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Estudio biofísico del mecanismo de acción del receptor de glucocorticoides 

 

El núcleo celular es una organela con una organización espacial muy compleja. Los 

componentes responsables de las distintas funciones nucleares, como la replicación y la 

reparación del ADN, la transcripción y el procesamiento del ARN, no se encuentran distribuidos 

homogéneamente en el espacio nuclear sino compartimentalizados en diferentes dominios 

subnucleares, definidos por ácidos nucleicos y/o proteínas.  

En este trabajo de Tesis, se propuso estudiar la organización dinámica de un factor de 

transcripción en el núcleo, utilizando como modelo el receptor de glucocorticoides (GR), un 

factor de transcripción activado por ligando. El uso clínico de glucocorticoides otorga una 

especial relevancia al estudio del mecanismo de acción del receptor, en el marco de la 

búsqueda de ligandos que conserven los efectos deseados de los glucocorticoides (anti-

inflamatorios e inmunosupresores) pero minimicen sus efectos adversos (metabólicos).  

Mediante el uso de microscopía confocal y de técnicas basadas en espectroscopía de 

correlación de fluorescencia (FCS) se exploró la distribución espacial subnuclear del GR y su 

dinámica intranuclear en células vivas en cultivo, con el fin de establecer ciertas correlaciones 

entre estos aspectos y la actividad transcripcional del GR. 

Los resultados muestran que, en células no estimuladas, el GR inactivo se encuentra 

principalmente en el citoplasma, mientras que NCoA-2 —un importante coactivador de 

receptores nucleares— se acumula en dominios focales nucleares identificados como cuerpos 

de leucemia promielocítica (PML). La unión al GR de un agonista como dexametasona (Dex) 

promueve una redistribución espacial de ambas proteínas, que pasan a colocalizar e 

interactuar en múltiples foci subnucleares. Se demostró además que estos foci son estructuras 

dinámicas dependientes de la integridad del ADN y presentan un recambio rápido (~1 s) de sus 

componentes con el nucleoplasma.  

Por otra parte, se demostró que el receptor y el coactivador difunden dentro del núcleo y 

pueden interactuar con sitios de distinta especificidad en la cromatina, caracterizados por 

tiempos de interacción de ~500 y ~50 ms (denominados sitios lentos y rápidos, 

respectivamente). Una dinámica similar se detectó al estudiar la interacción del GR con un 

arreglo de múltiples copias de un promotor conteniendo secuencias blanco del GR, introducido 

en el genoma de una línea celular. La activación con Dex produce un aumento tanto del tiempo 

de residencia como de la unión de GR a los sitios lentos en el ADN. Esta unión puede ser 
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favorecida además por la sobreexpresión de NCoA-2. De manera simétrica, la activación del 

GR promueve la unión al coactivador y el reclutamiento de éste a los sitios lentos. 

Con el objetivo de correlacionar la funcionalidad del receptor con la distribución espacial 

y la dinámica que presenta en el núcleo, se utilizaron mutantes del GR y ligandos que al unirse 

al receptor producen variantes conformacionales con actividad transcripcional deficiente. En 

algunos casos, se observó que la incapacidad transcripcional se ve acompañada por una 

dinámica y una distribución intranucleares diferentes y, especialmente, una deficiencia en la 

capacidad de interactuar con NCoA-2. 

En conclusión, la partición dinámica de un factor de transcripción en diferentes 

reservorios nucleares constituye un mecanismo regulatorio que impactaría en su función 

biológica. El enfoque clásico del factor de transcripción interactuando in vitro con su secuencia 

blanco implica no tener en cuenta todas las interacciones que ocurren en el núcleo de células 

vivas. El conjunto de estas interacciones define la disponibilidad local del factor de transcripción 

y, en última instancia, las posibilidades de interactuar con secuencias blanco y regular la 

expresión génica. 

 

Palabras clave: receptor de glucocorticoides, coactivador, NCoA-2, factor de transcripción, 

arquitectura nuclear, foci, dinámica intranuclear, espectroscopía de correlación de 

fluorescencia. 
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Biophysical study of the glucocorticoid receptor mechanism of action 

 

 

The cell nucleus is an organelle with a complex spatial organization. The components 

involved in the different nuclear functions, such as DNA replication and repair, transcription and 

RNA processing, are not homogeneously distributed in the nuclear space but 

compartmentalized in different subnuclear domains.  

In this Thesis, we aimed to study the dynamical organization of a transcription factor in 

the nucleus, using as a model the glucocorticoid receptor (GR), a ligand-activated transcription 

factor. The clinical use of glucocorticoids and the need of new synthetic ligands that keep the 

desired, anti-inflammatory, immunosuppressive effects of glucocorticoids but reduce their 

adverse, metabolic effects require a precise knowledge of the receptor mechanism of action. 

 By using confocal microscopy and fluorescence correlation spectroscopy (FCS)-based 

techniques, we explored the spatial subnuclear distribution of the GR and its intranuclear 

mobility in live cultured cells and found some correlations between these features and GR 

transcriptional activity.  

The results show that the inactive GR preferentially localizes in the cytoplasm in non-

stimulated cells, while NCoA-2 (a relevant coactivator of nuclear receptors) accumulates in 

nuclear focal domains identified as promyelocytic leukemia (PML) bodies. GR binding to an 

agonist such as dexamethasone (Dex) promotes the spatial redistribution of both proteins that 

co-localize and interact in multiple subnuclear foci. We demonstrate that these foci are dynamic 

structures that depend on DNA integrity and present a rapid exchange (~1 s) of their 

components with the nucleoplasm. 

Additionally, the receptor and its coactivator diffuse within the nucleus and may interact 

with different chromatin targets, characterized by interaction times of ~500 and ~50 ms (named 

as long- and short-lived sites, respectively). The interactions of GR with a tandem array of a 

promoter containing GR target sequences, introduced in a cell line genome, are in the same 

time scale. Dex-activation produces an increment of both, the long-lived residence time and the 

relativa population of the receptor bound to long-lived sites. NCoA-2 overexpression also 

promotes this binding. Symmetrically, GR activation favors the interaction with the coactivator 

and its recruitment to longer-lived sites.  
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In order to correlate the functionality of the receptor with its intranuclear distribution and 

dynamics we used receptor mutants and ligands that produce GR conformational variants with 

poor transcriptional activity. In certain cases, we observed that the impairment of transcription is 

associated with faster dynamics, homogeneous subnuclear distribution and specially a deficient 

interaction with NCoA-2. 

In summary, the dynamical partition of transcription factors in different nuclear reservoirs 

may impact on their biological function. These interactions as a whole define the local 

availability of the transcription factor and ultimately the chances to interact with target 

sequences and regulate gene expression. 

 

Keywords: glucocorticoid receptor, coactivator, NCoA-2, transcription factor, nuclear 

architecture, foci, intranuclear dynamics, fluorescence correlation spectroscopy. 



 Agradecimientos  

7 
 

Agradecimientos 

 

La realización de esta Tesis no fue un proceso individual sino que fue posible gracias a 

muchísima gente que me ayudó con su ejecución material y, no menos importante, me brindó 

un invaluable apoyo anímico y moral. Estoy muy agradecido a todos los que me acompañaron 

este tiempo y me llevaré lindos recuerdos de estos años. En particular, quiero agradecer a las 

siguientes personas: 

A mis directoras Adali y Valeria. A Adali por recibirme en su laboratorio cuando era un 

estudiante muy joven y guiarme en mi crecimiento científico. A Vale por llevarme al Lado 

Oscuro de la microscopía y enseñarme los secretos de este mundo. A ambas por su 

dedicación, por alentarme a hacer estadías en el exterior, por generar un ambiente de trabajo 

cómodo pero a la vez exigente, por darme confianza y libertad para desarrollar mis ideas pero a 

la vez encauzarme en buen rumbo. Considero que formamos un buen equipo estos años, con 

debates caóticos, entretenidos y fructíferos. Aprendí mucho de ellas. 

A todos los integrantes pasados y presentes del laboratorio, no sólo del grupo Pecci sino 

también en su versión extendida al grupo Kordon: Chocha, Flopy, Dieguito, Edith, Silvio, Meli, 

Dan, Marquitos, Vir, Johi, Vicky, Lautaro, Carinota, Mica La Pistolera, Mariana, Caro, Santi, 

Stephi, Mica Silber, Lucho, Carla, Emilia, Carinita. En este gran guiso de personalidades que es 

el laboratorio viví un ambiente cálido, ameno, divertido y solidario. Gracias por seguirme en mis 

delirios y por ayudarme siempre que lo necesité. 

A un gran amigo, compañero y vecino como Dieguito, con quien compartí casi nueve 

años de viajes, chistes, chismes, consejos. A mis amigos viejitos que ya no están más en el 

labo, Andrés y Leo.  

A todos mis compañeros del IFIBYNE y el CM1. Me llevo los mejores recuerdos del 

Nuevo Edificio, la pasé muy bien estos años y sobretodo me llevo muchas proteínas de tanta 

carne ingerida. A toda la gente de los grupos Coso, De Souza, Kornblihtt y Srebrow. A mis 

vecinas Adri (Flavia), Viki, Dai, Domi y al Triángulo de la Distracción, con Silvio y Martín en los 

otros dos vértices. 

A Diego, por enviarme varios plásmidos y por realizar en el NIH los experimentos de N&B 

y en el MMTV. Por introducirme en el tema del GR y la microscopía, por su enorme 



 Agradecimientos  

8 
 

predisposición para ayudarme a resolver múltiples dudas y problemas científicos. Considero 

que haber heredado la línea de investigación con la que trabajó en el laboratorio significó haber 

arrancado el doctorado con una ventaja.  

A todos los integrantes (y futuros compañeros) del Laboratorio de Dinámica Intracelular. 

Especialmente a Luciana por la elaboración de las rutinas de Tracking en MATLAB, a Juan por 

su paciencia para enseñarme a usar MCell-FERNET, y a Diana por su gran ayuda a adaptarme 

al LFD en mis primeras semanas. 

A los técnicos y todas las personas que integran el IFIBYNE, cuya función es vital para el 

funcionamiento del Instituto. Quiero agradecer especialmente a Amaranta por su gran esfuerzo 

para proveerme de las tantas preparaciones de plásmidos que necesité. 

A todos los integrantes del Laboratory for Fluorescence Dynamics, en Irvine, California, 

por recibirme cálidamente. A Enrico por aceptarme en su laboratorio, enseñarme con su 

hipnótica didáctica y darme todas las herramientas para llevar a cabo mi investigación. A Paolo 

por guiarme en los experimentos de FCS de barrido orbital. A la IUBMB por otorgarme la beca 

Wood-Whelan que me permitió realizar esta estadía. 

Al laboratorio de Gerardo Burton y especialmente a Virginia por ponerse al hombro la 

síntesis del ligando 21-OH. 

A todos los argentinos por haberme brindado con mucho esfuerzo, a través de la 

Universidad de Buenos Aires, el CONICET y la Agencia, la posibilidad de hacer un posgrado y 

financiar mediante becas y subsidios mi investigación. Después de 25 años consecutivos de 

educación pública y de calidad, me quedan una gratitud y un orgullo enormes, y el compromiso 

por defenderla.  

A mi familia y a mis amigos de la Quinta, la Facultad, fútbol, por estar siempre ahí, por 

sostenerme en las malas y darme momentos de risa, satisfacción. A mis viejos por el apoyo 

incondicional. A Lau y Arián. A Camilo por enseñarme que algo tan chiquito y simple puede 

emocionar tanto y traer tanta alegría. 

A Mili por todo el amor y las risas que hacen más placentera la vida. Por escucharme y 

bancarme especialmente en etapas críticas de envíos de papers y escritura de Tesis. Por su 

ojo implacable para asistirme con el formato final de esta Tesis. 

 



 Índice  

9 
 

Índice 

 

Publicaciones y financiamiento .............................................................................................13 

Abreviaturas ............................................................................................................................15 

Introducción: 1. Estructura y función  del núcleo celular ....................................................19 

1.1. Cromatina .......................................................................................................................21 

1.1.1. Fibra cromatínica de 10 nm ...................................................................................................... 22 

1.1.2. Fibras cromatínicas de orden mayor ........................................................................................ 25 

1.1.3. Territorios cromosómicos .......................................................................................................... 25 

1.2. Cuerpos subnucleares ....................................................................................................27 

1.2.1. Cuerpos de leucemia promielocítica (PML) .............................................................................. 29 

1.3. Transcripción ..................................................................................................................30 

1.3.1. ARN polimerasas y maquinaria transcripcional ........................................................................ 30 

1.3.2. Compartimentalización del proceso de transcripción ............................................................... 32 

1.3.3. Regulación de la transcripción .................................................................................................. 34 

1.3.3.1. Secuencias regulatorias de la transcripción ...................................................................... 35 

1.3.3.2. Factores regulatorios de la transcripción ........................................................................... 36 

Introducción: 2. Receptor de glucocorticoides ....................................................................39 

2.1. Fisiología del GR ............................................................................................................41 

2.2. Farmacología del GR ......................................................................................................42 

2.3. Estructura proteica del GR..............................................................................................44 

2.3.1. Dominio N-terminal (NTD)......................................................................................................... 44 

2.3.2. Dominio de unión al ADN (DBD) ............................................................................................... 45 

2.3.3. Dominio de unión al ligando (LBD) ........................................................................................... 46 

2.4. Activación y mecanismo de acción del GR .....................................................................46 

2.4.1. Unión del ligando y translocación del GR a núcleo .................................................................. 46 

2.4.2. Acción del GR ........................................................................................................................... 48 

2.4.2.1. GR como factor de transcripción ....................................................................................... 49 

2.4.2.2. GR como modulador de otros factores de transcripción ................................................... 50 

2.5. Especificidad y regulación de la acción del GR ...............................................................51 

2.5.1. Expresión de correguladores del GR ........................................................................................ 52 

2.5.1.1. El coactivador NCoA-2 ....................................................................................................... 53 

2.6. Modelo disociado de acción del GR ................................................................................54 

2.7. Dimerización del GR y unión al ADN ..............................................................................56 



 Índice  

10 
 

2.8. Ligandos sintéticos del GR .............................................................................................57 

2.8.1. Dexametasona (Dex) ................................................................................................................ 58 

2.8.2. 21-hidroxi-6,19-epoxiprogesterona (21-OH) ............................................................................. 59 

Introducción: 3. Dinámica de biomoléculas en el núcleo ....................................................61 

3.1. Métodos de microscopía de fluorescencia en células vivas ............................................63 

3.1.1. Recuperación de fluorescencia después de fotoblanqueo (FRAP) .......................................... 66 

3.1.2. Espectroscopía de correlación de fluorescencia (FCS) ............................................................ 66 

3.1.3. Seguimiento de molécula individual (SMT)............................................................................... 68 

3.2. Influencia de la topología intranuclear en la dinámica de biomoléculas ..........................69 

3.3. Influencia de las interacciones intranucleares en la dinámica de biomoléculas...............71 

3.4. Dinámica intranuclear de factores de transcripción .........................................................72 

3.4.1. Interacciones entre TF y la cromatina ....................................................................................... 72 

3.4.2. Interacciones específicas entre TF y la cromatina ................................................................... 73 

3.4.3. Interacciones inespecíficas entre TF y la cromatina ................................................................. 74 

3.5. Distribución y dinámica intranuclear del receptor de glucocorticoides .............................76 

3.5.1. Formación de foci subnucleares de GR .................................................................................... 76 

3.5.2. Dinámica intranuclear del GR ................................................................................................... 77 

4. Objetivos .............................................................................................................................79 

5. Materiales y métodos ..........................................................................................................83 

5.1. Esteroides ......................................................................................................................85 

5.2. Cultivo celular .................................................................................................................85 

5.3. Preparación de muestras celulares .................................................................................86 

5.4. Transfecciones transitorias .............................................................................................86 

5.4.1. Plásmidos .................................................................................................................................. 86 

5.4.2. Preparación de plásmidos a gran escala .................................................................................. 88 

5.4.2.1. Preparación de bacterias competentes ............................................................................. 88 

5.4.2.2. Transformación de bacterias competentes ........................................................................ 88 

5.4.2.3. Preparación de plásmidos ................................................................................................. 89 

5.4.3. Transfección por lipofección ..................................................................................................... 89 

5.5. Tratamientos hormonales ...............................................................................................92 

5.6. Digestión con nucleasas in situ .......................................................................................92 

5.7. Ensayos de gen reportero ..............................................................................................93 

5.8. Obtención de imágenes por microscopía confocal ..........................................................94 

5.9. Análisis de foci intranucleares ........................................................................................95 



 Índice  

11 
 

5.10. Determinación cuantitativa de la colocalización de foci .................................................95 

5.11. Espectroscopía de correlación de fluorescencia (FCS) .................................................96 

5.11.1. Obtención de datos experimentales ....................................................................................... 96 

5.11.2. Obtención de datos de simulaciones ...................................................................................... 97 

5.11.3. Análisis de datos ................................................................................................................... 100 

5.11.4. Cálculo de constante de asociación ..................................................................................... 101 

5.11.5. Ajuste de datos ..................................................................................................................... 102 

5.12. Número y Brillo (N&B) ................................................................................................ 104 

5.12.1. Obtención de datos experimentales ..................................................................................... 104 

5.12.2. Obtención de datos por simulaciones ................................................................................... 105 

5.12.2. 1. Cálculos accesorios para simulaciones ........................................................................ 105 

5.12.3. Análisis de datos ................................................................................................................... 109 

5.12.4. Predicción teórica de ensayos de 2C-N&B ........................................................................... 111 

5.13. Análisis estadístico ..................................................................................................... 111 

Resultados: 6. Distribución  espacial del GR ...................................................................... 113 

6.1. Distribución intranuclear del GR ................................................................................... 115 

6.2. Influencia de la conformación del GR en su distribución intranuclear ........................... 118 

6.3. Distribución intranuclear de GR y el coactivador NCoA-2 ............................................. 120 

6.4. Evolución temporal de la redistribución intranuclear de GR y NCoA-2 .......................... 124 

6.5. Caracterización bioquímica estructural de los foci de GR y NCoA-2 ............................. 126 

6.6. Dinámica de GR y NCoA-2 en los foci .......................................................................... 129 

6.7. Simulaciones de experimentos de FCS ........................................................................ 133 

6.8. Conclusiones parciales ................................................................................................. 140 

Resultados: 7. Dinámica  temporal del GR ......................................................................... 141 

7.1. Dinámica intranuclear de GFP ...................................................................................... 143 

7.2. Dinámica intranuclear de GFP-GR ............................................................................... 145 

7.3. Influencia de la conformación del GR en su dinámica intranuclear ............................... 148 

7.4. Efectos de la sobreexpresión de NCoA-2 sobre la dinámica intranuclear del GR ......... 151 

7.5. Dinámica intranuclear de NCoA-2 ................................................................................. 154 

7.6. Formación de complejos GR/NCoA-2 en el núcleo ....................................................... 157 

7.7. Interacción entre GR y una región enriquecida en elementos de respuesta a 

glucocorticoides (GRE) ........................................................................................................ 159 

7.7.1. Reclutamiento de GR al arreglo MMTV .................................................................................. 160 

7.7.2. Dinámica de la interacción de GR con el arreglo MMTV ........................................................ 161 



 Índice  

12 
 

7.7.3. Dinámica de la interacción de GR y NCoA-2 con el arreglo MMTV ....................................... 165 

7.8. Efecto del coactivador NCoA-2 sobre la actividad transcripcional de los mutantes GRdim 

y GRmon ............................................................................................................................. 167 

7.9. Conclusiones parciales ................................................................................................. 168 

Resultados: 8. Análisis de interacciones por “Número y Brillo en dos colores” ............. 171 

8.1. Fundamentos del método de N&B en dos colores ........................................................ 173 

8.2. Aplicación del método de número y brillo en un color ................................................... 174 

8.3. Análisis de 2C-N&B a partir de simulaciones de un sistema sencillo ............................ 175 

8.4. Análisis de 2C-N&B a partir de simulaciones de un sistema complejo .......................... 177 

8.5. Análisis de 2C-N&B a partir de datos experimentales ................................................... 179 

8.6. Conclusiones parciales ................................................................................................. 182 

9. Discusión ........................................................................................................................... 183 

9.1. Distribución espacial de GR/Dex y el coactivador NCoA-2 ........................................... 186 

9.2. Dinámica intranuclear de GR/Dex ................................................................................. 189 

9.3. Dinámica y organización nuclear de GR/21-OH ............................................................ 192 

9.4. Dinámica y organización intranuclear de GRdim .......................................................... 193 

9.5. Dinámica y organización intranuclear de GRmon ......................................................... 194 

9.6. Análisis de las propiedades de distintas conformaciones del GR ................................. 195 

10. Conclusiones finales ...................................................................................................... 201 

11. Referencias ...................................................................................................................... 205 

 

 

 

 

  



 Publicaciones y financiamiento  

13 
 

Publicaciones y financiamiento 

 
Publicaciones relacionadas directamente con el trabajo de Tesis: 

 

Stortz  M., Presman DM, Bruno L, Annibale P, Dansey MV, Burton G, Gratton E, Pecci A*, Levi 

V* (2017). “Mapping the Dynamics of the Glucocorticoid Receptor within the Nuclear 

Landscape”. Scientific Reports, 7, 6219 

 

Stortz M, Angiolini JF, Mocskos E, Wolosiuk A, Pecci A, Levi V (2017). “Mapping the Dynamical 

Organization of the Cell Nucleus through Fluorescence Correlation Spectroscopy”. Methods, 

Dec 15. pii: S1046-2023(17)30223-2. doi: 10.1016/j.ymeth.2017.12.008. [Epub ahead of print] 

 

Publicaciones relacionadas indirectamente con el trabajo de Tesis: 

 

Presman DM, Ogara MF*, Stortz M*, Alvarez LD, Pooley JR, Schiltz RL, Grøntved L, Johnson 

TA, Mittelstadt PR, Ashwell JD, Ganesan S, Burton G, Levi V, Hager  GL, Pecci A (2014). “Live 

Cell Imaging Unveils Multiple Domain Requirements for In Vivo Dimerization of the 

Glucocorticoid Receptor”. PLoS Biology, 12(3), e1001813 

 

Angiolini JF, Stortz M, Steinberg PY, Mocskos E, Bruno L, Soler-Illia G, Angelomé PC, 

Wolosiuk A, Levi V (2017). “Diffusion of single dye molecules in hydrated TiO2 mesoporous 

films”. Phys Chem Chem Phys., 19(39), 26540-26544 

 

 

Financiamiento 

 

CONICET 

ANPCyT 

Universidad de Buenos Aires 

IUBMB - Wood Whelan Research Fellowships 



  

  



 Abreviaturas  

15 
 

Abreviaturas 

 

21-OH   21-hidroxi-6,19-epoxiprogesterona 

2C-N&B  N&B en dos colores 

ACF   función de autocorrelación 

AD   dominio de activación 

ADP   adenosín difosfato 

AF   función de activación 

AP-1   proteína activadora 1 

AR   receptor de andrógenos 

ARNr   ARN ribosomal 

ATP   adenosín trifosfato 

BHK   riñón de hámster bebé 

Bmi1   proteína del complejo polycomb 

BP   pasa banda 

BRG1   gen 1 relacionado a Brahma 

c-Myc   oncogén de mielocitomatosis 

CARM1   metiltransferasa 1 de arginina asociado a coactivadores 

CBP   proteína de unión a CREB 

CCF   función de correlación cruzada 

CMV   citomegalovirus 

Cos   Origen CV1 con virus SV40 

CRC   Cancer Research Center 

CREB   unión a elemento de respuesta a AMP cíclico 

CTCF   factor de unión a CCCTC 

Daxx   proteína asociada a dominio de muerte 

DBD   dominio de unión al ADN 

Dex   dexametasona 

DMEM   medio Eagle modificado de Dulbecco 

DNasa   desoxirribonucleasa 

EGFP   GFP mejorada 

EDTA   ácido etilendiaminotetraacético 

ER   receptor de estrógenos 

FCS   espectroscopía de correlación de fluorescencia 

FCCS   espectroscopía de correlación cruzada de fluorescencia 

FERNET  Fluorescence Emission Recipes and Numerical routines Toolkit 



 Abreviaturas  

16 
 

FKBP   proteína de unión a FK506 

FLASH   proteína enorme asociada a FLICE 

FRAP   recuperación de fluorescencia después de fotoblanqueo 

GaAsP   fosfo-arseniuro de galio 

GC   glucocorticoide 

GFP   proteína fluorescente verde 

GR   receptor de glucocorticoides 

GRE   elemento de respuesta a glucocorticoides 

GRIP1   proteína interactora 1 del GR 

HAP   proteína asociada a ribonucleoproteína heterogénea nuclear A1 

HAT   acetiltransferasa de histonas 

HDAC   deacetilasa de histonas 

HILO   hoja óptica altamente inclinida y laminar 

Hop   proteína organizadora de Hsp70-Hsp90 

HPA   eje hipotalámico-pituitario-adrenal  

HSF1   factor 1 de choque térmico 

Hsp   proteína de choque térmico 

JNK   quinasa de c-Jun N-terminal 

kb   kilobase 

KO   knock-out 

LacZ   β-galactosidasa 

LB   Luria-Bertani 

LBD   dominio de unión al ligando 

LRBGE   Laboratory of Receptor Biology and Gene Expression   

LFD   Laboratory for Fluorescence Dynamics 

LP   pasa alto 

LSM   microscopio de barrido de láser 

Luc   luciferasa 

Mb   megabase 

mCh   mCherry 

MMTV   virus de tumor mamario murino 

MOPS   ácido 3-(N-morfolino) propanosulfónico 

MR   receptor de mineralocorticoides 

MSD   desplazamiento cuadrático medio 

N&B   número y brillo 

NCoA   coactivador de receptores nucleares 

NCoR   correpresor de receptores nucleares 
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NIH   National Institutes of Health 

NFB   factor nuclear potenciador de kappa en células B 

NLS   señal de localización nuclear 

NONO   proteína de unión a octámero conteniendo un dominio non-POU 

NPAT   proteína nuclear de ataxia telangiectasia 

NPC   complejo del poro nuclear 

NRID   dominio de interacción con receptores nucleares 

NTD   dominio N-terminal 

nTRip6   proteína interactora nuclear 6 del receptor de hormona tiroidea 

Oct   factor de transcripción octámero 

P/CAF   factor asociado a CBP/p300  

pb   pares de bases 

PBS   solución fosfato salina 

Pc2   proteína 2 de polycomb 

PFA   paraformaldehído 

PIC   complejo de preiniciación 

Pipes   ácido piperazina-N,N'-bis(2-etanosulfónico) 

PML   leucemia promielocítica 

Pol   ARN polimerasa 

PR   receptor de progesterona 

PRMT1   N-metiltransferasa 1 de arginina 

PSF   función de dispersión de punto 

PSP1   componente 1 de paraspeckles 

PTB   unión a tracto de polipirimidinas 

RAC3   coactivador 3 asociado a receptor 

Rb   proteína de retinoblastoma 

RD   dominio de represión 

RICS   espectroscopía de correlación de imagen de trama 

RNasa   ribonucleasa 

RU486   mifepristona 

SC-35   factor de splicing rico en serina/arginina 

SDM   espejo dicroico 

SFB   suero fetal bovino 

SMN   supervivencia de neurona motora 

SMRT   mediador de silenciamiento de receptores de hormona tiroidea y ácido retinoico 

SMT   seguimiento de moléculas individuales 

SR   receptor de esteroides 
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SRC   coactivador de receptores de esteroides 

SRSF   factor de splicing rico en serina/arginina 

STAT   transductor de señal y activador de la transcripción 

SUMO   modificador tipo ubiquitina pequeña 

SWI/SNF  switch/sacarosa no fermentable 

TAD   dominio topológicamente asociado 

TBP   proteína de unión a TATA 

TE   Tris-EDTA 

TF   factor de transcripción 

TFB   solución de transformación 

TFII   factor general de transcripción II 

TIF2   factor intermediador transcripcional 2 

TSS   sitio de inicio de la transcripción 

Veh   vehículo 

VMC   vecino más cercano 

wt   salvaje 

  



 

 
 

 

 

 

Introducción: 

1. Estructura y función  
del núcleo celular 

 
«El universo (que otros llaman la Biblioteca) se compone de un número indefinido, y 

tal vez infinito, de galerías hexagonales, con vastos pozos de ventilación en el medio, 

cercados por barandas bajísimas. Desde cualquier hexágono se ven los pisos 

inferiores y superiores: interminablemente. La distribución de las galerías es invariable. 

Veinte anaqueles, a cinco largos anaqueles por lado, cubren todos los lados menos 

dos; su altura, que es la de los pisos, excede apenas la de un bibliotecario normal. 

Una de las caras libres da a un angosto zaguán, que desemboca en otra galería, 

idéntica a la primera y a todas. (…)  

A cada uno de los muros de cada hexágono corresponden cinco anaqueles; cada 

anaquel encierra treinta y dos libros de formato uniforme; cada libro es de 

cuatrocientas diez páginas; cada página, de cuarenta renglones; cada renglón, de 

unas ochenta letras de color negro. También hay letras en el dorso de cada libro; esas 

letras no indican o prefiguran lo que dirán las páginas.» 

 

Jorge L. Borges 

La biblioteca de Babel (1941)  
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La presencia del núcleo es una característica distintiva de las células eucariotas, que de 

hecho deben su nombre a esta organela (del griego eu, ‘verdadero', y karyon, ‘nuez’ o ‘núcleo’). 

El núcleo alberga la mayor parte del material genético de la célula, determinando que sus 

funciones principales estén íntimamente relacionadas con procesos tales como la regulación de 

la expresión génica y la duplicación del ADN durante la división celular.   

El núcleo se encuentra delimitado por la envoltura nuclear, que consiste en una doble 

membrana cuya función es separar físicamente el citoplasma del nucleoplasma, el medio 

viscoelástico en el cual se embeben los componentes nucleares. El intercambio de material 

entre ambos espacios subcelulares ocurre de manera selectiva y regulada a través de los poros 

nucleares [1].  

Como se verá más adelante, la organización espacial intranuclear es muy compleja, y 

se encontraría íntimamente ligada a las funciones que allí se desarrollan [2]. Por ello, la 

comprensión de procesos fundamentales como la transcripción, el splicing y la replicación y 

reparación del ADN requiere considerar también la arquitectura nuclear que permite la 

ejecución regulada de estos procesos.  

A diferencia del espacio citoplasmático, caracterizado por organelas, la 

compartimentalización subnuclear no involucra membranas lipídicas como barreras físicas de 

dichos compartimentos [3]. Esta compartimentalización sin barreras representaría una gran 

ventaja biológica en términos de eficiencia y regulación de los procesos bioquímicos vitales, ya 

que permite generar entornos físicoquímicos particulares y mecanismos regulatorios 

específicos. Como se verá más adelante, la arquitectura de la cromatina juega un papel 

fundamental en la organización espacial intranuclear.  

En los últimos años, el desarrollo de novedosas técnicas de microscopía y de 

secuenciación masiva ha permitido profundizar nuestro conocimiento acerca de ciertos 

aspectos relacionados con la organización espacio-temporal de las funciones biológicas 

nucleares [2-5]. 

 

 1.1. Cromatina 

En eucariotas, la cromatina está formada por ADN, proteínas y ARN. Las proteínas 

mayoritarias son las histonas, con funciones regulatorias y estructurales en la compactación del 
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ADN. Por otra parte, el ARN no codificante incluído en la cromatina también cumple un rol 

estructural [6, 7].  

El núcleo de una célula humana contiene un genoma diploide de un tamaño aproximado 

de 6.5x109 pb; si las cadenas de ADN se extendieran linealmente ocuparían una longitud de ~2 

m [8]. Por este motivo, el material genético presenta un elevado grado de compactación, con 

distintos niveles jerárquicos de organización (Figura 1.1). Esta estructura modula y a su vez es 

modulada por los procesos de transcripción, reparación y duplicación del ADN [5].  

 

 

Figura 1.1. Niveles de jerarquía en la organización de la cromatina. (A) Fibra cromatínica de 10 nm 

tipo “collar de perlas”. (B) Fibra cromatínica de 30 nm y detalles de las tres estructuras propuestas: 

polímero fundido, zigzag o solenoide (panel inferior). (C) Las fibras cromatínicas de 30 nm presentan 

Interacciones dentro de un mismo dominio globular (i), entre dominios de un mismo territorio 

cromosómico (ii) o entre dominios de territorios adyacentes (iii). Mientras que las primeras presentan una 

alta probabilidad, la frecuencia de las segundas y terceras son baja y muy baja, respectivamente. (D) 

Organización de las fibras cromatínicas de 30 nm en dominios globulares. (E) Los cromosomas (cadenas 

de distintos colores) se encuentran organizados en territorios cromosómicos. Modificado de [9]. 

 

1.1.1. Fibra cromatínica de 10 nm 

En un primer orden de compactación, 147 pb de ADN se enrollan en 1.7 vueltas 

superhelicoidales alrededor de un core octamérico de histonas formando el nucleomsoma, la 

unidad básica de empaquetamiento [10] esquematizada en la Figura 1.2. La estructura 

canónica del nucleosoma está formada por dos heterodímeros de histonas H3-H4 y H2A-H2B 

[11]. A su vez, los nucleosomas están separados entre sí por 20-80 pb de ADN espaciador 

asociado a histona H1, conformando entonces motivos repetitivos de ~200 pb. Esta forma de 
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organización se asemeja a la de un collar de perlas y conforma una fibra de 10 nm de diámetro 

[12] (Figura 1.1A).  

 

Figura 1.2. Esquema del nucleosoma. Representación esquemática de la estructura de un 

nucleosoma, conformado por un octámero de histonas [(H2A-H2B)x2, (H3-H4)x2] sobre el cual se 

enrollan 147 pb de ADN. Considerando el ADN espaciador, cada nucleosoma representa una unidad 

cromatínica de ~200 pb. Modificado de [13].  

 

El ADN, negativamente cargado, interactúa con las superficies positivamente cargadas de 

las histonas. Esta interacción reduce parcialmente la repulsión electrostática que implicaría 

empaquetar el polímero desnudo de ADN en el núcleo celular [14]. Sin embargo, la cantidad de 

cargas positivas en el core de histonas no compensa totalmente la cantidad de cargas 

negativas en el ADN; la histona espaciadora H1 y ciertos cationes proveen cargas positivas 

adicionales que favorecen la compactación [15].  

La disposición de los nucleosomas en el genoma no es aleatoria sino que en algunas 

regiones sigue una organización espacial determinada con funciones regulatorias específicas 

(Figura 1.3). Los promotores transcripcionalmente activos poseen una región libre de 

nucleosomas, flanqueada por nucleosomas bien posicionados, es decir, cuya posición se 

conserva en todas las células de una población. Estos nucleosomas, denominados +1 y -1, se 

encuentran a distancias regulares a un lado y al otro del sitio de inicio de la transcripción (TSS) 

[16]. Río abajo del nucleosoma +1, se observan nucleosomas localizados a intervalos regulares 
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pero luego el posicionamiento nucleosomal se vuelve más aleatorio [16] (Figura 1.3). Este 

arreglo nucleosomal particular en el promotor permite el acceso de factores regulatorios y 

facilita la transcripción.  

 

Figura 1.3. Posicionamiento de nucleosomas en genes. Los picos y valles señalan la ocupación típica 

de nucleosomas a lo largo del cuerpo de un gen. Los nucleosomas denominados -1 y +1 delimitan la 

region libre de nucleosomas (NFR), dentro del cual se encuentra el sitio de inicio de la transcripción 

(TSS) (línea punteada). A distancias más lejanas y dentro del cuerpo del gen, el posicionamiento 

nucleosomal se vuelve aleatorio (nucleosomas “borrosos”), lo que implica una mayor variabilidad 

intercelular e intrapoblacional en la posición de los nucleosomas. Modificado de [16]. 

 

Si bien las interacciones ADN-histonas son relativamente estables, existe un 

comportamiento dinámico de los nucleosomas en la cromatina que puede ser modulado y que 

tiene consecuencias regulatorias sobre procesos como la transcripción y la replicación. En 

particular, los nucleosomas pueden deslizarse sobre el ADN cambiando su posición [17] o 

pueden disociarse parcial o completamente [16, 18]. El posicionamiento de los nucleosomas 

está influenciado en cis por la secuencia de ADN [19] y en trans por ciertas proteínas 

remodeladoras de la cromatina [20-23]. Si bien existe permanentemente una interacción 

dinámica entre el ADN y el core de histonas en la cromatina, durante los procesos de 

transcripción y replicación [16] se favorece la disociación ADN-histonas.  
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No todos los nucleosomas presentan la estructura canónica. Se ha observado que existe 

un continuo de estructuras subnucleosomales que van desde el ADN libre al nucleosoma 

canónico. Por otra parte la composición de los nucleosomas presenta diversos grados de 

variabilidad [8] y se ha propuesto que estas variantes de histonas regularían ciertos procesos 

que involucran al ADN [24]. Por ejemplo, la histona H2A.Z, una variante de H2A, está presente 

preferencialmente en promotores y elementos distales potenciadores, favoreciendo la 

transcripción [24, 25].  

Las histonas además pueden sufrir una variedad de modificaciones postraduccionales 

que tienen consecuencias en la dinámica de nucleosomas y por tanto en la regulación de la 

transcripción [26], ya que el acceso de la maquinaria transcripcional  requiere de la relajación 

local de la cromatina. Estas modificaciones incluyen acetilación, metilación, fosforilación, 

ubiquitinación y ADP-ribosilación [27], y pueden ocurrir tanto en el core como en las colas de 

las histonas. Algunas modificaciones impactan directamente en las interacciones histona-

histona o ADN-histona, alterando de esta manera la dinámica nucleosomal [26]. Otras modulan 

el reclutamiento de diversos remodeladores de la cromatina [26].  

