mecanismo moleculares a través de los cuales los factores de transcripción específicos 

de linaje ejercen su función.  La importancia de su estudio radica, además, en el hecho de 

que los estrógenos juegan un papel fundamental en el desarrollo de cáncer de mama, de 

ovario y de útero estimulando la proliferación celular no regulada (Leclercq, 2004). Los 

estrógenos son una clase de hormonas involucradas en una multiplicidad de aspectos de la 

fisiología humana, tanto femenina como masculina. Estos abarcan al desarrollo sexual, la 

reproducción y el metabolismo en hígado, tejido graso y hueso. Uno de los estrógenos 

predominantes es el 17β-estradiol (E2), una hormona lipofílica que difunde libremente al 

interior de las células donde inicia eventos de señalización citoplasmáticos y nucleares que 

en última instancia desenacadenan cambios en la expresión génica (Hah y Kraus, 2014). En 
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humanos existen dos genes que codifican ERs, dando lugar a ERα y ERβ (Hah y Kraus, 

2014). Los sitios de unión al genoma de ambos receptores se superponen 

considerablemente, cosa explicada en parte por el 96% de identidad entre sus dominios de 

unión al DNA que reconocen a los mismos motivos o elementos de respuesta a estrógenos 

(EREs) (Klinge, 2001). ERα y ERβ, sin embargo, presentan distintos patrones de expresión 

a lo largo de los diferentes tejidos y diferencias en la estructura de sus otros dominios de 

modo que sus funciones biológicas observables son distintas. Nos centramos en este 

trabajo en las funciones de ERα.  

Actualmente se utiliza una multiplicidad de líneas celulares como modelo de estudio de 

tumores mamarios en general y para el estudio de la activación transcripcional mediada por 

ER en particular. Entre estas se hallan a MCF7 y a T47D. En la mayoría de los trabajos en 

los que se indagan mecanismos moleculares de la activación transcripcional mediada por 

ERα se utiliza a la línea celular tumoral de mama MCF7 como sistema modelo. Esta línea 

también expresa a PR y  GR y no expresa ERβ (Leclercq, 2004).  

Varios modelos explican los mecanismos de acción de ERα en el citoplasma y en el núcleo 

de células humanas. Según estos, la señalización citoplasmática disparada por estrógenos 

es mediada por moléculas de ERα asociadas a la membrana citoplasmática que estimulan 

cascadas de señalización dependientes de kinasas que a su vez llevan a cambios en la 

localización y actividad de factores de transcripción (Hammes y Levin, 2011). La 

señalización nuclear mediada por estrógenos depende de un pool de ERα normalmente 

asociado a Hsp90 en el citoplasma aunque puede estar parcialmente asociado a estructuras 

nucleares. Cuando ERα se une a su ligando sufre cambios conformacionales que provocan 

su disociación de Hsp90 y dimerización. En este estado, puede translocar al núcleo y 

asociarse a regiones específicas del genoma (Renoir, 2012). Según el modelo directo 

clásico ERα se une en forma directa a regiones del genoma que contienen EREs (Klinge, 

2001). Según el modelo indirecto, ERα se une al genoma a través de la unión de otros 

factores de transcripción como AP-1, Sp1 y NF-κB (Carroll et al., 2006; Heldring et al., 2011; 

Lin et al., 2007; Tan et al., 2011). De cualquiera de las dos formas, la unión de ERα a los 

enhancers promueve el reclutamiento de co-reguladores de la transcripción, de enzimas que 

promueven a deposición de marcas de histonas, remodeladores de la cromatina y factores 

involucrados en la formación de las interacciones de largo alcance.  

El establecimiento del programa transcripcional disparado por E2 es muy rápido y transitorio 

(Hah et al., 2011). Sorpresivamente, cerca del 25% del transcriptoma de MCF7 es alternado 

ante el estímulo hormonal. Luego de tan solo 10 minutos, 10% del transcriptoma sufre 
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cambios en niveles de expresión. Algunos transcriptos son regulados positivamente 

mientras que otros lo son negativamente, casi en igual proporción. Se observó que la 

activación de la mayoría de los genes cuya transcripción es estimulada es muy transitoria. A 

las 4 h los niveles de transcripción bajan casi a los niveles basales. Al medir niveles de 

mRNAs en estado estacionario, en cambio, los picos de activación de observan desde las 4 

h y hasta las 24 h, dependiendo del gen (Hah et al., 2011). 

Según la sensibilidad de las técnicas utilizadas, se han detectado hasta 30000 eventos de 

unión de ERα al genoma de células mamarias tumorales (Li et al., 2013). Existen sin 

embargo, cerca de un millón de EREs predichos, de los cuales más de 200000 son motivos 

de unión al DNA óptimos. Esto sugiere fuertemente que, de acuerdo con lo que venimos 

discutiendo, niveles adicionales de regulación determinan el conjunto de enhancers que en 

última instancia intervienen en el reprogramación transcripcional mediada por ERα (Zaret y 

Carroll, 2011).  

Análisis de los sitios de unión de ERα al genoma de varias líneas celulares de origen 

tumoral mamario, y ante la presencia de E2, revelaron que este se une mayoritariamente a 

enhancers distales y que raramente se une a regiones proximales a promotores (Carroll et 

al., 2005, 2006; Lin et al., 2007; Welboren et al., 2009). Estos y otros análisis revelaron, 

además, que la mayoría de los eventos de unión al genoma de ERα ocurre en en sitios 

previamente marcados por factores pioneros de la transcripción (Hurtado et al., 2011). Esto 

mismo se ha observado en el caso de otros SHR como GR: el 95% de sus sitios de unión al 

genoma ocurre en regiones previamente identificadas como accesibles del genoma y la 

información de la unión de GR tipo celular específica ya está contenida en estas regiones, 

antes del estímulo hormonal (John et al., 2011) (Figura I7.A).  

Se ha identificado a FOXA1 como uno de los factores pioneros de la transcripción 

responsable del marcado de los enhancers cuya activación es disparada por la unión de 

ERα (Carroll et al., 2005; Hurtado et al., 2011). FOXA1 se une a estos enhancers de forma 

independiente de ERα y es responsable del manteniendo estructuras de cromatina abierta 

aún antes del estímulo hormonal (Hurtado et al., 2011). Su sobreexpresión junto con la de 

ERα en células ER negativas es suficiente para reproducir, al menos parcialmente, el patrón 

de unión de ERα al genoma observado en células ER positivas (Hurtado et al., 2011). Este 

factor sería en parte responsable, además, de la unión tipo célula específica de ERα. Los 

perfiles de unión al genoma de FOXA1 en distintas líneas celulares mamarias son 

parcialmente distintos y reflejan la posterior unión de ERα tipo celular específico (Hurtado et 

al., 2011). Los niveles de H3K4me1 sobre estos enhancers son altos antes del tratamiento 
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con E2, después del cual estos permanecen invariables. Los de H3K27ac, en cambio, sufren 

un aumento luego del estímulo con E2, en concordancia con el aumento del reclutamiento 

de p300 (Hah et al., 2013). El reclutamiento de la RNAPII a los enhancers antes de su 

activación con la hormona parece depender del enhancer en cuestión (Hah et al., 2013; 

Welboren et al., 2009). En muchos casos no se observan cambios en los niveles de RNAPII 

en los enhancers mientras que en otros se observa un pequeño cambio que es revertido al 

corto tiempo luego del estímulo con E2, aunque los niveles de unión de ERα continúen 

siendo altos (Hah et al., 2013). De cualquier manera, los niveles de RNAPII en los 

enhancers no parece ser un buen marcador de su actividad. 
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Figura I7. Modelo de marcado y activación de enhancers dependientes de 
ERα. A. La unión de factores pioneros de la transcripción lleva al remodelado de la 
cromatina, al aumento de la accesibilidad del DNA, a la mono y di-metilación de 
H3K4 y al ensamblado de la maquinaria basal de transcripción. B. Ante el estímulo 
hormonal, ERα se une los enhancers y recluta co-activadores. Esto resulta en un 
aumento en la acetilación de histonas y en la activación transcripcional de los 
enhancers. La interacción entre los promotores y los enhancers se estabiliza y se 
activa la transcripción. Adaptado de Lam et al. (2014). 

 

El hecho de que ERα se una preferentemente a regiones regulatorias distales, sugiere la 

importancia de la generación de interacciones de largo alcance entre éstas y promotores en 

la regulación de la transcripción disparada por E2. Análisis de las interacciones en las que 

interviene ERα, reveladas por Chromatin Interaction Analysis by Paired-End Tag Sequencing 
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(ChIA-PET, una técnica que se desprende de la de Captura de la Conformación de la 

Cromatina (3C) utilizada para loci únicos), muestra que, efectivamente, los sitios de unión de 

ERα que están involucrados en interacciones complejas con otros sitios y con promotores, 

presentan mayores niveles de enriquecimiento de RNAPII y de FOXA1 (Fullwood et al., 

2009). Se han identificado al complejo de cohesina y al complejo Mediadior como partes 

responsables de la interacción entre enhancers dependientes SHRs y promotores (Faure et 

al., 2012; Kagey et al., 2010; Li et al., 2013; Schmidt et al., 2012). Cohesina es un 

componente estructural fundamental en la formación de los loops mientras que Mediador es 

un co-activador que funciona como puente entre los TFs que ocupan enhancers y la 

maquinaria transcripcional unida a los promotores (Allen y Taatjes, 2015; Kagey et al., 2010) 

(Figura I7.B).. 

Sorprendentemente, y a pesar de que la respuesta transcripcional es muy rápida, la 

interacción entre promotores y enhancers dependientes de ERα aumenta ante el estímulo 

hormonal (Fullwood et al., 2009; Li et al., 2013). Análisis de interacciones a nivel de genoma 

completo, que permiten ver su organización en TADs, en células tratadas con un 

progestágeno (ligando de PR) muestran que mientras que los límites entre TADs son 

relativamente estáticos, dentro de algunos TADs cierta reorganización de las interacciones 

es observable. Dicha reorganización correlaciona con cambios en la actividad transcripcional 

de genes dentro de los TADs, que parecen comportarse como una unidad en cuanto a la 

respuesta transcripcional frente al estímulo (Pohl et al., 2014).  

La generación de eRNAs de forma E2-dependiente parece ser un potente marcador para el 

mapeo de los enhancers activos (Hah et al., 2013; Li et al., 2013). Estos correlacionan 

positivamente con la unión de ERα, de RNAPII, de FOXA1, de otros TFs que colaboran con 

ER, con los niveles de H3K4me1 y con la formación de loops entre enhancers y promotores 

(Hah et al., 2013). Interesantemente, la evidencia sugiere que los eRNAs estarían 

involucrados en la estabilización de estos loops actuando como andamiaje para el complejo 

de cohesina (Li et al., 2013) (Figura I7B). 

Vale aclarar en este punto que los estudios en los que se mapean enhancers de ERα 

utilizan datos de unión ERα, de deposición de marcas de histonas, de TFs, de co-

activadores, de RNAPII, etc., generados en su mayoría a tiempos relativamente cortos de 

estímulo hormonal (1 h en general). Los enhancers que así se han identificado se 

caracterizan por haber sido marcados antes del estímulo hormonal, es decir que no se 

generan de novo. En este contexto no se ha analizado la existencia, relevancia, 
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mecanismos y marcadores moleculares de enhancers dependientes de ERα generados de 

novo. 

1. 2. El splicing alternativo y su regulación 

1.2.1 El splicing alternativo 

En el proceso de splicing alternativo moléculas de pre-mRNA son procesados de diferentes 

maneras generando múltiples isoformas de mRNA a partir de un único gen. Su importancia 

radica en que en parte explica la expansión del transcriptoma y del proteoma y la 

complejidad fenotípica observado en eucariotas superiores (Keren et al., 2010; Nilsen y 

Graveley, 2010). Se estima que más del 90% de los genes humanos sufren algún evento de 

splicing alternativo (Pan et al., 2008; Wang et al., 2008), siendo cerca del 60% de los 

eventos de splicing alternativo regulados entre tejidos (Wang et al., 2008).  
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Figura I8. La reacción de 
splicing. El esquema muestra 
dos exones (cajas azules)  
flanqueando a un intrón en el 
que se detallan las secuencias 
consenso de los sitios 3´y 5´ de 
splicing y el sitio de 
ramificación. Se muestra el 
ensamblado secuencial de 
spliceosoma con los distintos 
factores que participan en el 
reconocimiento de las 
secuencias consenso. Los 
productos de la reacción son 
los exones empalmados y el 
intrón que forma una estructura 
de lazo 
 

 

El spliceosoma es el complejo ribonucleoproteico responsable de la catálisis del splicing. 

Este se ensambla de forma secuencial sobre cada intrón de los pre-mRNAs. El sitio 5´ dador 

de splicing (5´ss), el sitio 3´ aceptor de splicing (3´ss), y el sitio de ramificación (BPS), 

presentes en todos los intrones, constituyen los sitios basales de splicing (Wahl et al., 2009; 

Wang y Burge, 2008) (Figura I8). Los consensos de estos elementos, sin embargo, 

presentan un nivel de conservación que no puede explicar del todo el reconocimiento de 

todos los intrones de un dado organismo. Su reconocimiento depende de factores de 

splicing adicionales que se unen a elementos regulatorios del splicing presentes en el pre-
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mRNA. Estos factores pueden intervenir tanto en el splicing constitutivo como en el 

alternativo y pueden actuar de forma positiva como negativa (Wahl et al., 2009; Wang y 

Burge, 2008). La regulación del splicing dependerá entonces tanto de elementos 

regulatorios presentes en el pre-mRNA como de los factores de splicing que se expresen en 

un dado contexto. Un desafío adicional surge al tratar de entender el reconocimiento de los 

límites intrón-exón en eucariotas superiores: los exones tienen un promedio de 150 nt 

mientras que los intrones pueden ser muy largos y no parecen tener ninguna restricción en 

cuanto a su longitud (Beckmann y Trifonov, 1991). En concordancia con esto, se ha 

observado que en estos organismos se favorece el mecanismo de definición exónica en la 

que la formación inicial del spliceosoma ocurre a través de los exones (Berget, 1995; Fox-

Walsh et al., 2005) (Figura I10).  
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Figura I9. Distintos 
tipos de eventos de 
splicing alternativo. Se 
muestran los distintos 
tipos, indicando en todos 
los casos un esquema 
del pre-mRNA. Tomado 
de Srebrow y Kornblihtt 
(2006). 
 

 

El reconocimiento de exones e intrones y el apareamiento de complejos de splicing 

adyacentes constituyen condiciones fundamentales para que la reacción de splicing se lleve 

a cabo. Cualquier interferencia con el reconocimiento de los sitios de splicing o con el 

apareamiento de los complejos (por ejemplo por cambios de bases que alejen las 

secuencias del consenso, por aumento en la longitud de exones o intrones, por formación de 

estructuras secundarias o unión de proteínas que interfieran con los procesos, etc.) puede 

provocar una disminución de le eficiencia del splicing. Si bien esto podría llevar a la 

inhibición total de dicho evento de splicing, en muchos mensajeros esta menor eficiencia 

causa que algunas veces el sitio de splicing implicado sea utilizado y otras veces no, lo cual 

constituye el principio del splicing alternativo. Dependiendo del sitio mutado, de la presencia 

de sitios alternativos cercanos y de la preeminencia de definición exónica o intrónica, 

distintos tipos de splicing alternativo pueden ser observados: exón cassette, sitios aceptores 
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o dadores alternativos, exones mutuamente excluyentes o intrones retenidos (Srebrow y 

Kornblihtt, 2006) (Figura I9). 

Al considerar al splicing alternativo, el uso de sitios débiles de splicing dependerá del 

balance de la acción de factores negativos y positivos. De acuerdo a su acción y a su 

localización en el pre-mRNA, los elementos regulatorios del splicing pueden clasificarse en 

enhancers exónicos del splicing (ESEs), inhibidores exónicos del splicing (ESSs), enhancers 

intrónicos del splicing (ISEs) e inhibidores intrónicos del splicing (ISSs) (Wang y Burge, 

2008). La mayoría de los ESEs reclutan proteínas ricas en serina y arginina (SRs) que 

estabilizan al complejo de definición intrónica mientras que la mayoría de los ISEs unen 

hnRNPs que actúan negativamente sobre el reconocimiento de exones (Wang y Burge, 

2008) (Figura I10). Un análisis exhaustivo de motivos de unión de factores de splicing y 

motivos estructurales (largo de exones, intrones, formación de estructura secundaria, etc) en 

combinación con su posición relativa con respecto a eventos de splicing alternativo reveló 

que estas combinaciones pueden dar cuenta de una gran proporción de la regulación del 

splicing alternativo tejido-específica, al menos del sentido del cambio de eventos de splicing 

al comparar tejidos de a pares (Barash et al., 2010). 

 
Figura I10. Definición exónica, intrónica y factores involucrados. En la 
definición exónica el reconocimiento del exón ocurre por la interacción de 
proteínas y ribnucleoproteínas en los sitios 5´de splicing y 3´de splicing a ambos 
lados del exón. En contraposición, la definición intrónica se da por el 
reconocimiento de los sitios de splicing en un intrón. El reclutamiento de factores 
es influenciado por proteínas activadoras (proteínas SRs) o inhibidoras (proteínas 
hnRNPs) las cuales se unen a secuencias presentes en el pre-mRNA como ESEs 
y ESSs así como a ISEs y ISSs. Tomado de Schwerk y Schulze-Osthoff (2005). 

 

Para tener un mayor entendimiento a cerca de la regulación del splicing alternativo hay que 

considerar que el splicing es un proceso co-transcripcional. En este contexto, hay que 
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entender la regulación del splicing alternativo en función de su interacción con el proceso de 

la transcripción. 

1.2.2 La co-transcripcionalidad en la regulación del splicing alternativo 

Hace más de 20 años la visualización de transcriptos nacientes de embriones de Drosophila 

por microscopía electrónica reveló que el splicing es co-transcripcional (Beyer y Osheim, 

1988). Desde entonces, varios abordajes experimentales reforzaron esta idea. El análisis del 

RNA naciente, asociado a la cromatina muestra que los intrones son escindidos 

eficientemente mientras el RNA está aún asociado a la cromatina (Pandya-Jones y Black, 

2009; Tilgner et al., 2012). Según un trabajo más reciente, tomando a la levadura como 

sistema modelo, el splicing comienza apenas la RNAPII termina la transcripción del intrón, 

cuando la RNAPII se encuentra 30 nt río abajo (Figura I11). Los procesos ocurren 

coordinadamente y sus cinéticas son comparables. Cuando la transcripción es llevada a 

cabo por una RNAPII constitutivamente más rápida el splicing es, de hecho, el paso limitante 

en la generación de mRNAs (Carrillo Oesterreich et al., 2016).  

 

Fracción que 
sufrió splicing
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Figura I11. Modelo espacio-
temporal del splicing co-
transcripcional. Esquema que 
muestra que 15 nt del RNA naciente 
es protegido por la RNAPII. La 
reacción de splicing comienza 26-27 
nt río abajo del extremo 3´ del RNA 
naciente. En rojo se muestra el 
intrón y en negro los exones. 
Tomado de Carrillo Oesterreich et 
al. (2016).  

Dos etapas dentro del proceso de splicing deben distinguirse en este punto: el reclutamiento 

de los complejos spliceosomales al pre-mRNA y la catálisis del splicing en sí mismo. 

Mientras la catálisis puede ser tanto co- como post-transcripcional, siendo la prevalencia 

dependiente del organismo (Beyer and Osheim, 1988; Tardiff et al., 2006), el reclutamiento 

de los complejos spliceosomales es casi siempre co-transcripcional en todos los organismos 

estudiados (Görnemann et al., 2005; Listerman et al., 2006). Decimos que el reclutamiento 

de los complejos spliceosomales al pre-mRNA implica el compromiso al splicing.  
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La co-transcripcionalidad del splicing permite el acoplamiento funcional entre el splicing y la 

transcripción, es decir, que características de uno, como el reclutamiento de factores y la 

cinética, influencia las del otro de una forma bidireccional (Kornblihtt et al., 2004; Moore y 

Proudfoot, 2009; Perales y Bentley, 2009) 

Dos modelos no excluyentes explican el acoplamiento funcional entre la transcripción y la 

regulación del splicing alternativo (Kornblihtt et al., 2013): 

- El modelo de reclutamiento: la maquinaria transcripcional podría reclutar factores de 

splicing o co-activadores transcripcionales con funciones regulatorias del splicing al mRNA 

naciente. Este reclutamiento podría darse en forma diferencial en distintos contextos 

celulares, dando así lugar a diferentes resultados de los eventos de splicing. El CTD de la 

RNAPII cumpliría un rol fundamental en este modelo, ya que se ha descripto que éste puede 

reclutar factores de splicing a los sitios de transcripción en una forma dependiente del patrón 

de fosforilación de sus residuos (de la Mata and Kornblihtt, 2006; Muñoz et al., 2010). La 

regulación del splicing alternativo también puede depender del reclutamiento de factores de 

splicing y de transcripción a los promotores (Auboeuf et al., 2002, 2004, Cramer et al., 1997, 

1999; Huang et al., 2012). El co-activador transcripcional Mediador, por ejemplo, interactúa 

con el factor de splicing hnRNPL, y por lo tanto su reclutamiento a promotores regula 

eventos de splicing dependientes de hnRNPL (Huang et al., 2012). Para nuestro particular 

interés, el patrón de splicing alternativo de construcciones bajo la el control de promotores 

dependientes de receptores nucleares (PR y ER en particular) depende de la inducción 

hormonal (Auboeuf et al., 2002, 2004).  

- El modelo cinético: la velocidad de elongación de la polimerasa afectaría el momento en 

el cual los sitios constitutivos y regulatorios del splicing son presentados, favoreciendo o 

desfavoreciendo su reconocimiento por los factores que las unen. Secuencias que inducen 

el pausado de la RNAPII, tratamiento con drogas que inhiben su elongación por diferentes 

mecanismos, co-activadores que inducen una mayor elongación favorecen la inclusión de 

varios exones cassette alternativos (Ip et al., 2011; Kadener et al., 2001). La evidencia 

directa del rol de la tasa de elongación de la RNAPII en la regulación del splicing alternativo 

viene de experimentos que muestran que cuando la transcripción es llevada a cabo por una 

RNAPII mutante constitutivamente lenta, la inclusión de algunos exones cassette 

alternativos aumenta (Ip et al., 2011; de la Mata et al., 2003). En un contexto más fisiológico, 

el daño al DNA causado por luz UV resulta en cambios en patrones de splicing alternativo 

por inhibición de la elongación de la RNAPII causada por la fosforilación del CTD (Muñoz et 

al., 2009). El modelo cinético postula que la tasa de elongación de la RNAPII crea ventanas 
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de oportunidad en las que puede generarse o no la competencia entre sitios débiles y 

fuertes de splicing. Si se considera que la transcripción y el splicing son procesos muy 

coordinados en el que los intrones son escindidos apenas se transcriben (Carrillo 

Oesterreich et al., 2016), estas ventanas de oportunidad podrían crearse de forma 

dependiente de la elongación de la RNAPII. El modelo cinético puede resumirse de la 

siguiente manera: una baja tasa de elongación de la RNAPII favorece el reclutamiento de 

factores de splicing  a sitios débiles antes de que los sitios fuertes río abajo sean 

transcriptos (Kornblihtt et al., 2013). Una baja tasa de elongación también puede favorecer 

una disminución en la inclusión de exones alternativos que son regulados por la unión de 

factores negativos a intrones río arriba (Dujardin et al., 2014).  

La transcripción también puede ser influenciada por el splicing (Bieberstein et al., 2012; 

Fong y Zhou, 2001; Lin et al., 2008). Como dijimos arriba, el splicing (constitutivo) del primer 

intrón puede afectar la ocupación de los promotores y la deposición de marcas de histonas 

características de promotores activos (Bieberstein et al., 2012). En levaduras, en las que los 

genes que tienen intrones tienen un único intrón, la RNAPII se pausa en el exón terminal de 

forma dependiente del splicing (Alexander et al., 2010; Carrillo Oesterreich et al., 2010). El 

reclutamiento al RNA naciente de la proteína SR SRSF2 (SC35), por otro lado, afecta la tasa 

elongación de la RNAPII (Lin et al., 2008).  

1.2.3 La estructura de la cromatina en la regulación del splicing alternativo 

La estructura de la cromatina impacta fuertemente sobre la transcripción y, por lo tanto, 

sobre el splicing y la regulación del splicing alternativo.  

Análisis correlativos de enriquecimiento de nucleosomas en función de la arquitectura de 

genes reveló que el posicionamiento de nucleosomas en mayor en exones en comparación 

con intrones tanto en humanos como en C. elegans y en D. melanogaster (Andersson et al., 

2009; Schwartz et al., 2009; Spies et al., 2009; Tilgner et al., 2009). Comparaciones entre el 

nivel de posicionamiento entre exones y pseudoexones sugiere, además, una correlación 

positiva entre la presencia de nucleosomas y el reconocimiento de exones. Dado que en 

eucariotas superiores la longitud promedio de los exones es de 140-150 pb rodeados de 

intrones largos de longitud variable (Beckmann y Trifonov, 1991; Hawkins, 1988) y dado que 

la longitud de los segmentos de DNA que rodean a los nucleosomas es de 147 pb puede 

especularse a cerca de restricciones evolutivas sobre la longitud de los exones para 

favorecer su reconocimeinto (Kornblihtt et al., 2009). Los nucleosomas imponen un límite a 

la tasa de elongación de la RNAPII (Hodges et al., 2009; Petesch y Lis, 2012b), de modo 
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que se puede hipotetizar que los nucleosomas sobre exones favorecen un retraso en la tasa 

de elongación de la RNAPII y, por lo tanto, una mayor coordinación espacio-temporal entre 

las maquinarias de splicing y de la transcripción. El posicionamiento de nucleosomas 

también podría reforzar el reconocimiento de sitios débiles de splicing (Andersson et al., 

2009; Schwartz et al., 2009; Spies et al., 2009; Tilgner et al., 2009).  

La estructura de la cromatina puede afectar la tasa de elongación de la RNAPII a lo largo de 

los genes y, por lo tanto, los patrones de splicing alternativo resultantes. La primera 

evidencia de esto surgió en nuestro laboratorio hace 15 años. Este trabajo reveló que 

cuando plásmidos conteniendo minigenes reporteros de splicing adquieren una estructura 

cromatínica que se asemeja más a la endógena (al permitir su replicación), se favorece la 

inclusión de los exones alternativos (Kadener et al., 2001). Este efecto es revertido, además, 

por el tratamiento con Tricostatina A (TSA), un inhibidor de deacetilasas de histonas que 

favorece la relajación de la estructura de la cromatina (Nogués et al., 2002; Kadener et al., 

2001).  

En un contexto más fisiológico, se demostró en células neuronales murinas que cambios 

inducidos por la despolarización en los niveles de acetilación de histonas en regiones 

intragénicas del gen de NCAM favorecen la exclusión del exón cassette alternativo 18 

(Schor et al., 2009). Este efecto se explica por un aumento en la tasa de elongación de la 

RNAPII en las regiones intergéncas alrededor del exón 18, dado por el aumento en los 

niveles de H3K9ac (Schor et al., 2009) (Figura I12). Ante la diferenciación desde 

precursores neuronales a neuronas murinas, los niveles de inclusión del exón alternativo 18 

de NCAM también son alterados por cambios en la estructura de la cromatina en las 

regiones intragénicas: durante el proceso de diferenciación aumentan los niveles de 

H3K9me2 intragénicos, baja la tasa de elongación de la RNAPII y aumentan los niveles de 

inclusión del exón 18 (Schor et al., 2013) (Figura I12).  

La cromatina es una gran plataforma para el reclutamiento de proteínas a través de las 

histonas y sus modificaciones. La naturaleza de la co-transcripcionalidad del splicing permite 

que esto también sea válido para el reclutamiento de componentes del spliceosoma y de 

factores de transcripción. Varios ejemplos ilustran esto: el remodelador de a cromatina ATP 

dependiente SWI/SNF interacciona con snRNPs y con la hnRNP Sam68 cuando se 

encuentra unido a la cromatina favoreciendo la inclusión de los exones variables de CD44 

(Batsché et al., 2006);  el factor de unión a H3K4me3 CHD1 interactúa con la subunidad 

SF3A1 del U2 snRNPs contribuyendo a una alta eficiencia del splicing co-transcripcional 

(Sims et al., 2007); el regulador negativo del splicing PTB se asocia a H3K36me3 a través 
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de la proteína adaptadora MRG15 y los niveles de esta marca explican parcialmente las 

diferencias en la exclusión de exones dependiente de PTB observadas entre tipos celulares 

(Luco et al., 2010).   
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Figura I12. Modelos de regulación del splicing alternativo por la estructura de 
la cromatina y la tasa de elongación de la RNAPII. En el primer panel se 
muestra que la acetilación de histonas intragénica induce la relajación de la 
cromatina favoreciendo una alta tasa de elongación de la RNAPII que favorece a 
su vez la exclusión del exón alternativo. En el segundo panel se muestra que un 
aumento en H3K9me2 a nivel intragénico induce la compactación de la cromatina 
por reclutamiento de HP1, favoreciendo una reducción en la tasa de elongación de 
la RNAPII que favorece a su vez la inclusión del exón alternativo. 

 

La evidencia acumulada en los últimos años sugiere fuertemente que para entender la 

regulación del splicing alternativo específico de tipo celular además de la información 

contenida en el pre-mRNA, en la forma de elementos de unión a factores de splicing, y de 

expresión de los factores de splicing, hay que incluir la información contenida en la 

cromatina. 