 

1.1.2. Fibras cromatínicas de orden mayor 

En contraste a la gran información disponible relacionada a la organización de la 

cromatina formando una fibra de 10 nm, se desconocen aspectos importantes acerca de cómo 

esta fibra se organiza tridimensionalmente (Figura 1.1). Se ha observado en experimentos in 

vitro que la fibra cromatínica de 10 nm puede adquirir una estructura helicoidal, con 6-11 

nucleosomas por vuelta, formando una fibra de 30 nm de diámetro [28] (Figura 1.1B). La 

organización interna de esta fibra puede ser explicada por un modelo de solenoide [28, 29] o de 

zigzag [30]. Sin embargo, la evidencia de la existencia de fibras de 30 nm in vivo se limita a 

pocos tipos celulares [31] y se postula que podría ser consecuencia de artefactos en las 

técnicas experimantales utilizadas [15].  

 

1.1.3. Territorios cromosómicos  

Durante interfase, los cromosomas no se distribuyen aleatoriamente dentro del núcleo 

sino que ocupan regiones específicas de 2-4 m de diámetro [32], denominadas territorios 



 Introducción: 1. Estructura y función del núcleo celular  

26 
 

cromosómicos [33] (Figura 1.1E). Las fronteras de estos territorios se encuentran parcialmente 

superpuestas entre sí [34].  

La organización en territorios cromosómicos define que la posición relativa de genes 

dentro del núcleo no siga una distribución aleatoria. Este posicionamiento es a su vez 

dependiente del grado de diferenciación celular y cambia a lo largo del desarrollo y en 

situaciones patológicas [35, 36].  

Dentro de estos territorios cromosómicos se definen ciertas regiones denominadas 

dominios topológicamente asociados (TAD) [37-39] con tamaños de ~1 Mb. En los TAD se 

agrupan regiones de ADN que comparten un mismo entorno regulatorio y características 

estructurales y químicas de la cromatina [40]. De esta manera se propician interacciones entre 

secuencias de un mismo TAD, a través de lazos (loops) [41, 42] estabilizados por proteínas 

tales como CTCF y cohesina [37, 39, 43], que anclan los lazos en su base y son necesarios 

para delimitar las fronteras de los TAD [40].  

Se ha observado una correlación entre la funcionalidad y la estructura de los territorios 

cromosómicos; en particular, aquellos TAD represivos en cuanto a la actividad transcripcional 

se localizan en el centro del territorio y los TAD activos se extienden hacia la periferia del 

territorio [44, 45]. La correlación entre disposición espacial y función queda también en 

evidencia en el hecho de que la activación de algunos genes requiere del movimiento de la 

región de la cromatina que incluye al gen, formando lazos por fuera del territorio cromosómico 

correspondiente [46, 47]. Por otra parte, los TAD asociados a la lámina nuclear (estructura de 

filamentos en contacto con la envoltura nuclear) y a los cromocentros (regiones de 

heterocromatina alrededor de los centrómeros)  tienden a presentar una menor aunque no nula 

actividad transcripcional [48-51].  

Es importante enfatizar que los territorios cromosómicos no son estructuras sólidas, sino 

altamente porosas, permeadas por canales nucleoplásmicos y que por lo tanto exponen una 

alta superficie de contacto a biomoléculas que difunden en el nucleoplasma [33]. Cremer y col. 

[52] proponen que la arquitectura de la cromatina modela el paisaje intranuclear generando 

compartimentos funcionalmente activos e inactivos (Figura 1.4). El compartimento inactivo 

estaría conformado por dominios cromatínicos compactos, transcripcionalmente inactivos [52]. 

Por otra parte, el compartimento activo está constituido por una red tridimensional de canales 

intercromatínicos que comunican a las distintas regiones del núcleo entre sí y con los poros 
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nucleares, y regiones pericromatínicas accesibles a estos canales, representadas por lazos de 

cromatina descondensada, rica en genes transcripcionalmente activos [52]. 

 

 

Figura 1.4. Esquema propuesto para la organización funcional global de la cromatina en el núcleo. 

La organización nuclear de la cromatina incluye un compartimento inactivo compuesto por cromatina 

compacta y un compartimento activo, conformado por el compartimento intercromatínico (comunicado 

con los poros nucleares) y regiones de cromatina descondensada en las cuales ocurre transcripción 

activa. Modificado de [52]. 

 

1.2. Cuerpos subnucleares 

Se ha mencionado previamente que, al igual que el citoplasma, el núcleo está 

organizado en subcompartimentos, aunque a diferencia de las organelas citoplasmáticas éstos 

no están delimitados por membranas lipídicas.  

Existen varios tipos de dominios o cuerpos subnucleares, que pueden ser identificados 

principalmente por la acumulación de ciertas biomoléculas distintivas, por su morfología y/o por 

su patrón de distribución dentro del núcleo [53]. Estos cuerpos subnucleares se componen de 
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proteínas y, en algunos casos, también ácidos nucleicos. Muchas de las proteínas que los 

conforman tienen propiedades de auto-asociación [54-56]. La Tabla 1.1 resume las 

propiedades y principales funciones asignadas a los cuerpos subnucleares más conocidos.  

 

Cuerpo 
subnuclear 

Número 
por 

núcleo 

Tamaño 

(m) 

Componentes Funciones 

Cuerpo de Cajal 0-10 0.1-2.0 Coilin, SMN 
Ensamblado y longitud de 
telómeros. Biogénesis y 

procesamiento de ARN pequeños 

Clastosoma 0-3 0.2-1.2 Proteasoma Actividad proteasomal 

Cuerpo de locus 
de histona 

2-4 0.2-1.2 NPAT, FLASH 
Transcripción y procesamiento de 

genes de histonas 

Speckle nuclear 20-50 1-3 
SRSF1, SRSF2, 

Malat1 
Almacenamiento y reciclado de 

factores de splicing 

Cuerpo nuclear de 
estrés 

2-10 0.3-3.0 HSF1, HAP 
Respuesta a estrés (transcripción 

y splicing) 

Nucleolo 1-4 0.5-8.0 
Maquinaria 

transcripcional de 
Pol I 

Síntesis y procesamiento de ARN 
ribosomal. Ensamblado de 

ribosomas 

Paraspeckle 2-20 0.2-1.0 
PSP1, Neat1, 

NONO 
Regulación de ARN mensajeros y 

edición de ARN 

Compartimento 
perinucleolar 

1-4 0.2-1.0 PTB 
Regulación de un subgrupo de 

transcriptos de Pol III 

Cuerpo de 
leucemia 

promielocítica 
10-30 0.3-1.0 PML 

Respuesta a estrés, infección viral 
e inestabilidad genómica, 

mediante secuestro, modificación 
y degradación de proteínas 

Cuerpo de 
Polycomb 

12-16 0.3-1.0 Bmi1, Pc2 
No se conoce función en 

mamíferos 

Tabla 1.1. Características de cuerpos subnucleares. Extraído de [53, 57]. 

 

Los cuerpos subnucleares son estructuras dinámicas ya que presentan un intercambio 

constante de su contenido con el nucleoplasma [58, 59]. Su biogénesis y su desensamblado se 
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encuentran regulados [53] y pueden responder dinámicamente a diversas condiciones 

fisiológicas, de estrés o patológicas, modificando su número y tamaño [60-63]. 

Es importante destacar que la funcionalidad de ciertos subcompartimentos nucleares 

está aún en discusión; algunos autores sugieren que, en algunos casos, la formación de éstos 

es simplemente consecuencia de la agregación de proteína que localmente se encuentra muy 

concentrada [64]. Otros autores han postulado que estos subcompartimentos podrían actuar 

como reservorios de material inactivo [65], regulando indirectamente la concentración 

disponible de determinadas biomoléculas en el nucleoplasma [65]. También se propuso a los 

cuerpos subnucleares como sitios especializados en los que se favorece la formación de 

complejos funcionales y/o la ejecución de determinados procesos bioquímicos [66-68]. Las 

“fábricas de transcripción”, como se verá más adelante, constituyen un ejemplo de este último 

caso. 

 

1.2.1. Cuerpos de leucemia promielocítica (PML) 

A continuación se detallarán las propiedades de los cuerpos PML, ya que son tratados 

en este trabajo de Tesis. 

Los cuerpos PML son estructuras esféricas de 0.1- 1 m de diámetro, se encuentran 5-

15 copias por célula y su composición puede ser exclusivamente proteica [69, 70] o puede 

contener también ADN [71, 72].  

La Figura 1.5 muestra esquemáticamente la composición y la estructura de un cuerpo 

PML. Las proteínas distintivas de este tipo de cuerpos subnucleares pertenecen a la familia 

PML y poseen propiedades de auto-asociación [56, 73]. Las proteínas PML se encuentran en 

una capa externa de los cuerpos y presentan intercambio con el nucleoplasma [74]. El interior 

del cuerpo es accesible a una gran diversidad de proteínas interactoras [73], que presentan una 

movilidad reducida con respecto a la movilidad en el nucleoplasma (Figura 1.5) [75]. Tanto PML 

como los interactores reclutados a los cuerpos PML se encuentran SUMOilados [61].  
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Figura 1.5. Estructura de cuerpos PML. La proteína PML SUMOilada forma la capa externa del cuerpo. 

En el interior se reclutan proteínas SUMOiladas y/o con motivo de interacción con SUMO (SIM). 

Modificado de [73]. 

 

La forma, el tamaño, el número y la localización de los cuerpos PML puede cambiar en 

respuesta a diversos estímulos de estrés [73]. Sus variadas funciones celulares incluyen la 

regulación de la transcripción, la replicación del ADN, la apoptosis, la senescencia y la 

respuesta a daño del ADN e infecciones virales [61]. Las evidencias sugieren que los cuerpos 

PML funcionan como plataformas que concentran diversas proteínas, favoreciendo su 

activación [76], secuestro [77] o degradación [78].  

 

1.3. Transcripción  

La transcripción es el proceso por el cual el ADN es utilizado como molde para la síntesis 

de una cadena complementaria de ARN. Dado que en la presente Tesis se estudió a un factor 

de transcripción, este proceso se describirá en las secciones siguientes. 

 

1.3.1. ARN polimerasas y maquinaria transcripcional 

En eucariotas existen tres enzimas ARN polimerasas (Pol) que catalizan la transcripción 

de distintos tipos de genes: Pol I, Pol II y Pol III, formadas por 14, 12 y 17 subunidades, 

respectivamente. Algunas subunidades son compartidas entre sí y otras son particulares de 
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cada enzima [79]. Pol I cataliza en los nucleolos la transcripción de los ARN ribosomales 

(ARNr) excepto el 5S [80]. Pol III cataliza la transcripción de una gran variedad de ARN no 

codificantes pequeños: ARN de transferencia, ARNr 5S, ARN nucleolar pequeño, ARN 

spliceosomal U6, ARN de ribonucleasa P, entre otros [81]. 

Pol II cataliza la transcripción de todos los precursores de ARN mensajero, es decir, los 

genes que codifican a todas las proteínas de la célula. Además, cataliza la transcripción de 

micro-ARN, ARN nuclear pequeño y ARN pequeño de interferencia [82, 83]. La enzima 

interactúa con otros factores formando la maquinaria transcripcional general.  

El reclutamiento de Pol II al promotor de un gen a transcribir requiere la participación de 

factores de transcripción (TF) específicos que tienen la capacidad de unirse a secuencias 

cercanas al TSS. Estos factores favorecen el reclutamiento de Pol II directamente a través de 

interacciones con la maquinaria transcripcional o indirectamente reclutando otros factores que 

modifican la cromatina haciéndola más accesible [84].  

La Figura 1.6 muestra esquemáticamente las etapas involucradas en el proceso 

transcripcional. La maquinaria transcripcional es reclutada al promotor mínimo, que se extiende 

aproximadamente entre -35 y +35 pb con respecto al TSS [85]. Sobre el promotor se ensambla 

el complejo de pre-iniciación (PIC), conformado por Pol II y los factores generales de la 

transcripción TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF, TFIIH [84]. El complejo proteico Mediador 

funciona como coactivador ya que media interacciones entre Pol II y TF que pueden 

encontrarse en regiones distales, como secuencias potenciadoras [86] (Figura 1.6). Los 

factores generales de la transcripción inducen la fusión del ADN doble cadena en el promotor. 

TFIIH, por ejemplo, contiene actividad ADN helicasa y también fosforila el dominio C-terminal 

de Pol II, indispensable para la síntesis de ARN [87].   
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Figura 1.6. Ciclo de transcripción de Pol II. Pol II y los factores generales de la transcripción IIB, IIF, 

IIE, IID, IIH, IIA y Mediador (Med) se reclutan al promotor formando el PIC, en un estado inactivo. Un 

cambio conformacional en el ADN permite la formación del complejo abierto, en un estado activo. La 

iniciación y la elongación transcripcionales requieren de Pol II. Varios de los factores generales 

permanecen unidos al promotor formando un complejo andamio, que facilita ciclos de reiniciación 

subsiguientes. Modificado de [84]. 

 

Existen varios modelos que explican el ensamblado de este complejo. Según el modelo 

secuencial, TBP, una subunidad de TFIID, es la primera que se une al promotor mínimo, y 

luego secuencialmente se reclutan los restantes componentes del PIC [84, 88]. Según otra 

hipótesis, el PIC se pre-ensambla y se une al promotor [88].  

En los últimos años se puso en evidencia la naturaleza estocástica de la transcripción [89] 

y en particular la estocasticidad en la formación del complejo de iniciación de la transcripción 

[90, 91].  

 

1.3.2. Compartimentalización del proceso de transcripción 

Las ARN polimerasas no se distribuyen homogéneamente dentro del núcleo sino que se 

acumulan en múltiples dominios focales. Esta observación permitió postular el concepto de 
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“fábricas de transcripción” para denominar a los centros de acumulación de maquinaria 

transcripcional que pueden transcribir múltiples genes simultáneamente [4]. La Figura 1.7 

muestra un esquema de fábrica de transcripción conformada por Pol II. 

 

 

Figura 1.7. Compartimentalización de Pol II en fábricas de transcripción. Estructura de una fábrica 

de transcripción de Pol II. Cada fábrica contiene decenas de moléculas de Pol II sobre la superficie de un 

centro proteico, entre los que incluyen TF, coactivadores, remodeladores de la cromatina, 

ribonucleoproteínas (RNP), enzimas modificadoras de histonas, factores de splicing y procesamiento. 

Múltiples genes (líneas celeste, marrón y magenta) pueden ser procesados en una misma fábrica. Las 

líneas rojas representan los transcriptos de ARN. Modificado de [92]. 

 

Pol I forma parte de la fábrica de transcripción de mayor tamaño: el nucleolo. Este 

compartimento subnuclear conforma la estructura citológica más prominente del núcleo y es 

rica en ARN y proteínas [93]. Su función consiste en la síntesis y maduración del ARNr, y la 

producción de ribosomas [94]. La fábrica nucleolar posee un centro fibrilar con una alta 

concentración de Pol I, y la transcripción ocurre en la superficie de este centro fibrilar [95]. El 

ARN naciente comienza a ser procesado en el componente denso fibrilar que circunda el centro 
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fibrilar, y la maduración de las subunidades ribosomales se completa en el componente 

granular del nucleolo [95]. 

Por otra parte, Pol II y Pol III se distribuyen en foci discretos denominados “fábricas de 

transcripción” [96-98]. La cantidad de fábricas de transcripción en el núcleo se encuentra en el 

orden de 103-104 [4]. Si bien la cantidad dependería del tipo celular, la densidad nuclear de 

fábricas y su diámetro (50-175 nm) son similares en distintos tipos celulares [4, 99, 100].  

Se ha propuesto que prácticamente toda la transcripción ocurre en fábricas [101] y que 

cada fábrica tiene ~10 moléculas de Pol II activas transcribiendo sobre distintos moldes [99].  

Según el modelo tradicional de transcripción, la Pol se mueve a lo largo de un molde fijo 

de ADN a medida que transcribe. Sin embargo, bajo el modelo de fábricas de transcripción, 

múltiples Pol adheridas a una fábrica de transcripción actúan sobre varios moldes. La 

inmovilización de la Pol durante la transcripción activa implica el movimiento del ADN molde 

con respecto al sitio de polimerización. Las fábricas incluyen no sólo a las Pol sino también 

altas concentraciones de otros componentes de la maquinaria transcripcional [4, 102] (Figura 

1.7). Dado que estas fábricas interactúan con lazos de cromatina, contribuyen indirectamente a 

la organización espacial del genoma [103]. 

Recientemente, experimentos de seguimiento de moléculas individuales de Pol II han 

permitido observar un recambio rápido de polimerasas en las fábricas de transcripción y que 

varias moléculas de Pol II pueden actuar en simultáneo a lo largo de un mismo molde [104], 

sugiriendo la necesidad de reevaluar el modelo tradicional de fábricas de transcripción. 

 

1.3.3. Regulación de la transcripción 

La regulación de la transcripción constituye una función fundamental para la vida. 

Permite integrar señales externas e internas de un organismo, brindando una respuesta 

biológica: cuándo, dónde y cuánto se expresan los genes. En organismos multicelulares, 

además, es fundamental para el desarrollo y la diferenciación celular. Existe una gran variedad 

de mecanismos regulatorios que permiten una modulación fina y sofisticada de la expresión 

génica a distintos niveles. Estos mecanismos actúan a nivel del acceso de la maquinaria 

transcripcional y TF a la cromatina y en las etapas de iniciación, elongación y terminación. 
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Intervienen elementos en trans (factores regulatorios) que se unen a elementos en cis 

(secuencias regulatorias).  

 

1.3.3.1. Secuencias regulatorias de la transcripción 

Los genes poseen, tanto río arriba como río abajo del promotor mínimo, secuencias 

regulatorias que actúan en cis a las cuales se unen diversos factores regulatorios que pueden 

modular la transcripción [105] (Figura 1.8). 

 

Figura 1.8. Regulación de la transcripción en eucariotas. (A) El promotor (< 1 kb) se compone de las 

secuencias promotoras proximales y el promotor mínimo. Las secuencias regulatorias distales pueden 

estar a 1 Mb del promotor y pueden estar integradas por regiones control de locus, aisladores, 

silenciadores y potenciadores. Estos elementos pueden interactuar con el promotor mediante la 

formación de lazos de ADN. (B) Las secuencias regulatorias, ya sean proximales o distales, reclutan 

factores de transcripción activadores, que poseen por lo general un dominio de unión al ADN (DBD) y un 

dominio de activación (AD). Los activadores pueden interactuar directa o indirectamente (a través de 

coactivadores) con la maquinaria transcripcional. Modificado de [105]. 

 

El promotor mínimo funciona como plataforma del ensamblado de la maquinaria de 

transcripción basal, y define a su vez el TSS y la dirección de la transcripción [85]. Las 
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variaciones en la secuencia del promotor mínimo pueden contribuir a la especificidad 

regulatoria de cada gen [85].    

El promotor proximal se encuentra en el rango de los cientos de bases río arriba del 

promotor mínimo, y puede contener varios sitios de unión para distintos TF. Los elementos 

regulatorios a los que se unen los TF suelen ocupar 6-12 pb, en los que usualmente 4-6 bases 

definen la especificidad de la unión. Estas secuencias suelen estar degeneradas, por lo que se 

habla de secuencias consenso [106]. Un mismo TF puede unir entonces una variedad de 

secuencias, que pueden afectar la afinidad de unión del factor regulatorio [107], regular la 

preferencia del TF por heterodimerizar con otros factores [106, 108] o alterar la conformación 

del TF de manera que cambie su actividad [109, 110]. 

Los potenciadores (enhancers) y los silenciadores son secuencias regulatorias distales 

que actúan favoreciendo o inhibiendo la transcripción, respectivamente, independientemente de 

la distancia y su orientación relativa en el ADN. Se pueden encontrar >100 kb río arriba del 

promotor mínimo, o incluso río abajo, en un intrón o más allá del extremo 3’ de un gen [111, 

112]. La comunicación entre elementos distales y el promotor es posible por la formación de 

lazos en el ADN [113].  

Un mismo TF puede unirse a promotores proximales o a potenciadores, ya que pueden 

contener las mismas secuencias [114]. A su vez, un mismo promotor puede ser regulado 

modularmente por distintos potenciadores en forma independiente o interdependiente [115].  

Los silenciadores unen proteínas regulatorias denominadas represores, que a su vez 

pueden reclutar correpresores [116]. Existen múltiples mecanismos propuestos de represión 

incluyendo la competencia por un mismo sitio [117], el bloqueo de la unión de un TF activador 

[118], el reclutamiento de enzimas que favorecen la compactación de la cromatina [119] o la 

inhibición del ensamblado del PIC [120]. 

 

1.3.3.2. Factores regulatorios de la transcripción 

 

Los factores regulatorios se unen directa o indirectamente al ADN y modulan la 

actividad transcripcional. Pueden ser TF que se unen específicamente a secuencias consenso 

en el ADN o correguladores reclutados por estos factores. De esta manera, la especificidad en 
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la regulación transcripcional puede estar dada no sólo por la expresión y/o activación de TF 

sino también por la expresión de correguladores que permiten que un mismo TF pueda regular 

positiva o negativamente la transcripción [121].  

Típicamente, los TF poseen al menos un dominio de unión al ADN (DBD) y un dominio 

de activación (AD), responsable de su actividad [122] (Figura 1.8). Existen distintas familias de 

TF que difieren en la estructura del DBD [108]. Una característica notable de los TF es que 

pueden actuar sinergísticamente a través de la cooperatividad de un mismo factor [123] o de 

distintos tipos de factores [124].  

La acción de los TF puede centrarse en promover la formación del PIC [122, 125] o 

favorecer la ejecución de las etapas de iniciación, elongación o reiniciación [126].  

Estos factores además pueden reclutar enzimas tales como remodeladores de 

cromatina dependientes de ATP y complejos modificadores de histonas [126, 127] que 

modifican la compactación y por ende la accesibilidad de la cromatina [121, 128]. El 

reclutamiento puede ser directo o indirecto, por intermedio de correguladores [129, 130].  

 

En este capítulo se detalló la organización espacial del núcleo, caracterizada por la 

arquitectura de la cromatina y la existencia de diversos cuerpos subnucleares. La ejecución y 

regulación de la transcripción ocurre en este complejo contexto espacial.  



  

 

  



 

 
 

 

 

Introducción: 

2. Receptor de 
glucocorticoides 

 

 
«Desde entonces no me duele la soledad, porque sé que vive mi redentor y al fin se 

levantará sobre el polvo. Si mi oído alcanzara todos los rumores del mundo, yo 

percibiría sus pasos. Ojalá me lleve a un lugar con menos galerías y menos puertas. 

¿Cómo será mi redentor?, me pregunto. ¿Será un toro o un hombre? ¿Será tal vez un 

toro con cara de hombre? ¿O será como yo?» 

 

Jorge L. Borges 

La casa de Asterión (1947) 
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El receptor de glucocorticoides (GR) pertenece a la familia de receptores de esteroides 

(SR), integrada también por los receptores de progesterona (PR), de estrógenos (ER), de 

mineralocorticoides (MR) y de andrógenos (AR), entre otros. Los SR forman parte a su vez de 

la superfamilia de los receptores nucleares [131, 132], los cuales son TF activados por ligando 

y participan en la regulación de múltiples funciones fisiológicas [131]. Las hormonas 

esteroideas, ligandos naturales de los SR, son moléculas lipofílicas que derivan del colesterol y 

comparten una estructura química común, con modificaciones sobre el esqueleto carbonado 

del ciclopentanoperhidrofenenatreno que varían según la hormona [133].  

Los SR comparten una gran similitud de secuencia aminoacídica y por lo tanto 

adquieren conformaciones parecidas. Por este motivo, existen múltiples reacciones cruzadas 

entre las vías de señalización de los distintos SR. Por ejemplo, un mismo ligando puede unirse 

a diferentes receptores, como son los casos del cortisol (ligando natural del GR que se une 

también al MR [134]), la progesterona  (ligando natural del PR que interactúa con el MR [135]) y 

la mifepristona (RU486) (se une tanto al GR como al PR [136]). Además, distintos receptores 

pueden unirse a los mismos elementos de respuesta en el ADN: de hecho GR, PR, MR y AR 

reconocen la misma secuencia nucleotídica [137]. Los distintos miembros de la familia, y de 

otros receptores nucleares, pueden interactuar también con los mismos coactivadores y 

correpresores de la transcripción [138]. Todas estas propiedades pueden generar efectos no 

esperados en tratamientos farmacológicos. 

 

2.1. Fisiología del GR 

El cortisol en mamíferos no roedores y la corticosterona en roedores son los 

glucocorticoides (GC) naturales mayoritarios. Estas hormonas son sintetizadas principalmente 

en la zona fasciculata de la corteza de la glándula adrenal, y tanto su síntesis como su 

secreción al sistema circulatorio están controladas por el sistema nervioso central a través del 

eje hipotalámico-pituitario-adrenal (HPA) [139]. La activación de este eje está influida por 

diversos factores, como el estrés, la actividad física, las infecciones y los ritmos circadianos 

[140-142]. El GR media la acción hormonal de los GC y participa en el control  de varios 

procesos fisiológicos. 
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Dado que el GR se expresa en prácticamente todos los tipos celulares, los GC 

producen efectos en todos los sistemas fisiológicos del organismo. En concentraciones 

sistémicas basales, regulan principalmente el metabolismo de carbohidratos, lípidos y 

proteínas. Contribuyen a aumentar la glucemia mediante la inducción de la gluconeogénesis en 

el hígado, y de la proteólisis y la lipólisis en órganos periféricos. En situaciones de estrés, se 

produce un aumento significativo de los niveles circulantes de GC, y se observan también sus 

efectos anti-inflamatorios e inmunosupresores. Los GC actúan en este caso sobre distintos 

tipos celulares del sistema inmune, inhibiendo la síntesis y/o la liberación de citoquinas [143, 

144].  

Además, los GC ejercen una influencia relevante sobre una gran variedad de sistemas y 

procesos, como el sistema nervioso central [145], el desarrollo embrionario [146], la 

proliferación y la muerte celulares [147]. 

 

2.2. Farmacología del GR 

Los GC son una de las drogas más utilizadas, crónica u ocasionalmente, por la 

población mundial (la prevalencia de GC orales en población adulta de distintos países ronda el 

1% [148]). Debido a sus efectos inmunosupresores y anti-inflamatorios (Figura 2.1), se diseñó y 

sintetizó una amplia variedad de agonistas sintéticos del GR, que se utilizan para tratar 

desórdenes inflamatorios, enfermedades autoinmunes y el rechazo inmunológico en trasplantes 

de órganos [149, 150], así como también en terapias combinadas para algunos tratamientos 

anti-tumorales [149] (Figura 2.1).  
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Figura 2.1. Efectos deseados y adversos del uso farmacológico de los glucocorticoides (GC). Los 

GC actúan sobre diversos órganos y tejidos (marcados en azul), ejerciendo múltiples efectos, ya sea 

deseados desde el punto de vista terapéutico (marcados en verde) o adversos (marcados en rojo). 

Modificado de [151]. 

 

Lamentablemente, el uso farmacológico de GC conlleva una gran variedad de efectos 

adversos, que pueden agravarse en casos de tratamientos prolongados o con dosis elevadas.  

Los efectos en el organismo son similares a los observados en patologías que involucran un 

exceso de GC endógenos, tales como el síndrome de Cushing [152], e incluyen diabetes, 

osteoporosis, atrofia de la piel, glaucoma, redistribución de grasa corporal, hipertensión arterial, 

psicosis, neurodegeneración [143, 144] (Figura 2.1). Estos efectos adversos ocasionados por 

un exceso de GC endógenos podrían ser tratados mediante antiglucocorticoides, es decir, 

antagonistas del GR [149, 153]. Sin embargo, los antiglucocorticoides que existen en el 

mercado, por ejemplo RU486 [136], no son específicos sino que también son antagonistas de 

otros SR. 

Por lo tanto, desde hace varios años numerosos grupos de investigación se han 

enfocado en el diseño de nuevos fármacos con potencial efecto disociado, es decir, que 

mantuvieran los efectos deseados o beneficiosos de los GC pero con menor prevalencia de 

efectos adversos [154].    
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2.3. Estructura proteica del GR 

El GR presenta una estructura modular con tres dominios bien definidos, al igual que el 

resto de los SR: un dominio N-terminal (NTD) con función de activación (AF-1), un dominio 

central de unión al ADN (DBD) y un dominio C-terminal de unión a ligando (LBD). Posee 

además dos señales de localización nuclear (NLS) en la región comprendida entre el DBD y el 

LBD, y múltiples residuos en los que han sido descriptas modificaciones postraduccionales 

(Figura 2.2). 

 

 

Figura 2.2. Estructura proteica del GR. Estructura modular del GR humano (isoforma ), con sus 

dominios N-terminal (NTD), de unión al ADN (DBD) y de unión al ligando (LBD). El receptor posee varios 

sitios de fosforilación, SUMOilación, ubiquitinación y acetilación en los que puede ser modificado 

postraduccionalmente. Se muestran las distintas regiones del GR responsables de sus funciones y de la 

interacción con el ADN, ligandos esteroides y otras proteínas. Modificado de [155]. 

 

2.3.1. Dominio N-terminal (NTD) 

El NTD presenta una secuencia muy variable entre los distintos receptores nucleares y 

contiene la región de activación de la transcripción AF-1 [156]. Esta región, independiente de la 

unión al ligando [157], es responsable de la interacción con cofactores transcripcionales, como 
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TBP y TFIID, componentes de la maquinaria de transcripción basal [158, 159]. Este dominio no 

ha podido ser cristalizado aún, probablemente debido a la falta de estructura.  

Se propone que el ADN es un modulador alostérico del GR ya que la unión al ADN a 

través del DBD estabiliza las estructuras secundaria y terciaria del dominio AF-1, regulando su 

capacidad de unir cofactores de la transcripción [160]. El dominio AF-1 presenta además sitios 

de fosforilación y SUMOilación involucrados en la actividad y estabilidad de la proteína [161]. 

 

2.3.2. Dominio de unión al ADN (DBD) 

El DBD es un dominio muy conservado entre los distintos receptores nucleares. La 

unión al ADN es específica para determinadas secuencias nucleotídicas, denominadas 

elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE). El GRE consenso es una secuencia 

palindrómica, constituida por dos regiones de 6 nucleótidos conservados separadas por tres 

nucleótidos no conservados (TGTTCTnnnAGAACA). Esta misma secuencia es reconocida 

también por otros SR [137]. La unión al ADN puede modular alostéricamente la conformación y 

la actividad del receptor, dependiendo de la secuencia [162]. 

El GR interactúa con el GRE en forma de homodímero; cada monómero se une a una 

de las dos secuencias conservadas del elemento palindrómico [163, 164]. Las regiones 

responsables de la homodimerización pueden funcionar también como regiones de 

heterodimerización con otros SR, i.e. GR-MR [165] o GR-AR [166]. Recientemente, se ha 

demostrado que la unión al ADN promovería además la interacción de dos homodímeros de 

GR, formando tetrámeros [167].  

El DBD posee dos módulos con motivo estructural de “dedos de zinc” que difieren entre 

sí en su conformación y función [168]. El segundo módulo contiene un lazo denominado D-loop, 

involucrado en la interacción entre monómeros de GR [169]. Más adelante se describe cómo 

una mutación puntual en esta región puede afectar notablemente la actividad transcripcional del 

GR (sección 2.6). 

Una región denominada lever arm conecta los dos módulos de zinc entre sí y estaría 

involucrada en el mecanismo alostérico que integra las señales provenientes de la interacción 

DBD-ADN a otros dominios del receptor [170]. 
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2.3.3. Dominio de unión al ligando (LBD) 

El LBD posee un bolsillo hidrofóbico que interactúa con el ligando. Se establecen allí 

interacciones de tipo puente hidrógeno entre el ligando y los residuos del receptor [171]. Esta 

cavidad es relativamente flexible ya que algunas cadenas laterales de aminoácidos pueden 

reordenarse permitiendo la entrada de grupos voluminosos de determinados ligandos [172].  

El LBD contiene una región con función de activación AF-2, cuya conformación varía 

dependiendo del ligando unido al receptor. La unión de un agonista del GR favorece la 

interacción con coactivadores de la familia p160, a través de la región AF-2 [173]. A su vez, 

esta misma región es responsable de la interacción con correpresores del GR [174]. Por otra 

parte, el LBD presenta dos regiones de dimerización distantes entre sí. Más adelante se 

describe cómo estas regiones de dimerización pueden ser perturbadas por mutaciones 

puntuales (sección 2.7) o por unión de ciertos ligandos (sección 2.8.1). 

 

2.4. Activación y mecanismo de acción del GR  

La activación del GR involucra una serie de eventos que comienzan en el citoplasma 

con la unión del ligando al receptor. Posteriormente, el GR transloca al núcleo, homodimeriza y 

regula la expresión de una gran variedad de genes, ya sea de forma positiva o negativa. Su 

mecanismo de acción involucra la interacción del complejo ligando-receptor con secuencias 

blanco en el ADN, con correguladores de la transcripción y con otros TF. 

Además, se han descripto efectos no génomicos de los GC, de acción más rápida que 

los producidos por regulación de la expresión génica [175]. Por ejemplo, la interacción del GR 

con la quinasa JNK [176] y con el receptor de linfocitos T afecta estas vías de señalización 

[177]. En esta Tesis no se abordaron estos efectos, por lo cual no serán descriptos en detalle. 

 

2.4.1. Unión del ligando y translocación del GR a núcleo 

En ausencia de ligando, el GR se encuentra localizado mayoritariamente en citoplasma 

[178]. La formación de un heterocomplejo con la chaperona Hsp90 mantiene al LBD del GR en 

una conformación capaz de reconocer al ligando [179, 180] (Figura 2.3). Varias proteínas 

participan del ensamblado de este heterocomplejo: la chaperona Hsp70, el adaptador Hop e 

jguerrero
Texto insertado
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inmunofilinas, entre otras. La formación del complejo involucra la hidrólisis de ATP unido a las 

chaperonas Hsp90 y Hsp70, y es dependiente de Mg2+ [180]. Las inmunofilinas son isomerasas 

que permiten el correcto plegado de varias proteínas [181]. La unión del ligando al receptor da 

inicio a la translocación del GR del citoplasma al núcleo [182] en el lapso de unos pocos 

minutos, a través de distintos modelos que se esquematizan en la Figura 2.3. 

 

 

Figura 2.3. Modelos de translocación del GR al núcleo. Se han propuesto distintos mecanismos para 

explicar la translocación de SR del citoplasma al núcleo. A la izquierda (líneas punteadas rojas), la unión 

de la hormona libera el complejo de chaperonas y el receptor puede translocar a través del complejo del 

poro nuclear (NPC). A la derecha (líneas continuas verdes), la unión de la hormona promueve el 

intercambio de inmunofilinas FKBP51 por FKBP52, que media la interacción con dineína. El SR es 

transportado vía citoesqueleto y translocado al núcleo junto con el complejo de chaperonas. En ambos 

mecanismos, se postula que el SR expone la NLS en su conformación unida a ligando. Modificado de 

[183]. 

 

El proceso de translocación del GR al núcleo es aún discutido. Algunos autores 

proponen que la disociación del heterocomplejo con Hsp90 es necesaria para que el GR 

exponga su NLS y transloque mediante asociación a importinas [182] (Figura 2.3). Sin 

embargo, el transporte a través de microtúbulos también mediaría la redistribución espacial del 

GR. En particular, se ha propuesto que el cambio conformacional inducido por el ligando 
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promueve una interacción dinámica del GR con el heterocomplejo de chaperonas e 

inmunofilinas [180]. Además, en el heterocomplejo se produce el intercambio de la inmunofilina 

FKBP51 por FKBP52, que oficia de puente entre el GR y la dineína, un motor molecular 

responsable del transporte retrógrado a través de microtúbulos [184, 185]. La interacción entre 

estos componentes requiere Hsp90, permitiendo la unión del GR a inmunofilinas y por lo tanto 

a dineína [186] (Figura 2.3). 

Las evidencias sugieren que la translocación ocurriría simultáneamente a través de 

ambos mecanismos celulares. En particular, se ha verificado que el GR puede translocar 

completamente al núcleo en ausencia de la red de microtúbulos, pero con una cinética muy 

lenta [187]. Por otra parte, la inhibición de la actividad de Hsp90 tampoco detiene este proceso 

[184]. La utilización preferencial de una u otra vía podría depender del contexto celular. 

El pasaje del GR entre los compartimentos citoplasmático y nuclear ocurre a través del 

complejo del poro nuclear (NPC). La existencia de dos secuencias NLS en el GR permite la 

asociación del receptor con importinas, que a su vez interactúan con nucleoporinas presentes 

en el NPC [181] y permiten la difusión facilitada de la proteína. La exportación desde el núcleo 

depende de la participación de exportinas que reconocen señales de exportación nuclear [181]. 

Es importante destacar que los distintos modelos mencionados anteriormente para 

explicar la translocación nuclear podrían tener distintas implicancias con respecto al 

mecanismo de pasaje a través del NPC. La disociación del heterocomplejo de chaperonas 

inducida por ligando es compatible con un modelo de importación mediante importinas 

asociadas a una NLS. Por otra parte, se ha postulado que el GR puede atravesar el NPC 

formando parte del heterocomplejo con Hsp90 [181] (Figura 2.3). 

 

2.4.2. Acción del GR 

La unión del ligando y la translocación al núcleo integran la etapa de activación del GR. 

Una vez en el núcleo, regula la expresión génica de forma positiva o negativa, ya sea actuando 

como TF o regulando la actividad de otros factores. La Figura 2.4 sintetiza los principales 

mecanismos a través de los cuales el GR puede activar o reprimir la expresión de genes. 
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Figura 2.4. Principales modos de acción del GR. El GR activo puede dar lugar a la activación o a la 

represión de la expresión génica. La activación puede darse por unión directa de GR al GRE (i), en 

concierto con otros TF (ii) o indirecta anclándose a otros factores (iii). La represión puede darse por 

mecanismos similares a los mencionados para activación (iv, v, vi) o por unión de GR a un GRE 

competitivo (vii), secuestro de TF (viii) y competencia por cofactores (ix). X e Y representan otros TF 

involucrados en la acción del GR. Modificado de [188]. 