1. 3. Las proteínas argonauta en la regulación de la transcripción 

y el splicing alternativo  

Las proteínas argonauta (AGOs) están bien caracterizadas por ser las efectoras del 

silenciamiento post-transcripcional (PTGS por post transcriptional gene silencing) 

mediado por RNAs pequeños de interferencia (RNAi). Este es un proceso que se 

encuentra conservado y extendido en los eucariotas (Cenik y Zamore, 2011; Joshua-Tor y 

Hannon, 2011; Swarts et al., 2014). Brevemente, AGOs unidos a RNAs pequeños de 21-25 

nt, (siRNAs por small interfering RNAs) conforman al complejo de silenciamiento post-
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transcripcional RISC (por RNA-induced silencing complex) que por interacciones RNA-RNA 

se une a los mRNAs blanco de forma muy específica (Meister, 2013). Esta unión 

desencadena la inhibición de la traducción de los mRNAs blanco por tres mecanismos 

distintos: AGO puede cortar al mRNA blanco en el sitio en el que se produce la unión con el 

RNAi (Meister et al., 2004); AGO puede inhibir reversible o irreversiblemente la traducción 

del mRNA blanco por interacción con represores traduccionales, lo que a la larga puede 

llevar a la degradación del mRNA; AGO puede inducir la degradación del mRNA 

transportándolos a P-bodies, donde ocurre el reciclado de mRNAs (Jonas y Izaurralde, 

2015; Meister et al., 2005; Rehwinkel et al., 2005). Se ha especulado acerca de si el grado 

de complementariedad de bases entre el RNAi y el mRNA es responsable de que se 

desencadene un mecanismo u otro: se ha observado que si la complementariedad es 

perfecta se induce el corte del mRNA mientras que si la unión se da con algunas bases 

desapareadas se dispara el mecanismo de degradación alternativo o inhibición de la 

traducción (Ipsaro y Joshua-Tor, 2015; Martinez et al., 2002). En el caso de mamíferos lo 

cierto es que no todas las proteínas AGO tienen actividad endonucleasa capaz de cortar 

mRNAs (Meister et al., 2004) y la unión de los RNAs pequeños con sus blancos se da en 

general con bases desapareadas (Ipsaro y Joshua-Tor, 2015). Esto quiere decir que en 

estos organismos lo que ocurre generalmente es la inhibición de la traducción e inducción 

de la degradación de los mRNA (Jonas y Izaurralde, 2015).  

El hallazgo de este mecanismo de silenciamiento génico permitió el desarrollo de una 

técnica hoy ampliamente difundida en biología molecular que permite silenciar genes, al 

menos de forma parcial, de manera muy específica, transitoria y que no requiere de 

manipulación genética (Elbashir et al., 2001). De alguna manera, y dependiendo del sistema 

experimental, se introducen en el interior de células siRNAs doble cadena de 21-25 nt de 

secuencia perfectamente complementaria a alguna región del mRNA que se quiere silenciar 

sintetizados in vitro. La hebra guía se carga en el complejo de silenciamiento RISC e induce 

el clivaje del mRNA del gen que se quiere silenciar.  

1.3.1 Las proteínas argonauta 

Las proteínas argonauta son las proteínas clave en todos los mecanismos de silenciamiento 

génico guiados por RNAs pequeños identificados hasta ahora (Meister, 2013). Estas unen 

directamente a los RNAs pequeños.  

La familia de proteínas argonauta se encuentra en todos los organismos eucariotas así 

como en algunas bacterias y arqueas (Meister, 2013). En eucariotas, ésta puede separarse 
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en tres clados según el grado de identidad de secuencia entre las proteínas de distintas 

especies: el clado AGO abarca a las proteínas similares a AGO1 de A. thaliana; el clado 

PIWI abarca aquellas similares a Piwi de D. melanogaster; el tercer clado, conocido como 

WAGO, evolucionó en C. elegans exclusivamente y es igualmente distante con las AGOs 

que con las PIWI (Meister, 2013; Cenik and Zamore, 2011; Joshua-Tor and Hannon, 2011; 

Swarts et al., 2014) 

El número de proteínas de cada clado es muy variable, variabilidad que se mantiene en 

animales. En la levadura de fisión Schyzosaccaromyses pombe, por ejemplo, existe una 

única proteína AGO; en A. thaliana se han identificado 10 AGOs; en D. melanogaster se han 

identificado 5 miembros en la familia, 2 AGOs y 3 PIWI; en C. elegans se han identificado 27 

genes que codifican proteínas que incluyen a miembros de los tres clados; en humanos, las 

proteínas argonauta son una familia de 8 miembros que se dividen en 4 AGOs (AGO1-4) y 4 

PIWIs (PIWI1-4). En animales, las PIWI se expresan únicamente en la línea germinal y son 

responsables del silenciamiento de transposones. Las AGOs, en cambio, son de expresión 

ubicua y, como veremos, son responsables de una multiplicidad de mecanismos de 

silenciamiento génico (Ender y Meister, 2010).  

Las proteínas de la familia argonauta se caracterizan por tener dos dominios característicos: 

PAZ (por piwi-argonauta-zwille) y PIWI. El dominio PAZ, común a DICER, forma el bolsillo 

de unión al extremo 3´ del siRNA. El dominio PIWI se asemeja estructuralmente a la RNasa 

H bacteriana y es, de hecho, el dominio con actividad endonucleasa. En el caso de 

mamíferos, solo AGO2 presenta esta actividad, aunque todas presentan este dominio 

(Ender y Meister, 2010).   

1.3.2 Biogénesis de los RNAs pequeños de interferencia 

Los RNAs pequeños cargados en las proteínas argonauta pueden tener distintos orígenes, 

pero en todos los casos vienen del procesamiento de RNAs de doble cadena (dsRNA). 

Estos pueden tener su origen en RNA viral, en la transcripción de transposones, en la 

transcripción sentido y antisentido y en la transcripción de genes no codificantes que dan 

lugar a horquillas de RNA que son procesados por endonucleasas específicas dando lugar a 

los  dsRNA (Ender y Meister, 2010). Estos últimos son la forma predominante de generación 

de  dsRNA en mamíferos y su procesamiento da lugar a los conocidos micro RNAs 

(miRNAs) (Peters y Meister, 2007). Los miRNAs son transcriptos como precursores que son 

primeramente procesados por la RNasa III llamada Drosha en el núcleo dando lugar al pre-

miRNAs con estructura de horquilla. Estos son exportados al citoplasma donde son 
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procesados por otra RNasa III conocida como Dicer. Tanto en el caso de la actividad de por 

Drosha como de la de Dicer, los determinantes del correcto procesamiento son 

estructurales, están dados por la estructura secundaria de los RNAs. Dicer genera  dsRNA 

de 21-25 nt cuyas hebras son separadas en guía y pasajera. La hebra guía, se une a una 

AGO mientras que la pasajera es degradada (Peters y Meister, 2007). Los siRNAs son 

producto del procesamiento por Dicer de  dsRNAs largos en los de 21-25 nt (Ender y 

Meister, 2010).  

1.3.3 Las proteínas argonauta y sus funciones nucleares en distintas especies 

eucariotas 

Como dijimos, las proteínas argonauta se encuentran evolutivamente muy conservadas 

(Joshua-Tor y Hannon, 2011). Sus funciones, sin embargo, son muy variables a lo largo de 

los organismos eucariotas estudiados. Si bien los mecanismos de PTGS son los mejor 

caracterizados, estos no son los únicos que estas proteínas llevan a cabo en las distintas 

especies estudiadas. Esto quedará más claro al analizar las funciones de las proteínas 

argonauta en las especies modelo S. pombe, A. thaliana, C. elegans, D. melanogaster y 

humanos. Dado que en esta tesis nos interesamos en los roles nucleares de las proteínas 

argonauta, nos detendremos particularmente es éstos.  

En la levadura S. pombe existe una única AGO que lleva a cabo funciones bastante 

distintivas con respecto a las que se observan en animales. En esta especie, de hecho, no 

se ha descripto un mecanismo como el de PTGS (Martienssen y Moazed, 2015). En S. 

pombe siRNAs se asocian a la única AGO para formar el complejo RITS (por RNA-induced 

initiation of transcriptional gene silencing) responsable del silenciamiento transcripcional  

(TGS por transcriptional gene silencing) de las regiones pericentroméricas (Verdel et al., 

2004). Este complejo guía a metiltransferasas a las regiones pericentroméricas donde 

ocurre la metilación de H3K9 favoreciendo el establecimiento de regiones de 

heterocromatina que permanecen silenciadas (Bühler et al., 2006). Este efecto depende de 

las interacciones RNA-RNA entre los siRNAs y los transcriptos nacientes de las regiones 

pericentroméricas (Holoch y Moazed, 2015a). Los siRNAs son generados a partir los 

transcriptos de las regiones pericentroméricas que son copiados por una RNA polimerasa 

RNA-dependiente (RdRp) dando lugar a los  dsRNAs que luego son procesados por Dicer 

(Holoch y Moazed, 2015b) (Figura I13.A).  

En A. thaliana la familia de proteínas argonauta se encuentra muy diversificada, 

identificándose AGOs específicas de plantas (Joshua-Tor y Hannon, 2011). Esta diversidad 
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se refleja en el desarrollo de mecanismos de silenciamiento distintivos que también se 

apoyan en la duplicación de genes que codifican para proteínas tipo Dicer y en la existencia 

de RdRps que generan dsRNAs a partir de RNA simple cadena (Borges y Martienssen, 

2015). Las funciones de AGOs de plantas incluyen al PTGS, cuyos efectores son AGOs 

unidos a miRNAs que actúan por inhibición de la traducción o por clivaje de los mRNAs. El 

corte de los mRNAs dispara la producción de siRNAs secundarios por RdRPs reforzando el 

silenciamiento. La mayoría de los RNA pequeños de plantas, sin embargo, están 

involucrados en TGS y en la metilación del DNA dependiente de RNA (RdDM por sus siglas 

en inglés). En este proceso, transcriptos de RNAPII o RANPIV IV son procesados por RdRP 

y Dicer en siRNAs de 24 nt que son incorporados, en el citoplasma, a un complejo que 

incluye AGOs específicas. Este es importado al núcleo donde por interacciones RNA-RNA 

con el RNA naciente del mismo locus del cual se originó el siRNA recluta DNA 

metiltransferasas estableciendo metilación de DNA de novo (Borges y Martienssen, 2015).  
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Figura I13. TGS en eucariotas. A. Formación de heterocromatina RNAi-
dependiente en regiones pericentroméricas de S. pombe. AGO1 es reclutado a 
estas regiones por interacción entre el RNA naciente y el siRNA. Allí recluta a Clr4 
que trimetila a H3K9 induciendo el reclutamiento de Swi6 y la formación de 
heterocromatina. Los siRNAs vienen del procesamiento de dsRNAs generados a 
partir del RNA naciente por RdRPs. Adaptado de Allshire y Ekwall (2015).  B. 
Formación de heterocromatina a en loci específicos en C. elegans. El mecanismo 
es muy similar al anterior. Se diferencia en que los la proteína argonauta NRDE3 
se carga con los siRNAs en el citoplasma, donde estos son procesados, y luego se 
transloca al núcleo. Adaptado de Guérin et al. (2014). 
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En el nematode C. elegans fue donde primero se caracterizó el mecanismo de PTGS (Fire 

et al., 1998), un descubrimiento que les valió el Premio Nobel a Andrew Fire y a Craig Mello. 

En esta especie también se expresan RdRPs, responsables de la biogénesis de siRNAs 

secundarios a partir de los mRNAs blanco de miRNAs cargados en las proteínas argonauta 

RDE-1. Los siRNAs secundarios son cargados en otras proteínas argonauta, reforzando el 

silenciamiento de los mRNAs que los originaron (Tsai et al., 2015). En C. elegans, al igual 

que lo observado en la levadura S. pombe, ocurre TGS mediado por RNAi.  Este proceso 

depende de la generación de siRNAs secundarios por la RdPp. Estos se unen a otra 

proteína argonauta, NRDE-3, que entonces se transloca al núcleo. Curiosamente, y a 

diferencia de otras, NRDE-3 contiene una señal de localización nuclear (NLS). En el núcleo, 

el complejo NRDE-3/siRNAs se une a transcriptos nacientes complementarios y promueve 

la deposición de H3K9me3 por reclutamiento de metil transferasa de histonas (HMTs) (Gu et 

al., 2012; Guang et al., 2010) (Figura I13.B). Se destaca del mecanismo de TGS de C. 

elegans el hecho de que es heredable transgeneracionalmente. En experimentos en los que 

se administró siRNAs exógenos a gusanos se observó que la metilación de H3K9 inducida 

por la maquinaria nuclear de RNAi se mantiene en sucesivas generaciones (Guérin et al., 

2014; Gu et al., 2012).  

En D. melanogaster  se expresan dos proteínas AGO que cargan a los RNAs pequeños de 

acuerdo al grado de complementariedad entre las cadenas: AGO1 se une a los miRNA, 

mientras que AGO2 se une a los siRNAs que provienen del procesamiento de  dsRNA 

perfectamente apareados (Tomari et al., 2007). Si bien ha quedado demostrado que en la 

línea germinal las tres PIWI de D. melanogaster están involucradas en el silenciamiento de 

transposones a nivel transcripcional por la inducción de la formación de heterocromatina en 

los loci específicos (Sienski et al., 2012), no es del todo clara la contribución de la 

maquinaria de RNAi en un mecanismo similar en células somáticas (Moshkovich y Lei, 

2010). Al buscar evidencia de la posible función nuclear de las AGOs en el control de la 

expresión génica por mecanismos análagos al TGS descripto en otras especies, 

investigadores hallaron que AGO2 de D. melanogaster está involucrada en la regulación 

transcripcional por otros mecanismos (Cernilogar et al., 2011; Moshkovich et al., 2011; 

Taliaferro et al., 2013). Estos trabajos constituyen un importante antecedente para este 

trabajo de tesis.  

Cernilogar et al. (2011) describieron que el complejo Dicer 2- AGO2 de D. melanogaster se 

une a regiones eucromatínicas, asociadas a la transcripción activa. AGO2 se une, en 

particular, a los promotores de respuesta al choque térmico (heat shock) en respuesta a este 

estímulo. El silenciamiento de AGO2 resulta en una disminución de los niveles de RNAPII 
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pausada río abajo del TSS, observación que se extiende a otros genes. Estos cambios 

resultan tanto en el aumento como en la disminución de la expresión de los genes que unen 

a Dicer 2 y AGO2 en sus promotores. La expresión de mutantes de la actividad enzimática 

de estas proteínas no rescata su silenciamiento, indicando que el metabolismo de RNAs 

pequeños es necesario para esta regulación. Análisis de los RNAs pequeños unidos a 

AGO2, revelaron que, ante el choque térmico, aumenta la asociación de aquellos 

enriquecidos en los promotores de repuesta al choque. Se observa además, que tanto Dicer 

2 como AGO2 interacciona con la RNAPII y con el factor de transcripción NELF-E (implicado 

en la estabilización del pausado proximal de la RNAPII) (Cernilogar et al., 2011).  

En un segundo trabajo, Moshkovich et al. (2011) refuerzan la observación de que AGO2 de 

D. melanogaster se asocia preferencialmente a loci de transcripción activa, esta vez en 

células embrionarias. Se observó en este trabajo, que AGO2 se localiza extensivamente en 

regiones enriquecidas en CTCF/CP190, y, junto con estas, en promotores activos. La 

depleción de AGO2 conlleva la reducción de la formación de interacciones cromosómicas de 

largo alcance, al igual que lo observado con la depleción de CTCF y CP190. 

Llamativamente, la función acá descripta no depende de la actividad catalítica de AGO2 o 

de Dicer 2. Según esta evidencia, se propone un modelo en el que AGO2, de forma 

independiente al metabolismo de siRNAs, promueve o estabiliza la formación de 

interacciones de largo alcance que definen dominios transcripcionales a lo largo del genoma 

de D. melanogaster (Moshkovich et al., 2011) (Figura I14).  Curiosamente, se mostró que 

componentes de la maquinaria de RNAi de D. melanogaster están involucrados en el 

proceso de silenciamiento génico mediado por el complejo Polycomb group (PcG). Ese 

complejo se une a elementos represivos y, mediante la formación de interacciones 

cromatínicas de largo alcance, silencia genes blanco por inducción de la formación de 

heterocromatina. Se ha mostrado que AGO1, Dicer 2 y PIWI contribuyen a la estabilización 

de estas interacciones de largo alcance durante el desarrollo (Grimaud et al., 2006). Esto 

refuerza la idea de que en D. melanogaster la maquinaria de RNAi contribuiría a la 

regulación de la expresión génica a partir de la regulación de la organización nuclear.   

Toda la evidencia considerada indica que los mecanismos en los que las proteínas AGO 

intervienen en la regulación de la expresión génica a nivel de la transcripción en D. 

melanogaster distan de los observados en otras especies como S. pombe, A. thaliana y 

C.elegans. A diferencia de estas, D. melanogaster carece de enzimas RdRp que parecen 

ser necesarias para la amplificación de siRNAs y el refuerzo de la señal que induce cambios 

a nivel de la cromatina.  
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Figura I14. AGO2 en la regulación 
de la transcripción en D. 
melanogaster. AGO2 es reclutado a 
regiones regulatorias de forma 
CTCF/CP190 dependiente y 
promueve o estabiliza la formación 
de loops con promotores, 
favoreciendo su transcripción. 
Adaptado de Moshkovich et al. 
(2011). 
 

 

1.3.4  Las proteínas argonauta y sus funciones nucleares en humanos 

En humanos existen una única proteína Dicer y 4 proteínas del clado AGO (AGO1-4). De 

éstas, sólo AGO2 tiene la actividad endonucleasa (Meister, 2013). Las 4 AGOs tienen la 

capacidad de unir miRNAs, con ciertas preferencias entre las subpoblaciones (Burroughs et 

al., 2011). Se especula con el hecho de que las AGOs no catalíticas son parcialmente 

redundantes. Dentro de estas, AGO1 y AGO3 son de expresión ubicua, mientras que AGO4 

se expresa en pocos tejidos (Meister, 2013), cosa que parecería indicar que no son del todo 

redundantes. Si bien AGO2 tiene actividad endonucleasa, también une miRNAs que son 

parcialmente complementarios con sus blancos y desencadena mecanismos de 

silenciamiento post-transcripcionales de forma similar a las otras AGOs (Meister, 2013). 

En los últimos años se ha publicado una multiplicidad de trabajos cuya motivación es 

dilucidar el o los posibles roles de las proteínas argonauta en las funciones nucleares de 

mamíferos.  

Se encuentra ampliamente demostrado que tanto AGO1 como AGO2  se encuentran en el 

núcleo de células humanas (Ahlenstiel et al., 2012; Ameyar-Zazoua et al., 2012; Gagnon et 

al., 2013) donde AGO2 se asocia a componentes de la maquinaria de RNAi, Dicer, TRBP y  

TRNC6A/GW182 y a miRNAs (Gagnon et al., 2013). Las AGOs de humanos carecen de 

señal de localización nuclear, es decir, que necesitan de la asociación con otras proteínas 

para entrar el núcleo. TRNC6A, una proteína de la familia GW182 que se asocia a las AGOs 

en los complejos de silenciamiento de la traducción, es capaz de entrar al núcleo por su 

señal de localización nuclear y es parcialmente responsable de la entrada al núcleo de las 

AGOs de humano (Nishi et al., 2013). 
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Al analizar trabajos cuya motivación es dilucidar si en humanos las AGOs están 

involucradas en la regulación transcripcional  por mecanismos similares al TGS descripto en 

S. pombe, C. elegans y A. thaliana, surgen más dudas que certezas.  

En un trabajo pionero, Morris et al. (Morris et al., 2004) demostraron que la transfección de 

siRNAs doble cadena sintetizados in vitro y de secuencia complementaria al promotor de un 

gen inhibe su transcripción por un mecanismo dependiente de la metilación del DNA. Varios 

trabajos que muestran este efecto pero en otros genes y modelos celulares se publicaron 

posteriormente (Chu et al., 2010; Riggs et al., 2006; Suzuki et al., 2008; Weinberg et al., 

2006, 2007). En éstos se muestra que el efecto de los siRNAs involucra la metilación de 

H3K9 y de H3K27, ambas marcas propias de la heterocromatina (Riggs et al., 2006; Suzuki 

et al., 2008). En otros trabajos se demostró que el efecto de los siRNAs sobre la 

transcripción depende de los transcriptos antisentido que se generan  del promotor blanco. 

Estos transcriptos generarían la plataforma de reclutamiento de la maquinaria de 

silenciamiento por interacciones RNA-RNA con el siRNA (Han et al., 2007). Esta 

observación concuerda con el hecho de que para que el silenciamiento ocurra se requiere 

una alta actividad del promotor del gen blanco (Janowski et al., 2006). Se demostró, 

además, que el efecto de las transfección de siRNAs intrónicos sobre la transcripción 

depende tanto de AGO1 como de AGO2 (Gonzalez et al., 2008; Janowski et al., 2006; 

Suzuki et al., 2008) (Figura I15). 
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Figura I15. Modelo de TGS 
disparado por siRNAs 
exógenos en humanos. Según 
este modelo, siRNAs exógenos 
y complementarios a 
promotores activos inducen la 
formación de heterocromatina 
facultativa en estas 
regionesinhibiendo la 
transcripción. El efecto depende 
de AGO1 y de la interacción 
RNA-RNA entre el siRNA y el 
RNA naciente de los 
promotores.  

Luego de los primeros trabajos en los que se reportó que siRNAs exógenos inducen 

silenciamiento a nivel transcripcional suponemos que una intensa búsqueda de RNAs 
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pequeños endógenos que regulan la transcripción de este modo, se inició. Pocos trabajos, 

sin embargo, lo demuestran (Kim et al., 2008). Uno de estos muestra que miRNAs son 

capaces de silenciar su propio locus, silenciando genes que se localizan en las 

inmediaciones (Kim et al., 2008).  

Lo cierto es que también se ha observado en otros trabajos realizados en distintos 

laboratorios, que la transfección de siRNAs complementarios a promotores puede 

desencadenar el efecto opuesto, es decir, aumentar los niveles de transcripción del gen 

blanco (Chu et al., 2010; Janowski et al., 2007; Li et al., 2016a, 2006). Se ha mostrado en 

particular, que la transfección de la línea celular de tejido mamario MCF7 con siRNAs 

complementarios a la región promotora del gen del receptor de progesterona puede disparar 

tanto el silenciamiento como la inducción de la transcripción, dependiendo de la región que 

los siRNAs reconozcan (Janowski et al., 2007). Poco se conoce a cerca de los mecanismos 

que operan en este efecto. Se ha observado que sólo AGO2 es necesaria para la inducción 

de la transcripción (Chu et al., 2010; Li et al., 2006). 

En un trabajo más reciente, y contemporáneo a este trabajo de tesis, se mostró que a nivel 

de genoma completo AGO1 se localiza en promotores de genes activos y que su 

silenciamiento provoca una disminución en los niveles de transcripto de algunos genes que 

muestran picos de AGO1 en sus promotores (Huang et al., 2013). En contraposición, no se 

encontró asociación entre AGO2 y la cromatina. Se demuestra además, que AGO1, y no 

AGO2, co-inmunoprecipita junto con RNAPII de forma DNA-dependiente y RNA-

independiente (Huang et al., 2013), lo que sugiere que la interacción de AGO1 con el 

complejo transcripcional ocurre cuando ambos se encuentran unidos al genoma. Este 

trabajo concuerda con lo observado en D. melanogaster, en dónde AGO2 aparece asociado 

a regiones del genoma de transcripción activa (Cernilogar et al., 2011; Moshkovich et al., 

2011).  

1.3.5  Las proteínas argonauta y el splicing alternativo 

Estudiando en nuestro laboratorio la regulación del splicing alternativo por mecanismos que 

modulan la estructura de la cromatina, el Dr. Mariano Alló se propuso investigar si siRNAs 

exógenos y de secuencia complementaria a regiones intrónicas y río abajo de un exón 

cassette alternativo alteran su patrón de splicing alternativo por un mecanismo análogo al 

observado por Morris et al. (Morris et al., 2004) en promotores. En concordancia, en el 

trabajo publicado por Alló et al. (2009) se demuestra que la transfección siRNAs de 

secuencia complementaria el exón cassette alternativo EDI del gen de fibronectina humana 
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induce un aumento de H3K9me2 de manera local e intragénica. Se induce, entonces, un 

cambio en la estructura local de la cromatina que altera la tasa de elongación de la RNAPII y 

por tanto, aumenta la inclusión del exón alternativo (Figura I16). Este trabajo abre la 

posibilidad de que un mecanismo disparado por RNAs pequeños endógenos regule el 

splicing alternativo. Vale agregar que este trabajo fue uno de los pioneros en estudiar la 

regulación del splicing alternativo por cambios en la estructura de la cromatina.  

En este sentido y en un trabajo posterior de otro grupo de investigación (Ameyar-Zazoua et 

al., 2012), se demostró que tanto AGO1 como AGO2 intervienen en la regulación del 

splicing alternativo de los exones variables del gen de CD44. Se encontró que ambas 

proteínas se encuentran asociadas a la cromatina que abarca la región de los exones 

variables y que estas también se asocian al pre-mRNA. Su silenciamiento resulta en la 

disminución de la inclusión de los exones variables así como de los niveles de H3K9me3 

que se observan a nivel intragénico. Curiosamente, el enriquecimiento de AGO1, AGO2 y 

H3K9me3 que se observa en regiones intragénicas de CD44 coincide con un transcripto 

anisentido (Ameyar-Zazoua et al., 2012). Este trabajo apoya la idea planteada por  Alló et al. 

(2009) que propone un mecanismo por el que RNAs pequeños son capaces de regular el 

splicing alternativo al modular la estructura de la cromatina en un mecanismo que involucra 

a las proteínas argonauta.  
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exógenos

 

 
Figura I16.  Modelo de la 
regulación del splicing 
alternativo por TGS. En 
ausencia de siRNAs, la 
estructura relajada de la 
cromatina favorece la exclusión 
del exón alternativo (rojo). La 
transfección de siRNAs de 
secuencia complementaria al 
intrón río abajo del exón 
alternativo promueve la 
deposición de H3K9me2 y el 
reclutamiento de HP1 que 
induce la formación de 
heterocromatina facultativa de 
forma local. Como 
consecuencia, la disminución 
en la tasa de elongación de la 
polimerasa promueve la 
inclusión del exón alternativo. 
Adaptado de (Alló et al., 2009) 
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1.3.6 Antecedentes de nuestro grupo en el estudio de las funciones nucleares de 

AGO1 

El trabajo del Dr. Mariano Alló desarrollado en el laboratorio resultó el puntapié inicial para el 

estudio de mecanismos por los que proteínas argonauta junto con RNAs pequeños de 

interferencia endógenos podrían regular el splicing alternativo. Al momento de plantear esta 

pregunta, sin embargo, las funciones de las proteínas argonauta en el núcleo de células 

humanas eran desconocidas. Se propuso entonces hacer un estudio exploratorio analizando 

en primer lugar los sitios del genoma a los que AGO1 se asocia, si es que se encuentra 

unido a la cromatina. Se realizaron ensayos se ChIP-seq de AGO1 en la línea celular MCF7, 

de origen tumoral mamario humano. Participé de este trabajo pero no como parte de esta 

tesis. Sorpresivamente, hallamos que AGO1 se asocia a enhancers transcripcionales 

preferentemente cuando estos están activos. En este trabajo también se demostró que el 

silenciamiento de AGO1 se asocia a cambios en la eficiencia del splicing constitutivo así 

como  en patrones de splicing alternativo  de algunos eventos. 



 

    

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo general 

Estudiar el rol de la proteína argonauta 1 (AGO1) en la regulación de la transcripción y 

el splicing alternativo en células humanas. 

De este objetivo general se desprenden una serie de objetivos específicos que detallo a 

continuación: 

 

2.2 Objetivos específicos 

- Analizar si AGO1 se asocia a grupos de enhnacers particulares en células mamarias. 

- Evaluar si AGO1 es necesario para la activación transcripcional de los genes blanco 

de dichos enhancers. 

- Evaluar si AGO1 es necesario para la activación de los enhancers. 

- Analizar el paso durante la activación de los enhancers en el que AGO1 sería 

necesario.  

- Analizar posibles interacciones con los factores de transcripción involucrados en la 

actividad de los enhancers. 

- Estudiar si a través de su rol en la activación de enhancers intragénicos AGO1 es 

capaz de regular el splicing alternativo de eventos cercanos.  
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3.  RESULTADOS 

3.1 Rol de AGO1 en la activación transcripcional disparada por 

estrógenos en células mamarias  

3.1.1 AGO1 se une a regiones enriquecidas en motivos de unión al DNA de ERα 

En un trabajo anterior de nuestro laboratorio analizamos la distribución genómica  de AGO1 

en la línea celular tumoral mamaria MCF7. Para esto se realizó un experimento de ChIP-seq  

utilizando un anticuerpo que reconoce a AGO1 de forma específica. Cruzando la información 

de la distribución genómica de AGO1 con la de la localización de una colección de 

enhancers previamente identificados en un conjunto de 9 líneas celulares (The ENCODE 

Consortium Project, Dunham et al., 2012) y con perfiles de las marcas de histonas 

asociadas con enhancers activos, H3K1me1 y H3K27ac, de MCF7, demostramos que esta 

proteína se une enhancers transcripcionales preferentemente cuando estos se encuentran 

activos (Allo et al., 2014). Con el fin último de determinar el rol de AGO1 en la activación 

transcripcional, decidimos analizar con una mayor profundidad su distribución genómica. En 

este sentido, orientamos un nuevo análisis bioinformático de los datos de ChIP-seq de 

AGO1 con el fin de determinar si este se encuentra asociado a un grupo de enhancers en 

particular.  