 

2.4.2.1. GR como factor de transcripción 

La actividad del GR como TF depende de la unión directa del receptor a través del DBD 

a secuencias GRE presentes en sus genes blanco (Figura 2.4i). Como se mencionó 

anteriormente, el GRE consenso es una secuencia palindrómica a la cual se une un 

homodímero de GR. La activación de la transcripción requiere el reclutamiento de la maquinaria 

basal transcripcional y de remodeladores de la cromatina [189]. En particular, los factores 

basales TBP y TFIID interactúan con el dominio AF-1 del GR [158, 159]. CBP y p300 poseen 

actividad acetiltransferasa de histonas (HAT) e interactúan con el dominio AF-1 e 

indirectamente con el dominio AF-2, a través de cofactores miembros de la familia p160 como 

SRC1/NCoA-1 [190]. BRG-1, otro cofactor que también interactúa con GR, remueve la histona 

H1 de la cromatina, facilitando el acceso de factores basales [191]. 
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En algunos casos, la unión del GR a un GRE no es suficiente para la activación 

transcripcional de un gen, sino que requiere además la interacción de otros TF u otras 

moléculas de GR a secuencias adyacentes [192] (Figura 2.4ii). Este modo de acción puede dar 

lugar también a represión de la expresión génica (Figura 2.4v) [188]. 

Por otra parte, la unión de GR a elementos de respuesta específicos puede resultar en 

una regulación negativa de la transcripción. Estas secuencias se denominan GRE negativos 

(nGRE), para las cuales no se ha encontrado una secuencia consenso conservada [190] 

(Figura 2.4iv).  

 

2.4.2.2. GR como modulador de otros factores de transcripción 

El GR también regula la transcripción de manera indirecta, modulando la actividad de 

otros TF. Estos procesos no requieren la unión directa del receptor a GRE o nGRE (Figura 

2.4iii, vi, viii, ix). NFB, AP-1, Oct1/2, STAT5 y CREB son algunos ejemplos de los múltiples TF 

cuya actividad está regulada por el GR [193, 194]. Esta regulación puede ser positiva o 

negativa, y depende del contexto celular [194]. Puede ser ejercida por el GR en su estado 

homodimérico como en su estado monomérico [169].  

Se ha postulado que el GR puede ser reclutado indirectamente a genes sin GRE 

mediante un mecanismo de anclaje a otros TF [195, 196]. El receptor actuaría entonces como 

un corregulador, promoviendo (Figura 2.4iii) o inhibiendo (Figura 2.4vi) la expresión de genes. 

Existen evidencias que sugieren distintos tipos de interacción entre el GR y otros TF; éstas 

podrían ocurrir a través del DBD [194] o de forma indirecta, a través de una proteína puente 

como nTRip6, la cual participaría en la modulación del GR sobre AP-1 y NFB [197]. La 

regulación positiva de otros factores, como STAT5, dependería del dominio AF-2. En este 

último caso, el GR actúa como un coactivador [194].  

Existen diversos mecanismos propuestos para explicar los casos de represión génica, 

además del mecanismo de anclaje (Figura 2.4vi). Inicialmente se postuló que el secuestro de 

TF por parte del GR impediría la unión de los mismos a elementos de respuesta específicos 

presentes en los genes blanco de esos factores [194] (Figura 2.4viii). Otros autores proponen 

que el GR inhibiría el reclutamiento de coactivadores [198]. La regulación negativa podría 

incluir la participación de coactivadores del GR como SRC2/NCoA-2 actuando como 
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correpresores [199] (como se verá más adelante), del complejo remodelador de la cromatina 

SWI/SNF [200] y de correpresores como las deacetilasas de histonas (HDAC) [194]. La misma 

competencia por cofactores, que se encuentran en concentraciones limitantes en la célula, 

puede ser responsable de los efectos represores del GR sobre AP-1 y NFB [201, 202] (Figura 

2.4ix). Por otra parte, la unión del GR a GRE que se solapan con las secuencias de pegado de 

otros factores de transcripción puede dar origen a un GRE competitivo, de manera que la unión 

del GR impide la unión de éstos otros y reprime la expresión génica (Figura 2.4vii) [203, 204]. 

Es muy probable que no exista un mecanismo universal por el cual el GR inhiba la 

actividad de otros TF, sino que en cada caso particular intervengan uno o varios de los 

mecanismos descriptos. 

 

2.5. Especificidad y regulación de la acción del GR 

En la sección anterior se describieron los mecanismos de acción del GR en un dado 

contexto celular. Sin embargo, la regulación de estos mecanismos depende de dicho contexto. 

La expresión diferencial de distintas isoformas de manera tejido-específica constituye un 

mecanismo de regulación de la acción de GR [205]. En humano, la isoforma GR es la más 

abundante (90% de los transcriptos) [206-208]. 

Por otra parte, el GR es susceptible de ser modificado postraduccionalmente y en 

consecuencia cambiar su estructura química y su conformación. Estas modificaciones regulan 

su localización subcelular [161, 209, 210], su estabilidad proteica [210-212] y su actividad 

transcripcional [212-215]. Entre las modificaciones descriptas se encuentran la fosforilación, la 

acetilación, la ubiquitinación, la SUMOilación y la S-nitrosilación [155, 216-218] (Figura 2.2). 

Además, la acción del GR puede ser modulada por la unión de distintos tipos de 

ligandos, como se verá en la sección 2.8, y por la expresión tejido-específica de una gran 

variedad de correguladores. 
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2.5.1. Expresión de correguladores del GR 

Los correguladores de la transcripción son proteínas que median la acción de los TF 

sobre la maquinaria transcripcional, regulando el reclutamiento y el acceso de los diferentes 

complejos proteicos a la cromatina. Existe una gran variedad de correguladores con funciones 

diversas que pueden mediar la acción del GR. La regulación espacial y temporal de la 

expresión de los distintos correguladores constituye un mecanismo relevante de modulación de 

la acción glucocorticoidea [138, 219].  

Los correguladores pueden ser clasificados como coactivadores o correpresores según 

su función. Los coactivadores pueden tener actividad acetiltransferasa de histonas, 

metiltransferasa de histonas o de remodelado de cromatina dependiente de ATP, entre otras. 

Su acción favorece la relajación de la cromatina, facilitando el acceso de la Pol II y otros 

factores que participan del proceso de transcripción [219]. Existen varias familias de 

coactivadores que interactúan con el GR. Algunos de ellos lo hacen con el dominio AF-1 del 

receptor, como el remodelador de la cromatina BRG1 (SWI/SNF) [220, 221] y la acetilasa de 

histonas P/CAF [222]. Otros, como los coactivadores de la familia p160, se unen al dominio AF-

2 del GR [223]. Dentro de esta familia hay tres miembros que comparten ~60% de similitud de 

secuencias: SRC-1/NCoA-1, SRC-2/NCoA-2 y RAC3/NCoA-3 [224]. En la sección siguiente se 

profundizará sobre los mecanismos de acción de NCoA-2, un coactivador cuya dinámica se 

estudió en esta Tesis. 

Por otra parte, los correpresores participan en el remodelado de la cromatina, 

disminuyendo su relajación. Al igual que los coactivadores, funcionan como plataformas de 

reclutamiento que median la interacción entre el TF específico y los efectores que modifican el 

estado de la cromatina o interactúan con la maquinaria basal. NCoR y SMRT son dos 

correpresores relevantes en el mecanismo de acción del GR.  Pueden interactuar con el 

dominio AF-2 del receptor, compitiendo con coactivadores de la familia p160 [174]. Su función 

como represores parecería residir en su capacidad de reclutar histonas deacetilasas como 

HDAC3 [225]. De hecho, la función deacetilasa de estas enzimas requiere la interacción con 

estos correpresores [226]. NCoR y SMRT pueden formar complejos de correpresión diversos, 

según el contexto celular [227]. Se los ha encontrado asociados, por ejemplo, a componentes 

de la maquinaria basal de transcripción [228].  
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2.5.1.1. El coactivador NCoA-2 

NCoA-2 (denominado también como SRC-2, TIF2 o GRIP1 según la especie) es uno de 

los tres miembros de la familia p160 de coactivadores de receptores nucleares. Al igual que el 

resto de la familia, posee tres motivos LXXLL formando -hélices, de manera que las lisinas 

interactúan con residuos no polares del dominio AF-2 del receptor. Estos motivos se 

encuentran en el dominio central NRID del coactivador [229, 230] (Figura 2.5). La unión de 

ligandos agonistas favorece una conformación del GR capaz de unir al coactivador [231]. 

 

 

Figura 2.5. Coactivación de receptores nucleares mediada por coactivadores de la familia p160. El 

reclutamiento del coactivador por receptores nucleares ocurre a través de los motivos LXXLL. El 

coactivador puede reclutar a su vez coactivadores secundarios a través de sus AD: acetiltransferasas de 

histonas (p300/CBP), metiltransferasas de histonas (PRMT1, CARM1) y remodeladores de la cromatina 

(SWI/SNF). Estos coactivadores secundarios son los responsables de actuar sobre la cromatina y la 

maquinaria transcripcional. Modificado de [232]. 

 

NCoA-2 posee dominios C-terminales de activación AD1 y AD2, a través de los cuales 

se une a las acetiltransferasas de histonas CBP/p300 y pCAF y metiltransferasas de histonas 

CARM1 y PRMT1 [232] (Figura 2.5), y un dominio N-terminal que favorece su localización 

nuclear [233] y contiene otra región de activación (AD3) mediante la cual NCoA-2 interactúa 

con otros coactivadores [232]. Estos coactivadores son enzimas modificadoras de histonas, 

que a su vez pueden interactuar sinergísticamente con otros coactivadores unidos a los 

dominios AD1 y AD2 de NCoA-2 [232], o incluso remodelar la cromatina [234] (Figura 2.5).  

 Los coactivadores de la familia p160 no sólo regulan la actividad de receptores 

nucleares como el GR sino también la de otros TF. Por ejemplo, pueden interactuar con AP-1 y 

NFB a través de los AD y regular su actividad [232]. 
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Las propiedades de NCoA-2 pueden ser moduladas por múltiples modificaciones 

postraduccionales [232]. El conjunto de estas modificaciones puede regular su distribución 

subcelular, su degradación, su interacción con receptores nucleares y su capacidad de reclutar 

factores que modulan la actividad transcripcional [232]. 

A diferencia de los otros dos miembros de la familia, NCoA-2 posee también un dominio 

central de represión (RD), que le confiere la capacidad de favorecer la transrepresión ejercida 

por el GR de genes dependientes de AP-1 y NFB [235]. Esta capacidad de correpresión juega 

un papel relevante en el efecto anti-inflamatorio de los GC [236]. Se ha observado que el RD 

participa en la interacción de NCoA-2 con metiltransferasas de histonas [237] y miembros de la 

familia de factores regulatorios de interferón [238], aunque los mecanismos responsables de la 

correpresión todavía no se han esclarecido totalmente [236]. 

NCoA-2 se expresa en diversos órganos y tejidos, con niveles de expresión variables 

[224]. Ratones KO para NCoA-2 han mostrado una gran disminución en la fertilidad tanto en 

hembras como en machos [239] y alteraciones en el metabolismo lipídico y balance energético 

en tejido adiposo [240]. Sin embargo, dada la similitud entre los miembros de la familia, se ha 

demostrado que también existen mecanismos de compensación. Por ejemplo, en ratones KO 

para NCoA-1, se describió sobreexpresión de NCoA-2 en cerebro y en testículo, resultando en 

un fenotipo moderado [241]. Si bien existen vías de señalización específicas para cada uno de 

los miembros de la familia, en algunos casos pueden cumplir funciones biológicas redundantes 

[224]. Sin embargo, la mayoría de los ratones KO dobles para NCoA-1 y NCoA-2 no logran 

sobrevivir después del nacimiento, presuntamente por problemas respiratorios [242]. A 

diferencia de los otros dos miembros de la familia p160, no se asoció una desregulación de la 

expresión de NCoA-2 con oncogénesis [232, 243]. 

 

2.6. Modelo disociado de acción del GR  

A pesar de la compleja red de interacciones que media la acción de los GC, en muchos 

ámbitos todavía se acepta un modelo extremadamente simplificado definido hace más de dos 

décadas.  Este modelo, llamado “modelo disociado”, establece la existencia exclusiva de dos 

modos de acción por los cuales el GR actúa. El mecanismo directo, denominado históricamente 

proceso de transactivación, comprende la inducción de la expresión génica como producto de 

la unión del homodímero de GR a sitios GRE presentes en los promotores de los genes blanco. 
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Por otro lado, en el modo indirecto, denominado proceso de transrepresión, el receptor 

monomérico unido al ligando inhibe la expresión de genes activados por otros TF, como NFB 

o AP-1 [244] (Tabla 2.1).  

 

Estado de oligomerización Dímero Monómero 

Actividad transcripcional Transactivación Transrepresión 

Mecanismo de acción Unión directa al ADN en 

secuencias GRE 

Interacción con otros TF 

Efectos Metabólicos (adversos) Inmunosupresores, anti-

inflamatorios (deseados) 

Tabla 2.1. Modelo disociado de acción del GR. Resumen de las propiedades estructurales, los 

mecanismos y los efectos farmacológicos asociados a los dos grandes modos de acción del GR, según 

el modelo disociado. 

 

El modelo disociado se apoyó principalmente en los resultados obtenidos durante la 

caracterización del mutante A458T del GR humano (A477T en rata y A465T en ratón [155]), 

conocido como GRdim [245]. Originalmente, se describió que este mutante es incapaz de 

transactivar la expresión de genes regulados por secuencias GRE y que esta incapacidad 

estaría relacionada a su imposibilidad de dimerizar y de unirse al ADN [246], aunque sin 

embargo conserva su capacidad de transreprimir la expresión de genes regulados por AP-1 y 

NFB a través de interacciones con estos TF [246]. En concordancia con estos resultados, se 

observó en ratones mutantes knock-in GRdim/dim que la inducción de genes involucrados en 

procesos metabólicos se encontraba inhibida, mientras que los efectos inmunomodulares de 

los GC se conservaban [245, 247]. 

En ese sentido, desde un punto de vista clínico/farmacológico, se aceptó que los genes 

regulados por el mecanismo de transactivación estarían asociados a los efectos metabólicos de 

los GC (clínicamente considerados efectos adversos o indeseables), mientras que los genes 

regulados por transrepresión se asocian a efectos anti-inflamatorios e inmunosupresores 
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(efectos benéficos) [244]. De esta manera, se estableció la idea de que, si una mutación 

puntual es capaz de producir un cambio en la conformación del receptor que lo hace 

discriminar entre transrepresión y transactivación, muy probablemente existan ligandos que 

también logren este efecto [248]. Bajo este supuesto, surgió el concepto de GC disociado: un 

GC capaz de activar la transrepresión pero no la transactivación del GR. Este ligando 

mantendría los efectos anti-inflamatorios benéficos pero disminuiría o idealmente eliminaría los 

efectos adversos, siendo, desde el punto de vista farmacológico, el GC ideal [149].  

Con esta premisa, diversos grupos de investigación y la industria farmacéutica se han 

abocado en la búsqueda de ligandos disociados desde hace más de veinte años. Sin embargo, 

las evidencias acumuladas muestran que el mecanismo de acción del receptor es mucho más 

complejo que el descripto por el modelo disociado. Por ejemplo, la transactivación también 

sería necesaria para los efectos anti-inflamatorios de los glucocorticoides [188, 249], y la 

transrepresión sería también responsable de ciertos efectos adversos [250].  

Por otra parte, trabajos posteriores cuestionaron la supuesta imposibilidad del GRdim 

de unión al ADN y de transactivación, ya que se demostró que puede inducir la expresión de 

ciertos genes de manera dependiente del contexto y de la secuencia blanco [162, 251, 252]. 

Además, nuestro y otros grupos de investigación  han comprobado que GRdim formaría 

homodímeros en células vivas, al igual que el receptor salvaje [169, 253]. 

Considerando que GRdim forma dímeros y que no hay correlación directa entre el 

estado de oligomerización y la función transcripcional del receptor [169], los resultados 

obtenidos durante la caracterización de este mutante, ya sea in vitro o in vivo, deben ser 

reinterpretados. La capacidad disminuida de GRdim de inducir la expresión génica puede 

deberse a otras razones, por ejemplo un menor tiempo de interacción en sus sitios blanco en el 

ADN [254] o una interacción defectuosa con correguladores [162]. En este sentido, se demostró 

que la mutación dim altera el efecto alostérico que ejerce el ADN sobre el GR [162]. 

 

2.7. Dimerización del GR y unión al ADN 

La homodimerización del GR y la unión al ADN constituyen eventos relevantes en el 

mecanismo de acción del receptor como TF, aunque todavía no está esclarecido el orden 

temporal y la interdependencia de estos eventos. Existen evidencias contradictorias que 



 Introducción: 2. Receptor de glucocorticoides  

57 
 

sugieren que la homodimerización es independiente [255-258] o dependiente [259-261] de la 

unión del GR al ADN. Estos estudios se realizaron in vitro, ya sea con el receptor completo o 

sólo con el DBD. En el caso de que la homodimerización fuera independiente de la unión al 

ADN, se encuentra todavía en discusión si esto ocurre en el citoplasma [262] o en el núcleo.  

Inicialmente se describió en el GR una interfaz de dimerización en el DBD, en el bucle 

denominado D-loop [260]. Como se explicó previamente, el mutante GRdim presenta una 

mutación en esta región, y el estudio de su acción biológica significó el principal soporte del 

modelo disociado de acción del GR [245]. Sin embargo, la descripción de otras dos regiones de 

dimerización en el LBD [171] permitió demostrar que la homodimerización del receptor es 

dependiente de múltiples interfaces. La sustitución aminoacídica I634A en el GR de ratón 

(I628A en humano) interfiere en la interfaz de dimerización presente en la lámina A del LBD, 

disminuyendo la dimerización del receptor in vitro [171] e in vivo [169]. 

Recientemente, nuestro grupo verificó que el doble mutante GRA465T/I634A (GRmon), que 

porta la mutación dim en el DBD y otra mutación en la región de dimerización del LBD, no 

dimeriza [169]. La variante monomérica GRmon presenta intacta su capacidad de 

transrepresión y comprometida su función de transactivación de la expresión génica [169]. Si 

bien su capacidad de unirse al ADN se encuentra disminuida, GRmon es reclutado a sitios “pre-

programados” de la cromatina, es decir, sitios que se encuentran accesibles antes del 

tratamiento hormonal [169]. 

Recientemente, se demostró que la unión a sitios GRE induce la tetramerización del GR 

[167] si bien la mayoría de las moléculas de GR no unidas al ADN en el núcleo se encuentra en 

estado dimérico [169]. Este grado de oligomerización mayor se produciría por un cambio 

conformacional alósterico generado por la unión al ADN, que permitiría la unión de dos dímeros 

de GR e involucraría al LBD a través de una interfaz diferente a las descriptas como regiones 

de dimerización [167]. 

 

2.8. Ligandos sintéticos del GR 

Existe una gran diversidad de ligandos sintéticos del GR con diferentes características 

funcionales. En este trabajo de Tesis, se utilizaron como herramientas dos ligandos sintéticos 
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del GR: la dexametasona (Dex) y la 21-hidroxi-6,19-epoxiprogesterona (21-OH) (Figura 2.6). A 

continuación, se detallan las características principales de estos ligandos. 

 

 

Figura 2.6. Estructura de ligandos del GR. Estructuras del cortisol (ligando endógeno humano) y de 

dos ligandos sintéticos utilizados en este trabajo de Tesis: dexametasona (agonista completo) y 21-

hidroxi-6,19-epoxiprogesterona (ligando con propiedades disociadas). Modificado de [263]. 

 

2.8.1. Dexametasona (Dex) 

Dex es uno de los GC sintéticos más utilizados en la clínica. Se caracteriza por 

presentar potencia y eficacia elevadas y una alta afinidad y selectividad por el GR [264]. Su 

biodisponibilidad es también elevada y, junto con una lenta metabolización, determina una 

persistencia por más tiempo en plasma sanguíneo en comparación a los GC endógenos [264, 

265]. Además de su uso clínico, se utiliza ampliamente en ensayos in vivo e in vitro para 

estudiar los efectos de los GC [265]. 

Al ser un GC altamente potente y eficaz, Dex es utilizado como un agonista completo 

del GR, capaz de promover las funciones de transactivación y transrepresión del receptor sobre 

la expresión génica. Por estos motivos, Dex es un fuerte inmunosupresor y anti-inflamatorio, 

aunque su uso crónico produce severos efectos adversos típicos de los tratamientos 

prolongados con GC [266].  
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2.8.2. 21-hidroxi-6,19-epoxiprogesterona (21-OH) 

21-OH es un GC de estructura rígida, diseñado y sintetizado en el laboratorio del Dr. 

Gerardo Burton (Departamento de Química Orgánica, FCEN, UBA; UMYMFOR, CONICET). La 

rigidez estructural de esta molécula es aportada por el puente epoxi C6-C19 y explica la 

selectividad de este ligando por el GR. Esta selectividad evitaría los efectos adversos 

observados en la clínica, resultantes de la reacción cruzada de GC que interactúan con otros 

SR como el PR y el MR; éste es el caso del antiglucocorticoide y antiprogestágeno comercial 

RU486, que por su estructura flexible presenta afinidad por el GR y el PR [267]. 

El 21-OH presenta ciertas propiedades antiglucocorticoides cuando es utilizado en 

presencia de Dex, tanto en cultivos celulares como in vivo. En particular, se demostró la 

capacidad del 21-OH de antagonizar la inducción de genes en presencia de Dex [267, 268]. 

Además, es incapaz de inducir per se la expresión de genes controlados por secuencias GRE 

[267, 269]. Al mismo tiempo, este ligando presenta propiedades inmunosupresoras y anti-

inflamatorias similares a un agonista como Dex, aunque con menor potencia [269-271]. Estas 

evidencias otorgan la posibilidad de utilizar 21-OH clínicamente. A su vez, por sus propiedades 

de ligando disociado –es decir, con capacidad de promover ciertas respuestas transcripcionales 

del GR y no otras– constituye una atractiva herramienta molecular para estudiar los 

mecanismos de acción del receptor. 

Mediante simulaciones de dinámica molecular, se observó que la unión de 21-OH 

provoca diferencias conformacionales en el lazo H1-H3 y en el dominio AF-2 del LBD del 

receptor, comparando con la unión de Dex. El lazo H1-H3 comprendería una tercera interfaz de 

dimerización y la unión de 21-OH comprometería la utilización de esta región para formación de 

dímeros GR/GR [269]. Sin embargo, también se demostró que el GR forma homodímeros aun 

en presencia de 21-OH y eso sería debido a la existencia de las otras dos regiones de 

dimerización presentes en el GR [169]. La conformación adquirida por el dominio AF-2 del GR 

luego de la unión de 21-OH impediría al GR reclutar coactivadores de la familia p160 [269]. En 

este sentido, se demostró una menor interacción entre el receptor y NCoA-2 cuando el ligando 

unido a GR es 21-OH comparado con Dex [270]. Estos efectos del 21-OH sobre el GR podrían 

explicar la incapacidad de este ligando de inducir directamente la expresión génica [272]. 
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Más allá de su uso farmacológico, el uso de ligandos en investigación básica permite 

estudiar mecanismos moleculares de la acción biológica del receptor, ya que la unión del 

ligando produciría una conformación particular del GR que modula su acción. Además, a 

diferencia del uso de mutantes que no existen en la naturaleza, las diferentes conformaciones 

que adquiere el GR en respuesta a la unión de un determinado ligando tendrían relevancia 

clínica y su estudio permite profundizar acerca de los mecanismos de acción de estos 

fármacos. 
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«Cerré los ojos, los abrí. Entonces vi el Aleph. 

Arribo, ahora, al inefable centro de mi relato; empieza, aquí, mi desesperación de 

escritor. Todo lenguaje es un alfabeto de símbolos cuyo ejercicio presupone un 

pasado que los interlocutores comparten; ¿cómo transmitir a los otros el infinito Aleph, 

que mi temerosa memoria apenas abarca? (…) el problema central es irresoluble: la 

enumeración, siquiera parcial, de un conjunto infinito. En ese instante gigantesco, he 

visto millones de actos deleitables o atroces; ninguno me asombró como el hecho de 

que todos ocuparan el mismo punto, sin superposición y sin transparencia. Lo que 

vieron mis ojos fue simultáneo: lo que transcribiré, sucesivo, porque el lenguaje lo es. 

Algo, sin embargo, recogeré. 

En la parte inferior del escalón, hacia la derecha, vi una pequeña esfera tornasolada, 

de casi intolerable fulgor. Al principio la creí giratoria; luego comprendí que ese 

movimiento era una ilusión producida por los vertiginosos espectáculos que encerraba. 

El diámetro del Aleph sería de dos o tres centímetros, pero el espacio cósmico estaba 

ahí, sin disminución de tamaño.» 

 

Jorge L. Borges 

El Aleph (1949) 
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En el capítulo 1 se describió que las funciones biológicas nucleares tales como la 

transcripción, la replicación y la reparación del ADN ocurren en un entorno complejo, 

compartimentalizado, dependiente de la red arquitectónica que impone la organización 

jerárquica de la cromatina y de la gran diversidad de cuerpos subnucleares. En este contexto 

espacial complejo, los diversos componentes que participan de estos procesos deben 

encontrarse y formar grandes complejos proteicos que interactúan con elementos específicos 

en el genoma. Estos procesos deben ser eficientes y a la vez finamente regulados. Frente a 

este panorama, el estudio del comportamiento dinámico de las biomoléculas en el complejo 

paisaje intranuclear no resulta trivial. Se requieren métodos avanzados para realizar 

experimentos en células vivas y un marco teórico adecuado para interpretar estos datos. 

 

3.1. Métodos de microscopía de fluorescencia en células vivas 

El desarrollo de la microscopía de fluorescencia significó un gran avance en el estudio 

de la dinámica de biomoléculas dentro de la célula y, en particular, dentro del núcleo. La 

posibilidad de tener una proteína de interés marcada con una etiqueta fluorescente permite 

detectar específicamente esta molécula en muestras de gran complejidad. Existen distintos 

métodos para marcar una proteína de interés con un compuesto fluorescente, que involucran la 

microinyección de proteína purificada y marcada químicamente [273], la expresión de una 

proteína de fusión con una etiqueta que reacciona con versiones químicamente modificadas de 

la sonda fluorescente [274] o la expresión de la proteína de interés fusionada a variantes de 

proteínas fluorescentes [275].  

El núcleo es una organela de forma cuasi-esférica, con varios m de diámetro, por lo 

cual la obtención de imágenes nucleares requiere de un microscopio que permita una 

adecuada resolución espacial en z. Para ello, se puede utilizar microscopía confocal [276, 277], 

de dos fotones [278] o de iluminación laminar [279]. Si bien no se describirán estos métodos en 

detalle ya que no son el objeto de estudio en esta Tesis, es importante destacar que, con 

excepción de algunos métodos de superresolución, la resolución lateral (d) (i.e. la menor 

distancia a la cual dos objetos se perciben como entidades independientes) está dada por: 
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Ecuación 3.1       
 

   
 

En donde  es la longitud de onda de la luz y NA es la apertura numérica del objetivo. 

En condiciones habituales de trabajo, esta ecuación determina que la resolución óptica se 

encuentre en el orden de 200 nm, aproximadamente [280].  

En un microscopio confocal, la capacidad de seccionamiento en z se logra por la 

inclusión de una apertura confocal (pinhole) localizada en el plano conjugado al plano focal del 

objetivo [277]. Esta disposición define un volumen de observación gaussiano en tres 

dimensiones del orden del femtolitro [281] y dimensiones radial y axial de ~0.25 y ~1 m, 

respectivamente. La adquisición de imágenes en estos microscopios se logra mediante el 

barrido de la luz de excitación sobre la muestra a través de espejos.  

Este microscopio determina que se pueda cuantificar la intensidad de fluorescencia en 

una región de la muestra con buena resolución espacial (200 nm) y temporal (s). La 

combinación de esta microscopía con detectores de fotones con alta sensibilidad permitió el 

desarrollo de técnicas para estudiar cuantitativamente la dinámica intracelular de biomoléculas.  

A continuación, se detallarán las técnicas de microscopía de fluorescencia más 

utilizadas para estudiar dinámica: recuperación de fluorescencia después de fotoblanqueo 

(FRAP), espectroscopía de correlación de fluorescencia (FCS) y seguimiento de moléculas 

individuales (SMT). Se enfatizará su relevancia en el estudio de interacciones con sitios blanco 

fijos, de acuerdo a nuestro interés por cuantificar interacciones entre biomoléculas y la 

cromatina en el núcleo de células vivas. Los fundamentos y los tipos de resultados obtenidos 

en cada técnica se esquematizan en la Figura 3.1.  
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Figura 3.1. Técnicas de fluorescencia para estudiar dinámica de biomoléculas. Los paneles a la 

izquierda esquematizan los fundamentos de cada método. En todos los casos, se considera que las 

moléculas (círculos) difunden y tienen cierta probabilidad de interactuar con sitios de unión inmóviles 

(cuadrados), ubicados en el núcleo celular (representado por una forma cuasi-ovalada). Los paneles a la 

derecha esquematizan los datos que pueden ser obtenidos de acuerdo a cada método y cómo se 

evidencian diferencias en los tiempos de residencia de las moléculas en los sitios de interacción. (A) 

Recuperación de fluorescencia después de fotoblanqueo (FRAP). El círculo rojo representa la región 

fotoblanqueada. La intensidad en esta zona se recupera en función del tiempo por el intercambio entre 

las moléculas fluorescentes (verdes) y las blanqueadas (negras). Se computa la intensidad media de 

fluorescencia en la región blanqueada en función del tiempo. (B) Espectroscopía de correlación de 

fluorescencia (FCS). Se mide la intensidad de fluorescencia en función del tiempo en el pequeño 

volumen de observación (óvalo rojo). A partir de las fluctuaciones de intensidad debido al intercambio de 

moléculas fuera y dentro de este volumen de observación, se computa la función de autocorrelación que 

describe esta dinámica. (C) Seguimiento de molécula individual (SMT). Estos métodos utilizan diversas 

estrategias para marcar una pequeña subpoblación de las moléculas con etiquetas fluorescentes, las 

cuales son detectadas individualmente en microscopios que permiten seccionamiento óptico tales como 

microscopía de iluminación inclinada (HILO). Se obtienen las trayectorias de moléculas individuales y se 

computa un histograma de tiempos de unión a sitios inmóviles. Modificado de [282]. 
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3.1.1. Recuperación de fluorescencia después de fotoblanqueo (FRAP) 

FRAP se basa en el fotoblanqueo irreversible de las moléculas fluorescentes en una 

subregión de interés mediante la irradiación con altas potencias de láser y el seguimiento de la 

evolución temporal de la fluorescencia en esta región [283, 284]. El intercambio dinámico de 

moléculas entre la subregión fotoblanqueada y los alrededores permite el reemplazo gradual de 

las moléculas fotoblanqueadas por moléculas fluorescentes y por lo tanto la recuperación de la 

intensidad de fluorescencia en esta subregión [284] (Figura 3.1A).  

La evolución temporal y espacial de la recuperación de fluorescencia en la subregión 

fotoblanqueada depende de la movilidad de las moléculas fluorescentes, incluyendo posibles 

interacciones con otras biomoléculas en su microentorno que puedan afectar su movimiento. 

Las curvas de recuperación se pueden analizar cuantitativamente mediante modelos 

matemáticos, para obtener parámetros de movilidad [285]. FRAP es un método muy utilizado 

debido a la simplicidad en su instrumentación y a que el análisis cualtitativo de los datos brinda 

información sencilla sobre la dinámica estudiada [282]. Sin embargo, posee varias limitaciones. 

En particular, la técnica presenta baja resolución temporal y espacial, y requiere de una 

relativamente alta concentración de la biomolécula fluorescente, por lo que puede haber 

artefactos derivados de la sobreexpresión [282]. Además, la irradiación de la muestra con un 

láser de alta potencia puede producir daño celular [286] y alterar la dinámica intranuclear de 

proteínas [287]. 

 

3.1.2. Espectroscopía de correlación de fluorescencia (FCS) 

Las técnicas derivadas de FCS se basan en colectar una traza temporal de intensidad 

de fluorescencia en un volumen pequeño de la muestra y analizar cuantitativamente las 

fluctuaciones de fluorescencia. Este tipo de experimentos puede entonces realizarse utilizando 

microscopios confocales o de excitacion multifotónica. 

 Uno de los procesos que puede introducir fluctuaciones en la traza temporal de 

intensidad es el movimiento de moléculas fluorescentes que salen y entran del volumen de 

observación [288] (Figura 3.1B). Uno de los procedimientos utilizados para cuantificar la 

movilidad de las moléculas a partir de la traza de intensidad es calcular la función de 

autocorrelación (sección 5.11.3), que evalúa el grado de similitud entre la intensidad de 

fluorescencia a un dado tiempo y la intensidad a un tiempo posterior (tiempo de retardo). Si las 
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moléculas permanecen por más tiempo en el volumen de observación, ya sea por ejemplo 

porque difunden lentamente o porque interactúan con sitios inmóviles, la correlación se 

mantiene por tiempos de retardo mayores.  

Las curvas de autocorrelación pueden ser interpretadas según modelos que consideren 

los distintos procesos que causan las fluctuaciones [289, 290]. Como se desarrollará más 

adelante, FCS puede implementarse en modo de adquisición en un punto, a lo largo de una 

línea [291] o en una imagen entera [292]. Otra variante de la técnica es la espectroscopía de 

correlación cruzada de fluorescencia (FCCS), que permite analizar las interacciones entre dos 

biomoléculas fluorescentes separadas espectralmente, a partir del cálculo de funciones de 

correlación cruzada (sección 5.11.3). 

En contraste al método de FRAP, FCS posee alta resolución temporal (~s) y espacial 

(~200 nm), es una técnica no invasiva (no se requieren altas potencias de láser) y requiere 

bajas concentraciones de moléculas fluorescentes (~nM). Como analizaremos más adelante, 

las mediciones de fluctuaciones de intensidad permiten además determinar concentración y 

estado de oligomerización [293]. Si bien por su alta resolución temporal es posible detectar 

eventos muy rápidos [294], su capacidad para estudiar eventos muy lentos y poco frecuentes 

está limitada por la estadística, el fotoblanqueo y el movimiento de la célula y el núcleo [282].  

Se han diseñado diversos métodos para estudiar la dinámica de biomoléculas en 

células vivas basados en correlación de fluorescencia, como RICS (Raster Image Correlation 

Spectroscopy) [295], STICS (Spatiotemporal Image Correlation Spectroscopy) [292, 296] y pCF 

(pair Correlation Function) [297-299]. Estos métodos involucran el cálculo de correlaciones 

espacio-temporales entre píxeles distintos de una imagen, de manera que permiten analizar la 

comunicación entre distintas locaciones y detectar la existencia de barreras u obstáculos al 

movimiento de moléculas. En este sentido, permiten realizar un mapeo espacial de la dinámica 

intracelular de biomoléculas. El desarrollo de equipamiento con detección de mayor 

sensibilidad y mayor resolución temporal seguramente contribuirá a ampliar el uso de estas 

técnicas en los próximos años. 
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3.1.3. Seguimiento de molécula individual (SMT) 

Tanto FRAP como FCS brindan información sobre el comportamiento promedio de las 

moléculas estudiadas en una dada región. A diferencia de estos métodos, el seguimiento de 

moléculas individuales (SMT) se basa en la detección de moléculas fluorescentes individuales, 

su localización con precisión nanométrica y la obtención de sus trayectorias espaciales en el 

tiempo [300] (Figura 3.1C). Las moléculas individuales se visualizan en las imágenes como 

puntos limitados por difracción, de manera que pueden ser localizados en cada imagen por 

rutinas de ajuste normal [301]. Luego se establecen criterios para vincular a las partículas 

localizadas en imágenes consecutivas entre sí, de modo de obtener trayectorias de moléculas 

individuales [301]. 

Por este motivo, la concentración de moléculas fluorescentes debe ser baja (<nM) [300]. 

SMT usualmente requiere microscopías que permitan la observación de un único plano de la 

muestra para minimizar la colección de luz proveniente de moléculas localizadas en planos 

distintos al focal. Los microscopios de iluminación altamente inclinada (HILO) (Figura 3.1C), de 

reflexión total interna (TIRF) o de iluminación laminar (SPIM) cumplen estos requerimientos 

[300]. En estos microscopios es fundamental utilizar cámaras con alta sensibilidad y rapidez 

dado que estas propiedades determinan la capacidad de detección y seguimiento de moléculas 

individuales [300].  

Uno de los requerimientos de estos métodos es que los fluoróforos deben tener un brillo 

molecular alto y buena fotoestabilidad, por lo que no se suelen usar proteínas fluorescentes 

sino sondas sintéticas fluorescentes que se unen covalentemente a la molécula de interés. 

Para ello se utilizan diversas estrategias tales como el sistema HaloTag [302], en donde se 

utiliza la proteína de interés fusionada a la enzima modificada de origen bacteriano HaloTag. 

Esta enzima tiene la capacidad de unir covalentemente determinadas sondas orgánicas 

fluorescentes, que son permeables en la célula [302]. La marcación de la proteína de interés 

puede realizarse de manera rápida y específica, y la concentración de moléculas fluorescentes 

puede ser manipulada con precisión. 

El análisis de las trayectorias de moléculas individuales generalmente involucra 

identificar eventos de difusión y eventos en los cuales la molécula se mantiene confinada en 

una región muy limitada. Estos últimos eventos se asignan habitualmente a eventos de unión a 

sitios blanco prácticamente fijos; el área de confinamiento está dada por el movimiento local del 
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sitio y el error en la determinación de la posición de la molécula. El tiempo en que una molécula 

permaneció confinada es su tiempo de residencia en el sitio de unión [303].  

SMT, a diferencia de FCS, permite capturar eventos lentos y poco frecuentes. Sin 

embargo, su resolución temporal es baja, por lo que se pierde la detección de los eventos más 

rápidos. 

 

3.2. Influencia de la topología intranuclear en la dinámica de biomoléculas 

Como se explicó en el capítulo 1, los procesos biológicos nucleares como la 

transcripción ocurren en un ambiente complejo debido al alto crowding macromolecular, a la 

organización arquitectónica de la cromatina en diferentes niveles de jerarquía y a la existencia 

de múltiples subcompartimentos que concentran distintas biomoléculas y favorecen 

determinadas interacciones. En este sentido, la geometría interna del núcleo restringe 

espacialmente la movilidad intranuclear de las biomoléculas, con consecuencias en las 

interacciones bioquímicas que gobiernan las funciones biológicas nucleares [304].  

Se estima que la exclusión debido a la presencia de grandes complejos 

macromoleculares como la cromatina reduce apenas un 10-20% el volumen accesible a 

biomoléculas respecto del volumen nuclear total [304]. Sin embargo, esta estimación no 

contempla la compleja geometría intranuclear. Dado que la cromatina se empaqueta de manera 

jerárquica en distintos niveles de organización, varios autores han propuesto que la cromatina 

posee una estructura fractal [305, 306]. Esta propiedad impondría una exclusión del volumen 

nuclear que depende del tamaño de la partícula y de la dimensión fractal (es decir, cuán fractal 

es la cromatina) [304]. Otros autores han propuesto que la compactación misma de la 

cromatina genera un sistema de canales que favorece ciertas vías de movilidad y restringe la 

comunicación entre otras regiones, funcionando como barreras u obstáculos [298, 307]. Estas 

barreras pueden construir trampas en las que moléculas de determinado tamaño pueden 

quedar atrapadas [307]. 

Los estudios de dinámica intranuclear de moléculas supuestamente inertes muestran 

desviaciones de lo esperado para una difusión libre browniana, dando lugar a un 

comportamiento anómalo o subdifusivo. Experimentalmente se evidencia que el 

desplazamiento cuadrático medio (MSD) de sondas inertes es menor al esperado por difusión 
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libre y la diferencia es mayor a tiempos más largos (Figura 3.2). En el núcleo, sin embargo, Di 

Rienzo y col. observaron que el comportamiento subdifusivo se evidencia incluso a escalas 

espacio-temporales muy cortas [308].  

 

Figura 3.2. Influencia de la topología intranuclear en la movilidad de biomoléculas. El 

desplazamiento cuadrático medio (MSD) describe cuánto se mueve una partícula en relación a una 

posición inicial, en función del tiempo. En ausencia de obstáculos, la difusión es libre (naranja) y el MSD 

sólo depende del coeficiente de difusión. La presencia de obstáculos genera comportamientos anómalos, 

subdifusivos (el MSD es menor al esperado por difusión libre). Los obstáculos pueden estar distribuidos 

en una geometría fractal (celeste), al azar (rojo) o formando corrales que confinan el movimiento de las 

partículas (negro). En este último caso, el MSD no crece indefinidamente en función del tiempo sino que 

alcanza un valor límite, según las dimensiones del corral. Modificado de [307]. 

 

 La anomalía en la difusión ha sido interpretada por algunos autores de acuerdo a la 

fractalidad de la cromatina [305, 309] (Figura 3.2). Por el contrario, Baum y col. [307] no 

conciben el entorno nuclear como un espacio fractal sino como un medio poroso multi-escala 

formado por obstáculos distribuidos al azar (Figura 3.2). En ese mismo trabajo, los autores 

muestran que la viscosidad intrínseca del nucleoplasma es muy similar a la del agua. A mayor 

escala, empieza a ser relevante la porosidad del medio, que depende del tamaño y la forma de 

las proteínas difusivas. Así, proteínas chicas tienen acceso a una superficie de exploración 

mayor debido a que pueden visitar poros más chicos [307]. Esta particular arquitectura porosa 

que restringe la movilidad de las biomoléculas según su forma y tamaño está principalmente 

dada por la estructura de la cromatina [307].   
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Por otra parte, es necesario aclarar que los estudios descriptos en esta sección para 

analizar la geometría interna del núcleo asumen que las sondas fluorescentes utilizadas son 

totalmente inertes y que la red de obstáculos que define esta geometría (i.e. la cromatina) es 

inmóvil. Sin embargo, nunca se demostró que sondas como GFP sean realmente inertes. Por 

otro lado, la cromatina y otras estructuras nucleares presentan agitación térmica, aunque están 

restringidas por la arquitectura del núcleo [310-312]. En experimentos de SMT se observó que 

histonas nucleosomales unidas a la cromatina exploran una región confinada de 55-180 nm en 

la escala temporal de 1-10 s [303, 313]. 

 

3.3. Influencia de las interacciones intranucleares en la dinámica de biomoléculas  

La geometría del núcleo impone un marco de restricciones a la movilidad de 

biomoléculas que difunden en el nucleoplasma. Sin embargo, la dinámica de moléculas inertes 

no representa el comportamiento de las moléculas de interés biológico, para las cuales la 

ejecución de sus funciones implica la interacción con diversos componentes nucleares, entre 

ellos el ADN, el ARN y/o cuerpos subnucleares. De hecho, no hay una correlación entre el 

tamaño de las proteínas y su movilidad en el núcleo [314-316], por lo que la geometría 

intranuclear no determina por sí sola la dinámica de las proteínas dentro de esta organela. De 

esta manera, las interacciones entre las moléculas que difunden y, fundamentalmente, entre 

estas moléculas y la superficie de la cromatina contribuyen a reducir notablemente la movilidad 

de las mismas [303, 316, 317]. 

Por lo tanto, resulta relevante detectar y caracterizar cuantitativamente las interacciones 

entre las proteínas y el ADN. Esto puede realizarse mediante la determinación de las 

constantes de asociación y de disociación in vivo [318].  

Una de las técnicas más utilizadas para caracterizar estas interacciones es FCS. En 

estudios iniciales en los cuales se exploró la dinamica de TF en el núcleo, la curvas de 

autocorrelación de fluorescencia se ajustaron según un modelo que consideraba dos 

componentes difusivos: un componente rápido para las moléculas libres y otro lento para las 

unidas [319-321].  

Michelman-Ribeiro y col. profundizaron en el análisis teórico de este escenario y 

derivaron un modelo de “difusión y unión” para estimar la constante cinética de disociación (koff) 
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y la constante cinética aparente de unión (kon*) involucradas en la interacción con sitios fijos 

(como la cromatina) a partir de datos de FCS [290]. La constante de asociación verdadera kon 

no es accesible pero sí la pseudoconstante de asociación kon*, que depende del número de 

sitios libres en el equilibrio Seq (kon* = Seq kon) [314]. El modelo asume que Seq tiene un valor 

elevado (respecto del número de sitios ocupados) y constante. 

Si bien el modelo no tiene solución analítica, ciertas condiciones de contorno permiten 

reducir este modelo completo a soluciones simplificadas. En particular, cuando el tiempo 

característico difusional es más corto que el tiempo de asociación con el sitio de unión, es 

posible utilizar un régimen simplificado denominado “reacción dominante”. En esta condición, el 

coeficiente de difusión, koff y kon* pueden ser determinados de forma independiente [290] 

(sección 5.11.5). La determinación de las constantes de asociación y disociación brinda 

información relevante acerca de la dinámica y la distribución de la proteína estudiada. La 

fracción de moléculas unidas a los sitios en el equilibrio (Ceq) puede calcularse como Ceq =  

kon*/(koff + kon*) [290]. Por otra parte, 1/ kon* representa el tiempo promedio que tarda una 

proteína en encontrar un sitio de unión y 1/ koff representa el tiempo de residencia promedio de 

la proteína en el sitio de unión [282]. 

 

3.4. Dinámica intranuclear de factores de transcripción 

Como se mencionó previamente (sección 1.3.2), un aspecto que modula la transcripción 

es la compartimentalización espacial de las moléculas que intervienen en este proceso. A su 

vez, la transcripción también es modulada por el comportamiento dinámico de estos actores. 

Por este motivo, las siguientes secciones se enfocarán en la dinámica de los TF. 

 

3.4.1. Interacciones entre TF y la cromatina 

Los TF exhiben en general una dinámica relativamente rápida de interacción con la 

cromatina [322]. Se han detectado interacciones entre los TF y el ADN en un rango temporal 

amplio que abarca desde segundos a minutos [282]. Esto llevó a discutir la relevancia biológica 

de las interacciones detectadas por microscopía de fluorescencia. En particular, se postuló que 

aquellas interacciones más lentas correspondían a interacciones específicas mientras que se 

asignó a las interacciones rápidas como inespecíficas [282].    
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Lamentablemente, la distinción experimental entre los dos tipos de sitios no es simple. 

Algunos autores han argumentado que en ensayos de microscopía en posiciones aleatorias 

dentro del núcleo los sitios inespecíficos se encuentran en exceso, y por lo tanto son 

mayoritariamente representados [314, 323]. En cambio, otros autores han establecido 

correlaciones entre tratamientos experimentales y cambios en la dinámica de TF para apoyar la 

idea de que predominan las interacciones específicas [320, 324]. Varios autores han llegado a 

la conclusión de que ambos tipos de interacciones contribuyen a la dinámica medida [315, 325, 

326], sin embargo son pocos los trabajos que han intentado responder esta pregunta, y lo 

abordan mediante mutaciones que puedan disociar la unión específica e inespecífica al ADN 

[303, 327]. De todos modos, Normanno y col. [328] mostraron que existe una amplia 

distribución de tiempos de residencia característicos de interacciones inespecíficas y que no se 

puede establecer una clara delimitación entre ambos tipos de interacciones simplemente en 

base a la duración de los eventos de unión. 

Mueller y col. [282] plantean que la partición de un TF entre los conjuntos de sitios 

inespecíficos y de sitios específicos tiene consecuencias en la actividad transcripcional, y que 

esta partición puede ser modulada mediante la variación de los tiempos de residencia 

característicos en cada tipo de sitio, por ejemplo por acción de chaperonas, el proteasoma y 

remodeladores de la cromatina [329, 330]. Por otro lado, un mayor tiempo de residencia de un 

TF en un promotor estaría asociado a una mayor respuesta transcripcional [329, 331, 332]. 

 

3.4.2. Interacciones específicas entre TF y la cromatina 

Más allá de la distinción entre interacciones específicas e inespecíficas, el tiempo de 

residencia característico de los TF en sus secuencias blanco sigue siendo materia de debate. 

Tradicionalmente, se consideraba que los TF establecían interacciones estables con los 

promotores, del orden de horas, a partir de experimentos realizados in vitro [333]. Por lo 

contrario, los experimentos de dinámica de fluorescencia, como FRAP, demostraron que existe 

un intercambio mucho más rápido, del orden de segundos [334-336].  

De todos modos, los datos de la literatura muestran una gran variedad de tiempos de 

residencia para TF, lo cual indicaría que este tipo de interacciones depende del TF y del 

contexto celular [282, 303, 337].  

 



 Introducción: 3. Dinámica de biomoléculas en el núcleo  

74 
 

3.4.3. Interacciones inespecíficas entre TF y la cromatina 

Se ha propuesto que las interacciones más rápidas se relacionan con el proceso de 

búsqueda de un TF de sus secuencias blanco. Dentro de estas interacciones se destacan la 

difusión unidimensional a lo largo de la cadena de ADN (sliding) y los saltos entre cadenas de 

ADN adyacentes (hopping) [338]. Estos procesos aceleran el muestreo de sitios en la 

cromatina en comparación al tiempo de búsqueda calculado si el TF sólo pudiera difundir en el 

nucleoplasma, ya que cada evento de unión inespecífica implica el muestreo de múltiples sitios 

[339]. El tiempo de búsqueda finalmente depende tanto del tamaño del genoma como de la 

concentración nucleoplásmica de los TF [282].  

La asociación inespecífica de TF a la cromatina o a complejos proteicos no sólo permite 

la exploración de esta superficie por sliding, que constituye un caso de difusión facilitada [340-

342], sino que también puede a su vez causar cambios conformacionales de la superficie de 

adsorción (i.e. la cromatina) o de la proteína [343]. El TF no sólo debe explorar espacialmente 

sitios de la cromatina sino también explorar conformaciones proteicas y esto puede ser un 

factor limitante en la tasa de transcripción [304]. De hecho, ~90% de las moléculas de Pol II 

que logran unirse al promotor fallan en la elongación [344]. 

Woringer y col. [304] definen dos tipos extremos de exploración del núcleo por parte de 

los TF: compacta y no compacta [345], esquematizados en la Figura 3.3.  
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Figura 3.3. Patrones de exploración de TF en el núcleo. Se representan distintos tipos de exploración 

espacial del núcleo, según la red de obstáculos a la que se enfrenta el TF. En los casos extremos, los TF 

pueden exhibir una exploración global, no compacta, con difusión libre o una exploración compacta, 

local, dependiente deuna red fractal de obstáculos. En casos intermedios, puede haber obstáculos a 

distintas escalas espaciales y se pueden evidenciar fenómenos de exclusión por volumen y crowding 

macromolecular. Modificado de [304]. 

 

En la exploración compacta, una molécula realiza una trayectoria recurrente, 

muestreando múltiples veces un mismo lugar [345]. Este tipo de exploración está restringida 

por la fractalidad de la superficie exploratoria [316] y generaría una acumulación local del factor 

en ciertas regiones, regulando procesos dependientes de la concentración [304]. Este 

fenómeno se relaciona con la organización del genoma en distintos microentornos nucleares 

con determinadas características regulatorias, como se detalló en el capítulo 1. El fenómeno de 

exploración compacta es compatible también con el ensamblado dinámico y estocástico de la 

maquinaria transcripcional [91, 346], ya que requiere una exploración local y recurrente de los 

actores involucrados.  

Por otra parte, una exploración no compacta sería característica de proteínas que 

cumplen un rol global en el genoma, tales como c-Myc [316], un factor TF general que tiene la 

capacidad de regular la transcripción de prácticamente todos los genes [347]. El tipo de 

exploración estaría gobernado por el paisaje de interacciones a las que se enfrenta cada TF 

[316]. Es decir, distintos TF pueden ser afectados de diferente manera por la misma 

arquitectura intranuclear, ya que cada factor puede interactuar con distintos sitios presentes en 

el genoma. 
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3.5. Distribución y dinámica intranuclear del receptor de glucocorticoides 

El desarrollo de diversas técnicas de microscopía ha permitido estudiar la distribución 

espacial del GR dentro de la célula y particularmente dentro del núcleo, su movilidad y su 

interacción con distintos componentes subnucleares. Como se verá en las secciones 

siguientes, la organización espacial y la dinámica del GR se encuentran íntimamente 

relacionadas. 

 

3.5.1. Formación de foci subnucleares de GR 

En el capítulo 1, se describió al núcleo como una organela compleja organizada en 

múltiples subcompartimentos cuyos componentes presentan un intercambio dinámico.  

En este sentido, la distribución subnuclear del GR no es homogénea, sino que se 

concentra en 1000-2000 foci, con decenas de moléculas de GR por focus [348]. Esto se ha 

observado tanto por inmunodetección del receptor endógeno en líneas celulares e in vivo [348], 

como en células sobre-expresando transitoriamente el GR [270, 349, 350]. La acumulación en 

foci es un fenómeno comúnmente observado en estudios de otros TF [4, 351, 352] y 

especialmente en otros SR [353-356]. 

El rol que cumplen estos foci de GR todavía está en discusión. Inicialmente se ha 

propuesto que correspondían a fábricas de transcripción pero se observó un bajo nivel de 

colocalización con los foci de Pol II y sitios de transcripción activa [348, 352]. Tampoco 

colocalizan con el factor de splicing SC-35 [348], un marcador distintivo de los speckles, que 

concentran una gran cantidad y variedad de factores de splicing.  

Schaaf y col. exploraron algunos aspectos de la capacidad del GR de formar foci [349]. 

En este trabajo, hallaron que ligandos con mayor afinidad por el GR favorecen conformaciones 

del receptor con una mayor capacidad de reclutamiento a los foci. Además, observaron que la 

distribución en foci es estable en el tiempo pero presentan un recambio dinámico de moléculas 

de GR. De todos modos, la movilidad del receptor es menor en estos dominios focales que en 

el nucleoplasma.  

Desde su descripción hace más de dos décadas, no se ha esclarecido la naturaleza 

estructural ni la función biológica de los foci formados por el GR en el núcleo. Hay pocas 
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respuestas y muchas preguntas abiertas para explorar este aspecto de la distribución espacial 

del receptor. 

 

3.5.2. Dinámica intranuclear del GR 

El desarrollo de técnicas avanzadas de microscopía de fluorescencia en células vivas 

ha permitido estudiar la dinámica del GR dentro del núcleo y sus interacciones con la 

cromatina. El hecho de ser un TF con capacidad de unirse a decenas de miles de sitios en el 

genoma, ya sea de forma directa o indirecta, y la posibilidad de modular su actividad mediante 

estimulación hormonal convirtieron al GR en un sistema modelo en el estudio de la dinámica 

intranuclear de TF. 

Como se mencionó previamente, hasta hace dos décadas se consideraba que las 

interacciones entre los TF y sus secuencias blanco eran prácticamente estáticas. En 

experimentos in vitro, Perlmann y col. determinaron un tiempo de residencia  >1 h para el GR 

en el promotor MMTV [333]. Sin embargo, el uso pionero de FRAP entre las técnicas de 

dinámica de fluorescencia permitió a McNally y col. detectar una interacción mucho más rápida 

entre GR y sus elementos de respuesta in vivo, del orden de segundos [334]. Estudios de este 

tipo llevaron a proponer un modelo de “hit and run” para la unión de los TF al ADN. En este 

sentido, el estudio de la dinámica del GR ha escrito páginas importantes en la literatura referida 

a la dinámica del proceso de transcripción. 

A partir de estudios de FRAP, Schaaf y col. observaron que la adición de ligandos de 

alta afinidad como Dex reduce la movilidad del GR dentro del núcleo [357] y favorece la 

formación de foci subnucleares [349]. El uso de FRAP permitió estudiar la influencia de 

mutaciones y ligandos en la movilidad del receptor y se determinaron tiempos medios de 

recuperación del orden de 1-2 s [349, 357-360]. 

Al momento del inicio de esta Tesis, existían unos pocos trabajos en los que se utilizó 

FCS para estudiar la dinámica del GR [320, 323]. Por otra parte, en los últimos años se 

publicaron varios trabajos en los cuales se usa SMT para detectar eventos individuales de 

unión de moléculas de GR a la cromatina [254, 360-362]. En el capítulo 9 se discutirán los 

resultados obtenidos en esta Tesis y las similitudes y discrepancias que existen con los 

resultados publicados en los años recientes. 
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Además, en la mayoría de los trabajos encontrados en la literatura, los autores han 

evaluado ya sea la movilidad intranuclear del GR o su distribución subnuclear en foci, sin tener 

en cuenta que estos dos aspectos del mecanismo de acción del receptor podrían estar 

relacionados. La manera en que el GR se mueve dentro del núcleo, su participación en una 

gran diversidad de interacciones con componentes estáticos como la cromatina y su 

distribución espacial heterogénea en diferentes subcompartimentos forman parte de un mismo 

proceso: la organización dinámica del GR dentro del núcleo, el cual es objeto de estudio en 

esta Tesis. 
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De acuerdo a los antecedentes presentados en los tres capítulos de la Introducción, se 

planteó como hipótesis que la distribución y la dinámica intranucleares del GR podrían ser 

aspectos relevantes en el mecanismo de acción del receptor, afectando su actividad como 

regulador de la expresión génica. En este sentido, un enfoque biofísico involucrando técnicas 

de microscopía de fluorescencia en células vivas permitiría explorar estos aspectos.  

Dado que existen distintos ligandos y mutantes del GR que generan conformaciones del 

receptor que presentan distintas actividades transcripcionales, también se postuló que el uso 

de estos ligandos y mutantes podría constituir una herramienta para examinar si existe cierta 

correlación entre la distribución y la dinámica intranucleares del GR y su actividad 

transcripcional.  

A su vez, dada la relevancia de coactivadores de la familia p160 en la función de los 

receptores nucleares, se postuló si la interacción con el coactivador NCoA-2 podría estar influir 

en la distribución y la dinámica intranucleares del GR. 

En base a estas hipótesis de trabajo, se plantearon los siguientes objetivos: 

1) Analizar la distribución espacial y la dinámica intranucleares del GR y de NCoA-2, y 

su capacidad de interactuar con la cromatina. 

2) Analizar las interacciones entre GR y NCoA-2 en el núcleo, y evaluar si estas 

interacciones afectan la distribución y la dinámica intranucleares de ambas proteínas. 

3) Estudiar la influencia de la conformación del GR en la distribución y la dinámica 

intranucleares del receptor y en su capacidad de interactuar con NCoA-2. 
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5.1. Esteroides 

La dexametasona (Dex) fue adquirida en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Estados 

Unidos). Se preparó una solución madre 1000X (10 ó 100 µM, según corresponda) en etanol y 

se conservó a -20°C. La 21-hidroxi-6,19 epoxiprogesterona (21-OH) fue sintetizada por la Dra. 

María Virginia Dansey en el laboratorio dirigido por el Dr. Gerardo Burton [363].  Se preparó 

una solución madre 1000X (10 mM) en dimetilsulfóxido y se conservó a -20°C. 

 

5.2. Cultivo celular 

Las líneas celulares BHK-21 (Baby Hamster Kidney), derivada de fibroblastos de riñón 

de hámster, y Cos-7, derivada de fibroblastos de riñón de mono, se cultivaron en “medio de 

crecimiento”: Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, Estados Unidos) suplementado con suero fetal bovino 10% (SFB) (Internegocios 

S.A., Mercedes, Argentina), estreptomicina 100 µg/ml, penicilina 100 U/ml y de anfotericina B 

250 ng/ml (antibiótico-antimicótico, Gibco). Se dividieron periódicamente cada 2-4 días, 

utilizando 0.8% tripsina-EDTA (Gibco).  

La línea celular 3617, derivada de adenocarcinoma mamario murino (PMID 10579933), 

fue generada en el laboratorio del Dr. Gordon Hager (NIH, Estados Unidos) y contiene un 

arreglo en tándem (~200 copias) de una repetición terminal larga del virus de tumor mamario 

murino (MMTV), integrado en el cromosoma 4 [334]. Las células se cultivaron en DMEM 

suplementado con SFB 10% (Life Technologies, Grand Island, NY, Estados Unidos) y L-

glutamina 2 mM (Life Technologies). Se crecieron en presencia de tetraciclina 5 μg/ml (Sigma-

Aldrich) para prevenir la expresión de GFP-GR, integrado de manera estable [169]. Los 

experimentos que involucran a esta línea celular fueron realizados por el Dr. Diego Presman, 

colaborador de nuestro grupo en el laboratorio del Dr. Hager. El análisis de los datos obtenidos 

y su interpretación forman parte del presente trabajo de Tesis. 

Todas las células se cultivaron a 37°C en atmósfera húmeda conteniendo CO2 4.5%. 
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5.3. Preparación de muestras celulares 

Para los ensayos de microscopía que incluyen células BHK en cultivo, se utilizaron 

cubreobjetos circulares de 25 mm de diámetro (Menzel-Gläser, Brunswick, Alemania). 

Inmediatamente antes de analizar las muestras en el microscopio, los cubreobjetos se 

montaron sobre un adaptador de aluminio especialmente diseñado para microscopía y se les 

agregó 1 ml del medio correspondiente. 

Para los ensayos de microscopía realizados con muestras de células BHK fijadas, se 

utilizaron cubreobjetos cuadrados de 20 mm de lado.  

En ambos tipos de ensayos, los cubreobjetos se esterilizaron previamente mediante 

incubación en etanol durante 5 min y posterior irradiación con luz UV durante 20 min. Los 

cubreobjetos se dispusieron en placas de 6 pocillos (p6). Luego se sembraron 3x105 células 

BHK por pocillo en medio de crecimiento.  

Para los ensayos de microscopía realizados en células 3617, se sembraron 105 células 

por pocillo en placas Lab-Tek (Thermo Fisher), que poseen un cubreobjetos incorporado a la 

placa para su directa visualización en el microscopio. Se cultivaron desde la siembra en DMEM 

suplementado con SFB delipidado (libre de esteroides) 10% (Life Technologies), L-glutamina 2 

mM y tetraciclina 5 μg/ml. Para los experimentos en que se requirió la expresión de GFP-GR, 

las células se sembraron sin tetraciclina en el medio de cultivo. 

Para los ensayos de gen reportero, se sembraron 105 células Cos-7 ó 6x104 celulas 

BHK por pocillo, en medio de crecimiento sobre placas de 24 pocillos (p24).  

Como se verá en la sección siguiente, en todos los ensayos las células se transfectaron 

16-24 h después de ser sembradas. 

 

5.4. Transfecciones transitorias 

5.4.1. Plásmidos 

En el presente trabajo de Tesis se utilizaron los siguientes plásmidos: 
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pEGFP-C3: vector de expresión de la proteína fluorescente verde mejorada (EGFP, Enhanced 

Green Fluorescent Protein). Permite clonado de una proteína quimera con EGFP en el extremo 

N-terminal. Posee resistencia bacteriana a kanamicina (Clontech). 

pmCherry-C1: vector de expresión de la proteína fluorescente mCherry. Permite clonado de 

una proteína quimera con mCherry en el extremo N-terminal. Posee resistencia bacteriana a 

ampicilina (TOP Gene Technologies). 

pEGFP-GR: vector de expresión de EGFP fusionado al extremo N-terminal del GR de ratón. 

Posee resistencia bacteriana a kanamicina. Cedido gentilmente por Mario Galigniana [364].  

pEGFP-GRdim: vector de expresión de EGFP fusionado al extremo N-terminal del mutante 

GRA465T de ratón, generado por mutagénesis sitio-dirigida (TOP Gene Technologies, Quebec, 

Canada). Posee resistencia bacteriana a kanamicina [169].  

pEGFP-GRmon: vector de expresión de EGFP fusionado al extremo N-terminal del doble 

mutante GRA465T/I634A de ratón, generado por mutagénesis sitio-dirigida (Stony Brook University, 

Nueva York, Estados Unidos). Posee resistencia bacteriana a kanamicina [169] . 

pmCherry-GR: vector de expresión de mCherry fusionado al extremo N-terminal del GR de 

rata. Posee resistencia bacteriana a kanamicina. Cedido gentilmente por Gordon Hager [169].  

pEGFP-NCoA-2: vector de expresión de EGFP fusionado a NCoA-2. Posee resistencia 

bacteriana a kanamicina. Cedido gentilmente por Mónica Costas [365]. 

pmCherry-NCoA-2: vector de expresión de mCherry fusionado a NCoA-2. Posee resistencia 

bacteriana a kanamicina. Cedido gentilmente por Gordon Hager [366]. 

pEGFP-PML: vector de expresión de EGFP fusionado a PML-I humana. Posee resistencia 

bacteriana a kanamicina. Cedido gentilmente por Peter Hemmerich [74]. 

pH2B-mCherry: vector de expresión de mCherry fusionado al extremo C-terminal de la histona 

2B humana. Posee resistencia bacteriana a ampicilina. Cedido gentilmente por Robert Benezra 

[367]. 

pMMTV-Luc: vector reportero con el gen de luciferasa bajo el control del promotor del virus de 

tumor mamario murino (MMTV), que contiene cinco GRE [368]. 
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pCMV-LacZ: vector con el gen de la enzima β-galactosidasa bajo el control del promotor de 

citomegalovirus (CMV). 

pCMV: vector con promotor CMV vacío.  

 

5.4.2. Preparación de plásmidos a gran escala 

5.4.2.1. Preparación de bacterias competentes 

Bacterias de la especie Escherichia coli, cepa DH5α se cultivaron en medio LB (peptona 

10 g/l; extracto de levadura 5 g/l; NaCl 5 g/l) a 37°C hasta alcanzar una densidad óptica (OD) 

de 0.3. A 5 ml de ese cultivo se le agregaron 100 ml de LB y se creció hasta una OD de 0.5. 

Posteriormente se mantuvo el cultivo durante 10 min a 0°C y se centrifugó por 10 min a 3000xg 

a 4°C. Se descartó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 40 ml de TFBI (acetato de 

potasio 30 mM; KCl 100 mM; CaCl2 10 mM; MnCl2 50 mM; glicerol 15%v/v; pH 5.2). Se incubó 

en hielo por 5 min y se centrifugó nuevamente por 10 min a 3000xg a 4°C. Se descartó el 

sobrenadante y el pellet se resuspendió en 4 ml de TFB II (MOPS 10 mM; CaCl2 75 mM; KCl 10 

mM; glicerol 15%v/v; pH 6.5). A continuación se incubaron las células en hielo durante 15 min 

para luego guardarlas a ‐80°C en alícuotas de 200 μl. Las bacterias competentes se utilizaron a 

partir de las 48 h de haber realizado este procedimiento. 

 

5.4.2.2. Transformación de bacterias competentes 

Se incubaron 50 µl de las bacterias competentes con 1 µg de ADN plasmídico durante 

30 min en hielo. A continuación se indujo la transformación mediante shock térmico a 42 °C 

durante 90 s. Luego se incubó en medio LB líquido, sin antibiótico, a 37°C durante 30 minutos 

en agitación permanente. Las bacterias se plaquearon en placas de Petri conteniendo LB-ágar 

(LB + ágar 15 g/l) con ampicilina 100 μg/ml o kanamicina 50 μg/ml, según correspondiese, y se 

dejaron en estufa a 37°C. Al día siguiente se picaron algunas colonias y se realizaron 

minicultivos de 3 ml en LB con ampicilina o kanamicina a 37°C, en agitación permanente, 

durante 24 h. 
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5.4.2.3. Preparación de plásmidos 

A partir del minicultivo se preparó un maxicultivo de 24-36 h a 37°C en 400 ml de medio 

Terrific Broth (peptona 13.3 g/l; extracto de levadura 26.75 g/l; glicerol 0.45%v/v; KH2PO4 2.6 

g/l; K2HPO4 13.9 g/l) con ampicilina 100 μg/ml o kanamicina 50 μg/ml, según correspondiese. 

Se centrifugaron las bacterias 15 min a 5500xg y se descartó el sobrenadante. Las bacterias se 

resuspendieron en 10 ml de Solución I (Tris‐ HCl 25 mM pH 8; EDTA 10 mM pH 8), se agitaron 

durante 5 min y se les agregó 20 ml de Solución II (NaOH 0.2 M; SDS 1%v/v). Luego se mezcló 

por inversión y se dejó en hielo por 20 min. Posteriormente se colocaron 15 ml de Solución III 

(acetato de potasio 3 M; ácido acético glacial 11.5%v/v), se mezcló por inversión, se dejó 5 min 

en hielo y se centrifugó por 30 min a 15000xg a 4°C. Al sobrenadante se le agregaron 0.6 

volúmenes de isopropanol, se mezcló, y se dejó 20 min a –20°C. Se centrifugó 15 min a 

12000xg a 4°C y se descartó el sobrenadante. El pellet se resuspendió en 3 ml de TE (Tris‐HCl 

10 mM pH 8; EDTA 1 mM), se agregó igual volumen de LiCl 5 M (a -20°C), se mezcló y se 

centrifugó a 12000xg por 5 min a 4°C. Se colectó el sobrenadante, se le agregó igual volumen 

de isopropanol, se mezcló y se centrifugó 5 min a 12000xg a 4°C. El sobrenadante se descartó, 

el pellet se resuspendió en 0.5 ml de TE y se agregó 1 μl de ribonucleasa A 20 mg/ml. Se 

incubó durante 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente se agregó igual volumen de 

13%m/v polietilenglicol en NaCl 1.6 M, se mezcló y se centrifugó 5 min a 12000xg. El pellet 

obtenido se resuspendió en 0.4 ml de TE. Se realizaron extracciones sucesivas con 1 volumen 

de fenol saturado en TE (una vez), 1 volumen de fenol:cloroformo 1:1 (dos veces), y 1 volumen 

de cloroformo (una vez). Se agregó 0.1 volúmenes de acetato de sodio 3 M pH 5.2 y 2.5 

volúmenes de etanol. Se dejó 20 min a -20°C. Por último, se centrifugó 15 min a 12000xg, se 

lavó con 70% etanol y se resuspendió el pellet en 300 μl de TE. Se determinó la concentración 

de ADN con un espectrofotómetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Se obtuvieron 

preparaciones de ADN plasmídico con concentraciones de 5-20 mg/ml y cociente de 

absorbancias a 260 y 280 nm entre 1.8 y 2. 

 

5.4.3. Transfección por lipofección 

Se utilizó el método de lipofección para transfectar de forma transitoria las células BHK 

y Cos-7. Las células se cultivaron según se indica en la sección 5.3. 16-24 h después de 

sembrar las células, se prepararon en tubos diferentes la mezcla de plásmidos en DMEM y la 

mezcla de Lipofectamine 2000 (Thermo Scientific) con DMEM, según se indica en la Tabla 5.1. 
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La mezcla de plásmidos se agregó gota a gota al tubo conteniendo el agente de transfección, y 

se incubó 20 min a temperatura ambiente para permitir la formación de los complejos de 

transfección. El medio de crecimiento de las células se reemplazó por DMEM. Se adicionaron 

gota a gota los complejos de transfección sobre las células y se incubó durante 6 h. Luego de 

este período, el medio se reemplazó por DMEM.  
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Línea 

celular 
Placa 

# Células 

sembradas 

Volumen de 

transfección 

(µl)* 

Relación 

Lipofectamine  

(µl): ADN (µg) 

ADN (µg) 

BHK p6 3x10
5 

50 en 700 1:1 

1.50    mCh-NCoA-2  / GFP-NCoA-2 

1.00    GFP-GR / GFP-GRdim /       

GFP-GRmon / mCh-GR  

0.50     mCherry / GFP-PML 

0.25   GFP  

0.15   H2B-mCh 

BHK p24 6x10
4 

15 en 180 1:2 

0.30   LacZ  + 

0.25   MMTV-Luc  + 

0.25   GFP / GFP-GR  + 

0.37   mCh-NCoA-2 / GFP:CMV vacío 

(1:1) 

Cos-7 p24 10
5
 15 en 180 1:2 

0.30   LacZ + 

0.25  MMTV-Luc  + 

0.25  GFP-GR / GFP-GRdim / GFP-

GRmon  + 

0.30  mCh-NCoA-2 / GFP:CMV vacío 

(1:1)  

 

Tabla 5.1. Transfecciones transitorias por lipofección. Se muestran las condiciones utilizadas 

durante la transfección, según la línea celular y el tamaño de placa utilizado.  

*Un volumen de transfección de, por ejemplo, “50 en 700” implica que la mezcla de plásmidos y la 

mezcla de Lipofectamine se realizan en 25 µl de DMEM cada una, y los complejos resultantes se 

agregan a 700 µl de DMEM en la placa. 
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Las células 3617 se transfectaron de forma transitoria mediante un método no liposomal 

utilizando el kit jetPRIME (PolyPlus, New York, NY, Estados Unidos) como agente de 

transfección. Brevemente, se mezclaron 1-2 g de ADN con 3-6 l del reactivo JetPrime, en 

200 l de la solución provista por el kit. Luego de 10 min de incubación a temperatura 

ambiente, se agregó la mezcla gota a gota a las células, con 1 ml de DMEM conteniendo SFB 

delipidado10%. Luego de 4 h se reemplazó el medio para eliminar el exceso de reactivo.  

Para los ensayos de N&B en los que se cotransfectaron pEGFP-GR y pmCherry-GR, se 

agregaron cantidades relativas variables de cada plásmido (de 1:6 a 6:1) con el fin de obtener 

un espectro amplio de expresión relativa de ambas proteínas. La cantidad total de plásmidos 

fue de 2 g por pocillo. 

 

5.5. Tratamientos hormonales 

El ligando 21-OH se utilizó en concentración 10 µM. Dex se utilizó en concentración 10 

nM en células BHK y Cos-7, y 100 nM en células 3617. Las muestras control se prepararon 

agregando etanol 0.1%v/v. 

En los ensayos de microscopía, las células BHK se incubaron 16-22 h luego de la 

transfección en DMEM y se realizaron los tratamientos hormonales. Las células se incubaron 

30 min en presencia de hormonas antes de la adquisición de datos.  

En los ensayos de gen reportero, las hormonas se agregaron inmediatamente luego de 

la transfección, totalizando un tratamiento hormonal de 16-22 h en DMEM. 

En ensayos de microscopía, las células 3617 se incubaron 16-22 h en DMEM 

suplementado con SFB delipidado 10% y de L-glutamina 2 mM. Luego se incubaron en 

presencia de las hormonas 30 min antes de la adquisición de datos.  

 

5.6. Digestión con nucleasas in situ 

Las células BHK se prepararon como se indica en las secciones 5.3., 5.4. y 5.5. Luego 

del tratamiento hormonal, las células se fijaron con paraformaldehido 4% (PFA) (Biopack, 

Argentina) en PBS (NaCl 137 mM; KCl 2.7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1.8 mM, pH 7.4) 
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durante 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente se permeabilizaron con solución de 

permeabilización (NaCl 10 mM; sacarosa 300 mM; Pipes 10 mM pH 6.8; MgCl2 3 mM, Tritón X-

100 0.5%v/v) durante 10 min a 4°C. Se incubaron con solución de extracción ((NH4)2SO4 250 

mM; sacarosa 300 mM; Pipes 10 mM pH 6.8; MgCl2 3 mM, Tritón X-100 0.5%v/v) durante 5 min 

a 4°C. A continuación se digirieron con solución de digestión (NaCl 10 mM; sacarosa 300 mM; 

Pipes 10 mM pH 6.8; MgCl2 3 mM, Tritón X-100 0.5%v/v; desoxirribonucleasa I 100 µg/ml o 

ribonucleasa A 100 µg/ml) durante 60 min a 37°C. Finalmente, las células se incubaron con 

solución de extracción durante 5 min a 4°C y se fijaron con PFA 4% en PBS durante 15 min a 

temperatura ambiente. Los cubreobjetos se montaron sobre portaobjetos con solución de 

montaje (glicerol 80%v/v en PBS) y se mantuvieron en oscuridad hasta ser observados en el 

microscopio. 