En primera instancia definimos a las regiones enriquecidas en AGO1 (clusters de AGO1) de 

forma más rigurosa que la utilizada previamente. Continuamos los análisis entonces, con un 

set de clusters de AGO1 extraídos con una mayor confianza que los utilizados en los 

análisis previos ya publicados (Alló et al., 2014). Normalizando la señal del ChIP-seq de 

AGO1 con la del DNA input y estableciendo el p-valor umbral en 10-5 determinamos un total 

de 2871 clusters de AGO1 con los que continuamos el análisis.  

En un primer estudio exploratorio, analizamos si las regiones genómicas a las que AGO1 se 

asocia se encuentran enriquecidos en algún motivo de DNA en particular. Para esto 

realizamos un análisis de secuencias de novo, utilizando un algoritmo que busca secuencias 

de DNA enriquecidas en determinadas regiones sin ninguna especificación previa. Este 

análisis reveló que los clusters de AGO1 se encuentran enriquecidos de forma específica en 

numerosas secuencias que se asemejan a los motivos de unión al DNA de algunos TFs 

(Figura R1.A). Entre estas se destaca, por arrojar un p-valor mucho menor que el resto de 
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las secuencias obtenidas en el análisis, la que se asemeja al motivo de unión al DNA de 

ERα. En esta lista aparecen, además, secuencias similares a las de los motivos de unión al 

DNA de TFs tipo FOX y de tipo zing finger (ZNF).  

 

A   Búsqueda de novo de motivos de DNA  
      en clusters de AGO1 
 

 
 
 

B   Motivos conocidos de unión al DNA  
      en clusters de AGO1 
 

 
 
 

Figura R1. Los clusters de AGO1 se encuentran enriquecidos en el motivo de 
unión al DNA de ERα. A. Análisis de novo de motivos de DNA enriquecidos en 
las 2871 clusters de AGO1 de MCF7. Se muestran los 7 motivos con los menores 
p-valores asociados. Cada motivo se asocia, además, con un motivo de unión 
conocido para un TF. En los casos en los que el score es mayor a 0,75, el TF 
asociado al motivo es nombrado como tal. En los casos en los que el score es 
menor, se nombra el TF conocido más cercano, seguido de –like. B. Análisis del 
enriquecimiento de motivos de unión de TF al DNA en los clusters de AGO1. Se 
muestran los 7 motivos con los menores p-valores asociados.  

 

A continuación analizamos si motivos unión al DNA conocidos para varios TFs. se 

encuentran enriquecidos en las regiones donde se ubican los clusters de AGO1 (figura 

R1.B). Sorpresivamente, de este análisis se desprende que el motivo de unión al DNA de 

ERα se encuentra significativamente enriquecido en los clusters de AGO1. Según los p-

valores obtenidos, observamos que dicho enriquecimiento es mucho mayor (en el orden de 

cientos de órdenes de magnitud) que el de los otros TFs analizados que podemos 

considerar despreciables. Cerca del 12,5% de los clusters de AGO1 se asocian a regiones 

genómicas que contienen al motivo de unión de ERα. Concluimos entonces, que AGO1 se 

une, en las células mamarias MCF7, a regiones genómicas enriquecidos en el motivo de 

unión al DNA de ERα.  

 

Logo de motivo
TF que se une al 
motivo

TF que se une al motivo 
de mayor similitudLogo de motivo P-valor
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3.1.2 AGO1 se asocia a los sitios de unión al genoma de ERα específicamente 

En el siguiente análisis exploratorio determinamos si los clusters de AGO1 se superponen 

con los de varios TFs que se expresan en las células MCF7. Para eso tomamos de la 

bibliografía los datos de ensayos de ChIP-seq de varios TFs obtenidos en esta línea celular. 

Entre estos factores se incluyen a ERα en presencia de E2 (Li et al., 2013), al receptor de 

progesterona (PR, en presencia de un progestágeno, (Mohammed et al., 2015)), y a FOXA1 

(Hurtado et al., 2011) entre otros. PR es otro TF de la familia de receptores nucleares cuya 

actividad depende de la unión a progestágenos. Sus sitios de unión al genoma se solapan 

parcialmente con los de ERα (Mohammed et al., 2015). FOXA1 es un factor pionero de la 

transcripción asociado a la vía de activación transcripcional mediada por ERα (Hurtado et 

al., 2011). En todos los casos se definieron clusters con un p-valor de 10-5. Este análisis 

reveló que los clusters de varios de los TFs estudiados solapan con los de AGO1 (Figura 

R2). De estos, ERα es el que muestra un mayor solapamiento. Como control negativo del 

análisis tomamos clusters de TFs que no se expresan en células MCF7 y cuyos datos de 

ChIP-seq fueron obtenidos en otras líneas celulares: PU1 de monocitos (Pham et al., 2012) 

y NANOG de stem cells embrionarias (Lister et al., 2009). No se observa solapamiento entre 

las regiones enriquecidas en estos factores con los clusters de AGO1. Si los clusters de los 

TFs analizados son divididos según solapan o no con los de ERα, observamos que sólo 

aquellos clusters que solapan con ERα solapan a su vez con los de AGO1. Esto nos permite 

concluir que AGO1 se asocia específicamente con los sitios de unión al genoma de ERα y 

que su asociación con otros TFs se explica por esta asociación.  

A partir de estos hallazgos, continuamos los análisis a nivel del genoma completo 

centrándonos en los enhancers cuya activación depende de la unión del ERα (enhancers 

ERα).  

Para visualizar el nivel de solapamiento entre los clusters de AGO1 y los de ERα (+E2) 

analizamos la señal de ChIP-seq promedio de este TF centrando la observación en los sitios 

de unión al genoma de AGO1. Incluimos en este análisis a FOXA1 y, al igual que en el 

análisis anterior, incluimos como controles negativos a Cts. que no se expresan en MCF7 y 

cuyos datos fueron obtenidos de otros tipos celulares: PU1 de monocitos y SOX2 de stem 

cells embrionarias (Lister et al., 2009).Observamos que tanto la señal promedio de ChIP-seq  

de ERα como la de FOXA1 son agudas y simétricas cuando la observación se centra en los 

clusters de AGO1 (figura R3.A) mientras que los controles negativos no muestran 

enriquecimiento. Esto nos permite concluir que los sitios de unión de AGO1 se encuentran 

enriquecidos en ambos factores de transcripción. Si este análisis se restringe a los clusters 



 

66 

 

de AGO1 más intensos (cuartil superior) este enriquecimiento es aún mayor, siendo los 

perfiles de señal promedio de ChIP seq de ERα y FOXA1 más agudos (figura R3.B). 

 

A        

Veces de enriquecimiento del 
TF sobre regiones aleatorias

C
o
n
tr
o
l

N
o
n
‐M

C
F7

M
C
F7

 

B    
 
 
 

Veces de enriquecmimiento
del TF sobre regions aleatorias

Clusters ERα+

Clusters ERα-

 
 
 

Figura R2. Los clusters de AGO1 solapan con los de ERα. A. Análisis del 
solapamiento entre los clusters de AGO1 y los de  varios TF expresados en MCF7. 
Estos últimos vienen del análisis de experimentos de ChIP-seq realizados en 
MCF7 y cuyos datos fueron tomados de la bibliografía. Los clusters de ERα vienen 
de análisis de 2 réplicas realizadas en presencia de E2 (Li et al., 2013). Los del 
receptor de progesterona (PR) vienen de 2 réplicas tomadas en presencia de 
progesterona (Pg) (Mohammed et al., 2015). Los de FOXA1 vienen de 2 réplicas 
tomadas en condiciones de suero normal (Hurtado et al., 2011). Los clusters de 
TEAD4, JUND y CEBPB vienen de una única réplica tomada en condiciones de 
suero normal (Dunham et al., 2012). Como control negativo del análisis se 
incluyeron datos TF que no se expresan en MCF7: PU1, tomado de Monocitos 
(Pham et al., 2012) y Nanog, tomado de células stem embrionarias (ESC) (Lister et 
al., 2009). Se grafican las veces de enriquecimiento de cada uno de los TF en las 
regiones donde se identificaron los clusters de AGO1. B. Análisis del solapamiento 
de los clusters de AGO1 y los TF según si estos solapan o no con ERα. Los 
clusters de cada uno de los TF de (A) fueron clasificados en  ERα+ o ERα- según 
su solapamiento con clusters de ERα y el solapamiento de cada uno de los grupos 
con AGO1 fue analizado de nuevo.  

 

En un análisis complementario al último, analizamos el nivel de correlación global de los 

ChIP-seq de AGO1, ERα (+E2) y FOXA1. Para esto calculamos el coeficiente de correlación 

de Pearson entre cada par de datos y los agrupamos de forma jerárquica (hierarquical 

clustering) en función de este coeficiente (figura R4). Utilizamos los mismos controles 

negativos que utilizamos en el análisis anterior. Observamos que AGO1, ERα y FOXA1 se 

agrupan entre sí diferenciándose de los controles negativos. Más en detalle vemos que la 
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distribución genómica de ERα correlaciona más con la de AGO1 que con la de FOXA1. Sin 

embargo, dado que estos datos fueron tomados de la bibliografía y los ensayos de ChIP-seq 

no fueron realizados de forma conjunta consideramos que no debemos ahondar demasiado 

en la interpretación de estos resultados.  
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Figura R3. La intensidad de los clusters de ERα correlaciona con la de los 
clusters de AGO1. A. Se muestra la señal promedio de ChIP-seq de AGO1, de 
las réplicas de ERα tomadas con E2 (Li et al., 2013) y de las de FOXA1 (Hurtado 
et al., 2011) en ventanas de 3 kb centradas en las 2871 regiones genómicas 
enriquecidas en AGO1. Como control negativo del análisis se incluyeron los datos 
de ChIP-seq de SOX2, tomados de ESC (Lister et al., 2009), y de PU1, tomados 
de monocitos (Pham et al., 2012). B. Ídem A, pero considerando sólo los clusters 
más fuertes de AGO1 (el cuartil superior).  

 

Concluimos, entonces, que AGO1 se asocia a los enhancers de ERα en células MCF7.  

3.1.3 AGO1 se asocia a los enhancers dependientes de ERα que más se activan con 

estradiol (E2) 

La figura R5 muestra en forma de diagramas de Venn el número de clusters de AGO1  y de 

ERα (+E2) y cuántos de estos se superponen (figura R5.A). Cuando consideramos sólo los 

clusters hallados en enhancers activos, definidos en función de los niveles de H3K27ac 

(+E2) y de H3K4me1 el nivel de solapamiento es mucho mayor: del 22,2 % de clusters 

totales de AGO1 que se superponen con los de ERα pasamos a que el 69,2% de los 

clusters de AGO1 en enhancers activos solapan con los de ERα (figura R5.B). Esto sugiere 

que una gran proporción de los clusters de AGO1 asociados a enhancers activos 

están implicados en la vía de activación transcripcional dependiente de estrógenos en 

células MCF7.  
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Figura R4. El perfil de unión al 
genoma de AGO1 correlaciona 
positivamente con el de ERα. Los 
coeficientes de correlación de Pearson 
fueron calculados entre cada par de 
datos de ChIP-seq: el de AGO1, las 2 
réplicas de ERα  y las 2 réplicas de 
FOXA1. Como control negativo del 
análisis se incluyeron los datos de 
ChIP-seq de SOX2, tomados de ESC, y 
de PU1, tomados de monocitos. Según 
estos coeficientes los sets de datos 
fueron luego agrupados de forma 
jerárquica. El gradiente de colores 
representa el intervalo entre 0 y 1 que 
puede tomar el coeficiente de 
correlación de Pearson.   

En este punto cabe destacar que la fracción de clusters de ERα que se unen a la cromatina 

junto con AGO1 es relativamente baja (sólo el 7% de los clusters de REα se asocian a 

AGO1). Esto es consistente con el hecho de que la cantidad de clusters de AGO1 definidos 

a partir de nuestros ChIP seq es menor que la cantidad de clusters de REα (figura R5).  

Dado que una gran proporción de clusters de AGO1 en enhancers activos se sitúan en 

enhancers de ERα, cabe especular que esto puede deberse a una menor sensibilidad del 

ChIP-seq de AGO1. Debemos tener en cuenta, además, que durante el experimento de 

ChIP-seq de AGO1 las células MCF7 fueron mantenidas en medio con suero normal. Los 

experimentos de ChIP-seq de ERα tomados de la bibliografía, por el contrario, fueron 

realizados manteniendo a las células primero con medio suplementado con suero 

disminuido en hormonas esteroideas para luego ser tratadas con E2 por un tiempo muy 

breve (ver más adelante). Los análisis bioinformáticos aquí detallados nos permitieron, sin 

embargo, continuar con el estudio del posible rol de AGO1 en la activación transcripcional 

disparada por estrógenos. Mostramos como referencia un análisis igual al anterior que 

muestra la proporción de solapamiento entre clusters de ERα y los de FOXA1, un TF 

identificado como fundamental en la activación transcripcional mediada por estrógenos 

(figura R5.C y D).   
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Figura R5. Análisis del solapamiento entre clusters de AGO1 y ERα, totales y 
sobre enhancers activos con E2. A. Diagrama de Venn que muestra la cantidad 
de clusters totales de AGO1 y ERα (+E2) y el porcentaje se solapamiento entre 
ellos. B. Ídem A pero considerando sólo los clusters que se ubican en enhancers 
activos caracterizados por altos niveles de H3K27ac (+E2) y H3K4me1, sin incluir 
a regiones anotadas como promotores. C y D. Mismos análisis que A y B pero 
entre los clusters de ERα (+E2) y los de FOXA1.  

 

A continuación decidimos evaluar si existe alguna relación entre la asociación de AGO1 a 

los enhancers de ERα y su nivel de activación ante el estímulo hormonal. Para esto 

tomamos las regiones enriquecidas en ERα y las dividimos según solapan o no con AGO1. 

Evaluamos entonces, la señal promedio de ChIP-seq de H3K27ac (+E2) centrada en los 

sitios de unión de ERα correspondientes a estos dos grupos (figura R6). Observamos en 

este análisis que los niveles promedio de esta marca de histona, asociada con la activación 

transcripcional de los enhancers dependientes de receptores nucleares, son mayores 

cuando los enhancers de ERα están enriquecidos en AGO1. Este análisis sugiere que el 

nivel de activación de los enhancers es mayor cuando estos se asocian a AGO1 (de forma 

al menos detectable por nosotros). 
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Figura R6. AGO1 se asocia a enhancers de ERα que tienen una mayor señal 
promedio de H3K27ac. Los clusters de ERα (+E2) fueron divididos según solapan 
o no con los de AGO1. Dada la gran diferencia entre el número de clusters de ERα 
que solapan con los de AGO1 (641) y los que no lo hacen (8592), en el último 
caso sólo fueron considerados los 641 clusters de ERα más fuertes. Se grafica la 
señal promedio de ChIP-seq de H3K27ac en ventanas de 6 kb centradas cada uno 
de los grupos de clusters de ERα.  

 

Decidimos evaluar, por otro lado, si existe una correlación entre el enriquecimiento de AGO1 

y los niveles de transcripción de los enhancers, es decir de eRNAs, cuando las células con 

tratadas con E2. Los niveles de eRNAs fueron medidos en experimentos de Global Run On 

seguidos de secuenciación masiva (GRO-seq) cuyos resultados fueron tomados de la 

bibliografía (Li et al., 2013). Mediante esta técnica se pueden medir los niveles de RNA 

naciente únicamente y de forma muy sensible. Ésta permite, además, evaluar la activación 

transcripcional de los enhancers a tiempos muy cortos de tratamiento con la hormona (en el 

orden de los 10 minutos). Analizamos, entonces, la intensidad de los clusters de AGO1 en 

función de los niveles de eRNAs de los enhancers de ERα (figura R7). Para esto dividimos 

los enhancers de ERα en las siguientes categorías en función de los niveles de eRNAs: sin 

eRNAs detectados, bajos niveles de eRNAs (cuartil inferior) y altos niveles de eRNAs (cuartil 

superior).  

Como resultado de este análisis observamos que la intensidad de los picos de AGO1 es 

significativamente mayor cuando estos se unen a enhancers con altos niveles de eRNAs. 

Este resultado, al igual que el anterior, sugiere que los niveles de AGO1 en los enhancers 

de ERα correlacionan de forma positiva con su nivel de activación ante el estímulo 

hormonal. 
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Figura R7. Violin plot que 
muestra la distribución de 
la altura de los picos de 
AGO1 en enhancers de 
ERα clasificados según 
sus niveles de eRNAs 
generados con E2: niveles 
nulos, niveles bajos (cuartil 
inferior) y niveles altos 
(cuartil superior) 

 

3.1.4 Validación del ChIP-seq de AGO1 

La correlación entre la distribución genómica de AGO1 y ERα resulta, cuanto menos,  

llamativa. Esta correlación resulta evidente al evaluar casos puntuales de enhancers de ERα 

a los que AGO1 se asocia. En la figura 8 mostramos 4 loci seleccionados que incluyen a 

enhancers de ERα y sus genes blanco, cuya transcripción aumenta ante el tratamiento de 

células MCF7 con E2. Junto con el perfil de ChIP-seq de AGO1 mostramos los de ERα (+ 

E2) y los de GRO-seq (- E2 y + E2). El ensayo de GRO-seq muestra la co-regulación 

transcripcional de los enhancers y de sus respectivos genes blanco ante el estímulo 

hormonal.  Mostramos para cada locus, además, los sitios que están involucrados en 

interacciones de largo alcance mediadas por ERα. El mapeo de estas interacciones fue 

obtenido por experimentos de Chromatin Interaction Analysis by Paired-End Tag 

Sequencing (ChIA-PET) cuyos resultados fueron tomados de la bibliografía (Fullwood et al., 

2009). Brevemente, esta técnica es una mezcla entre Captura de la Conformación de la 

Cromatina (3C) y ChIP seguida de secuenciación masiva: luego de la digestión de la 

cromatina con una enzima de restricción y antes de la ligación de los extremos de DNA se 

realiza la inmunoprecipitación de la proteína de interés (en este caso, ERα). La interacción 

física entre los enhancers y los promotores de sus genes blanco es la evidencia directa que 

permite mapear las regiones enhancer dependientes de ERα. En los cuatro ejemplos aquí 

mostrados, se destaca la correlación entre los clusters de AGO1 y los de ERα.  

Para descartar que los clusters de AGO1 obtenidos en el experimento de ChIP-seq se 

deban a un artefacto experimental, decidimos validar algunos de ellos mediante ensayos de 

ChIP seguidos de PCR cuantitativa (ChIP-qPCR).  
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Uno de los artefactos comunes que ocurren durante ensayos de ChIP-seq es el de la 

inmunoprecipitación de regiones “calientes” del genoma (hot spots) caracterizadas por estar 

enriquecidas en muchas proteínas, siendo esta inmunoprecipitación independiente de la 

presencia de la proteína cuya distribución genómica específica se quiere estudiar 

(Teytelman et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       (En la página siguiente) 

Figura R8.  Ejemplos de clusters de AGO1 en enhancers de ERα. A, B, C y D. 
Se muestran 4 loci cada uno de los cuales incluye a un enhancer de ERα y a uno 
de sus genes blanco: TFF1 (A), GREB1 (B), NRIP1 (C), FOXC1 (D). En cada 
panel se muestran los transcriptos anotados en la base de datos de RefSeq 
presentes en cada locus y los perfiles de ChIP-seq de AGO1 y de ERα (+E2) de 
MCF7. Se muestran además los perfiles de GRO-seq (-E2 y +E2) y los resultados 
del ensayo de ChIA-PET de ERα (+E2) obtenidos de MCF7. En este último, las 
regiones de las terminales de cada línea son las detectadas como interactuantes. 
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A 
Gen regulado: TFF1 Enhancer ERα

Nuestros datos: AGO1 
(suero normal)

ERα (+ E2)

GRO-seq
- E2

+ E2

ERα ChIA PET

Datos 
literatura

10 Kb

 
B  

Gen regulado: GREB1
ER enhancer

Nuestros Datos: AGO1 
(suero normal)

ER (+ E2)

- E2

+ E2

ERα ChIA PET

GRO-seqDatos 
literatura

50 Kb

 
C 

Gen regulado: NRIP1 ER enhancer

Nuestros datos: AGO1 
(suero normal)

ER (+ E2)

- E2

+ E2

ERα ChIA PET

GRO-seqDatos 
literatura

100 Kb

 
D 

Datos 
literatura

Gen regulado: FOXC1 ER enhancer

Nuestros datos: AGO1 
(suero normal)

ER (+ E2)

- E2

+ E2

GRO-seq

ERα ChIA PET

10 Kb
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Si bien los análisis bioinformáticos (figura 2 puntualmente) que indican que AGO1 se asocia 

a enhancers de ERα específicamente y no a regiones asociadas a otros factores de 

transcripción, sugieren que los custers de AGO1 no son artefactuales, debemos descartar 

esta posibilidad de una forma directa. Este tipo de artefacto depende de la 

inmunoprecipitación y no de la secuenciación profunda. Ensayos de ChIP-qPCR en las 

mismas condiciones en las que se realizó el ChIP-seq no permitirían detectarlo. Es por esto 

que decidimos realizar experimentos de ChIP-qPCR de AGO1 silenciando a esta proteína 

específicamente mediante siRNAs.  

Evaluamos el enriquecimiento de AGO1, entonces, en las 4 regiones enhancer mostradas 

en la figura R8 silenciando o no a AGO1 por un RNA pequeño de interferencia (siAGO1) 

(figura R9.A).Observamos enriquecimiento de AGO1 en estas regiones. Este 

enriquecimiento disminuye, además, cuando se silencia a AGO1 específicamente. Si bien el 

nivel del silenciamiento de AGO1 (evaluado a nivel de la proteína) conseguido mediante 

esta estrategia no es total, es considerable alcanzando a reducción en los niveles de AGO1 

del 75% (figura R9.B).  

Concluimos que los clusters de AGO1 obtenidos a partir del ChIP-seq de AGO1 son 

específicos para esta proteína. Esta conclusión se sustenta en el hecho de que la 

probabilidad de que el siRNAs de secuencia complementaria a la del mRNA de AGO1 

silencie otra proteína también reconocida por el anticuerpo específico contra AGO1 es muy 

baja. 

3.1.5 AGO1 se une a los enhancers de ERα de manera dependiente de E2 

Como dijimos anteriormente, el ChIP-seq de AGO1 fue realizado con las células MCF7 

mantenidas en medio con suero fetal bovino normal. A partir de este experimento no 

podemos determinar si AGO1 se une a los enhancers de ERα de manera dependiente o 

independiente de E2, es decir, si se encuentra unido a los enhancers antes del tratamiento 

de las células con la hormona o si lo hace después. Para diferenciar entre estos dos 

estados, sin y con E2 (- E2 y + E2), primero hay que privar a las células de toda hormona 

esteroidea de uno a varios días antes del estímulo (el protocolo que utilizamos se muestra 

en la figura R10.A). Nos referimos a este proceso como hambreo. De esta manera, la 

activación transcripcional dependiente de hormonas baja a sus niveles basales y se permite 

la degradación de los mRNAs acumulados previamente. La activación transcripcional 

cuando se agrega E2 puede ser detectada, entonces, tanto a nivel de unión de ERα  a sus 

enhancers (que es observable en el orden de los minutos luego de la estimulación 
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hormonal) como a nivel de los mRNAs (que pueden detectarse en el orden de horas luego 

de la estimulación).  
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Figura R9. Validación del ChIP-seq de AGO1. A. Células MCF7 fueron 
transfectadas con siControl o siAGO1 durante 96 h. Ensayos de ChIP-qPCR de 
AGO1 fueron realizados luego, analizando regiones correspondientes a enhancers 
de ERα. Las barras corresponden al promedio de dos réplicas por tratamiento. Las 
barras de error corresponden al DE. Se muestra un experimento representativo de 
2. B. SDS-PAGE seguido de WB que muestra la eficiencia de silenciamiento de 
AGO1, 96 h luego de la transfección de las células MCF7 con siControl o siAGO1. 
Los niveles de actina sirven como control de carga.  

 

Experimentos de ChIP-qPCR de ERα en células MCF7 sin tratar o tratadas con E2 durante 

una hora, muestran el comportamiento esperado: su enriquecimiento en los enhancers antes 

descriptos (figura R8) aumenta ante el tratamiento con E2 de forma significativa (figura 

R10.B). Sorpresivamente AGO1 muestra el mismo comportamiento, es decir, que su 

enriquecimiento en los enhancers de ERα aumenta ante el tratamiento con de E2 (figura 

R11.A). 
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Figura R10.  Tratamiento con E2 y su efecto sobre el reclutamiento de ERα a 
los enhancers. A. Protocolo utilizado para el hambreo de las células MCF7 y 
posterior tratamiento con E2. B. Células MCF7 fueron hambreadas durante 72 h y 
luego tratadas con E2 10 nM por 1 h. Ensayos de ChIP-qPCR de ERα fueron 
realizados luego, analizando regiones correspondientes a enhancers  de ERα y 
una región intergénica considerada como control negativo. Las barras 
corresponden al promedio + DE entre dos réplicas por tratamiento. Se muestra un 
experimento representativo de 3.  

 

El aumento en el reclutamiento de AGO1 a los enhancers de ERα ante el tratamiento con E2 

no puede explicarse por un aumento en los niveles de AGO1. Sus niveles totales, medidos 

por SDS-PAGE seguido de western blot, no cambian con E2 (figura R11.B). Esto es algo 

esperado dado el corto tiempo del tratamiento con la hormona. 

Tanto en el caso de ERα como en el de AGO1, detectamos cierto enriquecimiento en 

ausencia de E2, enriquecimiento que no se observa en una región intergénica elegida como 

control negativo del experimento. Esto sugiere que, a pesar del hambreo de hormonas 

esteroideas, las células conservan cierta actividad transcripcional basal dependiente de ERα 

(ver más adelante). Aun así, logramos ver un mayor reclutamiento de ERα ante el 

tratamiento de las células con E2.     
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Figura R11. AGO1 es reclutado a los enhancers de ERα de forma E2 
dependiente. A. Células MCF7 fueron hambreadas durante 72 h y luego tratadas 
con vehículo (-E2) o E2 10 nM (+E2) por 1 h. Ensayos de ChIP-qPCR de ERα 
fueron realizados analizando regiones enhancer de ERα y una región intergénica 
considerada como control negativo. Las barras corresponden al promedio + DE 
dos réplicas por tratamiento. Se muestra un experimento representativo de 3. B. 
SDS-PAGE seguido de WB que muestra los niveles de AGO1 y ERα luego del 
tratamiento de células MCF7 con vehículo (-E2) o E2 10 nM (+E2) por 1 h. Los 
niveles de GAPDH sirven como control de carga.  

 

3.1.6 La localización subcelular de AGO1 no depende de E2 

Como discutimos antes (ver Introducción), ERα se localiza en el citoplasma celular en 

ausencia de E2. Ante el tratamiento con E2, la hormona se une al receptor y, cambios 

estructurales y modificaciones post-traduccionales mediante, éste se transloca al núcleo 

donde se une a la cromatina en las regiones regulatorias previamente demarcadas. Dado 

que determinamos que AGO1 se une a la cromatina de forma E2-dependiente, decidimos 

estudiar luego si este comportamiento depende de su translocación a núcleo de forma 

también E2-dependiente. En un primer abordaje, fraccionamos células MCF7 en núcleo y 
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citoplasma realizando una lisis suave y evaluamos mediante SDS-PAGE y western blot las 

cantidades relativas de AGO1 en cada una de las fracciones. Como marcadores de la 

fracción citoplasmática y nuclear utilizamos GAPDH y H3 respectivamente. Analizamos 

también los niveles de ERα y, de acuerdo a lo esperado, observamos que en ausencia de 

E2, su localización es mayormente citoplasmática mientras que en presencia de E2 esta es 

mayormente nuclear (figura R12). 

En concordancia con lo observado en el caso de analizar la unión a la cromatina de ERα en 

presencia y ausencia de E2 (figura R10.B), aun en ausencia de la hormona se observa que 

bajos niveles de la proteína se encuentra en la fracción nuclear. En el caso de AGO1 

observamos un comportamiento diferente: tanto en ausencia como en presencia de E2, su 

localización es mayormente nuclear (figura R12). Concluimos entonces, que la unión E2 

dependiente de AGO1 a los enhancers de Eα no involucra cambios en su localización 

subcelular. 

 

     MCF7: WB 
 

+ E2- E2

AGO1 

ERα

GAPDH

H3
 

Figura R12. El tratamiento con E2 no 
altera la localización nuclear de 
AGO1. Células MCF7 fueron 
hambreadas durante 72 h y luego 
tratadas con vehículo (-E2) o E2 10 nM 
(+E2) por 1 h. La células fueron luego 
cosechadas y separadas en fracciones 
citoplasmática y nuclear. Los niveles de 
AGO1 y ERα fueron analizados por 
SDS-PAGE seguido de WB en cada 
fracción. El análisis de los niveles de 
GAPDH (marcador citoplasmático) y H3 
(marcador nuclear) evidencian el 
correcto fraccionamiento celular en 
núcleo y citoplasma. Se muestra un 
experimento representativo de 3. 

 

3.1.7 La activación transcripcional mediada por REα depende de AGO1 

Una vez establecido que AGO1 se una enhancers de ERα de forma E2-dependiente, 

decidimos estudiar si ésta es necesaria para la activación transcripcional disparada por 

estrógenos. En una primera aproximación, silenciamos a AGO1 mediante la transfección 

con siRNAs y analizamos los niveles de mRNAs de genes cuya transcripción se activa ante 

el tratamiento de células MCF7 con E2. Elegimos aquellos genes cuyos enhancers se 
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muestran en a figura R8: TFF1, GREB1 y NRIP1. Evaluamos los niveles de dichos mRNAs 

luego de 8 h de tratadas las células con E2. Según lo esperado, los niveles de estos 

mRNAs, medidos por RT-qPCR, aumentan ante el tratamiento con E2 (figura R13). 