 

5.7. Ensayos de gen reportero 

Las células BHK y Cos-7, preparadas como se indica en las secciones 5.3, 5.4 y 5.5, se 

lavaron con PBS y se lisaron con 115 μl de solución de lisis (Cell Culture Lysis Reagent, 

Promega). Se transfirieron los lisados a tubos Eppendorf y se centrifugaron 5 min a máxima 

velocidad en microcentrifuga a 4°C. Las determinaciones de actividad enzimática se realizaron 

sobre los sobrenadantes (extractos). 

Se utilizó un método colorimétrico para cuantificar la actividad β-galactosidasa [369]. Se 

mezclaron 35 µl de extracto con 375 µl de solución Z (Na2HPO4 60 mM; NaH2PO4 40 mM; KCl 

10 mM; MgSO4 1 mM; β‐mercaptoetanol 0.27%) y 75 μl de orto‐nitro‐fenil–galactopiranósido 4 

mg/ml (Sigma). La mezcla de reacción se incubó a 37°C hasta observar la aparición de color 

amarillo (aproximadamente 1-2 h de incubación). Se detuvo la reacción simultáneamente en 

todas las muestras con 188 μl de Na2CO3 1 M y se determinó por duplicado la absorbancia a 

415 nm en un espectrofotómetro Model 680 Microplate Reader (Bio Rad). Se utilizó como 

blanco una mezcla de reacción sin extracto. Para cuantificar la actividad de luciferasa, se usó el 

kit Luciferase Assay System (Promega). Se incubaron 45 μl del extracto con 20 μl de luciferina 

en la solución correspondiente provista por el fabricante (Luciferase Assay System, Promega) 

en oscuridad y se cuantificó la luminiscencia dentro del primer minuto de reacción, con un 

tiempo de integración de 10 s en un luminómetro GloMax Microplate Reader (Promega). Se 

utilizó como blanco la luciferina en la solución, sin extracto. La actividad de gen reportero en 
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cada muestra se expresó como la actividad de luciferasa normalizada por la actividad de β-

galactosidasa. En cada caso se restó la actividad del blanco. 

 

5.8. Obtención de imágenes por microscopía confocal 

Las imágenes de células BHK se obtuvieron en un microscopio confocal FV1000 

(Olympus), con un objetivo de aceite de inmersión UplanSApo 60X (Olympus), de apertura 

numérica 1.35. Los fluoróforos GFP y mCherry se excitaron con un láser de Argón multi-líneas 

sintonizado a 488 nm y un láser de Helio-Neón de 543 nm, respectivamente. La potencia 

promedio de los láseres sobre las muestras fue de ~700 nW. La apertura confocal se mantuvo 

en 105 µm. La emisión de fluorescencia proveniente de los dos fluoróforos se separó por un 

espejo dicroico SDM560, y se utilizaron bandas de detección espectrales en 500-530 nm y 600-

700 nm para GFP y mCherry, respectivamente. La fluorescencia se detectó con 

fotomultiplicadores configurados en modo pseudo photon‐counting. La adquisición de las 

imágenes se realizó en modo secuencial de línea.  

El tamaño de píxel se ajustó en 82 nm. Se obtuvieron imágenes con un tamaño de 

256x256 píxeles, con un tiempo de barrido de 40 µs/píxel.  

Las imágenes de las células 3617 fueron obtenidas por el Dr. Diego Presman en el 

Center for Cancer Research (CCR), en las instalaciones del LRBGE, Optical Imaging Core 

(NIH, Bethesda, Maryland, Estados Unidos), en un microscopio LSM 780 (Carl Zeiss, Inc., 

Thornwood, NY, Estados Unidos), equipado con una cámara termostatizada y un objetivo de 

aceite de inmersión 40X y apertura numérica 1.4. GFP se excitó con un láser de Argón multi-

líneas sintonizado a 488 nm. La fluorescencia se detectó con un fotomultiplicador GaAsP en 

modo de integración, usando un filtro de emisión de 490-561 nm.  Se tomaron seis planos z 

separados entre sí por 1.1 µm sobre campos elegidos aleatoriamente, con un tamaño de píxel 

de 100 nm. En caso de no observarse el arreglo MMTV en la imagen, se realizó manualmente 

un barrido en z para corroborar este resultado. 
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5.9. Análisis de foci intranucleares 

Para detectar de forma automatizada los foci intranucleares en imágenes de 

microscopía confocal, se utilizó el programa ilastik (www.ilastik.org) [370], en el modo density 

counting. Este programa permite contar objetos brillantes (como los foci) sobre un fondo 

ruidoso (como el nucleoplasma).  

El usuario debe señalar 5-10 foci y el fondo en las algunas imágenes representativas, y 

el programa utiliza estas observaciones para identificar foci de forma automática en el resto de 

las imágenes analizadas. La salida de este programa consistió en una imagen representando la 

probabilidad de encontrar un focus en cada píxel de la imagen original. Esta imagen de salida 

se binarizó y procesó utilizando la herramienta “Analyze particles” del programa ImageJ (NIH, 

Estados Unidos), para contar foci (requisito de tamaño de 9-100 píxeles2) y determinar la 

intensidad de fluorescencia de los foci medida en la imagen original. Se utilizó la imagen 

original para descartar aquellos agregados brillantes que no se encontraban en el núcleo.  

Se determinó el área nuclear de cada célula con ImageJ y se calculó a partir de estas 

determinaciones la densidad areal de foci intranucleares.  

 

5.10. Determinación cuantitativa de la colocalización de foci 

Para determinar de manera cuantitativa el grado de colocalización de foci detectados en 

dos canales de fluorescencia (por ejemplo, GFP-GR y mCherry-NCoA-2), se utilizó un método 

basado en objetos [371]. Se asumió que dos foci detectados en distintos canales colocalizan si 

sus centroides se encuentran separados entre sí por una distancia menor a la resolución óptica 

del microscopio (0.2 µm).  

Se obtuvo con ImageJ el centroide de cada focus como su posición puntual promedio, 

ponderada por las posiciones de todos los píxeles que lo componen. Luego, se diseñó una 

rutina de MATLAB (MathWorks) para hallar, en cada centroide del canal con menor densidad 

de foci, el centroide vecino más cercano (VMC) del otro canal. De esta manera se calcularon 

las distancias de cada centroide con su VMC y se determinó el grado de colocalización como el 

porcentaje de foci separados por una distancia menor a 0.2 µm de su VMC. Este porcentaje se 

relativizó respecto al valor determinado para el canal que mostró menor densidad de foci. 

http://www.ilastik.org/
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Como control, se diseñó una rutina de MATLAB para determinar el grado de 

colocalización de centroides ubicados al azar en dos canales distintos. Se utilizaron áreas y 

densidades similares a las experimentales y se analizaron los datos de la misma manera.  

 

5.11. Espectroscopía de correlación de fluorescencia (FCS) 

5.11.1. Obtención de datos experimentales 

Las medidas de FCS de punto único y de barrido orbital se realizaron sobre células BHK 

en cultivo, transfectadas y tratadas como se explicó en las secciones 5.3, 5.4 y 5.5. Para 

observar las células, el cubreobjetos se montó en una cámara especialmente diseñada para 

microscopía y se agregó 1ml del medio correspondiente, según el tratamiento. Las células se 

mantuvieron incubadas en estufa a 37°C en atmósfera húmeda con CO2 4.5% hasta el 

momento de las mediciones. Las mediciones se realizaron a temperatura ambiente. Cada 

preparado se observó por un máximo de una hora en el microscopio y luego se descartó. 

Las medidas de FCS de punto único (single-point FCS) se realizaron en un microscopio 

confocal FV1000 (Olympus), con un objetivo de inmersión en aceite UplanSApo 60x (Olympus), 

de apertura numérica 1.35. Los fluoróforos GFP y mCherry se excitaron con un láser multi-

líneas de Argón sintonizado a 488 nm y un láser de Helio-Neón de 543 nm, respectivamente. 

La potencia promedio de excitación de los láseres sobre las muestras fue de ~700 nW. La 

apertura confocal se mantuvo en 105 µm. La fluorescencia proveniente de los dos fluoróforos 

se separó en dos canales por un espejo dicroico SDM560, y se utilizaron bandas de detección 

espectrales en 500-530 nm y 600-700 nm para GFP y mCherry, respectivamente. La 

fluorescencia se detectó con fotomultiplicadores configurados en modo pseudo 

photon‐counting. Se eligieron células con expresión baja o media. Las medidas se hicieron en 

posiciones al azar dentro del núcleo aunque se evitaron los nucleolos y los foci. El tiempo de 

muestreo fue de 20 µs (frecuencia de 50000 Hz) y la duración de cada medida fue ~3 min 

(aproximadamente 8x106 datos por medida). Los experimentos involucraron la adquisición de 

25-45 datos, dependiendo el caso, y realizándose siempre una única medición por célula para 

minimizar el daño celular. 

Las medidas de FCS de barrido orbital (orbital scanning-FCS) se realizaron en un 

microscopio de excitación por dos fotones construido sobre el cuerpo de un microscopio IX70 

(Olympus) [372], ubicado en el Laboratory for Fluorescence Dynamics (Universidad de 
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California, Irvine, Estados Unidos), bajo la dirección del Dr. Enrico Gratton, Se utilizó un 

objetivo de inmersión en agua UplanSApo 60x (Olympus), de apertura numérica 1.2. Ambos 

fluoróforos, GFP y mCherry, se excitaron con un láser de Titanio-Zafiro Chamaleon Ultra 

(Coherent) sintonizado a 810 nm. El microscopio se controló por el programa SimFCS (LFD, 

Universidad de California, Irvine). El barrido del láser se ralizó con dos espejos controlados por 

una tarjeta I/O Tec (Measurement Computing). La fluorescencia emitida por los fluoróforos se 

separó en dos canales por un espejo dicroico LP 550, y se utilizaron filtros de emisión BP 505-

535 nm y BP 602-678 nm para GFP y mCherry, respectivamente. La fluorescencia se detectó 

con fotomultiplicadores en modo photon-counting. En cada medida, el láser barrió órbitas de 

radio 2.6 m (256 píxeles; tamaño de píxel = 83 nm) repetidamente intersectando foci 

intranucleares. El número de órbitas trazadas fue de 6x105. El tiempo de muestreo de píxel fue 

de 20 s y el de la órbita fue de 5.1 ms (frecuencia de 195 Hz). 

Las medidas de FCS de barrido lineal en células 3617 fueron adquiridas por el Dr. 

Diego Presman en un microscopio LSM 780 (Carl Zeiss, Inc., Thornwood, NY, Estados Unidos), 

ubicado en el Center for Cancer Research (CRC), en las instalaciones de LRBGE Optical 

Imaging Core (NIH, Bethesda, Maryland, Estados Unidos). Se utilizó un objetivo de inmersión 

en aceite 63X y apertura numérica 1.4. GFP y mCherry se excitaron con un láser de Argón 

sintonizado a 488 nm y un láser de 594 nm, respectivamente. La fluorescencia se detectó con 

un fotomultiplicador GaAsP en modo contador de fotones, usando filtros de emisión de 490-561 

nm y 606-695 nm para GFP y mCherry, respectivamente. En cada medida, el láser barrió 

repetidamente líneas de 3.4 m (48 píxeles; tamaño del píxel = 70 nm) que intersectaban el 

arreglo MMTV. El número total de líneas trazadas fue de 2x105. El tiempo de muestreo de píxel 

fue de 6.82 s y el de la línea, 0.764 ms (frecuencia de 1309 Hz).    

   

5.11.2. Obtención de datos de simulaciones 

Las simulaciones de medidas de FCS se realizaron mediante el uso combinado de tres 

plataformas computacionales: Blender, MCell y FERNET (Fluorescence Emission Recipes and 

Numerical routines Toolkit) (Figura 5.1). El programa Blender (http://www.blender.org) permite 

generar escenarios 3D complejos para modelar ambientes realísticos, similares a los que se 

pueden encontrar en una célula. Blender se combinó con MCell mediante el plugin CellBlender. 

MCell (http://mcell.org) es un paquete de rutinas que permite simular moléculas involucradas en 

difusión y reacciones químicas, a partir de probabilidades de Monte Carlo. FERNET constituye 

http://www.blender.org/
http://mcell.org/


 5. Materiales y métodos  

98 
 

otro paquete de rutinas que permite simular la adquisición de datos de diversas técnicas de 

microscopía de fluorescencia a partir de las trayectorias moleculares obtenidas por MCell 

(Figura 5.1) [373]. 

 

 

Figura 5.1. Esquema del flujo de trabajo en la plataforma MCell-FERNET. Modificado de [373]. 

 

En la plataforma MCell-Blender se configuró un espacio cúbico de 3 m de lado con dos 

tipos de moléculas A y B que difundían libremente con un coeficiente de difusión D= 30 m2/s y 

podían formar un complejo AB con kon=109 M-1.s-1 y koff = 40 s-1. Al complejo AB libre se le 

asignó un D=10 m2/s. A su vez, se dispusieron sitios fijos F (D=0), a los cuales se podían unir 

A, B o AB, según el escenario planteado, con kon=109 M-1.s-1 y koff = 15 s-1. Se simularon un total 

de alrededor de 160 moléculas A (10 nM), alrededor de 160 moléculas B (10 nM) y  alrededor 

de 3000 sitios F (190 nM). Se seleccionó un tiempo de muestreo de 10 s y se realizaron 106 

iteraciones por simulación. Para cada escenario, primero se realizaron simulaciones de prueba 

para obtener las concentraciones en el equilibrio de todas las especies, de manera de inicializar 

luego desde estas concentraciones iniciales. Los parámetros de entrada para cada escenario 

simulado (descriptos en detalle en la sección 6.7) se resumen en la siguiente Tabla: 



 5. Materiales y métodos  

99 
 

 Complejo 

total 

 (I) 

Liberación 

aleatoria 

(II) 

Liberación 

secuencial 

(III) 

Unión 

secuencial 

(IV) 

Secuencial 

total 

(V) 

[A]libre 9.2 9.2 8.6 0.62 0.62 

[B]libre 9.2 9.2 9.6 9.2 8.3 

[AB]libre 0.92 0.86 0.62 0.8 0.12 

[Foci (F)]libre 185 169 175 166 162 

[AF] 0 0.25 0.98 8.6 8.9 

[BF] 0 0.25 0 0 1.2 

[ABF] 3.7 0.31 0.92 0.92 1.2 

A+B ↔ AB kon: 10
9
 

koff: 50 

kon: 10
9
 

koff: 40 

kon: 10
9
 

koff: 40 

kon: 10
9
 

koff: 40 

kon: 10
9
 

koff: 40 

A+F ↔ AF kon: 0 

koff: 0 

kon: 0 

koff: 15 

kon: 0 

koff: 15 

kon: 10
9
 

koff: 0 

kon: 10
9
 

koff: 0 

B+F ↔ BF kon: 0 

koff: 0 

kon: 0 

koff: 15 

kon: 0 

koff: 0 

kon: 0 

koff: 0 

kon: 0 

koff: 15 

A+BF ↔ ABF kon: 0 

koff: 0 

kon: 0 

koff: 15 

kon: 0 

koff: 0 

kon: 0 

koff: 0 

kon: 0 

koff: 15 

B+AF ↔ ABF kon: 0 

koff: 0 

kon: 0 

koff: 15 

kon: 0 

koff: 15 

kon: 10
9
 

koff: 0 

kon: 10
9
 

koff: 0 

AB+F ↔ ABF kon: 10
9
 

koff: 5 

kon: 10
9
 

koff: 15 

kon: 10
9
 

koff: 0 

kon: 0 

koff: 15 

kon: 0 

koff: 0 

Tabla 5.2. Parámetros de entrada de simulaciones en MCell-FERNET. Se muestran las 

concentraciones (en unidades nM) de cada especie en el equilibrio y la kon (en unidades M
-1

.s
-1

) y la koff 

(en unidades de s
-1

) de las reacciones de asociación, configuradas como parámetros de entrada para las 

simulaciones de los distintos escenarios. Las simulaciones se realizaron en espacios cúbicos de 3 m de 

lado, con un tiempo de muestreo de 10 s. Se asignó un coeficiente de difusión de 30 m
2
/s para las 

especies A y B, 10 m
2
/s para el complejo AB y nulo para los foci o las moléculas unidas a los foci.  
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En la plataforma FERNET se asignaron brillos moleculares de 100000 cpms tanto para 

A como para B indicando además que la fluorescencia de cada uno de los dos tipos 

moleculares se detecta únicamente en uno de los dos canales de detección (esto es, no hay 

sangrado entre canales). Se configuró una PSF gaussiana con 0=0.2 m y z=1 m. La 

adquisición de datos de FCS de punto único se hizo en modo “multi”, es decir, midiendo 

simultáneamente en 25 posiciones a la vez, separadas entre sí por 0.4 m en las direcciones x 

e y. De esta manera se obtuvieron 25 trazas temporales de intensidad de fluorescencia en dos 

canales para cada simulación. Para cada escenario, se realizaron tres simulaciones a partir de 

distintas semillas. 

 

5.11.3. Análisis de datos 

Los datos de FCS de punto único, ya sean experimentales o simulados, consisten en 

trazas temporales de intensidad de fluorescencia en cada canal. Estos datos se analizaron con 

el programa SimFCS. Allí se calcularon las funciones de autocorrelación (ACF) para ambos 

canales: 

Ecuación 5.1          
                  

       
 

En donde I(t) es la intensidad de fluorescencia en función del tiempo,  el tiempo de 

retardo y I(t) = I(t) - <I(t)>. En los experimentos de espectroscopía de correlación cruzada de 

fluorescencia (FCCS) también se calculó la función de correlación cruzada (CCF) entre los dos 

canales verde y rojo a partir de las dos trazas de intensidad Iv(t) e Ir(t): 

  

Ecuación 5.2            
                 

               
 

 Para realizar estos cálculos, en el caso de las medidas experimentales, cada traza se 

dividió en segmentos de ~5x105 datos (equivalentes a 5.25 s de duración), se calcularon la 

funciones de correlación segmento a segmento y se obtuvieron curvas promedio para cada 

medida a partir de todos los segmentos. La longitud de segmento fue suficiente para observar 

la relajación de la curvas de ACF y CCF a cero, y al mismo tiempo obtener una estadística 

adecuada, con el menor ruido posible.  
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En los datos de FCS de barrido orbital y lineal, fue necesario hacer un procesamiento 

previo para obtener la traza temporal de fluorescencia proveniente de la región de interés (el 

focus o el arreglo MMTV). La Dra. Luciana Bruno (Instituto de Física de Buenos Aires, UBA-

CONICET) diseñó una rutina de seguimiento de partícula única en MATLAB (MathWorks) para 

hallar la posición central del focus o el arreglo MMTV a lo largo del tiempo. La rutina ajusta una 

función gaussiana a la intensidad de fluorescencia del focus o el arreglo MMTV y de esta 

manera obtiene la posición del centro con precisión subpíxel [374, 375]. Una vez obtenida la 

trayectoria del focus o el arreglo MMTV en la matriz de intensidad-tiempo-posición 

(kmyograph), se construyó la traza temporal de intensidad de fluorescencia del focus o el 

arreglo MMTV como la suma de intensidades de los píxeles que forman parte del mismo. En 

los casos en que se midió fluorescencia en dos canales, la señal del canal correspondiente a 

GFP se utilizó para hallar la trayectoria del focus o el arreglo MMTV, y luego colectar la traza de 

intensidad de fluorescencia de la misma región en el canal correspondiente a mCherry. Las 

ACF y la CCF de los foci o el arreglo MMTV se calcularon con el programa SimFCS a partir de 

las trazas temporales obtenidas.  

 

5.11.4. Cálculo de constante de asociación 

En los experimentos de FCCS, se calculó una constante de asociación aparente (Ka) 

entre GFP-GR y mCherry-NCoA-2 en el núcleo de células BHK vivas en diferentes condiciones. 

Ka se define como la constante de equilibrio del proceso de formación del complejo GR:NCoA-

2, asumiendo una estequiometría 1:1: 

Ecuación 5.3                       

Ecuación 5.4        
          

           
 

El cálculo de la Ka requiere entonces determinar las concentraciones del complejo y de 

GR y NCoA-2 libres en el núcleo de las células. Para calcular las concentraciones en el 

equilibrio de estas tres especies, se utilizaron las amplitudes de las ACF y CCF calculadas a 

partir de los datos de FCS de punto único [288]: 
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Ecuación 5.5         
 

           
               

Ecuación 5.6            
 

              
               

Ecuación 5.7                
       

                  
                  

En donde  = 0.35 es un factor geométrico que depende del perfil de detección óptico 

[376], VPSF = ω0
2. ωz . (π/2)3/2 es el volumen de la función de dispersión de punto (PSF, point 

spread function), NA es el número de Avogadro, y GGR, GNCoA2 y Gcc son las amplitudes de la 

ACF del canal del GR, la ACF del canal de NCoA-2 y la CCF, respectivamente. ω0=0.25 μm y 

ωz=1 μm representan la dimensión lateral y la dimensión axial de la PSF, respectivamente.  

Las amplitudes de las ACF o CCF se calcularon a partir del valor promedio de los 

primeros 5 datos de cada curva para disminuir el ruido. Se calculó un valor de Ka para cada 

medida de FCS de punto único, y luego se realizó un promedio de Ka para medidas 

correspondientes a una misma condición. 

 

5.11.5. Ajuste de datos 

Las ACF calculadas a partir de los datos de FCS de punto único se analizaron por una 

versión extendida del modelo de reacción dominante [290], que explica la función de 

correlación G() incluyendo una población de moléculas en difusión libre y moléculas 

involucradas en la unión a dos poblaciones distintas de sitios fijos [377]: 

Ecuación 5.8        
 

     
      

   

  
  

  

   
   

  
  

    

     
  

        
  

      

En donde N es el número promedio de moléculas móviles en el volumen de 

observación; D es el coeficiente de difusión; fD es la fracción poblacional de moléculas 

involucradas en difusión libre; fR y fL son las fracciones poblacionales involucradas en 

interacciones rápidas y lentas con sitios fijos; R y L son sus respectivos tiempos de residencia 

en esos sitios. Las recíprocas de los tiempos de residencia corresponden a las constantes de 

disociación koff de estos sitios. 
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Este modelo no considera la variabilidad intranuclear de afinidades que pueden existir 

en las poblaciones que interaccionan con los sitios rápidos y lentos [328], sino que provee 

valores promedio para estos parámetros. Por otra parte, el modelo asume que las 

concentraciones de sitios fijos son independientes entre sí, constantes y muy altas en relación 

a las concentraciones de sitios ocupados [290].  

La ecuación 5.8 se ajustó a los datos de ACF usando una rutina diseñada en MATLAB. 

Esta rutina ajustó de manera global los datos provenientes de distintas medidas y una misma 

condición. Se asumieron entonces tiempos de residencia comunes (rápido y lento) para las 

distintas medidas de una misma condición, mientras que el resto de los parámetros (las dos 

fracciones poblacionales unidas, la fracción difusional y el tiempo característico difusional) se 

ajustaron individualmente para cada medida.  

Debido a que las medidas de FCS de barrido presentaron una mayor variabilidad 

intercelular, no se pudo realizar un ajuste global con esta rutina. Por el contrario, se ajustó a 

cada ACF individualmente utilizando la función Fit del programa SimFCS. Además, dado que el 

tiempo de muestreo en este tipo de experimentos fue más lento que en los de FCS de punto 

único (0.764 ms en barrido lineal; 20 s en punto único), no fue posible observar el decaimiento 

de la correlación característico de la difusión libre. Por ello, se ajustó a los datos de ACF 

provenientes de medidas de FCS de barrido lineal sobre el arreglo MMTV un modelo que 

considera únicamente interacciones con sitios fijos lentos y rápidos: 

Ecuación 5.9         
 

     
    

  
        

  
      

En donde pR y pL son las fracciones poblacionales unidas a los sitios rápidos y lentos.  

Los datos provenientes de FCS de barrido orbital sobre foci se adquirieron con una 

resolución temporal aun menor (5.1 ms) que en barrido lineal. Por lo tanto, a estos datos se 

pudo ajustar un modelo más simple, incluyendo únicamente un componente (pB) de unión a 

sitios fijos con un tiempo de residencia característico (B): 

Ecuación 5.10         
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Los datos de FCS obtenidos a partir de simulaciones fueron ajustados por el modelo de 

reacción dominante presentado por Michelman-Ribeiro y col. [290]. Este modelo incluye un 

componente (fD) de difusión libre y otro (fB) de unión a sitios fijos, con un tiempo de residencia 

característico (B):  

Ecuación 5.11        
 

     
      

   

  
  

  

   
   

  
  

    

     
  

      

Este modelo se utilizó también para ajustar los datos de FCS de GFP en el núcleo. Por 

otra parte, se examinaron otros modelos de ajuste a estos mismos datos, uno de difusión libre 

(Ecuación 5.12) y otro de difusión anómala (Ecuación 5.13): 

Ecuación 5.12        
 

     
    

   

  
  

  

   
   

  
  

    

    

Ecuación 5.13        
 

     
     

   

  
  

 

 
  

    
   

  
  

 

 
    

    

En donde  es el coeficiente de difusión anómala. 

 

5.12. Número y Brillo (N&B) 

5.12.1. Obtención de datos experimentales 

Las mediciones de N&B se realizaron sobre células 3617 en cultivo, transfectadas 

según se explicó en las secciones 5.3, 5.4 y 5.5. Se tomaron las medidas con un microscopio 

LSM 780 (Carl Zeiss, Inc., Thornwood, NY, Estados Unidos), en las instalaciones de LRBGE 

Optical Imaging Core (NIH, Bethesda, Maryland, Estados Unidos), configurado como se 

describió en la sección 5.11.1..  

Para cada célula analizada, se adquirió una secuencia temporal de 150 imágenes 

consecutivas, de 256x256 píxeles y con un tamaño de píxel de 80 nm. Con estos parámetros, 

se logró capturar el plano central entero del núcleo en el campo. El tiempo de adquisición de 

cada píxel fue de 6.3 s, que corresponde a un tiempo suficientemente corto para que no haya 

recambio de moléculas en el volumen de observación confocal, según la dinámica del GR 

dentro del núcleo (Figura 7.2). El tiempo de adquisición de una imagen, y por lo tanto de re-
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muestreo de un mismo píxel, fue de 0.97 s, que corresponde a un tiempo suficientemente largo 

para un recambio prácticamente total de moléculas en el volumen de observación (Figura 7.2). 

La duración de cada medición fue entonces de 146 s, tiempo en el cual no se registraron 

movimientos de deriva nuclear o celular. 

Las mediciones in vitro de soluciones de fluoresceína se realizaron como control de la 

aplicación del método de N&B. Se hicieron en una gota de la solución sobre un cubreobjetos 

pretratado con NaOH 0.2 M durante 30 min, lavado posteriormente con H2O bidestilada y 

finalmente secado. Se prepararon soluciones de fluoresceína en el rango de concentraciones 

25-400 nM en una solución Tris-HCl 20 mM pH 8.5, glicerol 60%v/v.  

 

5.12.2. Obtención de datos por simulaciones  

Se realizaron simulaciones mediante la plataforma de simulaciones del programa 

SimFCS de experimentos de N&B en condiciones similares a las utilizadas experimentalmente. 

En particular, se simularon ~1000 moléculas con D = 10 m2/s y un brillo molecular de 105 

cpms en una grilla de 64x64 píxeles2, con un tamaño de píxel de 50 nm. Se tomaron 800 

imágenes con un tiempo de adquisición de 8 s por píxel.  

El programa permite simular experimentos en dos colores ya que el usuario puede 

asignar el brillo de cada especie en dos canales distintos. De esta manera, a las especies 

puras se les asignó brillo únicamente en uno de los dos canales, mientras que a los 

heterocomplejos se les asignó brillo en ambos. La cantidad de moléculas de cada especie fue 

variable, dependiendo del caso específico de simulación, como se detalla en la siguiente 

sección. 

 

5.12.2. 1. Cálculos accesorios para simulaciones 

5.12.2.1.1. Cálculo de concentraciones en un sistema sencillo 

Para las simulaciones de N&B en dos colores (2C-N&B) en un sistema sencillo de 

dimerización en que las moléculas A y B pueden homodimerizar o heterodimerizar entre sí, se 

calcularon previamente las concentraciones de cada uno de los tres tipos de dímeros: [AA], 

[AB] y [BB]. Se asumió una constante de asociación infinita, es decir, todas las moléculas se 
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encuentran formando dímeros. Además, se asumió igual constante de equilibrio para la 

formación de homo y heterodímeros, y por lo tanto las concentraciones de cada tipo de dímero 

sólo dependen de las concentraciones totales [A] y [B], según las siguientes ecuaciones: 

Ecuación 5.14         
 

 
           

   

       
 
 
 

Ecuación 5.15         
 

 
           

   

       
 
 
 

Ecuación 5.16                   
   

       
  

   

       
  

Las concentraciones de cada tipo de dímero, calculadas a partir de estas ecuaciones en 

un rango amplio de concentraciones de A y B, se utilizaron como parámetros de entrada en las 

simulaciones en SimFCS, según se muestra en la siguiente Tabla: 

 

[AA] [BB] [AB] [AA] [BB] [AB] [AA] [BB] [AB] 

5 0 0 0 40 0 0 160 0 
10 0 0 1 36 9 0 155 10 
20 0 0 2 32 16 1 151 19 
40 0 0 7 27 27 2 142 36 
80 0 0 20 20 40 8 128 64 
160 0 0 53 13 53 80 80 160 
320 0 0 128 8 64 213 53 213 
0 20 0 284 4 71 0 320 0 
1 16 8 0 80 0 0 315 10 
3 13 13 0 75 9 0 310 19 
10 10 20 1 71 18 1 301 38 
27 7 27 4 64 32 4 284 71 
64 4 32 13 53 53 53 213 213 
142 2 36 40 40 80 256 16 128 
301 1 38 107 27 107    

         

Tabla 5.3. Parámetros de entrada en simulaciones de 2C-N&B en un sistema de dimerización. 

Cantidad de moléculas AA, BB y AB simuladas para sistemas con cantidades variables de A y B totales.  

 

5.12.2.1.2. Cálculo de concentraciones en un sistema complejo 

Para las simulaciones de 2C-N&B en un sistema complejo, se consideró una reacción de 

asociación entre dos tipos de moléculas A y B (ambas fluorescentes en distinto rango 

espectral) formando un heterotrímero AB2, con constante de equilibrio K: 



 5. Materiales y métodos  

107 
 

Ecuación 5.17             

Ecuación 5.18      
     

       
 

Se calcularon las concentraciones de A, AB2 y B de acuerdo a diferentes combinaciones 

de concentraciones totales de A (AT) y B (BT), en donde AT=[A]+[AB2] y BT=[B]+2[AB2]. A partir 

de la ecuación de equilibrio, la obtención de [AB2] requiere la resolución de la siguiente 

ecuación: 

Ecuación 5.19                   
                

             
               

  

Es decir, la resolución de esta ecuación es el cálculo de las raíces de un polinomio de 

grado 3. Se diseñó una rutina en MATLAB para hallar la raíz real de este polinomio y de esta 

manera se determinó [AB2], mientras que [A]= AT - [AB2] y [B]= BT - 2[AB2]. Esto se hizo para 

tres valores diferentes de K y concentraciones totales variables de A y B. Estas 

concentraciones se utilizaron como parámetros de entrada en las simulaciones de 2C-N&B, 

como se muestra en la siguiente Tabla. 
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K 10*K 10000*K 

[A] [B] [AB2] [A] [B] [AB2] [A] [B] [AB2] 
9 38 1 5 30 5 0 20 10 
18 36 2 12 24 8 2 4 18 
36 32 4 29 18 11 20 0 20 
74 28 6 67 14 13 60 0 20 

152 24 8 145 10 15 140 0 20 
309 18 11 304 8 16 300 0 20 
627 14 13 623 6 17 620 0 20 
7 74 3 2 64 8 0 60 10 
14 68 6 6 52 14 0 40 20 
30 60 10 18 36 22 2 4 38 
65 50 15 52 24 28 40 0 40 

139 38 21 128 16 32 120 0 40 
295 30 25 285 10 35 280 0 40 
611 22 29 604 8 36 600 0 40 
3 146 7 0 140 10 0 140 10 
7 134 13 1 122 19 0 120 20 
17 114 23 4 88 36 0 80 40 
45 90 35 24 48 56 3 6 77 

112 64 48 93 26 67 80 0 80 
263 46 57 248 16 72 240 0 80 
577 34 63 566 12 74 560 0 80 
1 302 9 0 300 10 0 300 10 
2 284 18 0 280 20 0 280 20 
5 250 35 1 242 39 0 240 40 
17 194 63 3 166 77 0 160 80 
62 124 98 32 64 128 3 6 157 

199 78 121 174 28 146 160 0 160 
506 52 134 489 18 151 480 0 160 
0 620 10 0 620 10 0 620 10 
1 562 39 0 560 40 0 560 40 
12 344 148 2 324 158 0 320 160 
84 168 236 41 82 279 4 8 316 
21 62 9 11 42 19 0 20 30 
30 100 30 12 64 48 0 40 60 
36 152 84 11 102 109 0 80 120 
1 462 19 0 460 20 0 460 20 
2 424 38 0 420 40 0 420 40 
6 352 74 1 342 79 0 340 80 
69 138 131 35 70 165 4 8 196 

488 16 12 483 6 17 480 0 20 
472 24 28 464 8 36 460 0 40 
422 44 78 408 16 92 400 0 100 
34 208 146 7 154 173 0 320 40 
69 158 171 31 82 209 0 240 80 

121 122 179 85 50 215 0 160 120 
230 20 10 224 8 16 0 200 150 
216 32 24 206 12 34 0 170 40 
190 50 50 175 20 65 0 90 80 
134 88 106 108 36 132    
13 166 37 2 144 48    
41 122 59 16 72 84    
78 96 72 52 44 98    
5 310 45 1 302 49    
23 206 97 4 168 116    
7 364 93 1 352 99    

Tabla 5.4. Parámetros de entrada en simulaciones de 2C-N&B en un sistema complejo. Cantidad de 

moléculas A, B y AB2 simuladas para sistemas con distinta constante de asociación (K) y cantidades 

variables de A y B totales.  
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5.12.3. Análisis de datos 

Los datos de N&B consisten en una serie temporal de S imágenes. A continuación se 

describen la teoría y los cálculos detrás de los análisis de N&B [378], los cuales se realizaron 

con el programa SimFCS mencionado previamente. 

 Para cada píxel, se calculan la intensidad promedio (<k>) y la varianza de intensidad (σ2), 

a partir de los valores de cuentas de fluorescencia (ki) en la serie temporal: 

Ecuación 5.20         
    

 
 

Ecuación 5.21        
           

 
 

Para el caso de detectores con capacidad de conteo de fotones, la varianza σ2 incluye las 

contribuciones de ruido estadístico (σd
2) y de variaciones en el número de ocupación (σn

2), es 

decir, en el número de moléculas en el volumen de observación [378]. Estas varianzas quedan 

definidas en función del brillo molecular () y el número de ocupación (n): 

Ecuación 5.22       
      

Ecuación 5.23       
     

Ecuación 5.24            

El brillo molecular  corresponde al número de fotones emitidos por segundo por una 

molécula cuando se encuentra en el centro del volumen de observación, y depende de la 

potencia del láser y de la eficiencia de detección del equipo [378]. El número de ocupación n es 

el número promedio de moléculas en el volumen de observación. Por ecuaciones 5.23 y 5.24, 

la varianza del detector es igual a la intensidad promedio. 

Se definen los parámetros de brillo aparente (B) y número aparente (N) en función de las 

ecuaciones 5.22, 5.23y 5.24 [378]: 

Ecuación 5.25        
  

   
     

Ecuación 5.26        
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De esta manera, se realizaron los cálculos de los parámetros N y B para cada píxel de la 

imagen. Para cada célula, se seleccionaron los píxeles correspondientes al núcleo a partir de 

las distribuciones de intensidad, ya que usualmente los píxeles del núcleo, el citoplasma y el 

fondo son claramente distinguibles en un gráfico de B vs. N (Figura 5.2A-B). En los casos en 

que no se pudo separar de esta forma la contribución del núcleo del citoplasma o del fondo, la 

selección se hizo con el cursor. En los datos provenientes de simulaciones, se seleccionaron 

todos los píxeles de la matriz. 

 

Figura 5.2. Análisis de datos de N&B. (A) El programa SimFCS brinda un gráfico de B vs. I para todos 

los píxeles de la imagen. Con el cursor (círculo rojo) se selecciona un conjunto de píxeles con un dado 

rango de valores de brillo e intensidad. (B) Imagen de la célula analizada en el panel A: los píxeles rojos 

son aquellos incluídos en el cursor rojo mostrado en el panel A. (C) Luego se realiza un histograma de B 

a partir de los píxeles seleccionados y se ajusta una función normal al histograma de datos. Se considera 

al valor medio de esta función como el B característico de la medición. (D) Gráfico de B vs. I calculado a 

partir de una medición en una célula que se movió considerablemente durante la adquisición de 

imágenes. Este movimiento se refleja en distorsiones en las nubes de valores del gráfico y la medición 

debe ser descartada. 
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Se ajustó una función normal a la distribución de B en los píxeles seleccionados (Figura 

5.2C) y se consideró a la media de esta distribución como el valor característico de B en la 

medición. El brillo molecular promedio ( (Ecuación 5.25) de GFP o mCherry en el núcleo, 

obtenido a partir de mediciones en 30-40 células, se utilizó para normalizar el brillo de las 

proteínas de fusión a GFP o mCherry, y de esta manera poder representar el brillo en número 

de fluoróforos por molécula.  

Se descartaron datos en los que existía un evidente movimiento global del núcleo o la 

célula. Estas variaciones son apreciables tanto al observar la secuencia temporal de imágenes, 

como al realizar el análisis de B ya que contribuyen a una mayor varianza de intensidad, 

fenómeno que es fácilmente detectado en las matrices B vs. I (Figura 5.2D). 