Notablemente, éste aumento es menor o incluso nulo cuando se silencia a AGO1.  
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Figura R13. El silenciamiento de la expresión de AGO1 afecta los niveles E2-
dependientes de los mRNAs.  Células MCF7 fueron transfectadas con 25 nM de 
siControl o siAGO1. A las 24 h estas fueron hambreadas durante 72 h y luego 
tratadas con vehículo (-E2) o E2 10 nM (+E2) por 8 h. El RNA fue luego extraído y 
los niveles de los mRNAs indicados fueron analizados mediante reacciones de RT 
seguidas de qPCR. En todos los casos, los valores se relativizaron a un mRNA 
control (PUM1) y al tratamiento control (siControl, -E2). Las barras corresponden al 
promedio + EE de tres experimentos independientes. Tests estadísticos de 
ANOVA de dos factores seguido del test de Tukey post hoc fueron realizados. (*) p 
<0,05, (**) p <0,01, (***) p <0,001. 

 

Dado que las proteínas argonautas son ampliamente conocidas como reguladores post-

transcripcionales de la expresión génica, debemos descartar que el efecto del silenciamiento 

de AGO1 sobre los niveles de los mRNAs se deba a una función post-transcripcional de 

AGO1. Para descartar esta posibilidad, decidimos medir los niveles de los pre-mRNAs de 

TFF1, GREB1 y NRIP1 utilizando primers que amplifican las regiones que abarcan la juntura 

entre el primer exón y el primer intrón. Para poder medir los niveles de los pre-mRNAs 

extrajimos el RNA de los núcleos de las células MCF7 tratadas. De esta forma 

enriquecemos la muestra en pre-mRNAs y podemos medir cambios en sus niveles a menor 
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tiempo de tratamiento con E2. Sus niveles medidos por RT-qPCR aumentan 

significativamente ante el tratamiento con E2 durante 1 h (figura R14.A). El efecto del 

silenciamiento de AGO1 se asemeja al observado al analizar los niveles de mRNAs: el 

aumento disparado por E2 es inhibido o anulado cuando se silencia a AGO1.  

Para descartar que este efecto sea un artefacto experimental, analizamos otros pre-mRNAs 

cuyos niveles no dependen de la activación de ERα. En la figura 14.B mostramos un 

ejemplo de estos. En estos casos no observamos cambios significativos ante el tratamiento 

con E2 y el silenciamiento de AGO1.  
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Figura R14. El silenciamiento de la expresión de AGO1 afecta los niveles E2-
dependientes de los pre-mRNAs. A. Células MCF7 fueron transfectadas con 25 
nM de siControl o siAGO1. A las 24 h estas fueron  hambreadas durante 72 h y 
luego tratadas con vehículo (-E2) o E2 10 nM (+E2) por 1 h. La células fueron 
luego cosechadas y separadas en fracciones citoplasmática y nuclear. El RNA fue 
extraído de la fracción nuclear y los niveles de los pre-mRNAs indicados fueron 
analizados mediante reacciones de RT seguidas de qPCR. En todos los casos, los 
valores se relativizaron a un RNA nuclear control (U2) y al tratamiento control 
(siControl, -E2). Las barras corresponden al promedio + DE de tres réplicas 
correspondientes a un experimento. Se muestra un experimento representativo de 
dos. B. Igual que A. Se muestran los niveles de pre-mRNA de un gen cuya 
activación transcripcional no depende de E2.  

 

A partir de estos resultados concluimos que AGO1 cumple un rol esencial en la activación 

transcripcional disparada por la activación del ERα. 
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3.1.8  La generación de los RNAs de los enhancers de ERα depende de AGO1  

Una vez establecido que AGO1 es necesario para la activación transcripcional disparada por 

E2 en las células MCF7, decidimos analizar en mayor detalle cuáles de los procesos que 

ocurren durante dicha activación se ven afectados por el silenciamiento de AGO1.  

Evaluamos, en primer lugar si los niveles de los eRNAs de los enhancers de ERα son 

afectados por el silenciamiento de AGO1. Dado que se ha estimado que el mejor marcador 

de la actividad de los enhancers dependientes de receptores nucleares, decidimos analizar 

la propia transcripción de los enhancers midiendo los niveles de eRNAs por RT-qPCR. 

Elegimos para esto los enhancers de TFF1 y GREB1. Diseñamos los primers utilizados en la 

reacción de  qPCR según los datos de GRO-seq (figura R15.A). Al igual que al medir los 

pre-mRNAs, en este caso también partimos de RNA nuclear de células tratadas o no con E2 

por 1h. Ante el tratamiento con E2 observamos el aumento esperado de los niveles de 

eRNAs y comprobamos que el silenciamiento de AGO1 lo anula (figura R15.B).  

A partir de este resultado concluimos que AGO1 es necesario para la transcripción de los 

eRNA de los enhancers de ERα, cosa que sugiere que AGO1 tiene un rol fundamental 

para que ejerzan su papel activador de los genes blanco, en total consistencia con los 

resultados de las figuras R13 y R14. 

3.1.9 El silenciamiento de AGO1 afecta el reclutamiento de ERα y no el de RNAPII a 

los enhancers 

El reclutamiento de ERα es el primer paso de la activación de los enhancers que ya se 

encuentran marcados por el reclutamiento de factores pioneros de la transcripción, factores 

generales de la transcripción y la maquinaria basal de la transcripción. Este reclutamiento 

desencadena una serie de eventos que terminan en la activación transcripcional de los 

genes blanco. Decidimos estudiar, entonces, si el reclutamiento de ERα a los enhancers 

depende de AGO1.  



 

82 

 

A    

AGO1

GRO-seq
- E2

+ E2

Primers qPCR eRNAs

Enhancer ERα de TFF1 Enhancer ERα de GREB1

 

 B     MCF7: RT-qPCR 

0

1

2

3

4

5

siControl siAGO1

e
R

N
A

/U
2

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

siControl siAGO1

E2             - +            - +                                             - +            - +         

siControl siAGO1siControl siAGO1

** **

 
 

Figura R15. El silenciamiento de la expresión de AGO1 afecta la 
transcripción E2-dependiente de los enhancers de ERα. A. Esquema que 
muestra los sitios de unión de los primers (flechas negras) utilizados para 
amplificar y cuantificar por qPCR los eRNAs de los enhancers de ERα indicados. 
Se muestra el perfil de ChIP-seq de AGO1 y de GRO-seq realizado sin y con E2 
B. Células MCF7 fueron transfectadas con 25 nM de siControl o siAGO1. A las 24 
h estas fueron  hambreadas durante 72 h y luego tratadas con vehículo (-E2) o E2 
10 nM (+E2) por 1 h. La células fueron luego cosechadas y separadas en 
fracciones citoplasmática y nuclear. El RNA fue extraído de la fracción nuclear y 
los niveles de los eRNAs indicados fueron analizados mediante reacciones de RT 
seguidas de qPCR. En todos los casos, los valores se relativizaron a un RNA 
nuclear control (U2) y al tratamiento control (siControl, -E2). Las barras 
corresponden al promedio + EE de dos experimentos independientes. Tests 
estadísticos de ANOVA de dos factores seguidos del test de Tukey post hoc 
fueron realizados. (*) p <0,05, (**) p <0,01.  

 
 

Ensayos de ChIP-qPCR de ERα muestran que su reclutamiento dependiente de E2 

disminuye significativamente ante el silenciamiento de AGO1 (figura R16.A). Esta 
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disminución no puede explicarse por una disminución en los niveles totales de ERα ya que 

estos permanecen invariables luego del silenciamiento de AGO1 (figura R16.B). La 

disminución del enriquecimiento de ERα se explica entonces, por una disminución en el 

reclutamiento de la proteína a los enhancers. También puede explicarse una disminución en 

la estabilidad de la unión de ERα a las regiones regulatorias. Esto sugiere que AGO1 es 

necesario para la unión efectiva de ERα a los enhancers. Dado que la unión de AGO1 a 

estos mismos enhancers depende a su vez del tratamiento con E2, la unión de AGO1 y la  

de ERα a los enhancers parecen ser interdependientes. 
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Figura R16. El silenciamiento de AGO1 provoca la disminución del 
reclutamiento E2 dependiente de ERα a los enhancers. A. Células MCF7 
fueron transfectadas con 25 nM de siControl o siAGO1. A las 24 h estas fueron 
hambreadas durante 72 h y luego tratadas con E2 10 nM (+E2) por 1 h. Ensayos 
de ChIP-qPCR de ERα fueron realizados luego analizando regiones 
correspondientes a enhancers de ERα. En todos los casos los valores de IP/input 
fueron relativizados al tratamiento control (siControl). Las barras corresponden al 
promedio + EE de tres experimentos independientes. Test estadísticos t-student 
fueron realizados. (*) p <0,05, (**) p <0,01, (***) p <0,001. B. SDS-PAGE seguido 
de WB que muestra los niveles de ERα, 96 h luego de la transfección de las 
células MCF7 con siControl o siAGO1. Los niveles de actina sirven como control. 
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Al medir el enriquecimiento de la RNAPII en los enhancers de ERα y en las mismas 

condiciones observamos, en cambio, que este no cambia ante el silenciamiento de AGO1 

(figura R17). Como dijimos anteriormente, el “marcado” de los enhancers de ERα incluye al 

reclutamiento de la maquinaria basal de la transcripción que permanece allí de forma 

inactiva a la espera de la unión de ERα. Esta observación es consistente con el hecho de 

que AGO1 se une a los enhancers de ERα al momento de la activación hormonal no 

afectando el marcado de los mismos y,  por lo tanto, la unión de RNAPII.  
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Figura R17. El silenciamiento de AGO1 no afecta al reclutamiento de RNAPII 
a los enhancers de ERα. Células MCF7 fueron transfectadas con 25 nM de 
siControl o siAGO1. A las 24 h estas fueron hambreadas durante 72 h y luego 
tratadas con E2 10 nM (+E2) por 1 h. Ensayos de ChIP-qPCR de ERα fueron 
realizados luego, analizando regiones correspondientes a enhancers de ERα. En 
todos los casos los valores de IP/input fueron relativizados al tratamiento control 
(siControl). Las barras corresponden al promedio + EE de tres experimentos 
independientes. 

 

3.1.10 El silenciamiento de AGO1 reduce la interacción de largo alcance entre un 

splicing dependiente de ERα y el promotor de su gen controlado. 

Ante el hallazgo de que AGO1 afecta la activación de los enhancers de ERα disparada por 

E2 decidimos analizar si otro evento que ocurre río abajo de dicha activación es afectado 

por el silenciamiento de AGO1. Estudiamos la interacción física entre un enhancer de ERα y 
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el promotor de un gen blanco. Según se ha reportado, esta interacción aumenta ante la 

activación de los enhancers dependientes de receptores nucleares (Fullwood et al., 2009; Li 

et al., 2013). Elegimos para esto al locus del gen de GREB1. El enhancer que regula su 

expresión dependiente de E2 se encuentra a 50 kb de su promotor. Para analizar la 

frecuencia de ocurrencia de esta interacción utilizamos la técnica de Captura de la 

Conformación de la Cromatina (3C). Brevemente, esta técnica se basa en la ligación de 

fragmentos de restricción distantes, ligación que se da por cercanía física entre los 

fragmentos distantes que forman loops de cromatina. Sus pasos principales son el 

entrecruzamiento de la cromatina con las proteínas unidas a ella, fijando de esta manera los 

loops de cromatina, la digestión de la cromatina con una enzima de restricción, ligación en 

condiciones en las que la muestra se encuentra muy diluida para favorecer la ligación de 

fragmentos de restricción involucrados en un mismo loop y qPCR para cuantificar regiones 

de DNA producto de la ligación de fragmentos distantes en el genoma. Debimos poner a 

punto esta técnica en el laboratorio, en la sección de Materiales y Métodos (6.8) detallamos 

sus pasos. En nuestro ensayo de 3C la región ancla es la región correspondiente al 

enhancer del gen de GREB1. Basamos la elección de la enzima de restricción y de las 

regiones a interrogar en las reacciones de qPCR en las interacciones previamente 

reportadas mediante la técnica de ChIA-PET de ERα (Fullwood et al., (2009); figura R18).  

En un resultado coherente con nuestros hallazgos anteriores, observamos que la interacción 

dependiente de E2 entre el promotor de GREB1 y del enhancer de ERα que regula su 

expresión disminuye cuando se silencia a AGO1 (figura R18).  

3.1.11 AGO1 interacciona físicamente con ERα de forma dependiente de E2 

Dada la gran asociación funcional que observamos entre ERα y AGO1, decidimos evaluar si 

estas proteínas son capaces de interaccionar directa o indirectamente como parte del mismo 

complejo proteico. Realizamos para esto ensayos de co-inmunoprecipitación (Co-IP) 

utilizando distintos sistemas celulares y estrategias. 
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Figura R18. El silenciamiento de AGO1 provoca una disminución en la 
interacciones de largo alcance entre en splicing dependiente de ERα y el 
promotor de un gen blanco. Células MCF7 fueron transfectadas con 25 nM de 
siControl o siAGO1. A las 24 h estas fueron hambreadas durante 72 h y luego 
tratadas con E2 10 nM (+E2) por 1 h. Un ensayo de 3C fue realizado luego. En el 
panel de arriba se muestra al locus analizado, incluyendo al enhancer de ERα y al 
promotor del gen GREB1. Con líneas punteadas se indican los sitios de restricción 
de la enzima NcoI. En verde se muestra el fragmento de restricción ancla del 
ensayo. Las flechas rojas indican los fragmentos de restricción cuya interacción 
con el fragmento ancla se evaluó por qPCR. En el panel del medio se muestran el 
perfil de ChIP-seq de AGO1 y las interacciones de largo alcance previamente 
reportadas mediante ChIA-PET. En el panel inferior se muestra el resultado del 
ensayo de 3C. Se muestra el resultado de un experimento representativo.  

 

En un primer abordaje, evaluamos la posible interacción sobreexpresando tanto a  AGO1 

fusionada en su extremo N-terminal a los tags FLAG y HA (FLAG-HA-AGO1) como a ERα 

(sin tags) en células HEK293. Estas se caracterizan por no expresar al ERα endógeno 

(figura R19.A). Inmunoprecipitamos, en primer lugar, al ERα sobreexpresado utilizando un 

anticuerpo que reconoce específicamente a ERα. Dado que las células HEK293 no 
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expresan a ERα, de esta forma sólo inmunoprecipitamos a la proteína sobreexpresada. 

FLAG-HA-AGO1 inmunoprecipita junto con ERα. Esto se observa al analizar el 

inmunoprecipitado por SDS-PAGE y western blot revelado un anticuerpo que reconoce 

específicamente al tag HA (figura R19.A). Esto no se observa, por el contrario, cuando no 

se sobreexpresa a ERα, lo cual descarta un artefacto experimental. De forma análoga y 

complementaria a ésta, inmunoprecipitamos a FLAG-HA-AGO1 utilizando un anticuerpo que 

reconoce específicamente al tag FLAG. En este caso recuperamos en el inmunoprecipitado 

a ERα sólo cuando se sobreexpresan ambas proteínas solamente (figura R19.B). A partir 

de esto concluimos que AGO1 y ERα son capaces de interaccionar directa o 

indirectamente. Cabe destacar que en estos ensayos de Co-IPs las células HEK293 fueron 

mantenidas en medio de cultivo con suero fetal bovino normal.  
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Input (1%)     IP: ERα
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WB: ERα
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Figura R19. AGO1 interacciona 
con ERα en células HEK293. A. 
Células HEK293 fueron 
transfectadas con los vectores de 
expresión de FLAG-HA-AGO1 y 
ERα según se indica en cada 
calle. Luego de 48 hs las células 
fueron lisadas. Una alícuota del 
lisado fue tomado como material 
de partida o input. Se realizó la 
inmunoprecipitación utilizando un 
anticuerpo específico contra 
ERα. Se analizaron los niveles 
de ERα y de FLAG-HA-AGO1 en 
los inputs y en el 
inmunoprecipitado por SDS-
PAGE y western blot. B. Idem A, 
pero se realizó la 
inmunoprecipitación utilizando un 
anticuerpo que reconoce 
específicamente al tag FLAG.  
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En un siguiente paso, decidimos estudiar en más detalle esta interacción en relación a la 

presencia de E2. Dado que las células HEK293 no expresan al ERα de forma endógena, 

desconocemos su respuesta al E2 aun cuando éstas son transfectadas con un vector de 

expresión de ERα. Es por esto que decidimos estudiar la interacción entre ERα y AGO1 en 

las células MCF7 sin sobreexpresar a ninguna de las dos proteínas. Inmunoprecipitamos 
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AGO1 endógeno partiendo de lisado de células no tratadas o tratadas con E2 y evaluamos 

por SDS-PAGE y western blot la presencia de ERα en el inmunoprecipitado. Verificamos en 

este experimento que AGO1 y ERα interaccionan en el lisado proveniente de células 

MCF7 (figura R20.A, calles 5 y 7 vs calles 1 y 3) y que esta interacción es mayor ante el 

tratamiento con E2 (figura R20.A calle 5 vs calle 7).  
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Figura R20. AGO1 interacciona con ERα de forma E2 dependiente y RNA 
independiente. A. Células MCF7 fueron hambreadas por 72 h y tratadas con 
vehículo (- E2) o con E2 10 nM (+ E2) durante 1 h. Las células fueron lisadas y 
una alícuota fue tomada como material de partida o input. El lisado fue luego 
tratado o no con RNase A 20 ng/μl e incubado con 2 μg de anticuerpo inespecífico 
o específico contra AGO1. Los niveles de AGO1 y ERα de los inputs e 
inmunoprecipitados fueron analizados por SDS-PAGE y western blot. Se muestra 
un experimento representativo de 2 B. Una alícuota fue tomada de los lisados 
luego del tratamiento con RNasa A. El RNA fue purificado y analizado en un gel de 
agarosa teñido con Bromuro de Etidio.  

 

Dado que la inmunoprecipitación fue realizada partiendo de lisados totales, no podemos 

explicar la diferencia observada entre tratamientos por diferencias en la localización 

subcelular de ambas proteínas (que estén en diferentes compartimentos en ausencia de E2 

y el mismo en presencia de E2). Esta puede deberse a cambios post-transcripcionales o la 

conformación de diferentes complejos proteicos. Dado que ERα es sujeto de diversas 
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modificaciones post-traduccionales ante el tratamiento con E2 (Le Romancer et al., 2011), 

hipotetizamos que la interacción, directa o indirecta, entre esta y AGO1 depende de las 

modificaciones post-traduccionales de ERα.  

AGO1 es una proteína caracterizada por unirse a RNA a través de la interacción el RNA 

pequeño cargado. Sorpresivamente, la interacción entre AGO1 y ERα no depende de la 

presencia de RNA en el lisado. Esto se demuestra porque la interacción continúa siendo 

observable, y en los mismos niveles, cuando se trata al lisado con RNasa A antes de la 

inmunoprecipitación (figura R20.A, calle 7 vs calle 8). Verificamos la actividad de la RNasa 

A purificando RNA de una alícuota del lisado (figura R20.B).  
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3.2. AGO1 y la regulación del splicing alternativo  

Al iniciar el estudio de los posibles roles de  AGO1 en la regulación de fenómenos nucleares 

de células humanas, nos planteamos el objetivo de estudiar si esta proteína está involucrada 

en la regulación del splicing alternativo. Como fue explicado en la introducción, el análisis de 

los datos del ChIP-seq de AGO1 junto con los del RNA-seq de células transfectadas con 

siRNAs contra AGO1, ambos experimentos realizados en células MCF7, reveló que, a nivel 

global, AGO1 está involucrada en la regulación del splicing constitutivo y alternativo. Nos 

plantemos como siguiente objetivo el estudio de los mecanismos específicos por los que 

AGO1 regula el splicing alternativo.  

En el capítulo anterior mostramos que AGO1 se une a enhancers transcripcionales 

dependientes de ERα en la línea celular MCF7. Mostramos que AGO1 cumple un rol 

esencial en la activación transcripcional mediada por estos enhancers. Es por esto que para 

abordar el estudio de la regulación del splicing alternativo por AGO1 nos planteamos hacerlo 

desde el punto de vista de la presencia y activación de enhancers de ERα intragénicos y 

próximos a eventos de splicing alternativo. Hipotetizamos de esta manera que la activación 

de estos enhancers, hecho en primera instancia dependiente de AGO1, impacta sobre el 

patrón de splicing alternativo del evento vecino. Decidimos evaluar esta hipótesis en un caso 

puntual.  

3.2.1 El exón alternativo 107 de SYNE2 como modelo de estudio de la regulación del 

splicing alternativo por AGO1  

Con el fin de estudiar un posible mecanismo de regulación del splicing alternativo por AGO1, 

nos centramos en el estudio de un evento en particular, el del exón cassette alternativo 107 

del gen de SYNE2 (E107-SYNE2). Elegimos este evento por varias razones. En primer 

lugar, en un trabajo publicado previamente por nuestro laboratorio en el que se analizó el 

patrón de splicing de un panel de eventos asociados a procesos tumorales se mostró que el 

silenciamiento de AGO1 induce cambios en la inclusión de E107-SYNE2 en células de 

hepatoma humano Hep3B (Alló et al., 2009). En segundo lugar, el primer análisis del ChIP-

seq de AGO1 ya publicado (Alló et al., 2014) reveló la existencia de cluster de AGO1 en el 

intrón río abajo de E107-SYNE2. Si bien en el nuevo análisis de estos datos en el que se 

tomó un umbral más estricto para el filtrado de los clusters significativos de AGO1 no se 

detecta al cluster del intrón 107 de SYNE2 como significativo, decidimos continuar con el 

análisis de este evento de splicing. Esto se debe, en particular, a que en esta misma región 
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también puede identificarse un cluster de ERα que se encuentra involucrado en una 

interacción de largo alcance con una región intragénica (18 Kb río abajo) y con el promotor 

del gen ESR2, situado más de 50 Kb río abajo. También puede detectarse enriquecimiento 

de H3K27ac en la región intrónica (figura R21). Esta evidencia sugiere fuertemente la 

existencia de un elemento regulatorio de la transcripción en le intrón río abajo de SYEN2-

E107. En los experimentos planteados a continuación nos propusimos, según nuestra 

hipótesis inicial, estudiar si el estado de activación del enhancer putativo localizado en el 

intrón 107 repercute sobre el patrón de splicing del exón 107 de SYNE2. Analizamos en 

particular, si los cambios sobre el splicing alternativo pueden explicarse por cambios locales 

en la tasa de la elongación de la RNAPII.  

El gen de SYNE2 codifica a la proteína Nesprin 2 (o NUANCE) de 796 kDa, capaz de 

interaccionar con actina a través de su dominio N-terminal y con la envoltura nuclear a 

través de su dominio C-terminal. Entre estos extremos, Nesprin-2 se compone de una 

multiplicidad de dominios de espectrina. Esto le permite actuar como ancla entre el núcleo y  

el citoplasma celular. El gen de SYNE2 se caracteriza por poseer una multiplicidad de inicios 

alternativos de la transcripción y de eventos de splicing alternativo que dan lugar a proteínas 

más cortas que pueden carecer del dominio de unión a la actina y de dominios de 

espectrina. El exón alternativo 107 se encuentra en la cola del gen. Su inclusión no genera 

cambios en la estructura de dominios de la proteína. En la figura R21.B mostramos que 

alrededor de E107 existen dos promotores alternativos de la transcripción. A partir de la 

bibliografía sabemos que la exclusión de dicho exón se asocia a tejidos tumorales de ovario, 

en comparación con tejidos normales (Klinck et al., 2008). Cabe destacar en este punto que 

nuestro interés en la elección de este modelo radica en las particularidades moleculares 

especificadas en el párrafo anterior y no así en la posible función o relevancia fisiológica de 

la regulación del splicing alternativo de este evento.   

Para evaluar y cuantificar los patrones de splicing de E107 de SYNE2 realizamos reacciones 

RT-PCR radiactiva semicuantitativa (RT-rPCR), usando primers que amplifican 

simultáneamente y de manera competitiva las isoformas de inclusión y de exclusión (figura 

R22.A). Este es un método ampliamente utilizado en nuestro laboratorio para evaluar 

patrones de splicing de una multiplicidad de eventos. 
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Figura R21. A. Esquema del locus de los genes SYNE2 y ESR2. Los exones se 
muestran como rectángulos azules y los intrones como rectángulos blancos. 
Todas las isoformas de cada uno de los genes se presentan colapsados en un 
único esquema. Abajo se muestran los perfiles de ChIP-seq de ERα (+E2) y de 
H3K27ac (E2 +) de MCF7 y el resultado de ensayos de ChIA-PET de ERα (+E2) 
realizados en MCF7. B. Ampliación de la región del gen de SYNE2 que contiene al 
exón alternativo 107. Se muestran las isoformas correspondientes a TSS 
alternativos (anotadas en la base de datos RefSeq) halladas en esta región. Se 
muestra el detalle de los perfiles de ChIP-seq de AGO1 (tomados de células en 
suero normal) de ERα (+E2) y H3K27ac (+E2).  

 

El nivel de inclusión de E107-SYNE2 de células MCF7 es muy bajo (figura R22.B), siendo 

su cuantificación por este método inviable. Recurrimos entonces, a la línea celular T47D, 

también de origen tumoral de glándula mamaria humana. Esta se comporta de modo similar 

a MCF7 en cuanto a la activación transcripcional mediada por ERα. Se ha informado que los 
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sitios de unión de ERα al genoma son similares en estas dos líneas celulares (Carroll et al., 

2006). La activación transcripcional disparada por E2, además, se comporta igual que lo 

aquí informado para MCF7 en relación al silenciamiento de AGO1 (resultados no 

mostrados). Para nuestro interés particular, el nivel de inclusión de E107-SYNE2 observable 

en la línea celular T47D por RT-PCR radiactiva semicuantitativa es mucho mayor y 

fácilmente cuantificable (figura R22.B).    
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Figura R22. A. Esquema que muestra le región del gen del SYNE2 que incluye al 
exón alternativo 107 y a los TSS alternativos. Las flechas negras representan los 
primers utilizados para las reacciones de PCR radiactiva (rPCR) que permiten 
amplificar tanto la isoforma de inclusión como de exclusión del exón 107. B. 
Determinación de los patrones de splicing alternativo del exón 107 de SYNE2 en 
las líneas celulares MCF7 y T47D por RT-rPCR. Se muestran geles de 
poliacrilamida revelados por autorradiografía representativos. 

 

3.2.2 La estructura de la cromatina y la tasa de elongación de la RNAPII afectan los 

niveles de inclusión de E107 de SYNE2 

Evaluamos en primer lugar, el comportamiento de E107-SYNE2 en relación a  la tasa de 

elongación de la RNAPII. Como primera aproximación para determinar si la inclusión de 

E107 es sensible a la tasa de elongación de la RNAPII evaluamos el efecto tricostatina A 

(TSA), un inhibidor de deacetilasas de histonas que aumenta la acetilación global de las 

histonas. Como discutimos en la introducción, el aumento de la acetilación de las histonas 

provoca que la asociación del DNA a éstas sea más laxa, facilitando el paso de la RNAPII 
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por los nucleosomas y favoreciendo una mayor tasa de elongación. El tratamiento de células 

T47D con TSA provoca un aumento en los niveles de inclusión del E107 de SYNE2 (figura 

R23). Esta es la primera evidencia que sugiere que una mayor tasa de elongación de la 

RNAPII favorece la inclusión de E107.  
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Figura R23. Células T47D fueron tratadas 
con vehículo (-) o TSA durante 24 h. El 
RNA fue luego extraído y los patrones de 
splicing fueron determinados por RT-
rPCR. Arriba se muestran geles de 
poliacrilamida revelados por 
autorradiografía representativos de cada 
tratamiento. En cada caso se calcula la 
relación entre las cuentas de la banda de 
inclusión y las de la banda de exclusión. 
Las barras corresponden al promedio + ES 
de dos experimentos independientes. Un 
test estadístico T-Student fue realizado. (*) 
p <0,05. 

 

Evaluamos asimismo el efecto de la camptotecina (CPT) sobre el splicing de E107. La CPT 

es un inhibidor de la topoisomerasa II, enzima responsable de desenrollar el DNA a medida 

que la doble cadena se abre durante la transcripción. La inhibición de esta enzima produce 

impedimentos a la transcripción que resultan en una disminución global de la tasa de 

elongación de la RNAPII. Dado que esta droga es tóxica para las células, su tiempo de 

tratamiento debe ser relativamente corto. Observar cambios en patrones de splicing 

alternativo a pocas horas de tratamiento depende de la vida media de los mRNAs, de modo 

que estos pueden no ser observables si la vida media es mayor que el tiempo de 

tratamiento. Para deshacernos de esta variable, decidimos utilizar un minigén reportero del 

splicing alternativo de E107 de SYNE2 de expresión inducible. Este minigén cuenta con el 

exón alternativo 107, los intrones flanqueantes y parte de los exones constitutivos 

flanqueantes insertados en el exón 3 del gen de α-globina, todo bajo el control de un 

promotor inducible en ausencia de tetraciclina y activable por el transactivador Vp16 (figura 

R24.A). Para evaluar el patrón de splicing del minigén por RT-rPCR utilizamos primers que 

se unen a la juntura entre los exones de α-globina y de SYNE2 (figura R24.A). Decidimos 

utilizar células HCT116 por su alta eficiencia de transfección con lipofectamina. Esta 
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estrategia nos permitió agregar la droga al momento de disparar la transcripción del minigén 

y evaluar su efecto sobre el splicing luego de pocas horas de tratamiento. En concordancia 

con un papel para le elongación, el tratamiento con CPT tiene el efecto opuesto al de la 

TSA, es decir, disminuye la inclusión del exón alternativo 107 (figura R24.B).   