 

5.12.4. Predicción teórica de ensayos de 2C-N&B 

Se consideró un sistema como el que se presentó en la sección 5.12.2.1.2. Se calcularon 

las concentraciones de cada especie en el equilibrio como se detalla en dicha sección y luego 

se realizaron los cálculos teóricos de brillo molecular en el canal de detección de B () según 

la siguiente ecuación:  

Ecuación 5.27        
     

             

              
 

 corresponde al brillo molecular de B monomérico y se le asignó un valor de 0.35 en los 

cálculos para obtener valores similares a los obtenidos en simulaciones.  

 

5.13. Análisis estadístico 

Los resultados se expresaron como las medias con sus errores estándar. Los análisis 

estadísticos se realizaron con el programa STATISTICA 7.0 (StatSoft, Inc.). Estos análisis 

consistieron en estudios de ANOVA de un factor seguidos de pruebas post-hoc de Tukey para 

comparaciones múltiples o de Dunnett para comparaciones de varios tratamientos contra un 

control. Se corroboraron los supuestos de homogeneidad de varianzas y normalidad mediante 

las pruebas de Bartlett y Lilliefors, respectivamente. En experimentos en los cuales se comparó 

un tratamiento contra un control se realizaron pruebas t de Student. 
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En el experimento en que se analizó el reclutamiento de GFP-GR al arreglo MMTV en 

distintas condiciones (sección 7.7.1), se utilizó el procedimiento de comparaciones múltiples de 

Marascuilo [379].  Este procedimiento no requiere conocer  la dispersión de los datos (error o 

desvío estándar). 

 Inicialmente, se calculó pi (i=1, 2, …, k) de k condiciones como la fracción de células 

observadas que presentaban un arreglo MMTV visible en la condición i. Se realizó una prueba 

de homogeneidad de chi-cuadrado (2) para determinar si las proporciones pi eran iguales entre 

sí o no. Luego de rechazar la hipótesis nula de homogeneidad, se computaron las diferencias 

entre proporciones pi – pj para cada par posible y se compararon con un valor crítico rij: 

Ecuación 5.28                    
  

                    

  
 

                    

  
 

Donde n es el tamaño de la muestra (cantidad de células observadas) en cada condición (i,j) y 



-, k-1 es el valor crítico de la distribución de 2, para un nivel de significancia de  y k-1 

grados de libertad. Si pi – pj > rij entonces pi y pj son significativamente diferentes. 

En todos los casos, se consideraron diferencias estadísticamente significativas con 

p<0.05. Letras distintas y del mismo tipo (minúsculas, mayúsculas, griegas, números romanos) 

indican diferencias significativas entre los tratamientos en pruebas de Tukey. Si los datos 

presentan letras de distinto tipo esto implica que no se compararon entre sí. Los asteriscos 

indican diferencias significativas de un tratamiento respecto del control en pruebas de Dunnett 

o t de Student. 
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La mayoría de los TF no se distribuye espacialmente de manera homogénea dentro del 

núcleo, lugar donde ejercen su actividad regulatoria de la transcripción. Por el contrario, y tal 

como se describió en el capítulo 1, se acumulan en múltiples dominios focales denominados 

foci [63, 380]. Esta distribución ha sido descripta no sólo para el GR sino también para otros SR 

y sus correguladores [348, 352-356, 381-383]. Sin embargo, todavía no se conocen los 

mecanismos moleculares que subyacen la formación y estructura de estos foci, así como su 

función [352].  

Con el objetivo de responder estas preguntas pendientes, en este capítulo se analizó la 

distribución espacial del GR y su coactivador NCoA-2 dentro del núcleo, y se evaluó si esta 

distribución puede ser afectada por distintos ligandos glucocorticoides o mutaciones en el 

receptor. Para ello, se utilizaron diversas técnicas de microscopía de fluorescencia sobre 

células transfectadas de manera transitoria con vectores de expresión que codifican para las 

proteínas de interés fusionadas a proteínas fluorescentes.  

 

6.1. Distribución intranuclear del GR 

Con el objetivo de estudiar la distribución espacial del GR dentro de la célula y, en 

particular, dentro del núcleo, se adquirieron imágenes de microscopía confocal de células BHK 

que expresaban transitoriamente el receptor fusionado a la proteína fluorescente verde GFP. 

La Figura 6.1 muestra la distribución de GFP-GR en células no estimuladas y en células 

tratadas con el agonista dexametasona (Dex). 

 

Figura 6.1. Distribución subcelular y subnuclear de GR. Células BHK fueron transfectadas con GFP-

GR y tratadas con vehículo (Veh) o Dex. Escala: 5 m. 
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En su forma inactiva, el GR se encuentra localizado principalmente en el citoplasma, y 

la fracción nuclear se distribuye de manera homogénea en este compartimento (Figura 6.1). La 

activación hormonal del receptor provoca su translocación al núcleo y la formación de múltiples 

y pequeños foci subnucleares [348, 349] (Figura 6.1).  

Cuando se utilizan proteínas de fusión en condiciones de sobreexpresión transitoria 

(como se hizo en este trabajo de Tesis) debe prestarse especial atención a la integridad 

estructural y funcional de la proteína de interés, en comparación al comportamiento de la 

proteína endógena en condiciones fisiológicas. Para corroborar que el modelo de 

sobreexpresión utilizado posee propiedades similares a las del sistema endógeno, se realizaron 

diversos experimentos control cuyos resultados se discuten brevemente a continuación. 

Por un lado, se observó que la distribución subnuclear de GR en foci puede revertirse 

luego del lavado de la hormona, como se verá más adelante (Figura 6.5B). Cabe hacer notar 

también que la sobreexpresión del GFP-GR no induce per se su translocación al núcleo, y que 

esta particular distribución subnuclear en foci puede ser controlada según el ligando unido al 

receptor [270, 349, 350, 357] (Figura 6.1). Además, la formación de foci se visualizó por 

inmunodetección del receptor endógeno, en líneas celulares y en tejido vivo [348]. El conjunto 

de estas evidencias muestra que los foci observados no son agregados artificiales irreversibles 

debidos a la sobreexpresión del GR. 

Por otra parte, las evidencias también sostienen que la sobreexpresión de GR fusionado 

a una proteína fluorescente tampoco afecta su capacidad de homodimerización. Se ha 

observado que la dimerización es dependiente de ligando, reversible e independiente del nivel 

de expresión del receptor [169, 270]. Por lo tanto, la sobreexpresión no produce una 

multimerización aberrante del receptor.  

Por último, se demostró que GFP-GR puede inducir la expresión de genes que 

responden a GC y que esta inducción no ocurre per se sino que depende de la expresión de 

coactivadores y del uso de distintos ligandos [270, 364, 384]. A fin de verificar la funcionalidad 

de GFP-GR en condiciones de sobreexpresión en nuestro modelo experimental, se evaluó su 

capacidad de inducir la expresión de genes que responden a GC en células BHK transfectadas 

con las mismas concentraciones de plásmidos que se usaron para los ensayos de microscopía 

y estimuladas con Dex 10 nM. Para ello se determinó la capacidad transcripcional del GR 
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mediante cotransfección de un plásmido conteniendo el gen de la luciferasa bajo el control del 

promotor MMTV, que contiene cinco GRE. La Figura 6.2 muestra los resultados obtenidos. 

 

 

Figura 6.2. Análisis de gen reportero: efecto de la sobreexpresión de GFP-GR sobre su actividad 

transcripcional. Células BHK se transfectaron con lacZ, MMTV-luciferasa y GFP o GFP-GR. Luego las 

células se trataron con Veh (A) o Dex (B) por 18 h y se determinó la actividad luciferasa. Esta actividad 

se relativizó por la actividad -galactosidasa. (A) Los valores se expresan normalizados por la actividad 

de células control transfectadas con GFP. (B) Los valores se expresan en cada caso respecto a su 

control. No hubo diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos que se muestran en cada 

gráfico. 

 

La sobreexpresión per se de GFP-GR no aumentó significativamente la expresión del 

gen reportero en células no estimuladas (Figura 6.2A). Además, la inducción por Dex en células 

transfectadas con GFP-GR no fue mayor que la detectada en células que solamente 

expresaban el GR endógeno (Figura 6.2B). Estos resultados indican que la función 

transcripcional de GFP-GR transfectado transitoriamente en las células BHK es dependiente de 

ligando y que la magnitud de su actividad es comparable a la del receptor endógeno  
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  El conjunto de las evidencias presentadas en esta sección indica que la expresión 

transitoria de GR fusionado a GFP en células BHK constituye un modelo adecuado para 

estudiar el comportamiento del receptor en células vivas. 

 

6.2. Influencia de la conformación del GR en su distribución intranuclear 

Con el objetivo de estudiar la capacidad del GR de formar foci en distintas condiciones, 

se adquirieron y analizaron imágenes de microscopía confocal de células BHK expresando 

transitoriamente GFP-GR, GFP-GRdim o GFP-GRmon y tratadas con Veh, Dex ó 21-OH. El 

uso de mutantes u otros ligandos brinda herramientas que permiten ensayar distintas 

conformaciones posibles del receptor. Los mutantes GRdim y GRmon fueron descriptos en la 

secciones 2.6 y 2.7, respectivamente, mientras que se detalló las propiedades del ligando 21-

OH en la sección 2.8.2.  

Un análisis de este tipo requiere un enfoque cuantitativo para determinar si la formación 

de foci es mayor o menor en distintas condiciones ensayadas. En trabajos previos, la formación 

de foci fue analizada mediante el cálculo del coeficiente de variación de intensidad [270, 349]; 

sin embargo, este parámetro refleja el nivel de heterogeneidad en la distribución espacial pero 

puede no estar relacionado directamente con la cantidad de foci.  

Por estos motivos, se decidió utilizar un método que permitiera contar la cantidad de 

foci, al menos de manera relativa. Dado que la relación señal/ruido de los foci fue baja y que el 

fondo (el nucleoplasma) presenta intensidades variables, no fue posible aplicar un método 

clásico de conteo de partículas por selección de un único umbral. Por el contrario, se eligió una 

aplicación del software Ilastik, que permite contar partículas en entornos heterogéneos [370]. 

La identificación de foci se basa en la comparación de la señal de un píxel con la de píxeles 

vecinos, para hallar máximos locales. Al finalizar el proceso, se obtuvo para cada imagen de 

entrada una imagen binaria de salida con los píxeles que conformaban los foci identificados 

(Figura 6.3).  
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Figura 6.3. Esquema utilizado para cuantificar la densidad de foci. Se realizó la detección de foci con 

el software Ilastik y se obtuvo de esta manera una imagen representando la probabilidad de encontrar 

foci en cada píxel. Esta imagen fue binarizada en ImageJ y se identificaron los foci mediante la función 

“contador de partículas”.  

 

Debe destactarse que, dada la distribucion aparentemente al azar de los foci, se asumió 

que la distribución superficial de foci en el plano observado era representativa de la distribución 

volumétrica en todo el núcleo. Por otra parte, el objetivo fue obtener valores relativos de 

densidades de foci, no densidades volumétricas absolutas. 

En la Figura 6.4 se representan las densidades superficiales de foci en las distintas 

condiciones analizadas. La figura ilustra que la capacidad del GR de formar foci intranucleares 

puede ser modulada por distintos ligandos o mutantes del receptor [349]. En concordancia con 

resultados anteriores, 21-OH indujo la formación de una menor densidad de foci que la inducida 

por Dex [270]. El mutante GRmon también mostró una capacidad reducida de formar foci, 

mientras que el mutante GRdim no presentó diferencias respecto del receptor salvaje. Si bien el 

GR inactivo se encuentra en baja concentración nuclear y el 21-OH induce un nivel de 

translocación algo menor que Dex, para evitar efectos debidos a diferencias de concentración 

se eligieron, en todas las condiciones, células que presentaban un rango acotado de 

intensidades (40 < señal/fondo < 100). 
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Figura 6.4. Densidades nucleares de foci. Células BHK fueron transfectadas con GFP-GR, GFP-

GRdim o GFP-GRmon, y tratadas con Veh, Dex o 21-OH. También se co-expresó mCherry-NCoA-2 

cuando se indica. Se muestran imágenes representativas (escala: 5 m). Se determinó la densidad de 

foci en el plano central del núcleo en las diferentes condiciones. Barras con distintas letras indican 

diferencias significativas (p<0.05). 

 

6.3. Distribución intranuclear de GR y el coactivador NCoA-2 

Además de los TF, otros componentes involucrados en la regulación de la actividad 

transcripcional presentan una distribución focal en el núcleo. Este fenómeno se ha observado 

para varios correguladores de SR [381, 383, 385], en particular para NCoA-2 [381, 382, 385, 

386], un coactivador relevante del GR. Con el fin de evaluar la distribución intranuclear de este 

coactivador y su potencial vínculo con la distribución del receptor, se adquirieron imágenes de 

microscopía confocal en células BHK que expresaban mCherry-NCoA-2 en presencia o 

ausencia de GFP-GR (Figura 6.5). 
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Figura 6.5. Distribución espacial de GR y NCoA-2. Células BHK se transfectaron con mCherry-NCoA-

2 y GFP-PML o GFP-NCoA-2 solo (A), mCherry-NCoA-2 y GFP-GR (B) y se trataron con Veh o Dex. La 

columna " lavado de Dex" muestra imágenes obtenidas luego de incubar células tratadas con Dex en 

medio sin hormona. Se muestran imágenes representativas de cada condición (escala: 5 m).  

 

Se observó que el coactivador forma grandes y pocos cuerpos subnucleares en células 

no estimuladas (Figura 6.5A). La colocalización de estos dominios focales con PML-GFP 

permitió identificar estas estructuras como cuerpos PML (Figura 6.5A), en acuerdo con la 

literatura [382]. Sin embargo, en células coexpresando GFP-GR,  la activación del receptor con 

Dex indujo una drástica redistribución intranuclear no sólo del GR sino también del coactivador, 

que pasó a mostrar una distribución en foci muy similar a la del GR (Figura 6.5B). De hecho, los 

foci formados por ambas proteínas colocalizaron. Esta redistribución fue revertida luego de la 

remoción de la hormona del medio de cultivo (Figura 6.5B), aunque el GR permaneció 

localizado parcialmente en los cuerpos PML. La redistribución de NCoA-2 dependiente de la 

activación hormonal del GR desde los cuerpos PML a pequeños y numerosos foci no fue 

observada en células que no coexpresaban el receptor (Figura 6.5A). Si bien las células BHK 

presentan GR endógeno, el hecho de que la redistribución de NCoA-2 requiera niveles de 

expresión de GR relativamente similares sugiere que el fenómeno dependería de la interacción 

entre GR y NCoA-2. Además, la coexpresión de NCoA-2 no modificó significativamente la 
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densidad de foci de GR en células estimuladas con Dex (Figura 6.4), es decir que la propiedad 

de ser reclutado a estos foci parecería ser intrínseca del receptor. 

A continuación, se evaluó si este fenómeno de redistribución del coactivador frente a la 

estimulación hormonal se reproducía en las otras condiciones ensayadas. Para ello, se 

adquirieron imágenes confocales de células BHK que expresaban mCherry-NCoA-2 y GFP-GR, 

GFP-GRdim o GFP-GRmon y que fueron tratadas con Dex ó 21-OH (Figura 6.6).  

 

Figura 6.6. Distribución de GR y NCoA-2. Células BHK fueron transfectadas con mCherry-NCoA-2 y 

GFP-GR, GFP-GRdim o GFP-GRmon, y tratadas con Dex ó 21-OH. Se muestran imágenes 

representativas de cada condición (escala: 5 m). 

 

Notoriamente, en las condiciones en que se observó una baja densidad de foci, no se 

observó una redistribución subnuclear de NCoA-2 y este coactivador permaneció en los 

cuerpos PML. Esto se observó cuando se utilizó la mutante GRmon o el receptor salvaje unido 

al ligando 21-OH (Figura 6.6). Teniendo en cuenta que este ligando no favorece la interacción 

entre GR y NCoA-2 [387], este resultado apoya la idea de que esta redistribución requiere de la 

interacción entre el receptor y su coactivador. El comportamiento de GRdim/Dex fue similar al 

de GR/Dex, ya que se detectó su colocalización con múltiples foci de NCoA-2 en el núcleo 

(Figura 6.6). 
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Con el fin de validar la adecuada funcionalidad del coactivador en nuestro modelo 

experimental, se ensayó la capacidad de NCoA-2 de favorecer la actividad transcripcional del 

GR en células BHK transfectadas con las mismas concentraciones de los plásmidos de GFP-

GR y mCherry-NCoA-2 utilizadas en experimentos de microscopía, y estimuladas con Dex 

(Figura 6.7).  

 

Figura 6.7. Efecto de  la sobreexpresión del coactivador NCoA-2 sobre la actividad transcripcional 

del GR. Células BHK se transfectaron con lacZ, MMTV-luciferasa, GFP-GR y mCherry o mCherry-NCoA-

2. Luego las células se trataron con Dex por 18 h y se determinó la actividad luciferasa. Esta actividad se 

relativizó por la actividad -galactosidada. Los valores se expresan normalizados por la actividad de 

células no cotransfectadas con mCherry-NCoA-2. El asterisco indica diferencias significativas (p<0.05) 

respecto del control. 

 

En estas condiciones, la coexpresión del coactivador aumentó en un 63% la actividad 

de luciferasa bajo el control del promotor MMTV (Figura 6.7). Por lo tanto, NCoA-2 ejerce su 

función como coactivador del GR en las condiciones experimentales examinadas. 

 



 Resultados: 6. Distribución espacial del GR  

124 
 

6.4. Evolución temporal de la redistribución intranuclear de GR y NCoA-2 

Con el objetivo de caracterizar la dinámica del proceso de redistribución subcelular y 

subnuclear de GR y NCoA-2 a partir del estímulo hormonal, se tomaron secuencias temporales 

de imágenes por microscopía confocal de células BHK individuales expresando 

transitoriamente GFP-NCoA-2 y mCherry-GR, desde el agregado de Dex al medio de cultivo 

(Figura 6.8). Esta redistribución es un proceso rápido, que involucra cambios apreciables en 

menos de 15 min.  

 

Figura 6.8. Evolución temporal de la redistribución de GR y NCoA-2. Células BHK se transfectaron 

con GFP-NCoA-2 y mCherry-GR y trataron con Dex en el tiempo = 0 min. Se muestran imágenes a 

distintos tiempos de una célula representativa (escala: 5 m). 

 

Para analizar cuantitativamente la evolución de la distribución espacial de ambas 

proteínas, se procesaron las imágenes y se determinaron, para GFP-NCoA-2 y mCherry-GR: (i) 

la intensidad de fluorescencia en el núcleo, (ii) la densidad superficial de foci en el núcleo 

(según se explicó en la sección 6.2), (iii) el grado de colocalización entre foci (determinado 

como se explica en la sección 5.10) , y (iv) la intensidad promedio de los foci (Figura 6.9).  
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Figura 6.9. Parámetros cuantitativos de la evolución temporal de la redistribución de GR y NCoA-

2. Células BHK fueron transfectadas con GFP-NCoA-2 y mCherry-GR y tratadas con Dex en el tiempo = 

0 min. A partir de las imágenes obtenidas se calcularon diferentes parámetros para ambas proteínas en 

los distintos tiempos: la intensidad nuclear promedio (A), la densidad nuclear de foci (B), el grado de 

colocalización entre foci de ambas proteínas (C) y la intensidad de foci (D) (n=4). Las líneas tenues y 

finas representan los parámetros determinados en células individuales, mientras que las líneas oscuras y 

gruesas representan los valores promedio de estos parámetros. 

 

La concentración nuclear de GR, proporcional a la intensidad de fluorescencia, aumentó 

debido a la translocación del receptor desde el citoplasma al núcleo, inducida por la unión de 

Dex. Por el contrario, la concentración nuclear de NCoA-2 se mantuvo constante (Figura 6.9A). 

La estimulación con Dex indujo a su vez un marcado aumento en la densidad relativa de 

foci intranucleares de GR hasta alcanzar un plateau en ~8 min (Figura 6.9B). En el caso de 

NCoA-2, no se observó un marcado aumento en la densidad de foci (Figura 6.9B) pero sí hubo 

un aumento progresivo de la colocalización de estos foci con los formados por el GR (Figura 
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6.9C). Estos resultados probablemente sean consecuencia de que el proceso de redistribución 

del coactivador involucra la desaparición de grandes foci identificados como cuerpos PML y la 

formación de otro tipo de foci, más pequeños. Es preciso destacar que el porcentaje de 

colocalización determinado (55%) (Figura 6.9C) entre los foci de GR y NCoA-2 es significativo 

ya que simulaciones en que se dispusieron foci al azar en iguales densidades que en los 

experimentos arrojaron una colocalización del 12%.     

La intensidad de fluorescencia promedio de los foci de GR aumentó de manera 

sostenida en el lapso de tiempo estudiado, indicando que los foci siguieron incorporando 

moléculas de GR a medida que progresaba la translocación nuclear del receptor (Figura 6.9D). 

Este resultado sugiere que estas estructuras no tienen capacidad limitada para unir una 

cantidad fija de moléculas, sino que admiten una estequiometría variable, al menos en la escala 

temporal medida (15 min). La intensidad promedio de los foci de NCoA-2, en cambio, 

disminuyó a lo largo de la secuencia temporal ya que los cuerpos PML acumulan una mayor 

concentración focal del coactivador que los foci formados a partir de la redistribución inducida 

por Dex (Figura 6.9D).  

 

6.5. Caracterización bioquímica estructural de los foci de GR y NCoA-2 

En el núcleo, la organización espacial de los distintos componentes en diferentes 

subcompartimentos o dominios requiere de algún soporte estructural, que puede tener distinta 

naturaleza bioquímica: ya sea ADN, ARN, proteínas o alguna combinación de los mismos. Los 

protocolos de digestión in situ por nucleasas permiten distinguir si estructuras de interés 

dependen de la integridad estructural de los ácidos nucleicos [382, 388]. Si bien las estructuras 

resistentes a digestión por nucleasas se asociaron con la “matriz nuclear”, la misma existencia 

de una estructura de este tipo en el núcleo fue cuestionada posteriormente [389, 390]. En todo 

caso, la resistencia a la digestión por nucleasas se podría asumir como indicativa de un soporte 

estructural de naturaleza proteica. 

Con el fin de analizar la naturaleza bioquímica del soporte estructural de los foci, se 

llevó a cabo un protocolo de digestión por DNasa I o RNasa A in situ en células BHK que 

expresaban transitoriamente GFP-GR y la histona H2B-mCherry y fueron estimuladas con Dex. 

Las células se fijaron con PFA, se permeabilizaron con Tritón X-100, se trataron con (NH4)2SO4 



 Resultados: 6. Distribución espacial del GR  

127 
 

y finalmente se sometieron a la digestión con nucleasas, como se explica en la sección 5.6. Los 

resultados obtenidos luego de este protocolo de digestión se muestran en la Figura 6.10. 

 

Figura 6.10. Digestión por nucleasas in situ. Células BHK se transfectaron con GFP-GR y H2B-

mCherry (A) y trataron con Dex. Luego se fijaron, permeabilizaron y digirieron in situ con RNasa A o 

DNasa I. Se muestran imágenes representativas (escala: 5 m). En el experimento que se muestra en 

(B) las células se tiñieron con ioduro de propidio.  

 

La organización subnuclear del GR se mantuvo intacta luego de la digestión con RNasa 

A (Figura 6.10A). Por el contrario, el tratamiento con DNasa I eliminó la mayor parte del GR 

nuclear, con excepción de grandes agregados perinucleares y perinucleolares. Este patrón de 

distribución coincidió con el presentado por la histona H2B-mCherry luego de la digestión, 

sugiriendo la existencia de cromatina altamente condensada e inaccesible a la acción de la 

DNasa I (Figura 6.10A). La actividad de la RNasa A fue corroborada in situ mediante tinción 

con ioduro de propidio antes y después de la digestión (Figura 6.10B). Estos resultados 

sugieren que la organización intranuclear del GR en foci requiere estructuralmente la integridad 

del ADN pero no del ARN.  
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Para evaluar la naturaleza bioquímica del soporte estructural de los cuerpos 

PML/NCoA-2 y de los foci integrados por GR y NCoA-2, se realizaron experimentos similares 

en células BHK que coexpresaban GFP-GR y mCherry-NCoA-2 (Figura 6.11).  

 

Figura 6.11. Digestión por nucleasas in situ. Células BHK se transfectaron con GFP-GR y mCherry-

NCoA-2 y se trataron con Veh o Dex. Luego se fijaron, permeabilizaron y digirieron con DNasa I. Se 

muestran imágenes representativas (escala: 5 m). 

 

En células estimuladas con Dex, nuevamente la digestión con DNasa I perturbó la 

distribución en foci del GR y del NCoA-2, presentando patrones de codistribución entre ambos 

factores, asociados a grandes porciones de cromatina no digerida (Figura 6.11). Sin embargo, 

en concordancia con la literatura [382], los cuerpos subnucleares de NCoA-2 en células no 

estimuladas resultaron resistentes a la digestión con DNasa I (Figura 6.11).  

Se ha descripto que el soporte estructural de los cuerpos PML es principalmente 

proteico [73, 75], aunque se ha encontrado también ADN satélite en éstos [71]. En suma, estos 

resultados muestran que la localización del GR y del NCoA-2 inducida hormonalmente ocurre 

en subcompartimentos de distinto aspecto y constitución bioquímica que los observados para 

NCoA-2 en ausencia de estímulo hormonal. 
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6.6. Dinámica de GR y NCoA-2 en los foci 

Los dominios focales y cuerpos subnucleares no son estructuras estáticas, fijas, sino 

por el contrario muy dinámicas, de manera que existe un constante intercambio de material 

entre ellos y el nucleoplasma.  

Como se introdujo en la sección 3.1.2, FCS permite capturar la dinámica de 

biomoléculas en células vivas con alta resolución temporal y espacial. Sin embargo, los 

experimentos de FCS de punto único (en una posición fija) no permiten estudiar la dinámica en 

los foci ya que estas estructuras poseen cierta movilidad; como consecuencia, durante 

mediciones de larga duración se producen variaciones en la intensidad de fluorescencia 

debidos a la movilidad propia del focus en su conjunto y no al intercambio de moléculas 

fluorescentes (Figura 6.12). Esto generaría artefactos en las funciones de autocorrelación 

calculadas por FCS.  

 

Figura 6.12. FCS de punto único sobre un focus. Se muestra la traza temporal de intensidad de 

fluorescencia en una medida de FCS de punto único sobre un focus, tomada en células BHK 

transfectadas con GFP-GR y tratadas con Dex. 

 

Para capturar la dinámica de GR y NCoA-2 en los foci, se utilizó entonces otro abordaje 

experimental: FCS de barrido (Figura 6.13). En células BHK que expresaban GFP-NCoA-2 y 

mCherry-GR y que fueron estimuladas con Dex, se barrieron órbitas a través de foci y se 

obtuvo para cada medida una matriz de intensidad de fluorescencia en función del tiempo y la 

posición. Sobre esta matriz se determinó la trayectoria del focus mediante una rutina de 
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seguimiento y se compensó de esta manera el leve movimiento de los foci en la dirección de 

barrido. A partir de la traza temporal de intensidad de fluorescencia del focus se calcularon las 

funciones de autocorrelación (ACF) y de correlación cruzada (CCF) (Figura 6.13). Las ACF 

describen la dinámica de las moléculas detectadas por separado en cada canal (i.e. GFP-

NCoA-2 y mCherry-GR), mientras que la CCF describe la dinámica de los heterocomplejos 

formados por estas dos moléculas. El cálculo de estas funciones se explica en la sección 

5.11.3. 

 

 

Figura 6.13. Esquema de la metodología empleada en los experimentos de FCS de barrido orbital 

sobre foci. Se realizaron barridos repetidos con el láser formando órbitas a través de foci de GR/NCoA-

2. Luego se construyó una matriz de intensidad de fluorescencia y se determinó la trayectoria temporal 

del focus mediante seguimiento de partícula única. Se obtuvieron las trazas temporales de intensidad del 

focus y se calcularon entonces las funciones de autocorrelación (ACF) y correlación cruzada (CCF). 

 

El tiempo de muestreo fue relativamente lento (5.1 ms). Como se describirá en el 

siguiente capítulo, al considerar la movilidad  típica del receptor y el coactivador en el 

nucleoplasma (Figura 6.14), se observa un tiempo característico de difusión de 1-3 ms, en una 

escala temporal más rápida que el tiempo de muestreo. Por este motivo, no es posible observar 

eventos de difusión libre en las funciones de correlación adquiridas en los experimentos de 

barrido orbital, sino que sólo se aprecian eventos con dinámica más lenta. Por lo tanto, se 
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decidió utilizar un modelo que considera la unión a sitios fijos para ajustar a los datos de las 

funciones de correlación (Ecuación 5.10).  

  

 

Figura 6.14. Movilidad de GR y NCoA-2 en el núcleo. Células BHK se transfectaron con GFP-GR o 

GFP-NCoA-2 y se tomaron medidas de FCS de punto único en el núcleo. Los datos de ACF se ajustan 

por un modelo que considera una población difusiva y dos poblaciones que se unen a distintos tipos de 

sitios: lentos y rápidos (Ecuación 5.8). Se muestran los tiempos característicos de difusión o de 

residencia para cada componente. 

 

Para examinar la dinámica de GR y NCoA-2 en los foci en distintas condiciones, se 

realizaron experimentos de FCS de barrido en células BHK que expresaban GFP-NCoA-2 

(tratadas con vehículo), GFP-GR (estimuladas con Dex) o que coexpresaban GFP-NCoA-2 y 

mCherry-GR y fueron tratadas con Dex. En la Figura 6.15 se muestran los tiempos de 

residencia obtenidos en cada condición, a partir de los ajustes de un modelo de asociación-

disociación (Ecuación 5.10).  
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Figura 6.15. Dinámica de GR y NCoA-2 sobre los foci. Células BHK que expresaban sólo GFP-NCoA-

2, sólo GFP-GR o que coexpresaban GFP-NCoA-2 y mCherry-GR fueron tratadas con Veh o Dex. Se 

estudió el intercambio de moléculas de GR y/o NCoA-2 en los foci a partir de experimentos de FCS de 

barrido orbital. Se calcularon las ACF y la CCF, según corresponda, y se ajustó un modelo de una 

población de unión/despegado (Ecuación 5.10). Se muestra el tiempo de residencia promedio de las 

moléculas analizadas en las distintas condiciones en los foci. Las barras con letras distintas indican 

diferencias significativas (p<0.05) entre las ACF y la CCF en la condición GR+NCoA-2+Dex. 

 

Se obtuvo un tiempo de residencia de ~1 s de GR/Dex en los foci, indicando una 

dinámica de intercambio relativamente rápida entre los foci y el nucleoplasma (Figura 6.15). En 

cambio, el tiempo de residencia de NCoA-2 en los grandes dominios focales asociados a 

cuerpos PML fue mayor (2.4 s), demostrando nuevamente la distinta naturaleza de los dos 

tipos de estructuras analizados (Figura 6.15).  

La coexpresión de NCoA-2 no modificó el tiempo de residencia de GR/Dex en los foci 

(Figura 6.15). La amplitud positiva de la CCF indica la existencia de interacciones entre el 

receptor y el coactivador en los foci (Figura 6.13). El complejo GR/NCoA-2 presentó sin 

embargo un tiempo promedio de residencia en los foci significativamente menor que el del GR 

(Figura 6.15).  

En la sección siguiente, se presentan enfoques complementarios que se llevaron a cabo 

con el objetivo de profundizar en la interpretación de estos resultados y comprender los 

mecanismos involucrados en la interacción del receptor y el coactivador con los foci. 
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6.7. Simulaciones de experimentos de FCS 

 

La interpretación de los resultados obtenidos en experimentos de microscopía de 

fluorescencia, tales como el mostrado en la Figura 6.13, puede no ser simple ni intuitiva. En 

algunos casos, es complejo prever qué tipo de resultados esperar a partir de determinados 

escenarios posibles. En este sentido, el uso de simulaciones complementarias puede ayudar a 

interpretar resultados de experimentos complejos.  

En la sección anterior, se obtuvieron parámetros cuantitativos que describen la dinámica 

de interacción de GR y NCoA-2 sobre los foci, en particular, el tiempo de residencia de estas 

biomoléculas en estas estructuras nucleares (Figura 6.15). Con el objetivo de analizar si estos 

resultados cuantitativos permiten obtener información acerca de los mecanismos que subyacen 

a la unión y a la liberación de estas proteínas en estas estructuras, se postularon distintos 

mecanismos moleculares para la interacción entre GR, NCoA-2 y los foci. Para cada escenario, 

se realizaron simulaciones de adquisición de datos de FCS de punto único con la plataforma 

MCell-FERNET [373]. Se simularon sistemas integrados por dos tipos de moléculas, a las 

cuales se denominarán A y B (i.e. GR y NCoA-2), que emiten fluorescencia en dos canales 

distintos y pueden interactuar entre sí y/o con sitios fijos. Es decir, estas moléculas pueden 

difundir libremente o estar inmovilizadas cuando se encuentran unidas a los sitios fijos. Los 

datos de FCS se analizaron de la misma manera que los obtenidos experimentalmente: se 

calcularon las ACF y la CCF correspondientes y, en los casos en que esto fue posible, se 

ajustó a los datos el modelo de Michelman-Ribeiro [290] que asume dos componentes: uno de 

difusión libre y otro de unión a sitios fijos (Ecuación 5.11).  

La existencia de correlación cruzada positiva en los experimentos de FCS de GR y 

NCoA-2 sobre los foci (Figura 6.13) indica que la unión y/o la liberación de las moléculas 

reclutadas a estas estructuras no es al azar sino que ocurriría en un orden determinado, ya sea 

formando un complejo o de manera secuencial. Si tanto la unión como la liberación de GR y 

NCoA-2 en los foci fueran independientes entre sí, no existiría correlación cruzada [373]. Se 

consideraron entonces distintos escenarios en los que cabría esperar correlación cruzada 

positiva y se compararon cualitativamente los resultados obtenidos en las simulaciones con 

aquellos obtenidos en los ensayos de microscopía. A continuación se describen los escenarios 

simulados y los resultados obtenidos. 
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I) Complejo total 

El escenario más simple es aquel en que A y B pueden formar un complejo AB que 

interactúa con el focus (Figura 6.16). Las moléculas A o B no son capaces de realizar esta 

interacción per se. En esta condición, las componentes de unión de las ACF y la CCF son 

idénticas, ya que en los sitios fijos A y B se comportan como una única molécula (Figura 6.16). 

Por lo tanto, los tiempos de residencia calculados a partir de las tres curvas no difieren entre sí.  

 

 

Figura 6.16. Simulaciones de experimentos de FCS en el sistema “complejo total” (I). Se consideró 

un sistema conteniendo moléculas A, B y AB en donde únicamente el complejo AB puede unirse y 

liberarse de sitios fijos. Se realizaron simulaciones de experimentos de FCS sobre este sistema y se 

calcularon las ACF y la CCF promedio. Se ajustó a los datos un modelo de difusión libre y un 

componente de unión a sitios fijos, obteniéndose los tiempos de residencia correspondientes (Ecuacion 

5.11). Las barras con letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). 

 

II) Liberación aleatoria 

Se consideró la posibilidad de que, como en el escenario anterior, sólo el complejo AB 

pudiera ingresar al sitio pero que la salida pudiera darse indistintamente como A, B o AB 

(Figura 6.17). En este caso, el tiempo de residencia del componente unido en las curvas de 

ACF y CCF depende del tiempo de residencia característico de cada especie. Dado que las 
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uniones de A, B y AB ocurren en un mismo evento, el tiempo de residencia calculado en cada 

canal depende únicamente de las koff asignadas para cada uno.  

 

Figura 6.17. Simulaciones de experimentos de FCS en el sistema “liberación aleatoria” (II). Se 

consideró un sistema conteniendo moléculas A, B y AB en donde sólo AB puede unirse a sitios fijos, y la 

liberación de estos sitios puede darse como A, B o AB. Se realizaron simulaciones de experimentos de 

FCS y se calcularon las ACF y la CCF promedio Se ajustó a los datos un modelo de difusión libre y un 

componente de unión a sitios fijos, obteniéndose los tiempos de residencia correspondientes (Ecuación 

5.11). Las barras con letras distintas indican diferencias significativas (p<0.05). 

 

III) Liberación secuencial 

Por otra parte, cabe considerar la posibilidad de que la salida de las moléculas sea 

secuencial. Se simuló un sistema en el que el complejo AB se une al sitio, luego se libera la 

molécula B y finalmente la molécula A (Figura 6.18). En este escenario, el tiempo de residencia 

de la CCF es menor al de la ACF correspondiente a la molécula A (Figura 6.18), debido a que 

la correlación cruzada se mantiene de acuerdo a la permanencia de la molécula B, que se 

libera primero del sitio. 
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Figura 6.18. Simulaciones de experimentos de FCS en un sistema de “liberación secuencial” (III). 

Se consideró un sistema conteniendo moléculas A, B y AB en donde únicamente el complejo AB puede 

unirse a sitios fijos y luego se liberan secuencialmente B y A. Se realizaron simulaciones de 

experimentos de FCS sobre este sistema y se calcularon las ACF y la CCF promedio. Se ajustó a los 

datos un modelo de difusión libre y un componente de unión a sitios fijos, obteniéndose los tiempos de 

residencia correspondientes (Ecuación 5.11). 

 

IV) Unión secuencial 

En este escenario, se postuló que las moléculas A y B siguen un orden de unión para 

interactuar con el sitio fijo, como se propone por ejemplo para el ensamblado del complejo de 

preiniciación de la transcripción [84, 88]. En particular, la molécula A se une primero, luego la B 

y finalmente las moléculas se liberan conjuntamente, formando un complejo AB (Figura 6.19). 

En este escenario, la correlación cruzada se mantiene por un tiempo de retardo mayor que el 

de alguna de las ACF (Figura 6.19). Esto se debe a que la entrada de la primera molécula (A) 

correlaciona con la entrada de la segunda (B) pero como la primera debe esperar a la otra, la 

duración de la correlación cruzada es incluso mayor que el tiempo de residencia de la molécula 

que ingresa después. 
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Figura 6.19. Simulaciones de experimentos de FCS en el sistema “unión secuencial” (IV). Se 

consideró un sistema conteniendo moléculas A, B y AB en donde A y B se unen secuencialmente a sitios 

fijos y luego se liberan como complejo AB. Se realizaron simulaciones de experimentos de FCS y se 

calcularon las ACF y la CCF promedio. Se ajustó a los datos un modelo de difusión libre y un 

componente de unión a sitios fijos, obteniéndose los tiempos de residencia correspondientes (Ecuación 

5.11). 