Como evidencia directa de la respuesta de E107-SYNE2 a cambios en la tasa de 

elongación, evaluamos el efecto de la mutante C4 “lenta” de la RNAPII, cuyo efecto sobre el 

splicing alternativo fue estudiado en nuestro laboratorio (de la Mata et al., 2003) y cuya 

menor tasa de elongación fue previamente corroborada (Boireau et al., 2007). El 

experimento se desarrolla de la siguiente manera: co-transfectamos el minigén reportero de 

splicing de E107-SYNE2 y el vector de expresión del transactivador Vp16 junto con los 

vectores de expresión de las variantes de la RNAPII salvaje (wtR) o mutante (C4) 

resistentes a la droga α-amanitina. Al momento de la transfección se agrega tetraciclina al 

medio de cultivo para inhibir la transcripción del minigén. Dejando pasar cierto tiempo luego 

de la transfección para permitir la expresión de las polimerasas exógenas, se agrega al 

medio de cultivo la α-amanitina que inhibirá e inducirá la degradación de la RNAPII 

endógena. De esta manera, se garantiza que la mayor parte de la transcripción que ocurra a 

partir de este momento sea llevada a cabo por las polimerasas resistentes a α-amanitina. 

Luego de cierto tiempo, se retira del medio de cultivo la tetraciclina, mientas se mantiene α-

amanitina, para permitir la transcripción del minigén reportero de splicing alternativo. En este 

caso también decidimos utilizar las células HCT116 por su alta tasa de co-transfección. La 

inclusión de E107 disminuye cuando la transcripción es llevada a cabo por la RNAPII C4, 

resultado que es evidencia directa de que la tasa de elongación de la RNAPII correlaciona 

inversamente con la inclusión de E107 (figura R24.C). Este resultado concuerda 

plenamente con lo observado ante el tratamiento con TSA y CPT.  Concluimos que una 

mayor tasa de elongación de la RNAPII (TSA) favorece inclusión del exón alternativo 

mientras que una menor tasa de elongación (CPT y RNAPII C4) favorece su exclusión. Ante 

esta observación concluimos que el patrón de splicing alternativo de E107-SYNE2 puede 

entenderse, al menos es parte, en el marco del modelo cinético de regulación el splicing 

alternativo.  

Los siguientes experimentos fueron diseñados con el fin de corroborar nuestra hipótesis 

según la cual en el intrón río abajo del exón alternativo 107 de SYNE2 existe un enhancer 

dependiente de ERα cuya activación repercute sobre su patrón de splicing. 
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C      HCT-116: RT-rPCR 
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Figura R24. A. Esquema del minigén reportero del splicing alternativo de E107-
SYNE2 de expresión inducible. Ennegro se muestra la región promotora que incluye 
siete compias del operador de respuesta a tetraciclina. En gris claro se muestra al 
gen de α-globina en cuyo exón 3 fue insertado el exón 107 (giris oscuro) junto con los 
intrones y exones flanqueantes (gris medio). Las flechas negras representan los 
primers utilizados para las reacciones de rPCR B. Células HCT-116 fueron 
transfectadas con el minigén pUHC-SYNE2-E107 junto con el transactivador Vp16 
Tet-off. Las células fueron mantenidas durante 24 h con tetraciclina. Luego fueron 
tratadas con vehículo (-) o CPT durante 4 h. El RNA fu extraído y los patrones de 
splicing correspondientes al minigén fueron determinados por RT-rPCR. Arriba se 
muestran geles de poliacrilamida revelados por autorradiografía representativos de 
cada tratamiento. En cada caso se calcula la relación entre las cuentas de la banda 
de inclusión y las de la banda de exclusión. Las barras corresponden al promedio + 
ES de dos experimentos independientes. Un test estadístico T-Student fue realizado. 
(*) p <0,05. C. Células HCT-116 fueron transfectadas con el minigén pUHC-SYNE2-
E107 junto con el transactivador Vp16 Tet-off. Las células fueron mantenidas durante 
24 h con tetraciclina. Luego de 24 h α-amanitina fue agregada al medio de cultivo, 
manteniendo la tetaciclina. Luego de 24 h la tetraciclina fue lavada manteniendo la α-
amanitina. El RNA fue luego extraído y los patrones de splicing correspondientes al 
minigén fueron determinados por RT-rPCR. Arriba se muestran geles de 
poliacrilamida revelados por autorradiografía representativos de cada tratamiento. En 
cada caso se calcula la relación entre las cuentas de la banda de inclusión y las de la 
banda de exclusión. Las barras corresponden al promedio + ES de tres réplicas de un 
experimentos representativo de dos.  
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3.2.3 La inclusión del E107 de SYNE2 disminuye ante el tratamiento con E2 

Ante el tratamiento de las células T47D con E2 durante 20 h induce una disminución 

significativa en la inclusión de exón cassette alternativo E107 en el mRNA de SYNE2 (figura 

R25.A). Al tratar a las células MCF7 con E2, cierta disminución en la inclusión de E107-

SYNE2 también es observable. Sin embargo, y como dijimos en el apartado anterior, los 

niveles de inclusión basales son muy bajos imposibilitado su cuantificación por RT-rPCR 

(figura R25.B). 
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Figura R25. A. Células T47D fueron hambreadas durante 72 h y luego tratadas 
con vehículo (-E2) o E2 10 nM (+ E2) por 20 h. El RNA fue extraído y los niveles 
de inclusión de E107-SYNE2 determinados por RT-rPCR. Arriba se muestran 
geles de poliacrilamida revelados por autorradiografía representativos de cada 
tratamiento. En cada caso se calcula la relación entre las cuentas de la banda de 
inclusión y las de la banda de exclusión. Las barras corresponden al promedio + 
EE de seis experimentos independientes. Un test estadístico T-Student fue 
realizado. (*) p <0,05, (**) p <0,01, (***) p <0,001. B. Ídem A, pero utilizando 
células MCF7. En este caso los niveles de inclusión son muy bajos, estos no son 
cuantificables por RT-rPCR. 

 

Si bien no podemos descartar efectos indirectos, este resultado nos permite hipotetizar a 

cerca de un efecto directo del reclutamiento de ERα a la cromatina río abajo del E107 en la 

promoción de su exclusión el mRNA. Ante el hecho de que una baja tasa de elongación 
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también favorece la exclusión de E107-SYNE2 (figura R23 y R24) postulamos que el 

reclutamiento de ERα induciría a su vez el reclutamiento de factores de transcripción 

adicionales involucrados en la activación transcripcional y la formación de interacciones de 

largo alcance entre esta región y otras, provocando un bloqueo a la RNAPII que viene 

transcribiendo el gen de SYNE2 y por lo tanto bajando su tasa de elongación de forma local.  

3.2.4 El efecto del E2 sobre el splicing alternativo de E107 de SYNE2 depende de 

AGO1  

 A la luz de los resultados del capítulo anterior que muestran que la activación 

transcripcional disparada por E2 depende del reclutamiento de AGO1 a los enhancers de 

ERα, decidimos analizar la dependencia del efecto del E2 sobre el patrón de splicing 

alternativo del E107 de SYNE2 con respecto a AGO1. Observamos, en efecto, que la 

disminución en la inclusión de E107-SYNE2 ante el tratamiento de células T47D con E2 es 

revertida cuando se silencia a AGO1 (figura R26). 
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Figura R26. Células T47D fueron 
transfectadas con 25 nM de 
siControl o siAGO1. A las 24 h 
estas fueron  hambreadas durante 
72 h y luego tratadas con vehículo 
(-E2) o E2 10 nM (+E2) por 20 h. 
El RNA fue luego extraído y los 
patrones de E107-SYNE2 
evaluados por RT-rPCR. Arriba se 
muestran geles de poliacrilamida 
revelados por autorradiografía 
representativos de cada 
tratamiento. En cada caso se 
calcula la relación entre las 
cuentas de la banda de inclusión y 
las de la banda de exclusión. Las 
barras corresponden al promedio + 
EE de tres experimentos 
independientes. Un test estadístico 
de ANOVA seguido de un test de 
tukey post hoc  fue realizado. (*) p 
<0,05, (**) p <0,01, (***) p <0,001. 
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3.2.5 Los niveles de mRNA de ESR2 aumentan con E2 de forma dependiente de la 

región intrónica río abajo de E107-SYNE2 

Nuestra hipótesis de la regulación del splicing alternativo de E107-SYNE2 por E2 involucra 

al hecho de que en el intrón 107 de SYNE2 exista una región enhancer de la transcripción 

dependiente de ERα.  

Como primera aproximación para determinar si el intrón 107 de SYNE2 incluye a un 

enhancer de ERα, nos valimos del hecho de que el análisis del ChIA-PET de ERα muestra 

que el enhancer de ERα del intrón 107 interacciona con otra región intragénica 18 Kb río 

abajo y con el promotor del gen ESR2 que se encuentra río abajo del de  SYNE2 y que se 

transcribe de forma convergente con éste (figura R21.A). Lo niveles del mRNA de ESR2 

aumentan significativamente ante el tratamiento con E2 en células T47D y no así los de 

SYNE2 y de SYNE2-α2 (figura R27). Los niveles de SYNE2-α1 no son detectables en 

células T47D (resultado no mostrado). 
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Figura R27. Células T47D fueron hambreadas durante 72 h y luego tratadas 
con vehículo (-E2) o E2 10 nM (+E2) por 8 h. El RNA fue luego extraído y los 
niveles de los mRNAs indicados fueron analizados mediante reacciones de 
RT-qPCR. En todos los casos, los valores se relativizaron a un mRNA control 
(HSPCB) y al tratamiento control (-E2). Las barras corresponden al promedio 
+ EE de tres experimentos independientes. Tests estadísticos T-Student 
fueron realizados. (*) p <0,05, (**) p <0,01. 

 

Para verificar que el sitio de unión de ERα del intrón 107 de SYNE2 es responsable, al 

menos parcialmente, de la activación transcripcional disparada por E2 del gen de ESR2, 

debemos afectar de alguna manera esta región y observar su efecto en los niveles de 
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mRNA de ESR2. Basándonos en trabajos previos del laboratorio que muestran que la 

transfección de siRNAs intrónicos afecta la estructura local de la cromatina favoreciendo la 

deposición de marcas de histonas represivas de la transcripción (Alló et al., 2009; Schor et 

al., 2013) transfectamos varios siRNAs de secuencia complementaria sitios a lo largo del 

intrón 107 (figura R28.A).  
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Figura R28. A. Esquema que muestra la región del gen SYNE2 que incluye al 
exón alternativo 107. Como líneas verdes se esquematizan a los siRNAs de 
secuencia complementaria a regiones del intrón 107. B. Células T47D fueron 
transfectadas con 25 nM de los siRNAs indicados durante 72 h. El RNA fue luego 
extraído y los niveles del mRNA de ESR2 fueron evaluados por RT-qPCR.  En 
todos los casos, los valores se relativizaron a un mRNA control (HSPCB) y al 
tratamiento control (siRNA control). Las barras corresponden al promedio + EE 
de dos experimentos independientes. Tests estadísticos T-Student fueron 
realizados. (*) p <0,05, (**) p <0,01. 

 

En un barrido preliminar, realizado en células mantenidas en medio de cultivo con suero 

normal, observamos que uno de estos, el siRNA número 5, reduce significativamente los 
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niveles  del mRNA de ERS2 (figura R28.B). Adicionalmente, la transfección del siRNA 5 

reduce significativamente sus niveles dependientes de E2 (figura R29). Esta última 

observación sugiere que la región intrónica de SYNE2 es un enhancer de ERα cuyo gen 

blanco es ESR2. 
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Figura R29. Células T47D fueron 
transfectadas con 25 nM de siControl o 
siRNA 5. A las 24 h estas fueron  
hambreadas durante 72 h y luego 
tratadas con vehículo (-E2) o E2 10 nM 
(+E2) por 8 h. El RNA fue luego extraído 
y los niveles del mRNA de ESR2 fueron 
evaluados por RT-qPCR. Los valores se 
relativizaron a un mRNA control 
(HSPCB) y al tratamiento control (-E2, 
siRNA control). Las barras corresponden 
al promedio + EE de tres experimentos 
independientes. Un test estadístico de 
ANOVA seguido de un test de tukey post 
hoc  fue realizado. (*) p <0,05, (**) p 
<0,01, (***) p <0,001. 

 

3.2.6 Los siRNAs dirigidos contra el intrón río abajo de E107 afectan su patrón de 

splicing alternativo  

Los siRNAs dirigidos contra la región intrónica río abajo de E107 también inducen cambios 

en el patrón de splicing alternativo de dicho exón. En la transfección de los 5 siRNAs que 

barren todo el intrón, realizada en células mantenidas con medio de cultivo suplementado 

con suero fetal bovino normal, se observa que 3 de estos inducen una disminución en la 

inclusión del exón alternativo (figura R30). Este resultado es consistente con la observación 

anterior acerca de la respuesta de E107-SYNE2 con respecto a la tasa de elongación de la 

RNAPII. De acuerdo a trabajos publicados por nuestro laboratorio, los siRNAs inducirían la 

deposición de marcas asociadas a cromatina cerrada, provocando una disminución en la 

tasa de elongación de la RNAPII y favoreciendo la exclusión de E107-SYNE2. 
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Figura R30. Células T47D fueron transfectadas con 25 nM de los siRNAs 
indicados durante 72 h. El RNA fue luego extraído y los patrones de splicing 
fueron determinados por RT-rPCR Arriba se muestran geles de poliacrilamida 
revelados por autorradiografía representativos de cada tratamiento. En cada caso 
se calcula la relación entre las cuentas de la banda de inclusión y las de la banda 
de exclusión. Las barras corresponden al promedio + EE de cuatro experimentos 
independientes. Tests estadísticos de T-Student fueron realizados. (*) p <0,05, (**) 
p <0,01, (***) p <0,001, (****) p <0,0001. 

 

Al evaluar el efecto del siRNA 5 en ausencia y presencia de E2, observamos que esta 

disminución en la inclusión de E107 es observable en ausencia de E2 y que esta se refuerza 

en presencia de E2 (figura R31).   

Estos resultados sugieren que, a diferencia de lo observado al evaluar los niveles de ESR2,  

el efecto de los siRNAs sobre el splicing alternativo de E107 es independiente del efecto del 

tratamiento con E2. En ausencia de E2 los siRNAs inducen una disminución en la inclusión 

de E107, disminución que se refuerza ante el tratamiento con E2. La independencia entre 

los siRNAs y el E2 también se hace evidente si se considera que siRNAs a lo largo de todo 

el intrón inducen cambios en la inclusión de E107, cosa que no se observa al evaluar la 

expresión de ESR2. Los siRNAs dirigidos contra el intrón 107 inducen cambios que, per se 

afectan la inclusión de la E107. Los cambios que no repercuten sobre el supuesto enhancer 

intrónico de ERα no afectan la expresión dependiente de E2 de ESR2. 

Si bien no evaluamos cambios a nivel de la tasa de elongación alrededor del exón 

alternativo 107 de SYNE2 ante el tratamiento con E2, la evidencia hasta aquí acumulada 

respecto a su regulación apoya nuestra hipótesis de trabajo inicial según la cual la activación 
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del enhancer de ERα intrónico, junto con todos los eventos asociados a esta activación 

(reclutamiento de co-factores, de maquinaria de la transcripción, de grandes complejos 

proteicos que intervienen en la formación de loops con otras regiones del genoma, etc) 

representa un obstáculo a la RNAPII que viene transcribiendo el gen de SYNE2. En este 

contexto, la reducción en la tasa de elongación favorecería la exclusión del exón alternativo 

107.  
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Figura R31. Células T47D fueron 
transfectadas con 25 nM de 
siControl o siRNA 5. A las 24 h 
estas fueron  hambreadas durante 
72 h y luego tratadas con vehículo 
(-E2) o E2 10 nM (+E2) por 20 h. 
El RNA fue luego extraído y los 
patrones de splicing fueron 
determinados por RT-rPCR Arriba 
se muestran geles de 
poliacrilamida revelados por 
autorradiografía representativos de 
cada tratamiento. En cada caso se 
calcula la relación entre las 
cuentas de la banda de inclusión y 
las de la banda de exclusión. Las 
barras corresponden al promedio + 
EE de tres experimentos 
independientes. Un test estadístico 
de ANOVA seguido de un test de 
tukey post hoc  fue realizado. (*) p 
<0,05, (**) p <0,01, (***) p <0,001. 
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4. DISCUSIÓN 

4.1 AGO1 en la activación transcripcional disparada por estrógenos 

La evidencia acumulada en torno a los roles nucleares de las proteínas argonauta en 

mamíferos, y en humanos en particular, dista de ser esclarecedora. Esto puede deberse en 

parte al hecho de que en humanos las AGOs fueron principalmente estudiadas en su rol 

como efectores del silenciamiento post-transcripcional mediado por RNAs pequeños de 

interferencia, fenómeno que ocurre en el citoplasma. Además, muchos estudios tendientes a 

dilucidar las funciones de AGOs a nivel de la transcripción se han sesgado hacia el análisis 

de posibles mecanismos de  silenciamiento transcripcional análogos a los descriptos en 

otras especies eucariotas. Los primeros trabajos que mostraron esta posibilidad se 

centraron en la transfección de siRNAs que inducen la formación de heterocromatina 

facultativa en las regiones blanco de forma AGO1 dependiente y de forma análoga al TGS 

ampliamente caracterizado en la levadura S. pombe (Chu et al., 2010; Morris et al., 2004; 

Riggs et al., 2006; Suzuki et al., 2008; Weinberg et al., 2006, 2007). A partir de entonces una 

intensa búsqueda de siRNAs endógenos, capaces de inducir esta respuesta transcripcional, 

se inició sin muchos frutos. Durante esta búsqueda algunos trabajos que utilizaron a células 

humanas y a la mosca D. melanogaster como sistemas experimentales demostraron que 

ciertas proteínas argonautas estarían involucradas en la regulación de la transcripción por 

otros mecanismos (Cernilogar et al., 2011; Huang et al., 2013; Moshkovich et al., 2010). En 

las células humanas se demostró que AGO1 se asocia a promotores de la transcripción 

preferentemente activos y que interacciona con la maquinaria transcripcional (Huang et al., 

2013). En D. melanogaster se demostró que AGO2 (que no es homóloga a AGO2 de 

humanos) también se asocia a regiones genómicas de transcripción activa y que es 

necesaria para la activación transcripcional de algunos genes (Cernilogar et al., 2011; 

Moshkovich et al., 2011).  

En este marco desarrollamos en el laboratorio un trabajo (previo a esta tesis) en el que 

indagamos acerca del rol nuclear de AGO1 analizando su asociación a la cromatina a nivel 

del genoma completo en células tumorales humanas de origen mamario, evitando de esta 

forma sesgos hacia el estudio del silenciamiento transcripcional. Este análisis reveló que 

AGO1 se une a enhancers transcripcionales, preferentemente cuando estos se encuentran 

activos (Allo et al., 2014). Esto concuerda con los trabajos surgidos en paralelo que 
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muestran a AGOs asociados a la activación transcripcional tanto en humanos como en D. 

melanogaster (Cernilogar et al., 2011; Huang et al., 2013; Moshkovich et al., 2011). A la luz 

de este hallazgo decidimos indagar si AGO1 está involucrada en la regulación de la 

actividad de estos enhancers y por qué mecanismos.  

En función de estos objetivos, en este trabajo de tesis demostramos que AGO1 se asocia a 

enhancers dependientes de ERα, que es necesario para la activación transcripcional de los 

genes blanco disparada por E2 y que interacciona físicamente con ERα. 

Dado que los hallazgos acá reportados son relativamente novedosos y se contraponen en 

gran medida a lo que sabemos acerca de esta familia de proteínas en los variados 

organismos en los que ésta fue estudiada, gran parte de los esfuerzos descriptos en esta 

tesis fueron realizados con el fin de demostrar de múltiples maneras, algunas más directas 

que otras, que AGO1 es un factor que interviene en la activación transcripcional disparada 

por estrógenos. Así, los resultados de numerosas estrategias experimentales tomados en 

conjunto apoyan la idea de que AGO1 está directamente involucrada en esta activación 

transcripcional. Si bien los resultados que muestran cambios en la actividad transcripcional  

de los enhancers (Figura R15) y de sus genes blanco (Figuras R13 y R14) y en el 

reclutamiento de ERα a los enhancers ante el silenciamiento de AGO1 (Figura R16) pueden 

explicarse por acción indirecta, el hecho de que AGO1 se asocie a los enhancers de forma 

E2-dependiente (Figura R11) y que este interaccione con ERα en el mismo complejo 

proteico (Figuras R19 y R20) sugieren fuertemente que AGO1 interviene directamente en 

esta regulación transcripcional.  

Resulta muy llamativa la fuerte correlación entre los perfiles de ChIP-seq de AGO1 y ERα 

(Figuras R2, R3, R4 y R8), correlación que se asemeja a la observada entre ERα y otros 

factores de transcripción. Ante la posibilidad de que el ChIP-seq de AGO1 sea en realidad el 

resultado de un artefacto experimental, validamos algunos de los clusters silenciando a 

AGO1 con siRNAs (Figura R9). Ante la observación de que el silenciamiento específico 

reduce el enriquecimiento de AGO1 en estos clusters, concluimos que estos corresponden 

al enriquecimiento bona fide de AGO1. Si bien la especificidad del anticuerpo que reconoce 

a AGO1 ya había sido verificada en el trabajo ya publicado (Alló et al., 2014), muchos 

artefactos que se observan en los ensayos ChIP-seq son intrínsecos a la técnica y a su 

análisis e independientes del anticuerpo que se utilice (Teytelman et al., 2013). Verificar que 

los clusters asociados a enhancers de ERα correspondan a enriquecimiento real de AGO1 

resulta de vital importancia dado el rol novedoso que le estamos asignando a AGO1 con 

este trabajo.  
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En los casos en los que analizamos el efecto del silenciamiento de AGO1 sobre los niveles 

de los mRNAs en condiciones sin y con la hormona esteroidea no observamos que este 

anule totalmente el efecto del E2 (Figura R13). Al analizar los niveles de los pre-mRNAs y a 

menor tiempo de tratamiento con lo hormona, sin embargo, sí observamos que el 

silenciamiento de AGO1 anula casi totalmente el efecto del E2 (Figura R14). Lo mismo se 

observa al analizar los niveles de lo eRNAs (Figura R15). Si bien la a primera observación 

podría explicarse por el hecho de que el silenciamiento de AGO1 no es total, esta última 

observación sugiere que esta puede explicarse por la vida media de los mRNAs. En esta 

línea de observación, sí resulta llamativo que ante el silenciamiento de AGO1 la reducción 

de los niveles de ERα reclutados a los enhancers de forma E2 dependiente no es total, 

sobre todo si se considera que, en las mismas condiciones experimentales, el efecto sobre 

la generación de los eRNAs es total. Esto es consistente, sin embargo, con el hecho de que 

en condiciones basales, esto es sin E2, observamos cierto enriquecimiento de ERα.  

Según nuestros resultados experimentales, los niveles de RNAPII totales en los enhancers 

de ERα no son afectados por el silenciamiento de AGO1 (Figura R17). Esto lo explicamos 

por el hecho de que el reclutamiento de la maquinaria transcripcional es uno de los 

fenómenos observados durante el marcado de los enhancers, es decir, que ésta preexiste a 

la activación por el estímulo hormonal. Si bien los análisis a nivel de genoma completo 

muestran que en promedio los niveles de RNAPII sobre los enhancers aumentan ante el 

estímulo hormonal, el análisis a nivel de loci únicos muestra que en muchos casos este 

aumento no ocurre o si lo hace, este es de baja magnitud y es sólo observable a tiempos 

muy cortos de estímulo. Siendo que AGO1 se une a los enhancers junto con ERα al 

momento de la activación hormonal (Figura R11), el hecho de que fenómenos que ocurren 

antes de esta activación no se vean afectados por su silenciamiento es consistente con la 

ausencia de cambio en el reclutamiento de RNAPII. En la misma línea de razonamiento, 

pudimos comprobar la existencia de una interacción entre un enhancer de ERα y el promotor 

de su gen blanco, un fenómeno que ocurre luego del estímulo hormonal y que se reduce 

ante el silenciamiento de AGO1 (Figura R18).  

Como dijimos al principio de la Discusión, los efectos del silenciamiento de AGO1 pueden 

explicarse por acción indirecta de AGO1. El hecho de que AGO1 y ERα interaccionen en el 

mismo complejo proteico es consistente, sin embargo, con un rol directo de AGO1 en la 

activación transcripcional. A esta evidencia hay que sumar el hecho de que AGO1 

sobreexpresado en una línea celular ER- conserva la capacidad de interaccionar con ERα, 

también sobreexpresado (Figura R19). En este punto nos resulta interesante el hecho de 

que la interacción detectada entre las proteínas endógenas en MCF7 es dependiente de E2 



 

108 

 

(Figura R20). Dado que la co-inmunoprecipitación fue analizada a partir de lisados totales, 

no podemos decir que esta observación se deba a diferencias en la localización subcelular 

de las proteínas entre los tratamientos. Dado que sabemos que ERα sufre muchas 

modificaciones post-transcripcionales ante el estímulo hormonal (Le Romancer et al., 2011) 

podemos hipotetizar que estas modificaciones afectan la interacción con AGO1 de forma 

dependiente del estímulo hormonal.  

En este punto vale la pena detenernos en el análisis de la localización subcelular de AGO1: 

en células MCF7 esta es mayoritariamente nuclear e independiente del estímulo con E2 

(Figura R12). Análisis de la localización subcelular realizados por otros (Ahlenstiel et al., 

2012; Ameyar-Zazoua et al., 2012; Gagnon et al., 2013) y por nosotros en otras líneas 

celulares (que no expresan a receptores de hormonas esteroideas) revelan que, en general, 

esta suele ser citoplasmática y nuclear en proporciones similares. Nuestro resultado sugiere 

que características propias de las células MCF7 provocan esta distribución distintiva. 

A partir de la evidencia aquí presentada y considerada en su conjunto, concluimos que 

AGO1 es un factor involucrado en la activación transcripcional disparada por estrógenos. En 

la figura D1 mostramos el modelo de marcado y activación de los enhancers dependientes 

de ERα ampliado según este hallazgo. 

 Dadas la naturaleza de las proteínas argonautas y las otras funciones con las que estas 

fueron caracterizadas a lo largo de múltiples sistemas experimentales, surgen varios 

interrogantes que discutiremos en las siguientes secciones. 

4.1.1 ¿AGO1 sólo en enhancers de ERα? 

Aun cuando se observa una fuerte correlación entre los perfiles de ChIP-seq de AGO1 y de 

ERα (Figuras R2, R3, R4 y R8), la proporción de clusters de ERα que solapan con los de 

AGO1 es relativamente baja (Figura R5). Esto puede deberse a que AGO1 interviene en un 

subconjunto de enhancers de ERα muy específico, con características ya sea de secuencia 

o de asociación de TFs muy específicas, o también puede explicarse por la sensibilidad del 

anticuerpo que reconoce a AGO1 en comparación con la del anticuerpo que reconoce a 

ERα. En este trabajo no indagamos a cerca de la primera posibilidad. Un análisis 

bioinformático que revele si existe alguna asociación preferencial de AGO1 con otro TF en 

los sitios de unión de ERα podría ponerla a prueba. No hay que perder de vista, sin 

embargo, que el ChIP-seq de AGO1 fue realizado en células mantenidas con suero normal. 

Este sirvió para plantear correlaciones generales pero no es comparable con el de ERα que 

fue realizado en células tratadas con E2.  Profundizar en un análisis comparativo no sería 



4. Discusión 

109 

 

del todo correcto. El hecho de que el ChIP-seq de AGO1 haya sido realizado en condiciones 

de suero normal tal vez explique la baja proporción de clusters de ERα que solapan con esta 

proteína. 
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Figura D1. AGO1 en la activación transcripcional disparada por estrógenos. 
A. Esquema que representa el marcado de los enhancers, en el que no 
interviene AGO1, según nuestros resultados. B. Esquema que muestra la 
activación transcripcional de los enhancers de ERα y de sus genes blanco 
ante el estímulo hormonal. Según nuestros resultados, AGO1 interacciona 
con ERα y se une a los enhancers de forma dependiente de E2 donde 
contribuye a su activación hormonal. También contribuye a la formación de 
los loops entre enhancers y los promotores de sus genes blanco y, en 
consecuencia, a su activación transcripcional. 

 

El análisis inverso, es decir de la proporción de clusters de AGO1 que solapan con los de 

ERα, parece indicar que, al menos en las condiciones ensayadas, AGO1 se asocia casi 

exclusivamente a los enhancers dependientes de ERα (Figura R5). De los clusters de 

AGO1 que se asocian a regiones enriquecidas en H3K4me1 y H3K27ac, el 69 % solapa con 

clusters de ERα. Cabe preguntarnos, sin embargo, si AGO1 se asocia a la activación de 

otros sistemas de enhancers. Podemos preguntarnos, en principio, si se asocia a enhancers 

asociados a otros receptores de hormonas esteroideas. Si bien los enhancers de PR 

solapan parcialmente con los de ER en células MCF7 (Mohammed et al., 2015), los análisis 

bioinformáticos mostrados en este trabajo muestran claramente que, al menos en las 

condiciones ensayadas, la asociación de AGO1 con sitios de unión de PR (con 
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progestágenos) depende de que estos también funcionen como sitios de unión de ER (con 

estrógenos) (Figura R2). Resulta evidente, sin embargo, que para poder establecer si AGO1 

se asocia a enhancers dependientes de otros receptores nucleares habrá que analizar su 

unión a la cromatina ante el estímulo hormonal correspondiente. El hecho de que AGO1 se 

asocie a sitios de unión de ER exclusivamente puede deberse a que las células en suero 

fetal bovino normal se asemejen más a células tratadas con estrógenos que con 

progestágenos.  

Cabe mencionar que uno de los trabajos anteriores que muestra que AGO1 se asocia a 

promotores de genes activos en células humanas fue realizado utilizando células PC3 

derivadas de un tumor de próstata y que expresan al AR y que, por lo tanto, responden a 

andrógenos (Huang et al., 2013). Si bien en este trabajo no se analiza la transcripción 

asociada a grupos de TFs en particular, cabe preguntarse si AGO1 se asocia en este 

sistema a enhancers que responden a AR en particular. El hecho de que las células PC3 no 

expresan a ERs sugiere fuertemente que la asociación de AGO1 con la transcripción 

disparada por estrógenos no es exclusiva del caso estudiado en esta tesis. 

Por otro lado, en paralelo al ChIP-seq de AGO1 realizado en MCF7, también fue realizado 

un ChIP-seq de AGO1 en células MCF10a (datos no publicados). Estas son células 

derivadas de tejido normal mamario inmortalizadas en cultivo y no expresan ERs ni PR 

mientras que sí expresan a GR. Llamativamente, en esta línea celular no se encontró 

asociación alguna de AGO1 a la cromatina (resultados no publicados). Esto favorece la idea 

que AGO1 se asocia a enhancers de ER casi exclusivamente. Vale insistir con la idea, de 

todos modos, de que para abordar la pregunta  acerca de si AGO1 se asocia a otros 

sistemas de enhancers habrá que encarar el análisis con los estímulos adecuados.  

4.1.2 ¿AGO1 y RNAs pequeños en la activación transcripcional? 

Las proteínas argonauta son las únicas caracterizadas como capaces de unir a RNAs 

pequeños, unión que determina sus blancos de acción tanto a nivel transcripcional como a 

nivel post-transcripcional. ¿El rol de AGO1 en la activación transcripcional disparada por 

estrógenos aquí descripta por primera vez depende de su unión a RNAs pequeños o está 

mediado por interacciones proteína-proteína?  

En este trabajo no evaluamos de forma directa la implicancia de RNAs pequeños en el rol de 

AGO1 en la activación transcripcional. La evidencia de que la interacción de AGO1 con ERα 

no depende de RNA (Figura R20) sugiere que, al menos en lo que a la participación 

conjunta en complejos proteicos se refiere, AGO1 no estaría mediando interacciones 
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proteína-RNA. De esta forma no estamos evaluando, sin embargo, que para la activación 

transcripcional sí se requiera de la asociación de AGO1 con RNA. Responder a este 

interrogante de forma directa requiere analizar si mutantes de AGO1, incapaces de unir a 

RNAs pequeños, conservan la capacidad de interaccionar con ERα, de unirse a los 

enhancers y de contribuir a la activación transcripcional disparada por E2.  

Se ha informado que la asociación de AGOs con RNAs pequeños es muy estable. Las 

AGOs suelen co-purificar con RNAs y es muy difícil (sino imposible) romper esta asociación 

(Elkayam et al., 2012). Si esto es así in vivo y en nuestro sistema de estudio, cabe suponer 

que AGO1 asociado a los enhancers se encuentra unido a RNAs pequeños, cosa que no 

significa que estos sean relevantes para la función de AGO1 en la activación transcripcional. 

Otra estrategia experimental que serviría para el abordaje de esta pregunta es, entonces, el 

análisis de los RNAs pequeños asociados a AGO1 y si estos cambian ante el estímulo 

hormonal. Este abordaje es complementario con el anterior.  

En ninguno de los trabajos publicados por otros laboratorios que muestran que AGOs están 

implicados en la activación transcripcional, tanto en D. melanogaster como en humanos, se 

encara la pregunta acerca de los RNAs pequeños de forma directa (Cernilogar et al., 2011; 

Huang et al., 2013; Moshkovich et al., 2011). En uno de los trabajos realizado en D. 

melanogaster detectan un aumento de la co-inmunoprecipitación de AGO2 con RNAs 

asociados a promotores ante la activación transcripcional, pero en este análisis no se 

analiza específicamente los RNAs pequeños cargados en AGO2 (Cernilogar et al., 2011). 

En otro trabajo muestran que AGO2 de D. melanogaster no se asocia a regiones genómicas 

en las que se producen siRNAs endógenos (Moshkovich et al., 2011).  

A diferencia de lo que ocurre en D. melanogaster, en mamíferos no se ha detectado la 

generación endógena de siRNAs. Cabe hipotetizar, entonces, que en la activación 

transcripcional disparada por estrógenos no intervienen RNAs pequeños asociados a AGO1 

mediando interacciones proteína-RNA.  

4.1.3 ¿Otras AGOs?  

En este trabajo nos planteamos el objetivo específico de estudiar las posibles funciones 

nucleares de AGO1 y no de las otras AGOs (AGO2-4) que se expresan en humanos. Cabe 

preguntarnos, sin embargo, si alguna de estas está involucrada, al igual que AGO1 en la 

activación transcripcional. De las cuatro AGOs que se expresan en humanos, sólo AGO2 

presenta actividad endonucleolítica (Meister, 2013), característica que la separa 

funcionalmente del resto. Se ha especulado que AGO1, AGO3 y AGO4 son parcialmente 
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redundantes, pero la evidencia que apoya esta idea es escasa, en parte porque AGO3 y 

AGO4 fueron poco estudiadas y caracterizadas.  Análisis comparativos de RNAs pequeños 

asociados a AGO1, AGO2 y AGO3 revelaron que, en general, estos se asocian 

indistintamente a una u otra proteína (Dueck et al., 2012; Morita et al., 2007), hecho 

consistente con la idea de que las AGOs serían redundantes. Ratones knock out (KO) de 

AGO2 son letales en estadíos tempranos del desarrollo mientras que los KO individuales de 

AGO1, 3 o 4 no lo son (Morita et al., 2007), cosa que sugiere que la capacidad 

endonucleolítica de AGO2 le confiere funciones particulares y el resto de las AGOs serían 

redundantes.  

En este punto se destaca el hecho de que no se ha hallado asociación al genoma de AGO2 

en células humanas. AGO2 tendría en mamíferos funciones muy especializadas al nivel 

post-transcripcional de la regulación de la expresión génica. Si AGO3 y AGO4 desempeñan 

funciones nucleares similares a las de AGO1 aquí descriptas es una pregunta que queda 

abierta.   

4.1.4 ¿TGS en humanos? 

Si bien el trabajo de esta tesis no estuvo orientado a determinar si AGO1 está involucrado 

en el silenciamiento transcripcional por mecanismos análogos los caracterizados en 

S.pombe y C.elegans, entre otros, podemos discutir la existencia de TGS en humanos en el 

marco de la evidencia aquí mostrada. 

El TGS de otras especies es desencadenado por siRNAs generados del procesamiento de 

dsRNAs que vienen de la transcripción de los mismo loci  a los que luego AGOs son 

reclutados por apareamiento perfecto entre el RNA pequeño y el RNA naciente. En la 

generación de los dsRNAs interviene una RNA polimerasa RNA-dependiente (RdRp). En 

humanos no se ha detectado la producción de siRNAs, al menos de forma abundante, cosa 

que parece necesaria para desencadenar TGS de forma persistente. Esto puede explicarse 

por dos hechos. En primer lugar, mamíferos no expresan RdRp. En D. melanogaster 

tampoco se expresan enzimas RdRp, consistentemente con el hecho de que en esta 

especie tampoco se observa el mecanismo clásico de TGS. En segundo lugar, la generación 

de dsRNAs en células humanas, ante una infección viral por ejemplo, genera una respuesta 

distinta a la de RNAi: la producción de dsRNA desencadena la respuesta innata mediada 

por interferón (Reynolds et al., 2006). La inactivación de la vía de interferón tipo I demuestra 

que el mecanismo RNAi mediado por dsRNA existe en células de mamífero y que se 

encuentra enmascarado por ser los dsRNAs sustrato de otra vía antiviral (Maillard et al., 
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2016). En un razonamiento análogo a este, podemos pensar que la transfección de siRNAs 

evita la respuesta de interferón y puede desencadenar mecanismos de TGS. El hecho de 

que también se ha reportado que la transfección de células humanas con siRNAs de 

secuencia complementaria a promotores puede desencadenar la activación de la 

transcripción (Chu et al., 2010; Janowski et al., 2007; Li et al., 2016, 2006) nos permite 

hipotetizar que ambos mecanismos pueden coexistir (TGS y activación de la transcripción) y 

que el que se desencadene uno u otro va a depender de las regiones a las que se dirija a 

AGOs mediante los siRNAs exógenos.  

 

4.2  AGO1 en la regulación del splicing alternativo 

Nuestro laboratorio se interesa por estudiar mecanismos de regulación del splicing 

alternativo. Una de las motivaciones principales a la hora de encarar el estudio de los roles 

de AGO1 en el núcleo de células humanas fue tratar de dilucidar posibles mecanismos de 

regulación del splicing alternativo por cambios en la estructura de la cromatina a nivel 

intragénico.  

Si bien nuestro análisis no estuvo sesgado a determinar si AGO1 está involucrado en 

mecanismos de TGS en células humanas es evidente que, a partir del trabajo publicado por 

Alló et al., (2009), que demuestra que siRNAs exógenos afectan patrones de splicing 

alternativo al inducir la formación de heterocromatina a nivel intragénico, esto era lo que 

esperábamos encontrar. Esperábamos reproducir el mismo modelo de regulación pero esta 

vez desencadenado por siRNAs endógenos.  

Dado nuestro interés, decidimos estudiar si AGO1 está también involucrado en la regulación 

del splicing alternativo al regular la actividad de enhancers intragénicos.  

En este punto nos remitiremos a los orígenes de este trabajo. Comenzamos con el estudio 

de AGO1 en la regulación del splicing alternativo del exón cassette alternativo 107 del gen 

de SYNE2 (E107-SYNE2) a partir de los primeros análisis exploratorios del ChIP-seq de 

AGO1 que revelaron que este se encuentra enriquecido en el intrón 107 y que su 

silenciamiento favorece la excusión del exón alternativo (Allo et al., 2014). Más tarde, 

cuando los análisis bioinformáticos tomaron forma, hallamos que la región intrónica también 

se encuentra enriquecida en ERα (Figura R21). Decidimos estudiar la regulación del splicing 

alternativo de E107-SYNE2 tanto en función de AGO1 como del estímulo hormonal. 
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En los análisis posteriores del ChIP-seq en los que se aplicaron umbrales más estrictos en 

la determinación de regiones enriquecidas en AGO1, el cluster del intrón 107 del gen de 

SYNE2  no resultó ser significativo. Como dijimos al comienzo de la discusión, creemos que 

esto puede deberse a una baja sensibilidad del ChIP-seq de AGO1, en comparación con el 

de ERα. A pesar de esto decidimos continuar con el análisis puntual de este evento de 

splicing alternativo.  

Planteamos la hipótesis según la cual en el intrón río abajo del exón alternativo 107 de 

SYNE2 existe un enhancer transcripcional dependiente de ERα que regula la actividad de 

otro gen y que la activación dependiente de AGO1 de dicho enhancer ante el estímulo 

hormonal repercute sobre el patrón de splicing de E107. Los experimentos planteados en 

esta tesis fueron diseñados tendientes a corroborar o a refutar esta hipótesis.  

De forma consistente con nuestra hipótesis, hallamos que el tratamiento con E2 favorece la 

exclusión del exón alternativo (Figura R25) y que el silenciamiento de AGO1 revierte este 

efecto (Figura R26). 

Si bien análisis de interacciones de largo alance mediadas por ERα reportan que la región 

intrónica interactúa con el gen ERS2, situado río abajo del de SYNE2, debemos determinar 

si efectivamente esta región intrónica, que caracterizamos como enhancer,  está involucrada 

en la regulación de su expresión de forma E2 dependiente. Determinamos, en primer lugar, 

que los niveles de mRNA del gen de ESR2 aumentan ante el tratamiento con E2 (Figura 

R27). Para determinar la relevancia de la región intrónica de SYNE2 en esta regulación 

debemos de alguna manera afectarla de forma específica. Decidimos utilizar la estrategia de 

transfectar siRNAs de secuencia complementaria a regiones a lo largo del intrón 107 de 

SYNE2 y evaluar los niveles del mRNA de ESR2 (Figuras R28 y R29). Si bien no 

analizamos en este caso en particular el efecto de los siRNAs en relación, por ejemplo, a la 

deposición de marcas de histonas, suponemos que de alguna manera estamos afectando 

eventos que ocurren sobre el intrón. En concordancia con esto observamos que algunos de 

los siRNAs afectan el patrón de splicing de E107-SYNE2 y que uno en particular, el centrado 

en el cluster de ERα, también afecta la activación transcripcional disparada por E2 de ESR2. 

Los siRNAs afectan el patrón de splicing de E107-SYNE2 en el mismo sentido que el 

tratamiento con E2 y ambos tratamientos parecen actuar de forma aditiva (Figuras R30 y 

R31). Sin embargo, dado que desconocemos el mecanismo de acción de los siRNAs en 

este caso específico no podemos extraer demasiadas conclusiones de esta observación. E2 

dependiente de E2.  
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Si bien en estos experimentos no estamos evaluando cambios directos (deposición de 

marcas de histonas, reclutamiento de factores, etc.) sobre el intrón río abajo de E107-

SYNE2, los resultados obtenidos son consistentes con la hipótesis planteada.  

De nuestra hipótesis de trabajo se desprenden dos modelos alternativos pero no 

excluyentes que permitirían explicar la regulación del splicing de E107-SYNE2 por 

estrógenos y AGO1 (Figura D2). En el primer modelo planteado, los eventos que ocurren en 

el enhancer intrónico durante la activación transcripcional disparada por E2 y dependiente 

de AGO1 alteran de forma local la tasa de elongación de la RNAPII que viene transcribiendo 

desde el TSS de SYNE2. Experimentos realizados con el fin de determinar por diferentes 

estrategias si la inclusión de E107-SYNE2 responde a cambios en la tasa de elongación de 

la RNAPII revelaron que efectivamente, una disminución en la tasa de elongación favorece 

la inclusión de exón alternativo (Figuras R23 y R24). Si bien en este punto sólo estamos 

planteando una correlación, este hallazgo es consistente con el hecho de que la activación 

del enhancer intrónico provoca una disminución en la tasa de elongación de la RNAPII que 

viene transcribiendo que a su vez provoca una disminución en la inclusión del exón 

alternativo (Figura D2.A). Vale aclarar que se han descripto mecanismos por los que la tasa 

de elongación de la RNAPII puede favorecer tanto la inclusión como la exclusión de exones 

alternativos (Dujardin et al., 2014). No nos sorprende que en este caso una baja tasa de 

elongación favorezca una disminución en la inclusión de exón alternativo.  

En un modelo alternativo, la activación del enhancer intrónico favorecería el reclutamiento, 

por parte de la maquinaría transcripcional y de TFs, de factores adicionales de splicing que 

favorezcan la exclusión de E107-SYNE2. Como dijimos en la introducción, la composición 

de la maquinaria transcripcional a nivel del promotor de un gen puede repercutir sobre las 

decisiones de splicing alternativo río abajo. No debemos ir muy lejos para encontrar 

ejemplos de esto: minigenes reporteros de splicing alternativo bajo el control de promotores 

que responden a ERα sufren cambios en sus patrones de splicing de forma hormono-

dependiente. Numerosos co-reguladores asociados a receptores nucleares además 

presentan actividad como reguladores del splicing (Dowhan et al., 2005). Podemos 

especular acerca de una intercambio de factores entre la maquinaria transcripcional 

reclutada al enhancer intrónico y regiones regulatorias del splicing de E107-SYNE2 (Figura 

D2.B).  
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Figura D2. Modelos propuestos para explicar la regulación del splicing 
alternativo de E107-SYNE2 por estrógenos y AGO1. A. Los eventos que 
ocurren durante la activación ante el estímulo hormonal de un enhancer de ERα 
(línea verde) situado en el intrón río abajo del exón 107 (línea roja) desencadena 
cambios en la tasa de elongación local de la RNAPII que viene transcribiendo el 
gen de SYNE2. Proponemos, en particular, que la activación del enhancer provoca 
la disminución en su tasa de elongación y de esta forma favorece la exclusión del 
exón alternativo. B. En un modelo alternativo, la activación del enhancer favorece 
el reclutamiento de un factor de splicing (SF) que favorece la exclusión del exón 
alternativo. 

 

4.2.1  ¿Regulación del splicing por enhancers transcripcionales intragénicos? 

Independientemente de la función de AGO1 en la activación transcripcional y en la 

regulación del splicing alternativo, creemos que la hipótesis según la cual la activación de 

enhancers intragénicos repercute sobre las decisiones de splicing de eventos cercanos 

merece, de por sí, especial atención. En este trabajo planteamos esta hipótesis a partir del 

análisis de un evento puntual pero resulta interesante en principio la posibilidad de 

extenderlo a otros eventos de splicing (de mayor relevancia fisiológica) y a otros sistemas de 

enhancers.  



 

    

 

5. CONCLUSIONES 

 

5.1 AGO1 en la activación transcripcional disparada por estrógeno 

 Los sitios de unión de AGO1 a la cromatina de las células mamarias humanas MCF7 

se encuentran enriquecidos en motivos de unión al DNA del receptor de estrógenos.  

 Una gran proporción de los sitios de unión de AGO1 a la cromatina de las células 

MCF7 solapan con los de ERα, existiendo una alta correlación entre los perfiles de 

unión de ambas proteínas. 

 Existe una correlación positiva entre la unión de AGO1 a los enhancers de ERα y su 

nivel de activación ante el estímulo con estradiol. 

 La unión de AGO1 a los enhancers de ERα depende del estímulo con estradiol. 

 AGO1 es necesario para la activación transcripcional dependiente de estradiol de los 

genes blanco de los enhancers de ERα. 

 AGO1 es necesario para la transcripción de los RNAs de los enhancers (eRNAs) de 

ERα de forma dependiente de estradiol. 

 El reclutamiento de ERα a los enhancers ante el estímulo con estradiol depende de 

AGO1.  

 La frecuencia de interacción de largo alcance entre un enhancer de ERα y el 

promotor del gen blanco depende de AGO1. 

 AGO1 y ERα interaccionan físicamente entre sí de forma dependiente de estradiol e 

independiente de RNA.  

 

5.2 AGO1 en la regulación del splicing alternativo  

 En el intrón río abajo del exón cassette alternativo 107 del gen de SYNE2 se 

identifica en células mamarias un enhancer de ERα.  
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 El patrón de splicing del exón 107 de SYNE2 depende de la tasa de elongación de la 

RNAPII: una baja tasa de elongación favorece la exclusión del exón alternativo.  

 El estímulo con estradiol favorece una mayor exclusión del exón 107 de SYNE2 de 

forma dependiente de AGO1. 

 El enhancer de ERα del intrón 107 de SYNE2 controla la expresión de otro gen 

cercano: la transfección de siRNAs contra este elemento afecta la expresión 

estradiol-dependiente de dicho gen así como el patrón de splicing del exón 107. 

 

 

 



 

    

 

6. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.1 Análisis bioinformáticos 

6.1.1 Análisis de los datos de ChIP-seq 

Este análisis fue realizado tanto con los datos propios de ChIP-seq de AGO1 como con los 

tomados de la literatura. Los datos crudos públicos fueron obtenidos del Sequence Read 

Archive (SRA) y procesados de la siguiente manera. Las secuencias de las lecturas fueron 

alineadas al genoma humano (hg19) usando Bowtie v1.0.0 (Langmead et al., 2009). Solo las 

secuencias alineadas unívocamente a una única región del genoma, con una base 

desapareada como máximo de tolerancia, fueron retenidas. El procesamiento posterior de 

los datos consistió en la extensión in silico de las lecturas y en la normalización de la señal 

según lecturas por millón mapeadas. Las lecturas fueron extendidas hasta un largo igual a la 

estimación de MACS (Model Based Analysis for  ChIP-seq, [Zhang et al., 2008]. Para la 

normalización de la señal, el número de lecturas mapeadas sobre cada base del genoma 

fue calculada usando el comando genomeCoverageBed de BedTools (Quinlan y Hall, 2010). 

Los datos procesados fueron visualizado en el UCSC genome browser (Kent et al., 2002). 

Los sitios enriquecidos en TFs fueron identificados usando MACS v1.4.0beta (Zhang et al., 

2008) con los parámetros definidos por defecto y un p-valor de 1X10-5. Para definir el ruido, 

los datos provenientes de la secuenciación del DNA input fueron utilizados. Para la 

identificación de regiones enriquecidas en H3K27ac y H3K4me1, SICER v1.03 (Zang et al., 

2009) fue utilizado con los parámetros definidos por defecto pero cambiando lo siguiente: 

tamaños de ventana de 100 pb, tamaño de brechas de 800 pb (para islas de H3K4me1) o de 

200 pb (para islas de H3K27ac). Los tamaños de los fragmentos fueron estimados usando 

MACS como se dijo arriba. Las regiones enriquecidas en H3K4me1 y H3K27ac fueron 

anotadas con una tasa de descubrimiento falso menor a 0,001 (FDR<0,001). En el caso de 

las muestras en las que duplicados se encuentran disponibles, los clusters o islas 

encontradas en las dos réplicas fueron retenidos. Se consideró que dos clusters solapan 

cuando comparten al menos una base.  
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6.1.2 Definición de enhancers 

Los enhancers que se activan en células MCF7 ante el tratamiento con E2 fueron definidos 

como regiones enriquecidas en H3K27ac que solapan con islas de H3K4me1. Se excluyeron 

las regiones correspondientes a promotores anotados en la base de datos de UCSC 

(definiendo a promotores como las regiones 2 Kb río arriba y 1 Kb río abajo de TSS 

anotados). 

6.1.3 Análisis de correlación entre muestras de ChIP-seq 

Para calcular la correlación entre las señales de ChIP-seq de AGO1 y de diferentes TFs, se 

procedió de la siguiente manera: el genoma fue dividido en segmentos de 1 Kb y el número 

de lecturas en cada segmento fue calculado y normalizado usando R (R Development Core 

Team, 2013). Para reducir el ruido de la correlación los segmentos cuyos valores caen 

debajo del cuantil del 5 fueron excluidos del análisis. 

6.1.4 Gráficos de perfiles de ChIP-promedio  

Para computar estos gráficos, las regiones de interés fueron divididas en segmentos de 100 

bp. Utilizando los datos de ChIP-seq en formato bedfile, la señal de los diferentes TFs o 

marcas de histonas fue calculada para cada uno de los segmentos utilizando el comando 

coverageBed de BedTools (Quinlan y Hall, 2010). Para la normalización de los resultados 

obtenidos, segmentos de 100 pb fueron definidos a lo largo de los clusters obtenidos en 

cada muestra de TF y la señal del mismo TF fue calculada en cada uno de estos 

segmentos. El cuantil del 95 % obtenido de los clusters segmentados de cada muestra fue 

usado para ajustar los valores de cada segmento de cada set de datos.  

6.1.5 Análisis de motivos de DNA 

La búsqueda de novo de motivos enriquecidos en los clusters de AGO1 fue realizada con 

HOMER (Heinz et al., 2010), utilizando ventanas de 200 pb alrededor de los centros de los 

clusters de AGO1 y definiendo el largo de los motivos en 8, 10 y 12 pb. Los resultados 

obtenidos a partir de considerar motivos de distintos largos fueron curados a mano para 

eliminar motivos redundantes. Los motivos obtenidos con un mayor score, clasificados 

según el p-value, son mostrados. Motivos de unión al DNA conocidos para otras proteínas 

fueron asociados a los encontrados de novo cuando el score de HOMER es 0,7 o mayor.  
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6.2 Vectores plasmídicos utilizados 

Los siguientes vectores utilizados en este trabajo fueron descriptos previamente:  

- pIRESneo-FLAG/HA-Ago1 fue provisto por Thomas Tushl (Addgene # 10820, 

[Meister et al., 2004]): es un vector de expresión de AGO1 fusionado a los tags FLAG 

y HA en el extremo N-terminal bajo el control del promotor constitutivo CMV. 

- el vector pSG1-HEGO (Tora et al., 1989): es un vector de expresión de ERα bajo el 

control del promotor constitutivo de SV40.  

- el vector pGL3-(ERE)x3 fue provisto por Laura Corbo  del Centro de Investigación de 

Cáncer de Lyon (Prévôt et al., 2001): es un reportero de la activación transcripcional 

dependiente de estrógenos y fue utilizado para poner a punto el tratamiento de las 

células MCF7 y T47D con E2. Consiste básicamente en el gen de luciferasa bajo el 

control de un promotor mínimo y 3 elementos de respuesta a estrógenos (ERE). 

6.2.1   Minigén reportero de splicing alternativo 

Los minigenes reporteros de splicing alternativo y de expresión inducible se utilizan en los 

casos en los que se desea sobreexpresar una proteína y evaluar sus efectos sobre el patrón 

de splicing. De esta forma, la eficiencia de transfección no es crítica para que los efectos 

sean observables. También se utilizan en el caso de evaluar el efecto de tratamientos con 

drogas que no pueden prolongarse en el tiempo por su toxicidad. En este último caso, la 

utilización de minigenes de expresión inducible nos permite independizarnos de la vida 

media de los mRNAs. 

Los minigenes reprimibles por tetraciclina usados en este trabajo poseen un promotor 

mínimo de hCMV, silencioso en ausencia de transactivadores, y siete operadores tetO 

clonados río arriba. El plásmido pUHD 15.1 codifica una proteína de fusión entre el represor 

tetR que se une a los operadores tetO en ausencia de tetraciclina, y el transactivador viral 

VP16 que produce una estimulación directa del promotor mínimo (Figura M1) (Gossen y 

Bujard, 1992).  

El minigén reportero del splicing alternativo del exón 107 de SYNE2 (pUHC-E107-SYNE2) 

incluye al exón cassette alternativo, los intrones flanqueantes y parte de los exones 

flanqueantes (Figura R24.A).  Este fragmento del gen de SYNE2 se inserta en el exón del 

exón 3 del gen de α-globina, todo bajo el control del promotor reprimible por tetraciclina.  
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Figura M1. Sistema TET-off. El plásmido pUHD 15.1 codifica la proteína de fusión 
tTA-VP16 bajo un promotor constitutivo. En presencia de tetraciclina (TET), tTA-
VP16 no puede unirse a los operadores tetO en el plásmido derivado de pUHC 
13.3, y no se activa el promotor mínimo (arriba). En ausencia de tetraciclina, tTA-
VP16 es reclutada a los operadores tetO activando el promotor (abajo). 

 

El minigén pUHC-E107-SYNE2 fue construido a partir del minigén pUHC EDI que ha sido 

descripto previamente (de la Mata y Kornblihtt, 2006). Brevemente, el fragmento reportero 

de luciferasa del plásmido pUHC 13.3 fue removido con la enzima de restricción XbaI y 

reemplazado por el fragmento BssHII-PvuII de 3910pb de pSVEDA Tot (Caputi et al., 1994).  

Este presenta un fragmento del gen de fibronectina humana que incluye al exón alternativo 

EDI.  El sitio de restricción BstEII fue reconstituido río arriba del inserto de fibronectina por 

mutagénesis dirigida. El fragmento correspondiente al inserto de fibronectina fue removido 

entonces con la enzima de restricción BstEII y reemplazado por el de SYNE2 de 2038 pb. 

Este último fue amplificado a partir de DNA genómico utilizando oligonucleótidos iniciadores 

que poseen el sitio de corte de la enzima  BstEII en sus extremos 3'. Las secuencias de los 

iniciadores utilizados son: TTTGGTGACCCCGTCATCTCCTCAGTCCCTG (directo) y 

TTTGGTCACCGTCACCTTCCATTTGCTTGTAG (reverso).  

6.2.2 Vectores de expresión de RNA polimerasa II salvaje y mutante 

El plásmido pAT7h1 codifica el cDNA de la subunidad mayor de Pol II humana Rpb1 salvaje 

o wild type sensible a la α-amanitina (WT S); el plásmido pAT7h1αAmr codifica una variante 

de Rpb1 con la mutación N792D que le confiere resistencia a la α-amanitina (WT R) (Van 

Nguyen et al., 1996). El plásmido pAT7h1αAm r R749H (de la Mata et al., 2003) codifica 

una Rpb1 humana mutante que además de la sustitución N792D posee la sustitución 

R749H, equivalente a la sustitución R741H de la polimerasa mutante C4 de D. 

melanogaster, de baja tasa de elongación (Coulter y Greenleaf, 1985). 

6.2.3 Preparación de plásmidos 

Transformación de bacterias 
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La cepa DH5α de Escherichia Coli fue utilizada para generar bacterias competentes según 

el protocolo descripto por Inoue et al. (1990). A partir de este protocolo se obtienen bacterias 

con una eficiencia de transformación de entre 1X106 y 1X107 UFC/ μg de DNA plasmídico. 

Alternativamente, en los casos en los que requerimos una mayor eficiencia de 

transformación, generamos bacterias electrocompetentes que fueron transformadas por 

electroporación (según el protocolo provisto por el electroporador MicroPulser de Bio-Rad).  