 

V) Secuencial total 

En este escenario, tanto la unión como la liberación de A y de B siguen un determinado 

orden temporal (Figura 6.20). A se une al sitio antes que B y también se libera del sitio antes 

que B, una vez que está formado el complejo AB sobre el sitio. La forma de la curva de CCF es 

muy peculiar (Figura 6.20), dado que no es completamente decreciente sino que presenta un 

pico en un tiempo de retardo aproximado de 100 ms. Por esta razón, no se puede ajustar la 

ecuación 5.11 a los datos de CCF. Estos ejemplos ilustran la complejidad en la interpretación 

de datos de FCS.  
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Figura 6.20. Simulaciones de experimentos de FCS en el sistema “secuencial total” (V). Se 

consideró un sistema conteniendo moléculas A, B y AB en donde A y B se unen secuencialmente a sitios 

fijos y luego se liberan secuencialmente en el mismo orden. Se realizaron simulaciones de experimentos 

de FCS y se calcularon las ACF y la CCF promedio.  

 

Tal como se mencionó previamente, los resultados obtenidos a partir de las simulaciones 

pueden ser contrastados con los resultados de medidas de FCS en los foci con el fin de hallar 

mecanismos compatibles con las observaciones realizadas. 

En imágenes de microscopía se observó que el mismo tipo de foci formados por GR y 

NCoA-2 parecería estar formado solamente por GR en ausencia del coactivador, pero no a la 

inversa (Figuras 6.1 y 6.5). Esta observación excluiría la posibilidad de que, estando GR y 

NCoA-2 unidos, pueda liberarse el receptor sin que se libere también el coactivador. Por otro 

lado, el tiempo de residencia de GR en los foci en ausencia de NCoA-2 no se modifica por la 

coexpresión del coactivador (Figura 6.15), por lo tanto cabría suponer que la koff del complejo 

GR:NCoA-2 no es mayor que la del GR solo. Estas observaciones son imcompatbles con las 

propiedades del modelo de “liberación aleatoria” (Figura 6.17). 

En los foci, el tiempo de residencia calculado a partir de la CCF es menor que el del GR y 

no difiere del de NCoA-2. Este resultado puede ser explicado por un modelo de “liberación 

secuencial” (Figura 6.18). Esto implicaría que NCoA-2 se libera de los foci antes que el GR. Por 

otro lado, permite descartar un escenario de “complejo total” (Figura 6.16), en donde todos los 

tiempos de residencia son iguales entre sí, o un escenario tipo “unión secuencial” (Figura 6.19), 

en donde el tiempo de residencia del complejo es mayor que el de una de las moléculas. 

Tampoco es compatible un escenario “secuencial total” (Figura 6.20), en donde la curva de 
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CCF presenta un pico, ya que no se observó este comportamiento en las curvas de CCF 

obtenidas experimentalmente. 

En definitiva, el conjunto de las observaciones experimentales, las medidas de FCS y las 

simulaciones sugiere que tanto GR como el complejo GR:NCoA-2 podrían unirse a los foci. No 

queda excluida la posibilidad de que moléculas de NCoA-2 puedan además asociarse a 

moléculas de GR ya unidas a foci. De acuerdo a nuestros resultados, la liberación sería 

secuencial: primero se libera NCoA-2 y luego GR. En la Figura 6.21 se representa entonces el 

modelo propuesto de unión y liberación de GR y NCoA-2 en los foci. Es preciso notar que el 

mecanismo de unión y liberación secuenciales, simulado por Angiolini y col. [373], sería un 

caso particular del modelo representado en la Figura 6.21. 

 

 

Figura 6.21. Modelo de interacción de GR y NCoA-2 con los foci. Las observaciones experimentales 

a partir de imágenes de microscopía confocal y mediciones de FCS en los foci, en conjunto con la 

realización de simulaciones de distintos escenarios, permitieron proponer el modelo representado para 

explicar las interacciones de GR y NCoA-2 con los foci.  
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6.8. Conclusiones parciales 

 

En este capítulo se analizó la distribución espacial del GR dentro del núcleo, la relación 

entre esta distribución y la del coactivador NCoA-2, y cómo estos aspectos pueden ser 

afectados por el uso de ligandos y mutantes que presentan diferentes propiedades en su 

actividad transcripcional. 

En ausencia de hormona, el GR se encuentra localizado principalmente en el citoplasma 

y su distribución nuclear es homogénea, mientras que el coactivador NCoA-2 se acumula en 

cuerpos nucleares PML. La activación del GR por unión del agonista Dex provoca su propia 

translocación al núcleo y la redistribución de ambas proteínas en foci subnucleares 

dependientes de ADN, en los que colocalizan. Esta redistribución del coactivador es reversible 

por remoción de la hormona y depende de la coexpresión del GR. 

Estos fenónemos observados en la distribución espacial del GR y de NCoA-2 en el núcleo 

dependen de la conformación del receptor. GR unido al ligando disociado 21-OH o el mutante 

GRmon unido a Dex presentan una densidad de foci subnucleares mucho menor que GR/Dex. 

A su vez, no son capaces de inducir la redistribución de NCoA-2 dependiente de hormona y de 

esta manera el coactivador permanece en los cuerpos PML. Estas propiedades podrían estar 

relacionadas con la incapacidad de estas conformaciones del receptor de inducir la 

transactivación génica. Por el contrario, el receptor mutante GRdim presenta intacta su 

capacidad de formación de foci y de redistribución de NCoA-2 desde los cuerpos PML. Por lo 

tanto, su baja actividad transcripcional no puede ser explicada de acuerdo a su distribución 

espacial. 

Los foci caracterizados en este capítulo presentan un intercambio dinámico de sus 

componentes GR y NCoA-2 con el nucleoplasma. Estas proteínas pueden formar 

heterocomplejos en los foci: la unión de NCoA-2 a estas estructuras requiere de GR pero el 

receptor puede unirse a los foci independientemente del coactivador. GR se liberaría de estas 

estructuras formando un complejo con NCoA-2 o secuencialmente después de la liberación del 

coactivador. 
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La función de los TF depende de su interacción con distintos componentes de la 

maquinaria transcripcional y con ciertas regiones cromatínicas. En el capítulo anterior, se 

mostró que existe un intercambio dinámico relativamente rápido entre el nucleoplasma y los 

foci de GR y su coactivador NCoA-2. En este capítulo, se exploró la movilidad del receptor y su 

coactivador en el núcleo y la interacción de estas moléculas con la cromatina y los sitios blanco 

en presencia de distintos ligandos del GR. Para complementar estas observaciones, se estudió 

también si ciertas mutaciones del GR afectan estas dinámicas. 

 

7.1. Dinámica intranuclear de GFP 

Como se verá en la sección 7.2, para estudiar la movilidad intranuclear del GR se 

realizaron experimentos de FCS de punto único en células BHK que expresaban 

transitoriamente GFP-GR.  

Para verificar que las propiedades observadas en este tipo de experimentos se debieran 

únicamente a los efectos del receptor, primero se analizó la dinámica intranuclear de GFP. En 

una primera aproximación sería de esperar que esta pequeña proteína presente un 

comportamiento puramente difusivo; sin embargo, los datos de la ACF sugieren un 

comportamiento más complejo. En particular, se observó que estos datos podían ser 

explicados por un modelo que considera además una fracción unida a sitios fijos o por un 

modelo de difusión anómala (Figura 7.1). 
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Figura 7.1. Dinámica intranucelar de GFP. La movilidad de GFP se analizó en el núcleo de células 

BHK por FCS de punto único. Se ajustaron modelos de difusión simple (Ecuación 5.12, línea roja), de un 

componente difusivo y otro componente de unión a sitios fijos (Ecuación 5.11, línea azul) o de difusión 

anomála (Ecuación 5.13, línea verde) a estos datos. Se muestran los residuos correspondientes a cada 

modelo de ajuste.  

 

El modelo de unión a sitios fijos indica que (3.8 ± 1.0) % de las moléculas de GFP 

establecen interacciones con sitios inmóviles, con un tiempo de residencia de (57 ± 13) ms, 

mientras que el resto de la población difunde libremente con un coeficiente de difusión D= (39 ± 

3) m2/s. Este valor se encuentra dentro de lo esperado para GFP en el núcleo [391]. Por otra 

parte, la descripción de la dinámica de GFP de acuerdo a un modelo de difusión anómala arrojó 

un D= (44 ± 4) m2/s, con un coeficiente de difusión anómala =0.83 ± 0.02 (cuando =1 se 

trata de difusión normal). Este modelo podría tener otro significado biológico. Una explicación 

posible requiere considerar al núcleo como un ámbito poroso que presenta obstáculos o 

barreras a la difusión de moléculas inertes, de acuerdo a su tamaño [298, 304, 307]. Estos 

obstáculos pueden estar distribuidos al azar, de manera fractal o formando corrales [307]. 

También la existencia de interacciones rápidas podría originar una difusión anómala.  
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Independientemente del modelo que se utilice para ajustar los datos, la dinámica 

intranuclear de GFP muestra que esta proteína se comporta como una proteína relativamente 

inerte en el núcleo, y por lo tanto su uso como proteína fluroescente de fusión a GR es 

adecuado para estudiar la dinámica del receptor. 

 

7.2. Dinámica intranuclear de GFP-GR 

La fusión de GR a GFP mostró una importante reducción de la movilidad intranuclear 

respecto a la observada para GFP en células BHK (Figuras 7.1 y 7.2). El resultado es 

esperable dado que se trata de una proteína de mayor tamaño que además interactúa con la 

cromatina. La estimulación del receptor con Dex produjo una reducción en su movilidad aún 

mayor (Figura 7.2).  

 

Figura 7.2. Dinámica intranuclear de GR. La movilidad de GFP-GR se analizó por FCS de punto único 

en el núcleo de células BHK que fueron tratadas con Veh o Dex. Se muestran las curvas promedio de 

ACF. A modo comparativo, también se muestra la ACF promedio correspondiente a GFP. 
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Tanto en su estado inactivo como activo, la forma de la ACF promedio de GFP-GR 

resultó muy distinta a la de GFP. Dada la posible interacción entre la cromatina y el GR 

activado, se ajustó a los datos experimentales un modelo que incluya la interacción del GR con 

sitios fijos [290]. La teoría detrás de este modelo se describe en la sección 3.3. Sin embargo, al 

igual que en otros estudios de dinámica de TF [377], los datos no pudieron ser explicados por 

un modelo con un único tipo de sitios de unión, sino que fue necesario considerar dos 

poblaciones de sitios con distinta dinámica de interacción con el GR, además de la fracción 

difusiva (Figura 7.3). La Ecuación 5.8 que describe este modelo y las aproximaciones 

realizadas para su derivación se detallan en la sección 5.11.5. Estos sitios fijos difieren en el 

tiempo de residencia promedio de las moléculas, y se definieron entonces como sitios lentos 

(del orden de 200–500 ms) o sitios rápidos (del orden de 20–60 ms).  

 

 

Figura 7.3. Análisis cuantitativo de la dinámica intranucelar de GR. La movilidad de GFP-GR se 

analizó en el núcleo de células BHK por FCS de punto único. Se ajustó a los datos un modelo de difusión 

simple (Ecuación 5.12) o un modelo que considerara además una (Ecuación 5.11) o dos poblaciones de 

sitios fijos con distinta afinidad por el receptor (Ecuación 5.8). Se muestran los residuos correspondientes 

a cada modelo de ajuste. 
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De esta manera, el ajuste del modelo representado por la ecuación 5.8 a los datos 

experimentales permitió un análisis cuantitativo de la dinámica del GR y sus interacciones con 

la cromatina. En particular, se pudo obtener información acerca de la fracción poblacional 

involucrada en difusión libre con su respectivo coeficiente difusional y las fracciones 

poblacionales involucradas en la unión a los sitios rápidos y lentos, con sus respectivos tiempos 

de residencia. 

 La reducción de la movilidad intranuclear del GR inducida por la estimulación con Dex 

pudo ser traducida en términos cuantitativos mediante el análisis de estos parámetros (Figura 

7.4). La activación hormonal del receptor aumentó significativamente tanto la fracción unida 

como el tiempo de residencia en los sitios lentos, que suponen una unión relativamente más 

específica del TF con la cromatina. Por otra parte, la estimulación también produjo un aumento 

del tiempo de residencia en los sitios rápidos (Figura 7.4). 

 

 

Figura 7.4. Parámetros cuantitativos de la dinámica intranuclear de GR. La movilidad de GFP-GR se 

analizó en el núcleo de células BHK tratadas con Veh o Dex por FCS de punto único. Los datos se 

ajustan por un modelo de difusión y dos poblaciones de unión a sitios lentos y rápidos (Ecuación 5.8). Se 

representan la fracción unida y el tiempo de residencia en cada tipo de sitio. Las barras con distintas 

letras y misma fuente son significativamente diferentes (p<0.05). No se compararon entre sí los datos 

que presentan distinta fuente. 
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7.3. Influencia de la conformación del GR en su dinámica intranuclear 

A continuación se exploró la dinámica intranuclear presentada por distintas variantes 

conformacionales del GR con diferentes respuestas transcripcionales, mediante el uso de 

mutantes u otros ligandos del receptor. La estimulación con 21-OH (sección 2.8.2), 

sorpresivamente presentó una reducción de la movilidad del GR similar a la producida por el 

agonista completo Dex (Figura 7.5). Tanto las fracciones unidas a ambos tipos de sitios como 

el tiempo de residencia en los sitios lentos fueron similares para GR/21-OH y GR/Dex, aunque 

el tiempo de residencia en los sitios rápidos de GR/21-OH resultó algo menor que el de GR/Dex 

(Figura 7.5).  

 

Figura 7.5. Dinámica intranuclear de GR/21-OH. La movilidad de GFP-GR se analizó en el núcleo de 

células BHK tratadas con 21-OH por FCS de punto único. Se ajustó a los datos un modelo de difusión y 

dos poblaciones de unión a sitios lentos y rápidos (Ecuación 5.8). Se representan la ACF promedio, la 

fracción unida y el tiempo de residencia en cada tipo de sitio. A modo comparativo, se incluyen además 

los datos de GR/Veh y GR/Dex mostrados en las Figuras 7.2 y 7.4. Las barras con distintas letras y 

misma fuente son significativamente diferentes (p<0.05). No se compararon entre sí los datos que 

presentan distinta fuente. 

 

La dinámica del mutante GRdim en células estimuladas con Dex (Figura 7.6) también 

resultó sorpresivamente muy similar a la del receptor salvaje, pese a su incapacidad de inducir 

la expresión génica [169] (sección 2.8). Al analizar los parámetros obtenidos del ajuste de la 

Ecuación 5.8 a los datos, se observó una reducción en el tiempo de residencia de GRdim/Dex 

en los sitios lentos y rápidos respecto a los obtenidos para GR salvaje (Figura 7.6).  
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Figura 7.6. Dinámica intranuclear de GRdim/Dex. La movilidad de GFP-GRdim se analizó en el núcleo 

de células BHK tratadas con Dex por FCS de punto único. Se ajustó a los datos un modelo de difusión y 

dos poblaciones de unión a sitios lentos y rápidos (Ecuación 5.8). Se representan la ACF promedio, la 

fracción unida y el tiempo de residencia en cada tipo de sitio. A modo comparativo, se incluyen además 

los datos de GR/Veh y GR/Dex mostrados en las Figuras 7.2 y 7.4. Las barras con distintas letras y 

misma fuente son significativamente diferentes (p<0.05). No se compararon entre sí los datos que 

presentan distinta fuente. 

 

En contraste a lo observado para las conformaciones del GR estudiadas previamente, el 

comportamiento del mutante GRmon resultó muy diferente. La dinámica de GRmon en células 

estimuladas con Dex fue similar a la observada para el receptor salvaje en ausencia de ligando 

(Figura 7.7), sugiriendo que la incapacidad de esta variante de activar la transcripción [169] es 

consecuencia de interacciones menos eficientes con la cromatina. Este mutante presentó una 

marcada reducción de la fracción unida a los sitios lentos y del tiempo de residencia en estos 

sitios, respecto del salvaje (Figura 7.7).  
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Figura 7.7. Dinámica intranuclear de GRmon/Dex. La movilidad de GFP-GRmon se analizó en el 

núcleo de células BHK tratadas con Dex por FCS de punto único. Se ajustó a los datos un modelo de 

difusión y dos poblaciones de unión a sitios lentos y rápidos (Ecuación 5.8). Se representan la ACF 

promedio, la fracción unida y el tiempo de residencia en cada tipo de sitio. A modo comparativo, se 

incluyen además los datos de GR/Veh y GR/Dex mostrados en las Figuras 7.2 y 7.4. Las barras con 

distintas letras y misma fuente son significativamente diferentes (p<0.05). No se compararon entre sí los 

datos que presentan distinta fuente. 

 

Por otra parte, la dinámica intranuclear de GRdim en células sin estimular mostró una 

leve pero significativa reducción del tiempo de residencia en los sitios lentos (Figura 7.8). Sin 

embargo, la movilidad de GRmon en células sin estimular fue mayor que la del GR salvaje: 

presentó fracciones unidas menores y tiempos de residencia menores, en ambos tipos de sitios 

(Figura 7.8). Por lo tanto, los defectos de este mutante en la interacción con la cromatina se 

hacen evidentes también en condiciones basales, es decir, en ausencia de hormona. 
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Figura 7.8. Dinámica intranuclear de GRdim y GRmon en células sin estimular. La movilidad de 

GFP-GRdim y GFP-GRmon se analizó en el núcleo de células BHK tratadas con Veh por FCS de punto 

único. Se ajustó a los datos un modelo de difusión y dos poblaciones de unión a sitios lentos y rápidos 

(Ecuación 5.8). Se representan la ACF promedio, la fracción unida y el tiempo de residencia en cada tipo 

de sitio. A modo comparativo, se incluyen además los datos de GR/Veh mostrados en las Figuras 7.2 y 

7.4. Las barras con distintas letras y misma fuente son significativamente diferentes (p<0.05). No se 

compararon entre sí los datos que presentan distinta fuente. 

 

7.4. Efectos de la sobreexpresión de NCoA-2 sobre la dinámica intranuclear del GR 

Con el objetivo de explorar si el coactivador NCoA-2 modula las interacciones del GR 

con la cromatina, se investigó el efecto de la coexpresión de mCherry-NCoA-2 en la dinámica 

intranuclear de distintas variantes conformacionales del GR. Para ello, se realizaron 

experimentos de FCS de punto único en células cotransfectadas con GFP-GR, GFP-GRdim o 

GFP-GRmon y mCherry-NCoA-2, tratadas o sin tratar con Dex ó 21-OH (Figura 7.9). 
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Figura 7.9. Influencia de la expresión de NCoA-2 en la dinámica intranuclear de GR. La movilidad 

de GFP-GR (A-C), GFP-GRdim (D) o GFP-GRmon (E) se analizó en células BHK tratadas con Veh (A), 

Dex (B, D, E) ó 21-OH (C) y cotransfectadas (línea negra) o no (línea gris) con mCherry-NCoA-2 por 

FCS de punto único en el núcleo. Se muestran las curvas ACF promedio obtenidas en cada condición.  

 

La Figura 7.9 muestra que la dinámica del GR sin ligando no se modificó con la 

sobreexpresión de NCoA-2, mientras que en células estimuladas con Dex la sobreexpresión del 

coactivador produjo una reducción en la movilidad intranuclear del receptor. En esta condición, 

la coexpresión del coactivador aumentó considerablemente la fracción del GR unida a los sitios 

lentos (Figura 7.10). Este resultado es compatible con la interacción entre ambas proteínas 

inducida por Dex, descripta en la literatura [392]. 
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Figura 7.10. Influencia de la expresión de NCoA-2 en la dinámica intranuclear de GR. La movilidad 

de GFP-GR, GFP-GRdim o GFP-GRmon se analizó en células BHK tratadas con Veh, Dex o 21-OH y 

cotransfectadas o no con mCherry-NCoA-2 por FCS de punto único en el núcleo. Se ajustó a los datos 

un modelo de difusión y dos poblaciones de unión a sitios lentos y rápidos (Ecuación 5.8). Se 

representan la fracción unida y el tiempo de residencia en cada tipo de sitio. Los asteriscos sobre las 

barras indican que la sobreexpresión de NCoA-2 modifica significativamente la fracción unida o el tiempo 

de residencia del GR respecto de las células no cotransfectadas con el coactivador (p<0.05). 

 

Por otra parte, la sobreexpresión de NCoA-2 no produjo efectos considerables en el 

comportamiento dinámico de GR en células estimuladas con 21-OH (Figuras 7.9 y 7.10). Estos 

resultados son consistentes con aquellos obtenidos previamente en nuestro laboratorio [387], 

mostrando que este ligando desfavorece la interacción entre el receptor y su coactivador. 

 Por último, la coexpresión de NCoA-2 introdujo pequeños cambios en las curvas 

promedio de ACF correspondientes a los mutantes GRdim y GRmon estimulados con Dex 
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(Figura 7.9). Esto se vio reflejado en un aumento de los tiempos de residencia de los mutantes 

en los sitios lentos y rápidos respecto a los observados en ausencia del coactivador (Figura 

7.10). 

Notoriamente, la sobreexpresión de NCoA-2 no produjo cambios significativos en la 

fraccion unida a los sitios lentos de GR/21-OH, GRdim/Dex, GRmon/Dex y GR sin ligando pero 

resultó en una disminución de la fracción unida a los sitios rápidos (Figura 7.10). Este resultado 

no fue observado para GR/Dex, para la cual la sobreexpresión del coactivador tuvo como 

consecuencia un aumento en la fracción unida a sitios lentos, manteniéndose constante la 

fracción unida a sitios rápidos (Figura 7.10). 

 

7.5. Dinámica intranuclear de NCoA-2  

La dinámica del coactivador fusionado a GFP también fue estudiada por experimentos 

de FCS de punto único, siguiendo los procedimientos descriptos previamente para el receptor. 

La Figura 7.11A muestra la ACF promedio correspondiente a GFP-NCoA-2 en células 

cotransfectadas con mCherry-GR y tratadas con Dex. A estos datos se ajustaron también 

modelos sencillos utilizados para el caso del GR (Figura 7.3) y se pudo verificar que, al igual 

que en el caso del receptor, los datos de FCS de NCoA-2 en el núcleo deben ser explicados 

por el modelo que considera la interacción del coactivador con dos poblaciones de sitios 

diferentes (Figura 7.11A). Este resultado era esperable ya que, al igual que los TF, los 

correguladores de la transcripción también interactúan directa o indirectamente con la 

cromatina. No se analizaron los datos de FCS de mCherry-NCoA-2, generados en los 

experimentos descriptos en la seccion anterior, ya que las curvas de ACF obtenidas para la 

variante del coactivador fusionado a mCherry presentaron un ruido mucho mayor que aquellas 

obtenidas para GFP-NCoA-2. 
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Figura 7.11. Dinámica intranucelar de NCoA-2. La movilidad de GFP-NCoA-2 se analizó en el núcleo 

de células BHK por FCS de punto único. (A) Se ajustó a los datos un modelo de difusión simple 

(Ecuación 5.12) o un modelo que considerara además una (Ecuación 5.11) o dos poblaciones 

involucradas en la unión a sitios fijos (Ecuación 5.8). Se muestran los residuos correspondientes a cada 

modelo de ajuste. (B) Movlidad intranuclear de GFP-NCoA-2 en células BHK cotransfectadas o no con 

mCherry-GR, y tratadas con Veh o Dex. Se representan las ACF promedio. 

 

De manera análoga a como se hizo en la sección anterior, se evaluó cómo la 

sobreexpresión de mCherry-GR influye en la dinámica intranuclear de GFP-NCoA-2, tanto en 

células control como en células estimuladas. En la Figura 7.11B se muestran las curvas de 

ACF promedio obtenidas en las distintas condiciones y en la Figura 7.12 se representan los 

parámetros determinados a partir del ajuste de la Ecuación 5.8 a estos datos.  
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Figura 7.12. Influencia de la activación del GR sobre la dinámica intranuclear de NCoA-2. La 

movilidad de GFP-NCoA-2 se analizó en células BHK control o cotransfectadas con mCherry-GR y 

tratadas con Veh o Dex por FCS de punto único en el núcleo. Se ajustó a los datos un modelo de 

difusión y dos poblaciones de unión a sitios lentos y rápidos (Ecuación 5.8). Se representan la fracción 

unida y el tiempo de residencia en cada tipo de sitio. Las barras con distintas letras y misma fuente son 

significativamente diferentes (p<0.05). No se compararon entre sí los datos que presentan distinta fuente. 

 

La Figura 7.11  muestra que la movilidad de NCoA-2 en el núcleo fue muy similar en 

presencia y en ausencia de Dex en células BHK que sólo expresan el coactivador fusionado a 

GFP. En estas condiciones, la estimulación con Dex apenas produjo un leve aumento de los 

tiempos de residencia del coactivador (Figura 7.12). Estos resultados sugieren que Dex no 

produce grandes modificaciones en la distribución del coactivador y que la activación del 

receptor endógeno no es suficiente para provocar la redistribución del cofactor entre las 

diferentes poblaciones de sitios de unión.  

La sobreexpresión de GR tampoco provocó per se un cambio en la movilidad de NCoA-

2 (Figuras 7.11 y 7.12). Sin embargo, la activación del receptor por unión de Dex en 

condiciones de sobreexpresión de GR sí introdujo una reducción drástica en la movilidad del 

coactivador (Figuras 7.11 y 7.12). Este cambio se manifiesta en un aumento considerable de 

los tiempos de residencia y de la fracción unida a los sitios lentos a expensas de la fracción 

unida a los sitios rápidos (Figura 7.12). Es decir, la estimulación del receptor induce la 

redistribución del coactivador que migra de los sitios rápidos a los lentos.  
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7.6. Formación de complejos GR/NCoA-2 en el núcleo 

Los experimentos de FCS en dos colores permiten calcular, además de las ACF, la 

CCF, que describe la dinámica de los complejos formados por las proteínas fusionadas a cada 

uno de los dos fluoróforos [288]. Este método se denomina espectroscopía de correlación 

cruzada de fluorescencia (FCCS) y sus fundamentos se explican en las secciones 5.11.1, 

5.11.3 y 5.11.4.  

A partir de los experimentos de FCS de punto único en células BHK que coexpresaban 

GFP-GR y mCherry-NCoA-2, pudieron calcularse las ACF correspondientes a cada una de las 

dos proteínas y la CCF que provee información acerca de posibles interacciones entre GR y 

NCoA-2 (Figura 7.13A). Los experimentos de correlación cruzada se hicieron también para las 

distintas conformaciones del GR analizadas previamente. Como control, se hizo este mismo 

tipo de ensayo en células BHK que coexpresaban GFP-GR y mCherry y fueron tratadas con 

Dex (Figura 7.13B). La amplitud prácticamente nula de la CCF indica que estas proteínas no 

interactúan entre sí. 

 

 

Figura 7.13. Formación de complejos GR/NCoA-2 en el núcleo. Se tomaron medidas de FCS de 

punto único en el núcleo de células BHK que fueron transfectadas con GFP-GR y mCherry-NCoA-2 (A) o 

mCherry (B) y tratadas con Dex. Se calcularon las ACF promedio correspondientes a GFP-GR 

(cuadrados negros) y mCherry-NCoA-2 o mCherry (círculos blancos), y la CCF promedio (triángulos 

negros) calculada a partir de ambas trazas temporales de intensidad de fluorescencia. Los cálculos de 

las funciones de correlación se describen en la sección 5.11.3. 
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La amplitud positiva de la CCF observada en células que coexpresan GFP-GR y 

mCherry-NCoA-2 muestra la presencia de interacciones entre el receptor y el coactivador en el 

núcleo de células vivas (Figura 7.13). Lamentablemente, y tal como se mencionó previamente, 

las curvas de ACF obtenidas para mCherry-NCoa-2 y, en consecuencia,  las curvas de CCF 

presentaron ruido apreciable por lo cual no fue posible ajustar la Ecuacion 5.8 a estos datos. 

Un ajuste de este modelo a los datos de CCF hubiera permitido analizar la distribución de los 

complejos GR/NCoA-2 en las distintas poblaciones de sitios de unión y su dinámica sobre estos 

sitios. 

 Para cuantificar las interacciónes, se decidió utilizar un enfoque alternativo. Si bien no 

es posible analizar el comportamiento de cada componente, las amplitudes de las curvas de 

ACF y CCF brindan información sobre la abundancia local de cada proteína y de los complejos 

(sección 5.11.3).  Para minimizar el efecto del ruido de cada medición individual, se 

promediaron los primeros 5 datos de cada curva para calcular la amplitud. A partir de estos 

datos, se obtuvieron las concentraciones de GR, NCoA-2 y los complejos GR/NCoA-2 y se 

utilizaron estos valores para calcular una constante de asociación aparente (Ka) entre ambas 

proteínas (Figura 7.14), tal como se indica en la sección 5.11.4. Es importante destacar que 

este análisis asume una estequiometría entre ambos componentes del complejo de 1:1.  

 

Figura 7.14. Formación de complejos GR/NCoA-2 en el núcleo. Se tomaron medidas de FCS de 

punto único en el núcleo de células BHK transfectadas con GFP-GR, GFP-GRdim o GFP-GRmon y 

mCherry-NCoA-2 y tratadas con Veh, Dex ó 21-OH. Se calcularon las ACF promedio correspondientes a 

GFP-GR (línea continua) y mCherry-NCoA-2 (línea de guiones), y la CCF promedio (línea punteada) 

calculada a partir de ambas trazas temporales de intensidad de fluorescencia (sección 5.11.3). Se 

calculó una constante de disociación (Ka) en cada una de las condiciones a partir de las amplitudes de 

las ACF y CCF (sección 5.11.4). Las barras con distintas letras difieren significativamente entre sí 

(p<0.05).  
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Se realizó este experimento en las distintas condiciones experimentales estudiadas  en 

la sección anterior pudiendo así obtener información cuantitativa acerca de la interacción entre 

GR y NCoA-2 en el nucleoplasma de células vivas.  

 En concordancia con la bibliografía [392], la estimulación con Dex indujo una mayor 

asociación entre GR y NCoA-2. Por otra parte, el tratamiento con el ligando disociado 21-OH no 

favoreció la unión del receptor a su coactivador (Figura 7.14), tal como se observó en nuestro 

laboratorio por ensayos de co-inmunoprecipitación de ambas proteínas en extractos celulares 

[387]. El mutante GRdim presentó un nivel de interacción con el coactivador similar al receptor 

salvaje. Por el contrario, el mutante GRmon presentó una capacidad reducida de interactuar 

con el coactivador (Figura 7.14). Este comportamiento de los mutantes de GR es consistente 

con su capacidad de inducir o no la redistribución subnuclear de NCoA-2 (Figura 6.6). 

 

7.7. Interacción entre GR y una región enriquecida en elementos de respuesta a 

glucocorticoides (GRE) 

Los experimentos de FCS de punto único en posiciones aleatorias dentro del núcleo 

permiten capturar interacciones entre TF y la cromatina de menor o mayor especificidad. Sin 

embargo, no es posible saber si involucran a las interacciones con secuencias de unión 

específicas del TF presentes en el ADN. Es esperable que estos sitios específicos sean 

poblacionalmente minoritarios respecto de los sitios inespecíficos. 

Con el objetivo de estudiar de qué manera las condiciones exploradas anteriormente 

influyen en las interacciones entre GR y sus secuencias blanco en un sistema en que este tipo 

de interacciones fueran mayoritatias, se utilizó la línea celular 3617, que presenta en su 

genoma la inserción de un arreglo de aproximadamente 200 copias del promotor del virus de 

tumor mamario murino (MMTV). Cada copia contiene a su vez 5 GRE (Figura 7.15) [393, 394].  

Cuando estas células expresan GFP-GR, la estimulación con Dex induce el 

reclutamiento del receptor fluorescente a este arreglo, y éste se visualiza por microscopía como 

una pequeña región de mayor intensidad (Figura 7.15) [334]. La posibilidad de visualizar una 

región discreta del núcleo con una alta concentración de sitios de unión específicos resulta muy 

atractiva para explorar la dinámica de interacción del GR y otros componentes de la maquinaria 

transcripcional con estos sitios blanco. Los ensayos realizados con esta herramienta 
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experimental fueron llevados a cabo por Dr. Diego Presman, en el laboratorio del Dr. Gordon 

Hager en el NIH, Estados Unidos. El análisis de los datos fue realizado como parte del trabajo 

de esta Tesis. 

 

 

Figura 7.15. Esquema del arreglo de MMTV. La línea celular 3617 presenta en su genoma un arreglo 

en tándem de alrededor de 200 copias del promotor MMTV, que está constituido por 5 GRE. Se muestra 

una célula representativa expresando GFP-GR y tratada con Dex (escala: 5 m). La región brillante se 

debe a la acumulación del receptor activado sobre el arreglo. 

 

7.7.1. Reclutamiento de GR al arreglo MMTV 

Como punto de partida, se exploró cuantitativamente el reclutamiento al arreglo MMTV 

del receptor salvaje y los mutantes en presencia de los ligandos utilizados en las secciones 

anteriores. Para ello, se contabilizó el número de células que presentaban un arreglo visible, 

siguiendo para ello la metodología descripta en la sección 5.8.  

Se utilizó este criterio y no otros como por ejemplo evaluar la intensidad o el área de la 

región correspondiente al arreglo MMTV, ya que en trabajos previos se demostró que existe 

una gran variabilidad intercelular en cuanto al tamaño, la forma y la intensidad de fluorescencia 

del arreglo [395]. Como consecuencia, se asumió en este trabajo de Tesis que, si bien 

existirían procesos celulares no definidos que introducen variabilidad en las características del 

arreglo MMTV, una mayor probabilidad de reclutamiento a los GRE debería reflejarse en una 

mayor proporción de células con arreglo visible.  

La Figura 7.16 muestra que un 55% de las células 3617 presentaron reclutamiento 

visible del GR al arreglo de MMTV cuando fueron estimuladas con Dex. En cambio, sólo un 

10% de las células analizadas presentaron un arreglo visible luego del tratamiento con 21-OH. 
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Por otra parte, el mutante GRmon presentó un reclutamiento menor que el GR salvaje. Estos 

resultados concuerdan con deficiente actividad de GR/21-OH y GRmon/Dex como inductores 

de la expresión del reportero luciferasa bajo el control del promotor MMTV [169, 270]. Sin 

embargo, resulta sorprendente que el reclutamiento de GRdim haya sido similar al del GR 

salvaje (Figura 7.16), considerando que este mutante también tiene afectada su capacidad de 

inducir la transactivación del promotor MMTV [169]. Este resultado sugiere que la deficiencia 

transcripcional de GRdim no se debe principalmente a una incapacidad de unirse a los GRE.  

 

Figura 7.16. Reclutamiento de GR al arreglo de MMTV. Células 3617 transfectadas con GFP-GR, 

GFP-GRdim o GFP-GRmon se trataron con Dex o 21-OH. Se cuantificó el porcentaje de células que 

presentaban un arreglo visible a partir de imágenes de campos tomados al azar y barridos en z (sección 

5.8). Barras con distintas letras indican diferencias significativas entre sí, de acuerdo a la prueba de 

comparaciones múltiples de Marascuilo (sección 5.13) [379].  

 

 

7.7.2. Dinámica de la interacción de GR con el arreglo MMTV 

Con el fin de estudiar la dinámica de interacción del GR con el arreglo MMTV, se 

realizaron experimentos similares a los utilizados para estudiar la dinámica de GR en los foci 

subnucleares (sección 6.6). Se realizaron medidas de FCS de barrido lineal sobre el arreglo 

MMTV en células 3617 que expresaban GFP-GR y fueron tratadas con Dex. Se obtuvo una 

matriz de intensidad en función de la posición y el tiempo (Figura 7.17) y se analizó esta matriz 



 Resultados: 7. Dinámica temporal del GR  

162 
 

con un algoritmo de seguimiento de partícula única para compensar por posibles movimientos 

del arreglo MMTV a lo largo de la medición. A partir de esta matriz, se obtuvo la traza temporal 

de intensidad de fluorescencia de GFP-GR en la región del arreglo y se calculó la ACF 

correspondiente (Figura 7.17). 

 

 

Figura 7.17. Dinámica de GR en el arreglo de MMTV. Células 3617 se transfectaron con GFP-GR y se 

trataron con Dex. Para analizar la dinámica de GR en el arreglo MMTV se realizaron medidas de FCS de 

barrido lineal. Se hizo barrer el láser en líneas repetidamente sobre el arreglo MMTV. Luego se recuperó 

la matriz de intensidad de fluorescencia en función del tiempo y la posición de la línea para recuperar la 

posición del arreglo con un algoritmo de seguimiento de partícula única. A partir de estos datos, se 

calculó la ACF de GFP-GR en el arreglo. 

 

En estos experimentos de FCS de barrido lineal, el tiempo de muestreo fue lento como 

para poder detectar eventos de difusión libre. En consecuencia, se intentó ajustar la Ecuación 

5.10, que describe un modelo de interacción con una única poblacion de sitios fijos pero este 

modelo no se pudo ajustar a los datos (Figura 7.18). Se incluyó una segunda población de 

sitios en el modelo y se ajustó la Ecuación 5.9 a los datos (Figura 7.18). Es decir, el modelo de 

unión a sitios rápidos y sitios lentos resultó un ajuste adecuado a los datos de FCS de GR en el 

arreglo MMTV. Este modelo tiene sentido asumiendo que el volumen de observación confocal 

no solamente incluye al arreglo de GRE, sino también a otras regiones de la cromatina, en 

donde el GR puede unirse de forma menos específica. 
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Figura 7.18. Análisis de la dinámica de GR en el arreglo de MMTV. Células 3617 se transfectaron con 

GFP-GR y fueron tratadas con Dex. Se estudió la dinámica de GR en el arreglo MMTV por mediciones 

de FCS de barrido lineal. (A) Se ajustaron modelos que consideran interacciones con una (Ecuación 

5.10) o dos poblaciones de sitios fijos (Ecuación 5.9). Se muestran también los residuos de los 

respectivos ajustes. (B) Componentes de unión rápido y lento según un ajuste de un modelo de dos 

poblaciones de sitios. 