Preparación de plásmidos a pequeña escala 

Esta técnica se utiliza para producir una cantidad pequeña de plásmido a partir de un cultivo 

bacteriano de 3 ml con el objetivo de verificar mediante digestiones por restricción o 

secuenciación la identidad de los diferentes clones plasmídicos generados. Brevemente, se 

realiza una lisis alcalina seguida de renaturalización del DNA plasmídico, extracción con 

fenol (pH 8)- cloroformo  y precipitación con etanol. Ésta técnica es conocida y utilizada en 

cualquier laboratorio de biología molecular, por lo que no se especifican los detalles. Para 

obtener preparaciones más limpias, sin endotoxinas bacterianas, y aptas para la 

transfección de células humanas, el PureLink® Quick Plasmid Miniprep kit de Invitrogen, que 

utiliza columnas de intercambio aniónico, fue utilizado siguiendo las instrucciones del 

fabricante.  

Preparación de plásmidos a mediana y gran escala 

Para obtener una mayor concentración y masa de DNA plasmídico los kits NucleoBond® 

Xtra Midi y NucleoBond® Xtra Maxi, que permiten recuperar 400 μg y 1000 μg de plásmido 

respectivamente, fueron utilizados según las instrucciones del fabricante.  

Control de calidad y cuantificación de DNA plasmídico 

Para verificar la calidad del DNA plasmídico purificado por cualquiera de los métodos 

anteriores una alícuota fue corrida en una electroforesis en gel de agarosa 1% p/v. En 

paralelo, y en la medida de lo posible, se corren otras alícuotas digeridas con enzimas de 

restricción que generen fragmentos de tamaño conocido. 

Para la cuantificación el Nanodrop 2000 (Termo Scientific) fue utilizado. Este es un 

espectrofotómetro que mide la absorbancia de la muestra en el rango de emisión de luz de 

190-840 nm. A partir de la absorbancia a 260 nm, este calcula la concentración de DNA o 

RNA. Calcula además el grado de pureza en relación a proteínas (según la relación de las 

absorbancias a 260/280) y en relación a otros contaminantes como fenol o sales (según la 

relación de absorbancias a 260/230).  La ventaja de este equipo es el hecho de que requiere 

tan sólo de 1 μl de muestra sin el uso de reactivos adicionales. Para realizar una 
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cuantificación más precisa del DNA purificado el reactivo Quant-iT dsDNA BR (Invitrogen), 

basado en fluorometría, fue utilizado junto con el lector Qubit (Invitrogen). Este reactivo 

permite cuantificar el DNA específicamente, evitando que el RNA contaminante influya en 

dicha cuantificación.  

Preparación de cromosomas artificiales de bacterias (BACs) 

Los BACs fueron adquiridos ya transformados en bacterias E.Coli. Utilizamos el kit 

PureLink® HiPure Plasmid Maxiprep de Invitrogen siguiendo un protocolo adaptado para la 

extracción de BACs. Como control de calidad de la extracción, los BACs fueron digeridos 

con una enzima de restricción de corte poco frecuente y corridos en un gel de agarosa 0,8 5 

(p/v). Un perfil de bandas discretas debe observarse.  

6.3 Cultivo, transfección y tratamiento de células humanas 

6.3.1 Cultivo de células humanas 

Las células MCF7 son células epiteliales de adenocarcinoma de glándula mamaria humana 

(ver http://www.atcc.org para más información) que expresan al receptor de estrógenos, al 

de progesterona y al de glucocorticoides. Son células adherentes y se mantienen 

cultivándolas en placas de 10 cm de diámetro con medio de cultivo DMEM/F12 (Gibco) sin 

rojo fenol con alta glucosa y piruvato suplementado con 10% de suero fetal bovino y 

antibióticos (100 U/ml final de penicilina y 100  μg/ml final de estreptomicina).  

Las células T47D son células epiteliales derivadas de un carcinoma ductal de glándula 

mamaria humana (ver http://www.atcc.org para más información) que también expresan al 

receptor de estrógenos, al de progesterona y al de glucocorticoides. Son células adherentes 

que también  se mantienen cultivándolas en placas de 10 cm de diámetro con medio de 

cultivo DMEM/F12 (Gibco) sin rojo fenol y suplementado con 10% de suero fetal bovino y 

antibióticos 100 U/ml final de penicilina y 100  μg/ml final de estreptomicina).  

Las células HCT116 son células epiteliales de carcinoma colonorectal humano (ver 

http://www.atcc.org para más información). Son adherentes y  se mantienen cultivándolas en 

placas de 10 cm de diámetro con medio de cultivo DMEM (Gibco) con alta glucosa y alto 

piruvato suplementado con 10% de suero fetal bovino y antibióticos (100 U/ml final de 

penicilina y 100  μg/ml final de estreptomicina).  

Las células HEK293 son células epiteliales de riñón embrionario humano  (ver 

https://www.atcc.org para más información). Son adherentes y  se mantienen cultivándolas 
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en placas de 10 cm de diámetro con medio de cultivo DMEM (Gibco) con alta glucosa y alto 

piruvato suplementado con 10% de suero fetal bovino y antibióticos (100 U/ml final de 

penicilina y 100  μg/ml final de estreptomicina).  

Para el mantenimiento de las líneas celulares seguimos el siguiente protocolo: antes de que 

las células alcancen la confluencia total, se aspira el medio de cultivo y se coloca 1 ml de 

tripsina 2,5 % p/v. Luego de incubar a 37°C unos dos o tres minutos, se detiene la reacción 

con 9 ml de medio completo, se re-plaquea entre 1/2 y 1/8 del volumen a una nueva placa 

de plástico de 10 cm y se lleva a 10 ml de volumen final con medio completo. Las células 

son congeladas en N2 líquido y descongeladas siguiendo protocolos convencionales. Para 

los experimentos y transfecciones se plaquean, típicamente, 200000 a 400000 células en 

una placa de 3,5 cm. Este número puede variar entre líneas celulares y entre experimentos.  

6.3.2 Transfección de células humanas en cultivo 

Transfección con DNA 

Las células HEK293, HCT116, T47D y MCF7 fueron transfectadas con Lipofectamine 

(Invitrogen) siguiendo las indicaciones del fabricante. Las células fueron plaqueadas en 

placas de plástico de 6 pocillos (cada pocillo tiene un diámetro aproximado de 3,5 cm) el día 

anterior a realizar la transfección. La cantidad de plásmido total transfectado fue ajustado a 

2 μg para una cantidad de 6 μL de lipofectamina. Brevemente, el protocolo de transfección 

con lipofectamina que utilizamos en nuestro laboratorio es el siguiente: 

− Se coloca 2 μg totales de DNA plasmídico en un tubo eppendorf que contiene 100 μl de 

DMEM solo (sin suero ni antibióticos). 

− Se coloca 4 μl de lipofectamina en un tubo polipropileno de 5 ml con tapa que contiene 

100 μl de DMEM solo (sin suero ni antibióticos). 

− Se transfiere el contenido del tubo eppendorf al tubo con lipofectamina. 

− Se incuba 30 minutos para que se formen los complejos entre el policatión y el DNA. 

− Se lavan las células a transfectar con PBS 1X para eliminar trazas de suero y antibióticos 

que inhiban la transfección, y se dejan en 800 μl de DMEM solo (sin suero ni antibióticos). 

− Se agregan por goteo 200 μl de los complejos en cada pocillo 

− Se dejan las células en el incubador durante 4 a 6 h aproximadamente para que la 

transfección ocurra. 



  

126 

 

− Luego se aspira el medio para eliminar la lipofectamina, que de lo contrario tiene efectos 

tóxicos a largo plazo, y se agrega 2 ml de medio completo por pocillo. 

Transfección con RNA 

Células MCF7 y T47D fueron transfectadas con siRNAs utilizando Lipofectamine 2000 

(Invitrogen) en medio Optimem (Invitrogen), según las instrucciones del fabricante. Para 

estas células, 6 ul de  Lipofectamine 2000 fue utilizado por cada pocillo de una placa de 6 

pocillos (cada uno de 3,5 cm de diámetro aproximadamente) junto con una concentración 

final de 25 nM de siRNA. El procedimiento es el mismo que el detallado para la transfección 

con DNA exceptuando el hecho de que el volumen final de medio de transfección es de 2 

ml. Al día siguiente de la transfección el medio es cambiado a medio completo o medio de 

hambreo según el caso, y típicamente se dejan las células entre 72 y 96 h post-transfección 

antes de cosecharlas. 

6.3.3 Tratamientos de células 

Tratamiento de las células MCF7 y T47D con β-estradiol 

A las 24 h del plaqueo de las células o de su transfección se procede a la remoción del 

medio de cultivo de toda hormona esteroidea y del indicador de pH rojo fenol que interfiere 

con la vía de señalización del estradiol. Llamamos a este proceso hambreo de las células. 

Para esto el medio en el que las células fueron plaqueadas es removido y estas son lavadas 

con PBS tres veces, agitando suavemente cada vez. Se agrega medio DMEM/F12 (Gibco) 

sin rojo fenol y suplementado con suero fetal bovino charcoal-stripped 2% (v/v). Luego de 72 

h, se remueve este medio y se agrega el mismo medio fresco sin suero con E2 10 nM en 

etanol o el volumen equivalente de etanol. Se deja incubar el tiempo indicado en cada 

experimento en particular.  

Soluciones utilizadas 

- PBS 10X: 80 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 g Na 2 HPO 4 , 2,4 g KH 2 PO 4, H 2 O c.s.p. 1 litro 

- Suero fetal bovino charcoal-stripped: 25 g de carbón activado se incuba con 2,5 g de 

dextrano en solución TRIS 0,01 M pH 7,4 a 4°C durante la noche con agitación. Al día 

siguiente 10 ml de esta suspensión es centrifugada durante 10 minutos a 10000 g y el 

sobrenadante es descartado. 50 ml de suero fetal bovino es agregado sobre el carbón-

dextrano e incubado durante 30 minutos a 56°C invirtiendo el tubo cada 5 minutos. La 

suspensión es centrifugada durante 10 minutos a 10000 g. El sobrenadante es centrifugado 

dos veces más y es filtrado utilizando un filtro de poros de 0,45 μm para remover el carbón 
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dextrano remanente. El suero resultante es esterilizado por filtrado a través de un filtro de 

poros de 0,22 μm.  

- E2 (Sigma E8875): una solución madre de concentración 10-2 M en etanol fue preparada. A 

partir de esta, una dilución de concentración 10-5  M fue preparada. Esta solución se 

encuentra a una concentración 1000x con respecto a la concentración final de 10 nM usada 

en los experimentos.  

Ensayo de luciferasa 

El protocolo de hambreo y tratamiento con E2 fue puesto a punto transfectando a las células 

con el vector reportero de la actividad de ERα, pGL3-(ERE)x3. Las células MCF7 o T47D 

fueron plaqueadas en placas de 12 pocillos (con 2X105 células por pocillo). Luego de 24 h 

fueron transfectadas y hambreadas. Las células fueron cosechadas y la actividad de 

luciferasa fue medida utilizando el kit Luciferase Assay System (Promega). Brevemente, las 

células fueron lavaron con PBS y luego fueron lisadas en 100 μl del reporter lysis buffer 

(Promega). Luego de una centrifugación de 5 min a 12.000 g, 30 μl del sobrenadante fueron 

mezclados con 70 μl del luciferase assay buffer II (Promega) y la actividad de luciferasa fue 

medida en un luminómetro (Glomax Luminometer Promega). En paralelo, las proteínas 

totales de los lisados fueron cuantificadas utilizando el Pierce BCA Assay Kit siguiendo las 

instrucciones del fabricante. La figura M2 muestra un resultado representativo de este 

ensayo realizado partiendo de células tratadas con concentraciones de E2, 10 y 100 nM.  
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Figura M2. Células MCF7 y T47D fueron transfectadas con el vector pGL3-
(ERE)x3, reportero de la activación transcripcional disparada por estradiol. A las 
24 h las células fueron hambreadas durante 72 h y tratadas con vehículo (-E2) o 
estradiol (+E2) en las concentraciones indicadas. Las células fueron lisadas y la 
actividad de luciferasa fue analizada. Las proteínas totales de cada muestra fueron 
cuantificadas para la normalización.  
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Para determinar el tiempo mínimo de tratamiento con E2 para analizar los niveles de 

mRNAs cuya transcripción se induce con el tratamiento hormonal, realizamos a su vez, 

curvas de tiempo de tratamiento con E2 y analizamos los niveles de mRNAs (según la 

sección 6.7). En la figura M3 mostramos un resultado representativo de esta puesta a 

punto. A partir de estos análisis decidimos analizar los niveles de mRNAs a las 8 h de 

iniciado el tratamiento con E2.  
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Figura M3. Cuantificación de los mRNAs indicados por RT-qPCR (según se indica 
en la sección 6. 7) a partir de muestras de células MCF7 hambreadas durante 72 h 
tratadas con vehículo (- E2) o con estradiol 10 nM (+E2) durante los tiempos 
indicados. Los puntos corresponden al promedio + SE de tres réplicas. Se muestra 
el resultado de un experimento exploratorio.   

 

Tratamientos con inhibidores farmacológicos 

- Tricostatina A (TSA, Sigma T8552): 24 h luego de que las células T47D fueron 

plaqueadas, medio fresco con TSA (stock 5 mg/ml en etanol)  en una concentración 

de 200 ng/ml fue agregado durante 24 h. Para el control del tratamiento etanol 

absoluto fue utilizado. 

- Camptotecina (CPT, Sigma C9911): células HCT116 fueron transfectadas con 

pUHC-E107-SYNE y el vector de expresión transactivador correspondiente. Las 

células fueron mantenidas con tetraciclina durante 24-48 h. Medio fresco con CPT 

(stock 20 nM en DMSO) en una concentración de 1 μM fue agregado luego durante 

4-6 h.  
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6.4 Ensayo de inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP) 

El ensayo de ChIP fue utilizado para analizar la unión de las proteínas de interés a sitios del 

genoma de células MCF7. Brevemente, este ensayo consiste en la generación de 

entrecruzamientos o crosslinking entre las proteínas y el DNA mediante la incubación con 

formaldehído. Según el protocolo aquí utilizado, se realizan dos lisis secuenciales: una 

suave, que permite el enriquecimiento en núcleos, y una fuerte que rompe estos núcleos. De 

esta forma se obtiene un extracto enriquecido en material nuclear. Se procede luego a la 

fragmentación del DNA mediante sonicación, puesta a punto con el fin de obtener 

fragmentos de entre 200 y 500 pb. Se realiza luego la inmunoprecipitación y el análisis del 

DNA inmunoprecipitado mediante PCR cuantitativa. 

A continuación se presenta el protocolo en detalle: 

Entrecruzamiento y lisis 

- Se parte de 20 a 10 millones de células MCF7 (4 placas de 10 cm confluentes).  

- Se lava cada placa una vez en PBS 1X y se agregan 6 ml de la solución de 

entrecruzamiento 1x (solución de entrecruzamiento 10 X diluida en PBS 1X). Se incuba 15 

minutos a temperatura ambiente.  

- Se agregan 400 μl de solución STOP de a gotas a cada placa. Se incuba 5 minutos a 

temperatura ambiente agitando cada tanto.  

- Se aspira el medio y se colocan las placas en hielo. De acá en adelante se trabaja en hielo 

y con soluciones frías. 

- Se lava cada placa dos veces con 5 ml de PBS frío y se agrega 1 ml de PBS (con 

inhibidores de proteasas) en cada placa.  

- Se despegan las células con un raspador y se pasa la suspensión a un tubo cónico de 15 

ml. Se juntan las 4 placas en un mismo tubo.  

- Se centrifuga 5 minutos a 4ºC y a 4000 g. 

- Se descarta el sobrenadante y se resuspende el pellet de células en 5 ml de buffer de lisis 

I. Se resuspende usando una micropipeta p1000 para asegurarse de que no queden 

grumos. Se incuba 10 minutos en hielo.  

- Se centrifuga 5 minutos a 4ºC y a 4000 g. 

- Se descarta el sobrenadante y se resuspende el pellet en 700 μl de buffer de lisis II. Se 

incuba 10 minutos en hielo.  
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Fragmentación del DNA, su verificación y cuantificación 

- Se utiliza el ultrasonicador Bioruptor que permite sonicar hasta 6 tubos a la vez. Se sonica 

en tubos cónicos de poliestireno durante 7 minutos, con ciclos de 30” encendido y 30” 

apagado, a máxima potencia y a 4ºC.  

- Se transfiere el contenido a tubos eppendorf de 1,5 ml y se deja la mayor cantidad posible 

de tiempo en hielo para favorecer la precipitación del SDS.  

- Se centrifuga durante 10 minutos a máxima velocidad y a 4ºC en una microcentrífuga de 

mesada. El sobrenadante se transfiere a un nuevo tubo y se descarta el pellet. 

- Se toman 20  μl por tubo y por duplicado para verificar la correcta fragmentación del DNA y 

para cuantificarlo. Se llevan estas alícuotas s 400 μl con el  buffer de lisis II y se agregan 4 

μl de proteinasa K (20 μg/ μl). Se incuban a 65°C durante la noche para revertir el 

entrecruzamiento. El resto del lisado se guarda en hielo en una heladera a 4°C.  

- Al día siguiente se purifica el DNA de las alícuotas utilizando el QIAquick PCR purification 

Kit de QIAGEN siguiendo las instrucciones del fabricante. 

- El DNA purificado es cuantificado utilizando el Nanodrop 2000 (Termo Scientific) o el 

reactivo Quant-it DNA (Invitrogen) y el lector Qubit (Invitrogen). Se siembran 500 ng en un 

gel de agarosa 1% con bromuro de etidio junto con un marcador de peso molecular y se 

corre poco tiempo a un voltaje intermedio. Debe observarse un patrón como el de la figura 

M4. 

500 pb

200 pb

DNA purificado de 
cromatina sonicada

 

Figura M4. DNA genómico 
purificado de muestras de cromatina 
sonicada según se especifica en 
sección 6. 4. 500 ng de DNA fue 
corrido en un gel de agarosa 1 % 
(p/v) teñido con bromuro de etidio 
junto con un marcador de peso 
molecular. 

 

Inmunoprecipitación y purificación del DNA 

- Se toman 40 μl de la suspensión de bolitas magnéticas acopladas a proteína G 

(Dynabeads® Protein G de Invitrogen) teniendo la precaución de usar tips con la punta 

cortada. Se lavan dos veces con el buffer de IP (sin inhibidores de proteasas). 
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En todos los casos en los que el sobrenadante de las bolitas magnéticas debe ser removido, 

los tubos son centrifugados muy brevemente a velocidad mínima, para remover el líquido de 

las tapas, y se colocan en una gradilla en cuyos pocillos hay imanes. De esta forma, las 

bolitas quedan retenidas en el fondo del tubo mientras se remueve el sobrenadante 

cómodamente.  

- Se agregan 200  μl del  buffer de IP  y el anticuerpo específico a las bolitas. Se incuba 1 

hora a temperatura ambiente en rotación suave. En el caso de la inmunoprecipitación 

control, no se agrega ningún anticuerpo.  

- Se remueve el sobrenadante y se lavan las bolitas 2 veces con el  buffer de IP (sin 

inhibidores de proteasas). De esta forma quedan las bolitas listas para el agregado de la 

cromatina. 

- Se agregan a las bolitas el volumen de cromatina equivalente a 20-40 μg de DNA. Esta se 

lleva a 1-2 ml final con el  buffer de IP (con inhibidores de proteasas). Para definir este 

volumen hay que tener en cuenta que la cromatina tiene que ser diluida al menos 10 veces 

(ya que se encuentra en un el  buffer de lisis II que contienen mucho SDS). Para evitar 

introducir errores en la manipulación de la cromatina, esta se diluye toda junta y luego se 

distribuye en los tubos que contienen las bolitas magnéticas preincubadas con los 

anticuerpos. Se toman 50 μl de la cromatina diluida por duplicado y por tratamiento. Estas 

alícuotas se guardan a -20°C y constituyen los inputs del experimento. 

- Se incuba la cromatina junto con las bolitas durante toda la noche a 4°C rotando 

suavemente. 

- Se remueve el sobrenadante y se agrega 1 ml de buffer de lavado I. Se incuba 5 minutos 

rotando a 4°C. 

- Se repite el procedimiento con el buffer de lavado II y luego con el buffer de lavado III. Se 

realiza un último lavado con buffer TE. 

- La cromatina es eluída resuspendiendo las bolitas en 280 μl de buffer de elución preparado 

en el momento. Se incuba 1 hora a temperatura ambiente rotando. Se transfiere 250 μl del 

sobrenadante a un nuevo tubo. Este contiene el DNA inmunoprecipitado. Se toman los tubos 

de inputs, previamente guardados a -20°C, y se agrega  buffer de elución hasta completar 

250 μl.  

- Para revertir el entrecruzamiento se agregan 10 μl de NaCl 5 M a cada tubo de eluído y de 

input y se incuba a 65°C durante la noche. A la mañana siguiente se agregan 5 μl de EDTA 
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500 mM, 10 μl de buffer Tris-HCl 1M pH=6,5 y 1 μl de proteinasa K 20 mg/ml y se incuba a 

45°C durante 1 hora. 

- Se purifica el DNA el QIAquick PCR purification Kit de QIAGEN, siguiendo las instrucciones 

del fabricante. 

Análisis del DNA 

El análisis del DNA fue realizado por qPCR a partir de 2 μl del DNA inmunoprecipitado sin 

diluir y a partir de 2 μl de una dilución 1/20 de las muestras input. En el caso del 

inmunoprecipitado de ERα, las muestras fueron diluidas 1/10. En paralelo, una curva de 

calibración hecha a partir de diluciones seriadas  ¼ de una mezcla de los inputs empezando 

por la mezcla sin diluir, fue realizada. Se toman 2 μl de cada muestra y se colocan en 

sendos pocillos de la placa de PCR junto con 8 μl de la siguiente mezcla: 5 μl de Mezcla 

Real de Biodynamics, 1 μl de primers (directo y reverso) 10 μM y agua. Los primers 

utilizados se especifican en la sección 6.11.  

Se utilizó el equipo Eppendorf Mastercycle Realplex con el siguiente programa: 2 minutos a 

95ºC y 40 ciclos de 10” a 95ºC (desnaturalización), 15” a 60ºC y 20” a 72ºC (elongación, al 

final del cual se mide la fluorescencia); la reacción culmina con una curva de temperatura de 

60 a 95ºC en la que se mide la fluorescencia cada 1ºC (curva de melting del DNA).  

En todos los casos los resultados son informados como DNA en el inmunoprecipitado 

relativo al DNA del input. Los valores del inmunoprecipitado control (sin anticuerpo) se 

muestran como idea de la eficiencia de la inmunoprecipitación específica. Se estima que un 

enriquecimiento de como mínimo 5 veces entre la inmunoprecipitación específica y la 

control, puede considerarse como tal. 

Soluciones: - PBS 10X: 80 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 g Na 2 HPO 4 , 2,4 g KH 2 PO 4, H 2 O 

c.s.p. 1 litro. 

- Solución  de entrecruzamiento 10X: hepes pH=8 50 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1mM, EGTA 

1 mM, EGTA 0,5 mM, formaldehído 10 % (v/v)  

- Solución STOP: glicina 125 mM. 

- Inhibidores de proteasas: cOmplete Protease Inhibitor Cocktail de Roche, 25X. 

- Buffer de lisis I: pipes pH=8 5 mM, KCl 85 mM, NP40 0,5 % (v/v), inhibidores de proteasas 

1X. 

- Buffer de lisis II: Tris-HCl pH=8,1 50 mM, SDS 1 % (p/v), EDTA pH=8 10 mM, inhibidores 

de proteasas 1X. 
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- Buffer de IP: Tris-HCl pH=8,1 15 mM, Tritón X-100 1 % (v/v), EDTA pH=8 1 mM, NaCl 150 

mM, inhibidores de proteasas 1X. 

- Buffer de Lavado I: Tris-HCl pH=8,1 20 mM, Tritón X-100 1 % (v/v), SDS 0,1 % (p/v), EDTA 

pH=8 2 mM, NaCl 150 mM. 

- Buffer de Lavado II: Tris-HCl pH=8,1 20 mM, Tritón X-100 1 % (v/v), SDS 0,1 % (p/v), 

EDTA pH=8 2 mM, NaCl 500 mM. 

- Buffer de Lavado III: Tris-HCl pH=8,1 10 mM, NP40 % (v/v), deoxicolato de sodio 1 % (p/v), 

EDTA pH=8 1 mM, LiCl 250 mM. 

- Buffer TE: Tris-HCl pH=8 10 mM, EDTA pH=8 1 mM. 

6.5 Fraccionamiento subcelular 

Utilizamos un protocolo adaptado del explicado en el artículo de Gagnon et al. (2013). La 

separación de los núcleos del citoplasma celular consiste en una lisis hipotónica suave. A 

continuación se detalla el protocolo.  

- Se parte de 5 a 10 millones de células MCF7 aproximadamente (esto corresponde a 1 

placa p100 confluente). 

- Se aspira el medio y se colocan las placas en hielo. De acá en adelante se trabaja en hielo 

y con soluciones frías. Se agrega 1 ml de PBS frío a cada placa.  

 - Se despegan las células con un raspador y se pasa la suspensión a un tubo eppendorf de 

1,5 ml.  

- Se centrifuga durante 5 min a 2000 g y a 4°C. Se descarta el sobrenadante. 

- Se resuspende el pellet en 250 μl de la solución HLB fría (Tris-HCl pH=7,5 10 mM, NaCl 10 

mM, MgCl2 3 mM, NP40 0,3 % (v/v), glicerol 10 % (v/v), inhibidores de proteasas 1X 

(cOmplete Protease Inhibitor Cocktail de Roche) y se incuba 10 min en hielo.  

- Se centrifuga la suspensión 8 min a 800 g y a 4°C. El sobrenadante es la fracción 

citoplasmática y el pellet los núcleos.  

- Se lavan los núcleos 3 veces 250 μl de buffer HLB (sin incubación). Entre lavados se 

centrifuga a 300 g y a 4°C.  

Las fracciones resultantes fueron analizadas por western blot. Alternativamente, el RNA de 

la fracción nuclear fue analizado.  
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9.6 SDS-PAGE y Western blot  

Las muestras proteicas fueron corridas en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) 

junto con marcadores de peso molecular y posteriormente transferidas a membranas de 

nitrocelulosa de 0,45 μm (Bio-Rad). Las membranas fueron bloqueadas por una hora en una 

solución 5 % p/v de leche descremada en TBS. Posteriormente fueron incubadas con la 

dilución apropiada del anticuerpo primario en la misma solución de bloqueo toda la noche a 

4°C. Luego de 3 lavados de TBS 0,1 % tween-20 (TTBS) de 10 minutos cada uno, las 

membranas fueron incubadas 1 h a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios 

correspondientes acoplados a fluoróforos de emisión en el infrarrojo cercano (IRDye 680LT 

o IRDye 800 CW de Li-Cor), disueltos en la misma solución de bloqueo.  Las membranas 

fueron lavadas luego 3 veces con TTBS y una vez con TBS durante 10 min a temperatura 

ambiente. Una vez secas las membranas, estas fueron analizadas en el equipo Odyssey de 

Li-Cor. Los  anticuerpos utilizados se especifican en la sección 6.10.  

6.7 Análisis de RNA 

6.7.1 Extracción de RNA total de células humanas en cultivo 

Para extraer RNA total de células humanas en cultivo se utilizó alternativamente el reactivo 

Trizol (Invitrogen) o TRI reagent (Molecular Research) siguiendo el protocolo del fabricante. 

Se tuvo cuidado de que todo el material plástico y las soluciones utilizadas estuvieran libres 

de RNasas. Se utilizó agua miliQ autoclavada para preparar las soluciones. Se siguieron los 

siguientes pasos: 

- Se remueve el medio de cultivo de las placas y se lava una vez con PBS. 

-Se incorpora 250 μl de TRIZOL o TRI reagent por pocillo de placa de 12 pocillos, 

independientemente del número de células, y se incuba 5 minutos a temperatura ambiente 

con agitación. 

- Se transfiere el contenido de cada pocillo a tubos eppendorf de 1,5 ml. 

- Se agrega a cada tubo 50 μl de cloroformo y se agita vigorosamente. No se agita en un 

vórtex para evitar la rotura de RNAs largos. 

- Se centrifuga a 12000 g y a 4° C en una microcentrífuga de mesada durante 15 minutos. 

- Se transfiere la mayor cantidad de fase acuosa (100 μl aproximadamente) a otro tubo 

eppendorf de 1,5 ml. 
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- Para la precipitación del RNA, se agregan 100 μl de isopropanol y 1 μl de glucógeno 20 

mg/ml y se mezcla por inversión. El glucógeno actúa como carrier, aumentando la masa del 

RNA precipitado. Se deja reposar 10 minutos a temperatura ambiente. 

- Se centrifuga a 12000 g y a 4° C en una microcentrífuga de mesada durante 15 minutos. 

- Se elimina el sobrenadante por volcado, el pellet es el RNA precipitado. 

- Se lava el pellet con 1 ml de etanol 75%, agitando el tubo en un vórtex para despegar el 

pellet. 

- Se centrifuga a 7500 g durante 5 minutos, a temperatura ambiente para favorecer la 

dilución de las sales contaminantes en el etanol 75%. 

- Se aspira el sobrenadante con pipeta teniendo cuidado de no remover el pellet y de que no 

queden restos de etanol en el tubo.  

- Se deja secar el pellet a temperatura ambiente. 

- Para resuspender el RNA, se agregan 20 μl de agua, se congela a -20 o -80 ºC y se 

calienta a 55 ºC durante 5 minutos. Se agita en un vórtex.  

Alternativamente, el RNA fue extraído de núcleos, obtenidos según el protocolo descripto 

más arriba. En este caso, el Trizol o TRI reagent fue agregado al pellet de núcleos resultante 

del fraccionamiento subcelular.  

6.7.2 Control de calidad y cuantificación de RNA 

La calidad del RNA extraído según el protocolo detallado en el apartado anterior puede 

analizarse corriendo una alícuota en un gel de agarosa 1% p/v con bromuro de etidio a un 

voltaje alto para disminuir la probabilidad de degradación durante la corrida. Si la 

preparación fue correcta y el RNA no fue degradado, deben observarse tres bandas 

correspondientes al RNA ribosomal 28S, al 18S y a los tRNAs. Para la cuantificación se 

utilizó el Nanodrop 2000 (Termo Scientific). Para realizar una cuantificación más precisa del 

RNA purificado se utilizó el reactivo Quant-it RNA (Invitrogen), basado en fluorometía, y el 

lector Qubit (Invitrogen). Este reactivo permite cuantificar el RNA específicamente, evitando 

que el DNA contaminante influya en dicha cuantificación.  

6.7.3 Cuantificación relativa de mRNAs, pre-mRNAs y eRNAs  

Reacciones de RT-qPCR fueron realizadas: primero se realiza una reacción de 

retrotranscripcción (RT) en la que el RNA es copiado a DNA copia (cDNA) que a su vez 
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sirve como molde para la reacción en cadena de la polimersa (PCR) en la cual se 

amplificará el fragmento de interés utilizando primers específicos. Los resultados se 

informan como niveles de los RNAs de interés relativizados a los niveles de uno de 

expresión constitutiva y no afectada por los tratamientos.  

Retrotranscripción (RT) 

La RT es, en general, una reacción inespecífica ya que se usan primers oligo-dT que 

permiten la copia de todos los mRNAs desde el extremo 3´ (se unen a su cola de poliA). 

Alternativamente, se utiliza una mezcla de primers decámeros de secuencia aleatoria que 

permiten la copia de todos los RNAs y desde cualquier sitio. Los pre-mRNAs y los eRNAs no 

poseen cola poliA (se desconoce al menos si se procesan en su extremo 3´) de modo que 

su copia a cDNA debe realizarse con decámeros de secuencia aleatoria. En los casos en los 

que se analizaron tanto mRNAs como eRNAs, la RT se realizó con estos decámeros.  Se 

tuvo cuidado de que todo el material plástico y las soluciones utilizadas estuvieran libres de 

RNasas. Se utilizó agua miliQ autoclavada para preparar las soluciones. La reacción se 

realiza de la siguiente manera: 

- Se toman 2,5 μl del RNA extraído y se agregan 0,5 μl de dNTPs 10 mM (mezcla equimolar 

de dATP, dTTP, dGTP y dCTP), 200 ng del primer oligo-dT(X18) (5´-

TTTTTTTTTTTTTTTTTT-3´) o del oligo dN10 (5´-NNNNNNNNN-3´, siendo N cualquiera de 

los nucleótidos) y agua hasta completar 5 μl, todo en tubos o placas de pocillos de 0,2 ml. 

- Se calienta a 65 ºC durante 5 minutos para desnaturalizar el RNA y se pone 

inmediatamente en hielo para evitar la re-naturalización.  

- Se agrega a cada tubo o pocillo 5 μl del resto de la mezcla de reacción compuesta por: 0,5 

μl de MMLV-RT 200 U/ μl (Invitrogen), 0,25 μl de RNasa-OUT 40 U/ μl (Invitrogen), 2 μl de 

Buffer RT 5X (Invitrogen, comercializado junto con la MMLV-RT), 1 μl de DTT 100 nM y 

agua hasta completar el volumen. 

- Se incuba 1 hora a 37 ºC. 

- La reacción se detiene incubando a 75 ºC durante 10 minutos. 

Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa o en tiempo real (qPCR) 

En todas las reacciones de qPCR realizadas se corrió junto con las muestras una curva de 

calibración con diluciones seriadas de cDNA. En una reacción típica se realizan diluciones 

seriadas al 1/2, siendo el primer punto una dilución 1/4 de la mezcla de las muestras a 

medir. Las muestras fueron diluidas 1/30 para que sus valores queden incluidos en el rango 
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de la curva de calibración. Se toman 2,5 μl de cada una de las diluciones y se coloca junto 

con 22,5 μl de la siguiente mezcla: 2,5 μl de buffer de PCR sin MgCl2, 1,5 a 2,5 μl de MgCl2 

50 mM (3 a 5 mM dependiendo del par de primers), 0,5 μl de primer directo 20 μM, 0,5 μl de 

primer reverso 20 μM, 0,5 μl de dNTPs 10 mM, 0.15 μl de Taq Polimerasa 5 U/ μl 

(Invitrogen), 0,025 μl de SYBR Green Gel Stain (Roche) diluído 1/30 en DMSO, agua hasta 

completar el volumen.  

Se utilizó el equipo Eppendorf Mastercycle Realplex con el siguiente programa: 2 minutos a 

95ºC y 40 ciclos de 10” a 95ºC (desnaturalización), 15” a 60-68ºC (apareamiento; la 

temperatura depende del par de primers) y 20” a 72ºC (elongación, al final del cual se mide 

la fluorescencia); la reacción culmina con una curva de temperatura de 60 a 95ºC en la que 

se mide la fluorescencia cada 1ºC (curva de melting del DNA), que da idea a cerca de la 

especificidad de la reacción. En paralelo los productos son analizados en un gel de agarosa 

1,5 % (p/v) para verificar que exista un único producto de amplificación y del tamaño 

esperado.  

En todos los ensayos realizados se verifica que la eficiencia de la reacción sea óptima y que 

el rango de trabajo sea lineal. Así se obtienen valores de los niveles relativos de los cDNA 

de cada muestra. En todos los casos se informa este valor normalizado al de uno de 

expresión constitutiva, como HSPCB, GAPDH o PUM1. En el caso de analizar mRNAs, los 

primers fueron diseñados de modo que cada uno del par se una a exones diferentes y 

contiguos. De esta forma, se evita la amplificación de cDNA de RNA precursor o de DNA 

genómico contaminante. En el caso de analizar los niveles de pre-mRNAs o de eRNAs (en 

los que los primers de la qPCR son capaces de amplificar el DNA contaminante), se 

analizaron en paralelo muestras con las que no se realizó  la reacción de RT. El producto de 

amplificación de estas muestras debe ser aparece, como mínimo 4 ciclos después que el de 

las muestras con cDNA. 

6.7.4  Evaluación de los patrones de splicing alternativo  

Los patrones de splicing alternativo de eventos endógenos o de minigenes reporteros de 

splicing alternativo se analizan por RT seguida de PCR semicuantitativa o radiactiva (rPCR). 

Luego del análisis del producto de la rPCR se obtienen valores correspondientes a las 

cantidades relativas de la isoforma de inclusión y de exclusión del evento de splicing 

alternativo que se analiza. En todos los casos el resultado se informa como la relación 

inclusión/ exclusión. 

La RT es realizada como lo explicado en el apartado anterior. 
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Reacción en cadena de la polimerasa semicuantitativa o radiactiva (rPCR) 

En la rPCR se utilizan primers que permiten la amplificación tanto de la isoforma de inclusión 

como de la de exclusión. En el caso de analizar eventos de splicing alternativo endógenos 

los iniciadores se unen a los exones que flanquean al exón alternativo. En el caso de los 

eventos de minigenes, los iniciadores también se unen a los exones flanqueantes pero 

deben abarcar específicamente la juntura entre los fragmentos de exones de los distintos 

genes. 

En la reacción de rPCR se colocan 2 μl de reacción de RT sin diluir y 23 μl de la siguiente 

mezcla: 2,5 μl de buffer de PCR sin MgCl2, 0,75 a 2 μl de MgCl2 50 mM (1,5 a 4 mM 

concentración final dependiendo del par de primers), 0,8 μl de primer directo 20 μM, 0,8 μl 

de primer reverso 20 μM, 0,5 μl de dNTPs 10 mM, 0,15 μl de Taq Polimerasa 5 U/ μl 

(Invitrogen), 0,75 μl de DMSO, 1μCi [α-32P] dCTP (aprox. 0,1 μl de [α-32P] dCTP 10 μCi/μl, 

act. esp.: 3000 Ci/mmol ) y agua hasta completar el volumen.  

El programa para evaluar el patrón de splicing de SYNE2 Exón 107 endógeno y de minigén 

es el siguiente: 2 minutos a 95°C y 30 ciclos de 10” a 95°C (desnaturalización), 15” a 60-

68°C (apareamiento) y 20” a 72°C (elongación). El programa utilizado para evaluar el patrón 

de splicing del minigén EDI es: 2 minutos a 95°C y 40 ciclos de 10” a 95°C 

(desnaturalización), 15” a 60-68°C (apareamiento) y 20” a 72ºC (elongación). Las 

secuencias de los primers utilizados en cada caso se especifican en la sección 6.11.  

Los fragmentos amplificados en la reacción de rPCR incorporan [α-32P] dCTP. Estos son 

separados por tamaño en una electroforesis en gel de poliacrilamida 6% nativo. Luego el gel 

es secado sobre papel Whatmann y expuesto a una película con orientadores generando 

una autoradiografía. De esta manera, se pueden observar bandas que corresponden a los 

productos que incluyen o excluyen al exón alternativo. Para cuantificar estos productos, se 

orienta la película sobre el gel utilizando los orientadores, se recorta las bandas 

correspondientes a los productos de interés, y se cuenta la radiactividad que poseen 

utilizando un contador beta. Debido a que utilizamos el isótopo 32P, que es un emisor beta 

de alta energía, podemos evitar el uso de líquido de centelleo para amplificar la señal, y 

contamos la radiactividad con el método Cerenkov, que es en seco. 

Vale aclarar que los valores de la relación inclusión/ exclusión que surgen de este método 

de análisis de patrones de splicing alternativo no reproducen los niveles reales. Durante la 

PCR pueden introducirse algunos sesgos. La amplificación de la isoforma que incluye al 

exón alternativo puede, por ejemplo, verse desfavorecida por su longitud. Este método es 
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útil sin embargo, para comparar los niveles de cambio de los patrones de splicing alternativo 

entre tratamientos, cosa que es nuestro objetivo.  

6.8 Ensayo de captura de la conformación de la cromatina (3C) 

Utilizamos esta estrategia para analizar la frecuencia de interacción entre un enhancer y el 

promotor de su gen blanco. Los pasos básicos de este ensayo son mostrados en la figura 

M5.A. El protocolo de 3C fue puesto a punto en el laboratorio tomando los trabajos de 

Louwers et al. (2009) y  Naumova et al. (2012) como referencia.  

Antes de comenzar, hay que considerar qué utilizar como templado en las curvas de 

calibración de las reacciones de qPCR. Idealmente, este sería una colección de todos los 

productos de ligación posibles de los fragmentos generados por la enzima de restricción 

seleccionada. Dado que el genoma humano es muy grande, la generación de una colección 

en el que todos los productos estén igualmente representados es imposible. Debemos 

recurrir a BACs que contienen la región del genoma que se quiere estudiar (Figura M5.B). 

En el caso de la región que contiene al promotor de GREB1 junto con el enhancer de ERα 

que controla su expresión utilizamos el BAC 884L15 de la biblioteca RP11. Como control del 

experimento (una interacción reportada que no cambia con E2) utilizamos el promotor de 

USP22 que interactúa con una región intragéncia. En este caso utilizamos el BAC 746M1 de 

la biblioteca RP11. Brevemente, para la generación de los templados de las curvas de 

calibración de qPCR, 10 a 20 μg de BAC fue digerido con 50 U de la enzima de restricción 

NcoI (NEB) en 50 μl de volumen de reacción. El DNA digerido fue extraído con fenol (pH=8): 

cloroformo (1:1) y precipitado con NaOAc y EtOH de forma convencional. El DNA fue luego 

ligado con 15 U de ligasa T4 (Promega) en 60 μl volumen de reacción. El DNA fue luego 

purificado realizando dos extracciones con fenol (pH=8): cloroformo (1:1) consecutivas. 

A continuación detallamos el protocolo de 3C puesto a punto en el laboratorio. Los 

volúmenes fueron ajustados a 2,5X107  de células MCF7 (equivalente a 4 placas 

confluentes) 

Entrecruzamiento 

 Con el fin de lograr una mayor eficiencia en el entrecruzamiento, este se realiza con células 

en suspensión de la siguiente manera: 

- Se remueve el medio de cultivo y las células son lavadas con PBS. Se agrega 1 ml de 

tripsina 0,25 % (p/v) y se incuba 5 min a 37°C.  
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- Se resuspenden las células en 9 ml de medio de cultivo suplementado con 10 % (v/v) de 

suero fetal bovino. Se centrifuga la suspensión 5 min a 1000 g. 

- Se resuspenden las células en 10 ml de formaldehído 1 % (v/v) en PCB en rotación, por 10 

min a temperatura ambiente. 

- Se pone el tubo en hielo y se agregan 625 μl de glicina 2 M para bloquear la reacción de 

entrecruzamiento. Se incuba 15 min y se centrifuga 5 min a 1000 g a 4°C.  

- Se lava con PBS fío y se centrifuga 5 min a 1000 g a 4°C. 
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Figura M5. A. Los pasos críticos del ensayo de 3C puesto a punto en el 
laboratorio y cuyo protocolo se detalla en la sección 6.8. B. Los pasos 
involucrados en la generación de la muestras de referencia en la que todos los 
productos de ligación de la región bajo estudio deben estar igualmente 
representados. Tomado de Li et al. (2012) 

 

 

Lisis 

Deben obtenerse núcleos enteros para la posterior digestión con la enzima de restricción. 

- Las células son resuspendidas en 550 μl de buffer de lisis (Tris-HCl pH=7,5 10 mM, NaCl 

10 mM, NP40 0,2 %, inhibidores de proteasas 1X, cOmplete Protease Inhibitor Cocktail de 

Roche). Se incuba 15 min en hielo.  
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- Las células son lisadas utilizando el homogeneizador Dounce con el pistón A. Se hacen 10 

pasadas del pistón, se deja reposar 1 min en hielo y se hacen 10 pasadas más. Se toma 

una pequeña alícuota para verificar la correcta obtención de núcleos en un microscopio con 

contraste de fase. 

- Se centrifugan 5 min a 4000 g a 4°C.  

Digestión con la enzima de restricción 

La digestión es realizada sobre núcleos enteros. Para evitar su aglutinamiento, cada tubo 

eppendorf debe contener 5X106 núcleos como máximo.  

- Se lava el pellet de células en 500 μl del buffer de restricción 1,2 X (el recomendado por el 

proveedor de la enzima de restricción). Luego de cada lavado se centrifuga 5 min a 4000 g a 

4°C. 

- Se resuspenden los núcleos en 250 μl de buffer de restricción 1,2 X y se separan en 5 

alícuotas de 50μl cada una (equivalente a 5X106 núcleos) en tubos eppendorf. 

- Se agrega a cada tubo 362 μl de buffer de restricción 1,2 X. 

- Se agrega 38 μl de SDS 1 % (p/v) a cada tubo y se mezcla bien con la pipeta sin hacer 

burbujas. 

- Se incuba 65 °C durante exactamente 10 min y se ponen los tubos en hielo 

inmediatamente. Con este paso se permeabilizan los núcleos. 

- Se agrega 44 μl de Tritón X-100 10 % (v/v) para aplacar la acción del SDS.  

- Se incuba a 37°C durante 1 h.  

- Se toman alícuotas de 25 μl como control de DNA no digerido. Se guarda a -20°C hasta su 

uso posterior.   

- Se agrega a cada tubo 200 U de la enzima de restricción NcoI (NEB) y se incuba toda la 

noche a 37°C con rotación.  

- Se agrega a cada tubo 86 μl de SDS 10 % (p/v) mezclando cuidadosamente para evitar 

hacer burbujas.  

- Se toman alícuotas de 25 μl como control de DNA digerido para verificar la eficiencia de 

digestión. Se guarda a -20°C para su posterior utilización. 

Verificación de la eficiencia de digestión 
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El DNA de las alícuotas de cromatina no digerida y digerida es purificado mediante 

extracciones fenol: cloroformo convencionales. La eficiencia de digestión se analiza 

mediante reacciones de qPCR utilizando un par de primers que amplifica una región que 

contiene un sitio de restricción NcoI (si la digestión en ese sitio ocurre no habrá 

amplificación). Como control del DNA total de cada muestra se usa un par de primers que 

amplifica una región dentro de un fragmento de restricción (es decir que su amplificación 

ocurre independientemente de la digestión). En la figura M6 se muestra le eficiencia de 

digestión típica de este protocolo. Para seguir adelante, esta debe ser del 75 % como 

mínimo.  

Ligación 

La cromatina digerida debe ser diluida 20 veces para favorecer la ligación intramolecular. 

- Se prepara el buffer de ligación (Tritón X-100 1%, buffer de ligación 1X, ATP 1 mM, BSA 

0,1 mg/ml) y 7,6 ml son distribuidos en tubos cónicos de 15 ml. 

- Se transfieren los 400 μl de cromatina digerida al tubo con el buffer de lisis frío. 

- Se agregan 100 U de T4 ligasa (Promega) a cada tubo. Se incuba a 16°C durante 4 h. 

 

                                 MCF7: qPCR 

                   

                               
0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

‐ N coI + NcoI

F
ra

g
m

e
n

to
 s

in
 d

ig
e

ri
r/

 c
o

nt
ro

l

- NcoI + NcoI  
 

 
 
 
Figura M6. Eficiencia de 
digestión típica, para ensayos 
de 3C,  observada en células 
MCF7 utilizando al enzima de 
restricción NcoI.  

Reversión de los entrecruzamientos 

- Se agrega 50 μl de proteinasa K  10 mg/ml y se  incuba a 65°C toda la noche. 

- A la mañana siguiente se agrega una nueva alícuota de proteinasa K y se incuba a 65°C 

por 2 h. 

- Se agrega 30 μl de RNasa A 10 mg/ml y se incuba 1 h a temperatura ambiente.  

Purificación del DNA 



6. Materiales y métodos 

143 

 

- Se transfiere el contenido del tubo a un tubo cónico de 50 ml. Se agrega 1 volumen (8 ml) 

de fenol (pH=8) por tubo. Se agita 2 min en un vórtex y se centrifuga a 3000 g por 10 min. 

Se transfiere la fase acuosa a otro tubo cónico de 50 ml. 

- Se agrega 1 volumen de fenol (pH=8): cloroformo (1:1). Se agita 1 min en un vórtex y se 

centrifuga a 3000 g por 10 min. Se transfieren los sobrenadantes a tubos para centrifugar a 

alta velocidad (Córex para centrífuga Beckman). 

- Se lleva el volumen a 14 ml con buffer TE (Tris-HCl pH=8 10 mM, EDTA 1mM). Con este 

paso se diluye el DTT del buffer de ligación que inhibe la precipitación del DNA. Se divide el 

contenido resultante del tubo en dos. 

- Se agrega 1/10 del volumen de NaOAc 3M y se mezcla bien. Se agrega 2,5 volúmenes de 

EtOH 100 % frío. Se mezcla bien por inversión. Se incuba 1 h como mínimo a -80°C. 

- Se centrifuga durante 20 min a 4°C y a 10000 g.  

- Se disuelve el pellet de DNA en 400 μl de buffer TE y se transfiere a un tubo eppendorf de 

1,5 ml.  

- Se agrega 1 volumen de fenol (pH=8): cloroformo (1:1). Se agita 30 s en un vórtex y se 

centrifuga a 13000 rpm en una centrífuga de mesada por 10 min a temperatura ambiente. 

- Se lava la fase acuosa con 1 volumen de cloroformo. 

- Se agrega 1/10 del volumen de NaOAc 3M y se mezcla bien. Se agrega 2,5 volúmenes de 

EtOH 100 % frío. Se mezcla bien por inversión. Se incuba 1 h como mínimo a -80°C. 

- Se centrifuga durante 20 min a 4°C y a 13000 rpm.  

- Se lava el pellet de DNA dos veces con EtOH 70 %. Luego de cada lavado se centrifuga 5 

min a 13000 rpm y a 4°C. 

- Se deja secar al pellet y se resuspende en 25 μl de Tris-HCl pH=7,5 5mM. Se incuba a 

temperatura ambiente durante varias horas y a 4°C durante la noche. Se cuantifica el DNA y 

se lleva a una concentración de 50-200 ng/μl. 

- Como control de calidad se corren 2 μl y 6 μl de una dilución 1/10 del DNA purificado en un 

gel de agarosa teñido con bromuro de etidio 0,8 %. Este debe correr como una banda más  

o menos definida de mayor tamaño que 10 kb (Figura M7). Un chorreado de DNA indica 

una mala eficiencia de ligación.  
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Figura M6. Análisis de la eficiencia de 
ligación de  muestras de 3C 
eficientemente digeridas con NcoI. El 
DNA genómico fue purificado y corrido 
en un gel de agarosa 0,8 % (p/v) teñido 
con bromuro de etidio.  

 

6.9 Ensayo de co-inmunoprecipitación de proteínas. 

Utilizamos este protocolo para estudiar la posible interacción física entre AGO1 y ERα. 

Analizamos la interacción tanto entre proteínas endógenas en células MCF7 como 

sobreexpresadas en HEK293. Células MCF7 (5-10X106 equivalente a una placa p100 

confluente) o HEK293 (2-5X106 equivalente a una placa p60 confluente) fueron cosechadas 

en PBS frío 1 h luego de ser tratadas con E2 (caso MCF7) o 48 h luego de ser transfectadas 

(caso HEK293). Seguimos el siguiente protocolo:  

- Las células son centrifugadas y resuspendidas en 0,5 ml de buffer de lisis (Tris-HCl pH=7,5 

50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, NP40 1% (v/v), Deoxicolato de Sodio 0,5 % (p/v), DTT 

0,5 mM, β-glicerofosfato 5 mM, KF 5 mM, inhibidores de proteasas 1X (cOmplete Protease 

Inhibitor Cocktail de Roche). Se incuban 30 minutos a 4°C 

- El lisado es sonicado tres veces con un sonicador Branson W-450 a una amplitud del 20 % 

durante 10 s. Luego es  centrifugado 20 minutos a 4°C y los sobrenadante es utilizado para 

los ensayos de co-inmunoprecipitación.  

- Se toman 40 μl de la suspensión de bolitas magnéticas acopladas a proteína G 

(Dynabeads® Protein  G de Invitrogen). Se colocan en un tubo eppendorf de 1,5 y se lavan 

dos veces con el buffer de IP (sin inhibidores de proteasas). 

- Se agregan 200  μl del  buffer de lisis y el anticuerpo específico a las bolitas. Los 

anticuerpos específicos se detallan en la sección 6.10. Se incuba 1 hora a temperatura 

ambiente en rotación suave.  

- Se remueve el sobrenadante y se lavan las bolitas 2 veces con el  buffer de lisis (sin 

inhibidores de proteasas). De esta forma quedan las bolitas listas para el agregado del 

lisado celular. 



6. Materiales y métodos 

145 

 

- Se toma el volumen equivalente al 5% del lisado celular como input y se le agrega  

Laemmli sample buffer 2X hasta una concentración final de 1X. El resto del lisado se agrega 

a las bolitas magnéticas con el anticuerpo pre-acoplado. Se incuba toda la noche a 4°C en 

rotación.  

- Las bolitas son lavadas 4 veces con el buffer de lavado (Tris-HCl pH=7,5 50 mM, NaCl 125 

mM, EDTA 1 mM, NP40 0,1% (v/v)). 

- El inmunoprecipitado, aún asociado a las bolitas, se resuspende con Laemmli sample 

buffer 2X.  

- El input y el inmunoprecipitado se analiza por SDS-PAGE seguido de western blot. 

6.10 Anticuerpos utilizados 

6.10.1 ChIP/IP 

FLAG: M2 monoclonal hecho en ratón, Sigma Aldrich (F1804). 1-2 μg por IP. 

ERα: HC-20 policlonal hecho en conejo, Santa Cruz Biotechnology (sc-543), 2,5 μg en 

ChIPs, 1μg por IP.  

AGO1: 4B8 monoclonal hecho en rata, Sigma Aldrich (SAB4200084), 5 μg en ChIPs, 2μg 

por IP. 

RNAPII: N-20 policlonal hecho en conejo, Santa Cruz Biotechnology (sc-899), 2,5 μg en 

ChIPs.     

6.10.2 Western blot 

AGO1: 4B8 monoclonal hecho en rata, Sigma Aldrich (SAB4200084), dilución utilizada 1: 

1000 

ERα: HC-20 policlonal hecho en conejo, Santa Cruz Biotechnology (sc-543), dilución 

utilizada: 1: 1000. 

GAPDH: 6C5 monoclonal hecho en conejo, Santa Cruz Biotechnology (sc-32233), dilución 

utilizada 1: 5000 

Actina: (I-19)-R policlonal hecho en conejo, Santa Cruz Biotechnology (sc-1616R), dilución 

utilizada: 1: 1000 

HA: HA.11 monoclonal hecho en ratón, BioLegend (901501), dilución utilizada: 1:1000 
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H3: policlonal hecho en conejo, Millipore (06-755), dilución utilizada: 1:30000 

6.11 Oligonucleótidos utilizados 

6.11.1 Oligonucleótidos iniciadores para PCR (primers) 

Evaluación de los niveles de mRNA por qPCR 

TFF1 mRNA   F: CACCATGGAGAACAAGGTGA 

    R: TGACACCAGGAAAACCACAA 

GREB1 mRNA  F: GGCAGGACCAGCTTCTGA   

    R: CTGTTCCCACCACCTTGG 

NRIP1  mRNA  F: GCCAGAAGATGCACACTTGA  

    R: CAAGCTCTGAGCCTCTGCTT 

SYNE2 mRNA  F: GGGCTTGCTTTGAGGAGAC 

    R: CCACATCATTGCTGACTTCG 

SYNE2-α2 mRNA  F: ACTGTCGCTTGCTGTCTTTC 

    R: GCCTTCTTTGCCACCATCC 

ESR2 mRNA   F: GGTCGTGTGAAGGATGTAAGG 

           R: TCACCATTCCCACTTCGTAAC 

AGO1 mRNA   F: GCCAGATCCCTGTTCCCTTG 

R: GTGAAAGCCGAACCAGACCTC 

HSPCB mRNA  F: CCAAAAAGCACCTGGAGATCA  

    R: TGTCGGCCTCAGCCTTCT 

PUM1 mRNA   F: GGAGCGGTAGGATGAAGATG 

    R: TTGTCGGAGTGAAAGGTAAGG 

Evaluación de los niveles de pre-mRNA y eRNA precursor por qPCR 

TFF1 pre-mRNA  F: AGCAGAGAGGAGGCAATG 

    R: CACAGAGCAGGAAGAAGC 

GREB1 pre-mRNA  F: AGACGACACGCTTTGAAG 
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    R: CTGGTGCTAACATTAACTGC 

NRIP1 pre-mRNA  F: GTGGGGCAATGAGACAAAAGAC 

    R: CAGGAAGTGTTTGGATTGTGAGC 

TBP pre-mRNA  F: ACATGTGGTGTATGCAAATCCT 

    R: CGTGGTTCGTGGCTCTCTTA 

TFF1 enhancer  F: AGGGGATGTGTGTGAGAAGG  

    R: GCTTCGAGACAGTGGGAGTC 

GREB1 enhancer  F: GCTAACCATGCTGCAAATGA 

    R: ACACAGTCAGGGCAAAGGAC 

U2 snRNA   F: TTCTCGGCCTTTTGGCTAAG 

    R: CTCCCTGCTCCAAAAATCCA 

ChIP-qPCR 

TFF1 enhancer  F: GCTGGCAACGACCTGTCC 

R: GTGTACGGTGGCATCATCTCC 

GREB1 enhancer  F: AGGTGATGGGAGTCTGAGTTC 

    R: GTCATGCCCGTGCCTACC 

NRIP1 enhancer  F: GGCTCGTCATTAGCTTCCAG 

    R: CAAAAAGGGGTGTTGAAGGA 

FOXC1 enhancer  F: CTGAGGAACACAAGACTAGCC 

    R: ACTGGACTCATTTTGGGACATC 

Control negativo   F: GGAGTTATGTTCTTAGGATTATG 

    R: AATAGACTTAGTGCTGTTGC 

3C 

Eficiencia digestión  F: GCCAGTGCTACGAGAATG 

    R: CTGCTCTTGCCTGAAATTAAC 

Control de carga  F: GGGAGAGGGTAAGGAGGTC 

    R: GCCACGGATAAGGAGAGC 
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Ancla-A   F: GGTCAGCCGTTCAGGATG 

R: TGGTGCCTTGGGTTTGTG 

Ancla-B   F: TTGCCCTGACTGTGTAAG 

R: ATGTTCTCTGCTCTCCTG 

Ancla-C   F: CTGGTCAGCCGTTCAGGATG 

R: AGGCAGTGAGGCAGAAAGG 

Ancla-D   F: CTGGTCAGCCGTTCAGGATG 

R: TCTACCCGAGTCCTCTAAAG 

 

Evaluación de patrones de splicing alternativo por rPCR 

E107-SYNE2   F: CGCTACTGCCAGGAGGTG 

R: GGAAGGGCTGTCGGGAAC 

pUHC-E107-SYNE2  F: ACTGCCTGCTGGTGACCCCGT 

R: TCACGATCCAGGTCACCGTCA 

6.11.2 siRNAs (Block-IT de Invitrogen) 

siControl (siLuc): CUUACGCUGAGUACUUCGATT 

siAGO1: GAGAAGAGGUGCUCAAGAATT 
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