 

La Figura 7.19 muestra los resultados obtenidos en células 3617 expresando GFP-GR y 

estimuladas con Dex, comparados con los obtenidos en las mismas condiciones las mediciones 

de FCS de punto único en posiciones al azar en el núcleo de células BHK (sección 7.2). Es 

importante destacar que, al no ser posible observar la fracción difusiva por la baja resolución 

temporal de estos experimentos, la fracción que interactúa con los sitios lentos se expresa de 

manera relativa al total de las dos fracciones unidas.  
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Figura 7.19. Parámetros de la dinámica de GR en el arreglo MMTV y en el nucleoplasma. Las 

células 3617 se transfectaron con GFP-GR y se trataron con Dex. Se estudió la dinámica de GR en el 

arreglo MMTV por mediciones de FCS de barrido lineal. Se ajustó a estos datos un modelo de dos 

poblaciones uniéndose a sitios lentos y rápidos (Ecuación 5.9). Se representan los tiempos de residencia 

de cada componente (A y B) y la fracción relativa del componente lento respecto de la suma de los 

componentes lento y rápido (C). A modo comparativo, se representan los parámetros de ajuste de un 

modelo de difusión y dos componentes de unión (Ecuación 5.8) a los datos de FCS de punto único 

obtenidos en el nucleoplasma de células BHK expresando GFP-GR y tratadas con Dex. Los asteriscos 

indican diferencias significativas ente las medidas obtenidas en el nucleoplasma y en el arreglo MMTV (p 

< 0.05). 

 

Los tiempos de residencia del GR en ambos tipos de sitios (lentos y rápidos) obtenidos 

a partir de experimentos en el arreglo MMTV fueron significativamente menores que los 

determinados en el nucleoplasma por ensayos de punto único (Figura 7.19A-B). De hecho, 

Morisaki y col. [361] hallaron por SMT interacciones algo más rápidas en el arreglo MMTV que 

en dominios de transcripción activa en el núcleo. De todos modos, los tiempos de residencia 

obtenidos se encuentran en el mismo orden de magnitud que los medidos en el nucleoplasma.  

Por otra parte, en el arreglo se detectó una mayor fracción del componente lento 

respecto de lo observado en el nucleoplasma (Figura 7.19C). Este resultado es lógico 

considerando que en el volumen de observación que incluye al arreglo de MMTV existe una 

mayor densidad de sitios de unión específicos que los que se pueden incluir en el resto de las 

regiones del genoma.  
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7.7.3. Dinámica de la interacción de GR y NCoA-2 con el arreglo MMTV 

Para estudiar la interacción de GR y NCoA-2 con el arreglo MMTV, se realizaron 

experimentos de FCS de barrido lineal como los descriptos en la sección anterior, en células 

3617 que coexpresaban GFP-GR y mCherry-NCoA-2. La Figura 7.20A muestra que el 

coactivador fusionado a mCherry, al igual que el receptor, se acumula en el arreglo MMTV 

formando una región más brillante en células 3617 estimuladas con Dex. 

 

 

Figura 7.20. Dinámica de GR y NCoA-2 en el arreglo de MMTV. Células 3617 se transfectaron con 

GFP-GR y mCherry-NCoA-2 y se trataron con Dex. (A) Imágenes representativas de una célula. (B) Se 

realizaron medidas de FCS de barrido lineal y se calcularon las ACF y la CCF en la región comprendida 

por el arreglo.   

 

De manera similar a lo realizado en la sección 6.6, para estudiar la dinámica del 

receptor y el coactivador por FCS de barrido se utilizó la matriz de intensidad en función del 

tiempo y la posición correspondiente a GFP-GR para seguir la posición del arreglo, y se 

calcularon las ACF de GFP-GR y mCherry-NCoA-2 y la CCF en la región comprendida por el 

arreglo MMTV (Figura 7.20B). La amplitud positiva de esta CCF indica que GR y NCoA-2 

interactúan en este arreglo de GRE en el ADN. 

Este tipo de experimentos se realizó en células 3617 que coexpresaban GFP-GR, GFP-

GRdim o GFP-GRmon y mCherry-NCoA-2 y que fueron tratadas con Dex o 21-OH. Se ajustó a 
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los datos de ACF y CCF un modelo de dos fracciones unidas a distintos tipos de sitios 

(Ecuación 5.9). La Figura 7.21 muestra los parámetros determinados a partir de este ajuste, 

para las diferentes condiciones estudiadas. 

 

 

Figura 7.21. Parámetros de la dinámica de GR y NCoA-2 en el arreglo MMTV. Las células 3617 se 

transfectaron con mCherry-NCoA-2 y GFP-GR, GFP-GRdim o GFP-GRmon, y se trataron con Dex o 21-

OH. Se estudió la dinámica de GR y NCoA-2 en el arreglo MMTV por mediciones de FCS de barrido 

lineal. Se ajustó elmodelo de dos poblaciones de sitios (Ecuación 5.9) a los datos de ACF y CCF. Se 

representan la fracción relativa del componente lento respecto de la suma de los componentes lento y 

rápido, y los tiempos de residencia de cada componente. Las barras con distintas letras y misma fuente 

indican diferencias significativas entre sí (p<0.05) para comparaciones entre las ACF y CCF de una 

misma condición. El asterisco indica diferencias significativas con los datos obtenidos en células que 

expresaban GFP-GR y mCherry-NCoA-2 y fueron tratadas con Dex. 

 

Sorpresivamente, la dinámica de intercambio de GR y NCoA-2 entre el arreglo MMTV y 

el nucleoplasma no presentó diferencias entre las distintas condiciones estudiadas, pese a que 

tanto los mutantes GRdim y GRmon estimulados con Dex como el receptor salvaje en 

presencia del ligando 21-OH son incapaces de transactivar  un gen reportero bajo el control de 

MMTV [169]. La fracción relativa unida a los sitios lentos fue la misma para todas las 

condiciones (Figura 7.21) y los tiempos de residencia fueron muy similares, aunque el tiempo 

de residencia de GR/21-OH en los sitios rápidos resultó ligeramente menor (Figura 7.21).    

De manera similar a lo observado para la dinámica de GR y NCoA-2 sobre los foci 

subnucleares (Figura 6.15), el tiempo de residencia de GR/Dex en los sitios lentos fue 
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significativamente mayor al observado para la CCF (Figura 7.19). Dado que los resultados 

obtenidos en los foci y en el arreglo MMTV son similares, se podría postular una dinámica de 

interacciones de GR y NCoA-2 con los sitios GRE del arreglo según el modelo representado en 

la Figura 6.21. Por lo tanto, existiría algún tipo de secuencialidad en los eventos de unión y 

salida del receptor y el coactivador en el arreglo de MMTV.  

 

 

7.8. Efecto del coactivador NCoA-2 sobre la actividad transcripcional de los mutantes 

GRdim y GRmon 

Múltiples resultados mostrados en los capítulos 6 y 7 sugieren que las mutaciones 

presentes en GRmon alteran la interacción con el coactivador (Figura 7.14) y afectan la 

distribución y la dinámica de este mutante y de NCoA-2 (Figuras 6.6 y 7.9). Por el contrario, la 

variante GRdim interactúa con NCoA-2  (Figura 7.14) y la distribución y dinámica resultan 

similares a las que se observa para GR salvaje (Figuras 6.6 y 7.9).  

Respecto del ligando 21-OH, nuestro grupo ya demostró previamente que: i) 21-OH no 

induce un aumento de la actividad luciferasa bajo el control del promotor MMTV en células 

BHK, ii) la coexpresión de NCoA-2 no aumenta la actividad transcripcional de GR/21-OH y iii) el 

complejo GR/21-OH no interactúa con NCoA-2 [270]. Los efectos observados en esta Tesis 

sobre el efecto de mCherry-NCoA-2 en la distribución subnuclear y la dinámica del GR unido a 

21-OH (Figuras 6.6 y 7.9) van en la misma dirección que estos resultados previos. 

Para avanzar en esta descripción, se propuso evaluar la capacidad de NCoA-2 como 

coactivador de la función transcripcional de GRmon y GRdim en células estimuladas con Dex. 

Para ello, se realizaron ensayos de gen reportero luciferasa bajo control del MMTV en células 

Cos-7, que no expresan GR endógeno. Estos ensayos no pueden hacerse en la línea celular 

BHK, ya que la actividad del GR endógeno salvaje originaría resultados positivos falsos. 

La Figura 7.22 muestra los resultados obtenidos en estos ensayos. De acuerdo con 

resultados previos, los mutantes GFP-GRdim y GFP-GRmon presentaron una actividad 

transcripcional mucho menor que la observada para GFP-GR en células estimuladas con Dex 

(Figura 7.22A, [169]). Sin embargo, la respuesta transcripcional de estos dos mutantes fue 

diferente cuando se cotransfectaron cantidades crecientes del vector de expresión de mCherry-

NCoA-2 en células Cos-7 estimuladas con Dex (Figura 7.22B). Mientras que NCoA-2 favoreció 
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la actividad transcripcional de GRdim incluso a niveles relativos mayores a los observados para 

el GR salvaje, no moduló la actividad transcripcional del GRmon (Figura 7.22B).  

 

Figura 7.22. Análisis de gen reportero: efecto de NCoA-2 sobre los mutantes GRdim y GRmon. 

Células Cos-7 se transfectaron con lacZ, MMTV-luciferasa y GFP-GR, GFP-GRdim o GFP-GRmon en 

ausencia (A) o presencia de cantidades crecientes de mCherry-NCoA-2 (B). En todos los casos, las 

células se trataron con Dex por 18 h y se determinó la actividad luciferasa. Esta actividad se relativizó 

por la actividad -galactosidada. Los valores se expresan normalizados por la actividad de células 

transfectadas con GFP-GR (A) o relativos a la actividad determinada en células no transfectadas con 

mCherry-NCoA-2 (B). (A) Las barras con distintas letras indican diferencias significativas (p<0.05). (B) 

Los asteriscos indican diferencias significativas entre el tratamiento y su respectivo control sin mCherry-

NCoA-2 (p<0.05); Tratamientos con distintas símbolos indican diferencias significativas entre GFP-GR, 

GFP-GRdim y GFP-GRmon para una misma dosis de mCherry-NCoA-2 (p<0.05). 

 

Estos resultados son compatibles con los observados al analizar la distribución y la 

dinámica de ambos mutantes y el coactivador (Figuras 6.6, 7.9 y 7.14), respaldando 

fuertemente la hipótesis de que GRdim y NCoA-2 pueden interactuar funcionalmente, mientras 

que esta interacción con el coactivador está comprometida severamente en el caso de GRmon. 
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7.9. Conclusiones parciales 

 

En este capítulo se analizó la dinámica intranuclear del GR y de NCoA-2, las 

interacciones de estas proteínas entre sí y con la cromatina, y cómo estos aspectos pueden ser 

afectados por el uso de ligandos y mutantes que presentan diferentes propiedades en su 

actividad transcripcional. 

La dinámica de GR en el núcleo puede ser descripta por un modelo que considera una 

fracción que difunde libremente y una fracción unida a dos poblaciones de sitios fijos que 

difieren en su tiempo de residencia característico (lentos y rápidos). Mientras que los sitios más 

rápidos podrían representar eventos de unión inespecíficos a la cromatina, los sitios lentos 

podrían representar interacciones más específicas con determinadas secuencias en el ADN. 

De hecho, tanto la unión de un agonista como Dex como la expresión de NCoA-2 favorecen la 

unión del GR a los sitios lentos. Además, el receptor exhibe una dinámica de interacción similar 

sobre un arreglo de cientos de secuencias GRE insertado en el genoma de una línea celular. 

El uso de distintos ligandos y mutantes muestra diferencias en la dinámica intranuclear 

del GR y sus interacciones con la cromatina. Si bien el GR unido al ligando disociado 21-OH 

posee una movilidad similar a la de GR/Dex, su capacidad de interacción con NCoA-2 se 

encuentra alterada, de modo que la expresión del coactivador no favorece la unión del receptor 

a los sitios lentos de la cromatina. Además, GR/21-OH no es reclutado eficientemente a un 

arreglo de sitios GRE. Estos resultados son consistentes con la incapacidad de GR/21-OH de 

transactivar la expresión génica. 

El mutante GRmon presenta una movilidad intranuclear mucho mayor que la del 

receptor salvaje, debido a menores interacciones con la cromatina. En consistencia con su 

incapacidad de transactivar la expresión génica, GRmon/Dex no se recluta eficientemente a un 

arreglo de GRE. Además, la interacción de este mutante con NCoA-2 también está alterada, y 

la expresión del coactivador no aumenta la actividad transcripcional de GRmon/Dex en un 

promotor conteniendo GRE. Hay múltiples alteraciones en esta mutante que podrían explicar 

sus deficiencias en la actividad transcripcional. 

El mutante GRdim presenta una dinámica intranuclear muy similar en general a la del 

receptor salvaje. Su capacidad de interactuar con NCoA-2 y la habilidad del coactivador de 

incrementar su actividad transcripcional no se encuentran alteradas como en los otros casos. 
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Incluso este mutante es reclutado eficientemente a un arreglo de GRE. Por lo tanto, estos 

aspectos no logran explicar por qué GRdim tiene alterada su capacidad de transactivación de la 

expresión génica.  
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En este trabajo de Tesis, se han estudiado interacciones entre biomoléculas en células 

vivas. En particular, se realizaron ensayos de espectroscopía de correlación cruzada de 

fluorescencia (FCCS) para analizar de manera cuantitativa las interacciones intranucleares 

entre GR y NCoA-2 (Figura 7.13). Mediante FCCS se pudieron calcular las concentraciones de 

GR y NCoA-2 libres y del heterocomplejo GR:NCoA-2, por lo cual se logró determinar una 

constante de asociación aparente (Ka) entre ambas proteínas (Figura 7.14). Para calcular esta 

Ka debió asumirse una estequiometría 1:1 para el heterocomplejo, ya que ésta no se conoce en 

la literatura ni puede determinarse de forma sencilla a partir de los experimentos de FCCS. Por 

esta razón se decidió explorar el uso de técnicas alternativas que permitieran obtener 

información sobre la estequiometría de la formación de heterocomplejos en células vivas. 

En la sección 5.12, se describió el método de Número y Brillo (N&B) diseñado por 

Digman y col. [378]. Este método permite calcular en cada píxel de una imagen el número 

promedio de moléculas fluorescentes móviles (directamente proporcional a su concentración 

molar) y su brillo.  

Como se mencionó previamente (sección 5.12.3), el brillo molecular se define como el 

número de fotones emitidos por segundo por una molécula fluorescente cuando se encuentra 

en el centro del volumen de observación [378] y es directamente proporcional al estado de 

homo-oligomerización de las moléculas fluorescentes, ya que la cantidad de fotones emitidos 

por un homo-oligómero depende proporcionalmente de cuántas moléculas estén formando este 

complejo. Por lo tanto, a partir de una calibración del brillo correspondiente a la sonda 

fluorescente en estado monomérico, es posible determinar si una biomolécula marcada con 

dicha sonda se encuentra como monómero o si se auto-asocia formando dímeros, trímeros, 

etc. Si el sistema está integrado por una mezcla de especies con distintos grados de homo-

oligomerización, el brillo obtenido es el resultado del promedio del brillo de todas las especies 

presentes, ponderado por la concentración relativa de éstas.  

 

8.1. Fundamentos del método de N&B en dos colores  

 
En este trabajo de Tesis se ideó una variante de la técnica de N&B en un color para 

estudiar la estequiometría de heterocomplejos. Se denominó a esta variante como N&B en dos 

colores (2C-N&B).   
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Este método requiere marcar las dos moléculas (denominadas A y B) cuya interacción se 

quiera analizar con dos fluoróforos que emitan fluorescencia en distintos rangos espectrales. 

Luego, los datos provenientes de cada canal se analizan por separado por el método de N&B 

de un color para determinar el estado de homo-oligomerización y las concentraciones totales 

de A y de B. 

Según la estequiometría de la formación del heterocomplejo, el estado de homo-

oligomerización de A y/o de B puede o no modificarse debido a la reacción de asociación. Por 

ejemplo, en el caso de la reacción A + 2B ↔ AB2 el brillo correspondiente a B varía de acuerdo 

al cociente de concentraciones [AB2]/[B], alcanzando como límite inferior el brillo monomérico 

de B y como límite superior el doble de este brillo, cuando todas las moléculas de B se 

encuentran libres o formando el complejo AB2, respectivamente. Por el principio de Le 

Chatelier, la proporción relativa de AB2 y B en el equilibrio se modifican de acuerdo a las 

concentraciones totales de A y B y el valor de la constante de equilibrio. 

De esta manera, el fundamento del método de 2C-N&B consiste en la manipulación 

experimental de las concentraciones intracelulares totales de los dos tipos de moléculas a 

analizar y el análisis de la dependencia del estado de homo-oligomerización de cada tipo de 

molécula en función de las concentraciones totales de ambas. Este tipo de análisis permitiría 

deducir la estequiometría de la formación del heterocomplejo e incluso también explorar su 

constante de asociación en el interior de células vivas. 

 

8.2. Aplicación del método de número y brillo en un color 

 
La metodología de N&B en un color fue aplicada con éxito en nuestro laboratorio [169] y 

permitió estudiar los mecanismos de homodimerización del GR dependiente de ligando. En ese 

estudio, se pudo además observar que la sobreexpresión de GFP-GR en células transfectadas 

transitoriamente no produce una oligomerización aberrante del receptor [169].  

Como se verá más adelante, el método de 2C-N&B implica determinar las 

concentraciones de biomoléculas y el estado de oligomerización a partir de los parámetros N y 

B, respectivamente. Por este motivo, se decidió en una primera instancia explorar 

experimentalmente la robustez del método en la determinación de estos parámetros.  
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La Figura 8.1 muestra los resultados obtenidos en un experimento in vitro en el cual se 

determinó los parámetros de número y brillo en soluciones conteniendo distintas 

concentraciones de fluoresceína. Se puede observar una relación proporcional directa entre N y 

la concentración molar de fluoresceína, mientras que el brillo molecular se mantuvo constante e 

independiente de la concentración (Figura 8.1). Este control es similar al que se puede 

encontrar en bibliografía [378]. 

La Figura 8.1 también muestra que a concentraciones elevadas de la sonda, el error en el 

brillo aumenta, posiblemente debido a que el brillo depende de la varianza (Ecuación 5.25) y a 

altas concentraciones este valor es relativamente menor.  

 

Figura 8.1. Análisis de N&B en soluciones de fluoresceína in vitro. Se tomaron imágenes de 

microscopía confocal para análisis de N&B sobre soluciones con concentraciones conocidas de 

fluoresceína. Se representan los parámetros de número aparente (N) (cuadrados negros) y brillo 

molecular () (círculos blancos) determinados a partir de este análisis, en función de la concentración de 

fluoresceína. La línea continua representa un ajuste líneal de los datos de N. La línea punteada 

representa el brillo promedio. 

 

8.3. Análisis de 2C-N&B a partir de simulaciones de un sistema sencillo 

 
Para explorar el funcionamiento del método de 2C-N&B, se consideró un sistema sencillo 

que, como se verá más adelante, pudiera también ser analizado experimentalmente. El sistema 

consistió en moléculas A y B cuya fluorescencia puede ser separada espectralmente formando 
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dímeros, ya sea AA, AB o BB. Las afinidades de cada tipo de dímero son iguales entre sí, de 

manera que la concentración de cada dímero depende de las concentraciones relativas de A y 

B en términos probabilísticos (sección 5.12.2.1.1).  

Se realizaron simulaciones de este sistema en las que se varió la abundancia relativa de 

A y B y se determinaron por un análisis de N&B las concentraciones y el brillo molecular para 

los canales correspondientes a A y B. El brillo normalizado (respecto al brillo monomérico) en 

ambos canales se representó en relación a la fracción molar de A (Figura 8.2). Esta fracción 

molar se calculó a partir del parámetro N determinado en ambos canales.  

 

 

 

Figura 8.2. Simulaciones de 2C-N&B en un sistema de dimerización. Se consideraron sistemas 

integrados por moléculas A y B que pueden formar homodímeros AA o BB o heterodímeros AB 

indistintamente, según la abundancia relativa de cada uno. Se calcularon las concentraciones de cada 

tipo de dímero para distintas fracciones molares de A según las probabilidades de combinación y se 

simuló la obtención de imágenes de microscopía confocal para análisis de 2C-N&B para cada sistema. 

Se representa para ambos canales el brillo molecular () normalizado por el brillo monomérico, en 

función de la fracción molar de A, determinada a partir del número aparente (N) en cada canal. Las 

líneas continuas representan ajustes lineales de las series de datos. 
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La Figura 8.2 muestra que el brillo molecular normalizado de A adquiere valores entre 1 y 

2, dependiente de la cociente [A]/([A]+[B]). Este valor es máximo cuando su fracción molar es 

1, ya que todos los dímeros son AA y es mínima cuando su fracción molar es 0, ya que la 

probabilidad de encontrar dímeros AA es muy baja. Con fracciones molares intermedias, los 

valores de brillo son también intermedios entre 1 y 2, de acuerdo a la abundancia relativa de los 

dímeros AA y AB que se forman.  

De manera simétrica ocurre para el canal correspondiente a las moléculas B.  

 

8.4. Análisis de 2C-N&B a partir de simulaciones de un sistema complejo 

 
Con el objetivo de analizar los alcances de esta técnica en la determinación de la 

estequiometría de heterocomplejos, se consideró un sistema más complejo que el descripto en 

la sección anterior. En particular, se analizó un sistema descripto por la siguiente reacción: A + 

2B ↔ AB2, con constante de asociación K. 

Tal como se explicó en la sección 8.1, se esperaría por Le Chatelier que un aumento en 

las concentraciones absolutas de A y B produzca una mayor formación de complejo. Teniendo 

en cuenta que la fluorescencia de A y B puede ser separada espectralmente en distintos 

canales, el brillo molecular en el canal correspondiente a B funciona como testigo de la 

abundancia relativa del complejo en el sistema, ya que cuando el brillo es 1, todas las 

moléculas de B se encuentran libres y cuando el brillo es 2 todas las moléculas de B se 

encuentran formando el complejo AB2. Por otro lado, el brillo en el canal correspondiente a A 

debería mantenerse constante ya que su estado de homo-oligomerización no cambia con la 

formación del heterocomplejo.  

Para examinar cuantitativamente las expectativas respecto a análisis de 2C-N&B sobre el 

sistema mencionado, se realizó una predicción teórica, matemática, de experimentos de este 

tipo. A partir de la constante de equilibrio de esta reacción y de las concentraciones totales de 

A y de B, es posible calcular las concentraciones de cada especie en el equilibrio y por lo tanto 

los brillos esperado para este sistema (secciones 5.12.2.1.2. y 5.12.4.). Esto permitió construir 

gráficos 3D en donde se representa el brillo calculado en el canal B (en escala de colores) en 

funcion de el número de moleculas totales de A y B, para 3 valores distintos de constante de 

equilibrio K (Figura 8.3). Por otra parte se realizaron simulaciones de experimentos de 2C-N&B 
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sobre los mismos sistemas, se recuperaron los parámetros de N y brillo, y se construyeron los 

gráficos 3D correspondientes (Figura 8.3).   

 

 

0 

Figura 8.3. Predicción teórica y simulaciones de ensayos de 2C-N&B. Se consideró un sistema 

formado por moléculas A y B emitiendo fluorescencia en distintos canales y que pueden formar el 

heterocomplejo AB2 con constante de asociación K. A partir de la ecuación de equilibrio se calcularon las 

concentraciones de cada especie de acuerdo a las concentraciones totales de A y de B. Para sistemas 

con diferentes valores de K (10
-4

,10
-3

 y 1) y para distintas concentraciones totales de A y B, se calculó el 

brillo molecular () correspondiente al canal de B, normalizado por su brillo monomérico (A), o se simuló 

la obtención de imágenes para análisis de 2C-N&B (B). Se determinaron el brillo molecular () 

correspondiente al canal de B, normalizado por su brillo monomérico, y el número aparente de A y de B a 

partir de este análisis. 

 

Los valores máximos de brillo normalizado (2 para B y 1 para A, no mostrado ya que, 

como se explicó previamente, es constante) brindan información sobre la estequiometría de la 

asociación (1A:2B) (Figura 8.3). Por otro lado, la forma en que el brillo aumenta en relación a 

las concentraciones totales de A y B brinda información sobre la constante de asociación 

(Figura 8.3). De esta manera, cuando K es alta se alcanza el brillo máximo a concentraciones 

de A y B menores que cuando K es baja. Los resultados obtenidos por simulaciones son 
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similares a los esperados de acuerdo a la predicción teórica, aunque con un ruido mayor 

(Figura 8.3). 

 

8.5. Análisis de 2C-N&B a partir de datos experimentales 

 
Como punto de partida, se decidió aplicar el método de 2C-N&B a un proceso de 

asociación entre moléculas de estequiometría conocida para analizar los alcances y 

limitaciones del método en células vivas. En particular, se decidió explorar la homodimerización 

del GR [169] utilizando células que expresaban GR fusionado a dos fluoróforos distintos, GFP o 

mCherry, con el objetivo de poder determinar la estequiometría del complejo GFP-GR:mCherry-

GR. 

Se comprobó inicialmente que en en núcleo de células 3617 transfectadas únicamente 

con GFP-GR o con mCherry-GR la estimulación con Dex induce una homodimerización 

completa del receptor, duplicando el brillo respecto a la condición control (células sin estimular) 

y a las proteínas fluorescentes GFP o mCherry libres en el núcleo (Figura 8.4). El hecho de que 

la homodimerización sea completa sugiere que la concentración de GR monomérico es 

despreciable en las condiciones experimentales. Por este motivo, se consideró que la 

constante de asociación GR:GR es elevada. 
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Figura 8.4. Análisis de N&B de GFP-GR y mCherry-GR en células vivas. Células 3617 fueron 

transfectadas con GFP, mCherry, GFP-GR o mCherry-GR. Luego se les agregó vehículo o Dex y se 

tomaron imágenes de microscopía confocal para análisis de N&B. Se determinó el brillo molecular () 

promedio para cada condición. Se representan los brillos moleculares normalizados por el valor 

promedio de GFP o mCherry, según corresponda. 

 

La coexistencia de GFP-GR y mCherry-GR permitiría la formación de tres tipos distintos 

de dímeros: los homodímeros GFP-GR:GFP-GR y mCherry-GR:mCherry-GR y los 

“heterodímeros” GFP-GR:mCherry-GR. Este sistema sería en teoría equivalente al considerado 

en las simulaciones que se muestran en la sección 8.3. 

 Como consecuencia, se cotransfectaron los vectores codificantes para GFP-GR y 

mCherry-GR en proporciones variables en células 3617 (proporciones entre 6:1 y 1:6), con el 

fin de generar un rango amplio de fracciones molares de estas dos proteínas fluorescentes. Las 

células se estimularon con Dex y se determinaron las concentraciones relativas y los brillos 

moleculares simultáneamente para ambos canales en los núcleos de las mismas células.  

La representación del brillo normalizado de GFP-GR y mCherry-GR en relación a la 

fracción molar de GFP-GR mostró un resultado similar al de las simulaciones (Figuras 8.2 y 

8.5), aunque con una dispersión mucho mayor (Figura 8.5).  
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Figura 8.5. Análisis de 2C-N&B de GFP-GR y mCherry-GR en células vivas. Células 3617 fueron 

cotransfectadas con cantidades variables de GFP-GR y mCherry-GR y tratadas con Dex. Se tomaron 

imágenes de microscopía confocal para análisis de 2C-N&B. Se representa el brillo molecular () 

normalizado por el brillo monomérico, en función de la fracción molar de GFP-GR, determinada a partir 

del número aparente (N) en cada canal. Los puntos representan datos de células individuales. Los 

cuadrados representan medianas de grupos de datos, agrupados de acuerdo a la fracción molar de 

GFP-GR. Los ajustes lineales (líneas continuas) se hicieron sobre las medianas. 

 

Este resultado demuestra que, por un lado, el brillo determinado en uno de los canales 

depende de las concentraciones relativas de ambos tipos de moléculas, debido a la formación 

de heterocomplejos. Las concentraciones relativas de cada proteína pueden ser moduladas 

según la masa de plásmido transfectada, y a su vez una masa fija de transfección genera una 

distribución de expresión de cada proteína [396]. Por otro lado, queda en evidencia la gran 

dispersión de datos de brillo que se obtiene mediante esta técnica en células vivas, que pueden 

deberse ya sea a la variabilidad intercelular como a la pobre sensibilidad de los detectores. 

Esto no implica que la técnica no funcione en células vivas pero sí requiere la adquisición de 

una gran cantidad de medidas con fines estadísticos. 
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8.6. Conclusiones parciales 

 

En este capítulo se desarrolla una variante de la técnica de Número y Brillo (N&B) en dos 

colores, denominada 2C-N&B, y se muestran ejemplos en los que puede ser utilizada. El 

análisis de N&B permite determinar estados de oligomerización (a partir de los brillos 

moleculares) y concentraciones molares. La aplicación de 2C-N&B tiene como objetivo evaluar 

la estequiometría y la constante de asociación de heterocomplejos de biomoléculas en células 

vivas. 

El fundamento de la técnica se basa en que, de acuerdo a la estequiometría de la 

reacción de asociación involucrada, el brillo molecular en alguno de los canales de detección 

de fluorescencia puede depender de la relación de concentraciones entre especies en el 

equilibrio, si la reacción implica un cambio en el estado de oligomerización de alguna de las 

proteínas involucradas. Esta relación puede modularse variando las concentraciones totales de 

cada proteína.   

El análisis puede realizarse representando los datos de brillo molecular en función de 

concentraciones totales en gráficos 3D. La estequiometría de la reacción se puede obtener a 

partir del valor máximo de brillo y un valor relativo de la constante de asociación a partir de la 

forma en que el brillo aumenta en función de las concentraciones. 

El método puede ser llevado a cabo en células vivas. Las concentraciones totales de las 

dos proteínas involucradas pueden manipularse mediante el protocolo de transfección, y la 

distribución normal de distintos niveles de expresión en transfecciones transitorias aporta un 

rango más amplio de variedad de concentraciones totales. Por su parte, se verificó que el brillo 

molecular puede variar según lo esperado de acuerdo a la abundancia relativa de dos proteínas 

estudiadas que se asocian.  
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El GR ha sido estudiado exhaustivamente por su interés farmacológico [397]. Además, 

su gran versatilidad estructural y funcional determina que sea considerado un modelo para el 

estudio de los mecanismos de acción de los TF. El uso de distintos ligandos permite favorecer 

distintos tipos de conformaciones del receptor y manipular de manera externa su actividad [349, 

398]. Su estructura proteica modular con dominios funcionales bien definidos posibilita también 

manipular mediante mutaciones diferentes propiedades del receptor [155].  

Además, el GR interactúa con múltiples vías de señalización y con miles de elementos 

de respuesta en el genoma, regulando así la expresión génica a través de mecanismos 

moleculares muy diversos [217, 399]. Esta promiscuidad resulta en una respuesta 

transcripcional difícil de interpretar.  

Desde las perspectivas de la biofísica y la biología celular, la acción del GR está 

asociada a una gran riqueza de fenómenos. El más claro y simple que muestra la relevancia de 

la dinámica y la distribución espacial en el modo de acción del receptor es su drástico y rápido 

cambio en la localización subcelular tras su activación, del citoplasma al núcleo. La 

acumulación del GR en dominios focales nucleares y su capacidad de unión a la cromatina han 

sido explorados como fenómenos independientes [254, 270, 320, 334, 348, 349, 357, 360, 362, 

400].  

En este trabajo de Tesis la dinámica y la distribución espacial del GR han sido tratadas 

de manera integral, entendiendo el conjunto de interacciones del receptor en el núcleo en el 

marco de su arquitectura espacial e indagando en los aspectos dinámicos de estas 

interacciones. 

A continuación se discutirán los aspectos más relevantes encontrados durante el 

desarrollo de este trabajo de Tesis, relacionados con la distribución y la dinámica del receptor. 

Finalmente, se discutirá si estas propiedades pueden vincularse al mecanismo de acción del 

GR como modulador de la expresión génica, integrando el conjunto de los resultados de esta 

Tesis con datos bibliográficos. 
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9.1. Distribución espacial de GR/Dex y el coactivador NCoA-2 

 
La unión de un agonista completo como Dex provoca numerosos cambios en la 

distribución y la dinámica del receptor, como se ha mostrado a lo largo de esta Tesis. Luego de 

minutos de agregar la hormona al medio de cultivo (Figura 6.9), se produce el cambio de 

distribución subcelular del GR, que pasa de estar localizado tanto en citoplasma como en el 

núcleo a confinarse casi totalmente en el compartimento nuclear (Figura 6.1). Este cambio de 

localización concentra al GR en la organela que contiene el ADN, donde están sus sitios de 

acción. Una vez en el núcleo, el receptor activo se enfrenta a un paisaje de interacciones que 

determina una organización espacial compleja. 

A diferencia del receptor sin ligando, GR/Dex se distribuye en múltiples foci dentro del 

núcleo (Figuras 6.1 y 6.4), que se forman progresiva y simultáneamente a medida que GR 

transloca a esta organela (Figura 6.9). La distribución subnuclear de GR/Dex en foci sufre una 

gran perturbación global frente a la digestión con DNasa I (Figura 6.10), por lo tanto se deduce 

que el ADN juega un papel estructural relevante en la integridad de estos foci. El intercambio 

de moléculas entre el nucleoplasma y los foci evaluado por ensayos de FCS de barrido reveló 

además que los foci son estructuras dinámicas ya que exhiben un recambio relativamente 

rápido de GR con el nucleoplasma. GR/Dex se une y se libera de los foci con un tiempo de 

residencia cercano a 1 s (Figura 6.15). Schaaf y col. [349] hallaron por FRAP que el GR 

presenta una reducción de su movilidad en regiones conteniendo foci, con un tiempo 

característico de recuperación de fluorescencia de 1-2 s. Sin embargo, en estos ensayos se 

fotoblanquearon regiones que abarcaban foci y nucleoplasma. Nuestros experimentos de FCS 

de barrido permiten abordar la dinámica del GR en un focus con una mayor resolución espacial  

(~0.2 m) y temporal (5 ms). Según nuestro conocimiento, no hay otros trabajos en los que se 

haya analizado la dinámica del receptor en los foci, pese a que éstos han sido descriptos hace 

más de dos décadas.  

NCoA-2 es uno de los coactivadores de la familia p160, relevante en la actividad del GR 

como TF [224, 232, 243]. Al interactuar tanto con el receptor como con remodeladores de la 

cromatina y enzimas modificadoras de histonas, media la acción de receptores nucleares sobre 

la maquinaria transcripcional [232].  NCoA-2 se localiza preferencialmente en el núcleo y, en 

ausencia de hormona esteroide, se acumula en grandes dominios focales subnucleares (Figura 
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6.5). La colocalización de estos dominios con la proteína PML permitió identificarlos como 

cuerpos nucleares PML (Figura 6.5), en concordancia con la literatura [382].  

En trabajos previos se estudió la relación que existe entre los cuerpos PML y NCoA-2. 

En particular, Baumann y col. [382] propusieron que estos cuerpos nucleares regulan la 

estabilidad del coactivador mediante degradación proteasomal. Esta observación es compatible 

con nuestros resultados, que sugieren que los cuerpos PML representan un compartimento en 

el que NCoA-2 se encuentra secuestrado, inactivo. Por otra parte, Liu y col. [401] hallaron que 

la proteína PML puede potenciar la actividad de NCoA-2. Además, el reclutamiento a cuerpos 

PML depende de la región AD1 del coactivador, responsable de la interacción con la 

acetiltransferasa de histonas CBP [382], que también localiza en cuerpos PML [402]. Estas dos 

observaciones permitirían proponer como hipótesis que la localización del coactivador en los 

cuerpos PML constituye un paso previo, necesario, en su vía de activación.  

Además, existen evidencias que muestran que los cuerpos PML estarían involucrados 

en las vías de señalización del GR. Por ejemplo, el secuestro del correpresor del GR Daxx en 

cuerpos PML produce un aumento de la actividad transcripcional del receptor [77], aunque 

otros autores vinculan este aumento de actividad del GR con la asociación entre la proteína 

PML y CBP [403]. De manera similar, se observó que los cuerpos PML son capaces de reclutar 

otros interactores que pueden modular la actividad transcripcional del GR, como p53, Rb y 

SUMO-1 [382, 404-407]. En este contexto, los resultados presentados en esta Tesis abren un 

interesante panorama para investigar el rol de los cuerpos PML en la vía de acción del 

receptor. 

La activación del GR por unión de Dex induce un cambio significativo en la distribución 

subnuclear de NCoA-2. De manera simultánea a la translocación de GR/Dex al núcleo y la 

formación de foci, ocurre una redistribución de NCoA-2 desde los cuerpos PML hacia los foci 

formados por GR/Dex (Figuras 6.5, 6.8 y 6.9). No sólo se observó que GR/Dex y NCoA-2 

colocalizan en estos foci (Figura 6.9), sino que se demostró que las proteínas están formando 

heterocomplejos sobre estas estructuras (Figura 6.15). Esta redistribución dependiente de Dex 

es reversible (Figura 6.5) y no ocurre en ausencia de cotransfección transitoria de GR (Figura 

6.5), es decir que los niveles endógenos del receptor no son suficientes para visualizar el 

cambio en la distribución. Estos resultados sugieren que la redistribución depende de 

interacciones físicas entre GR/Dex y NCoA-2, de manera que el receptor activo traccione al 

coactivador hacia los foci. Esto podría ocurrir por un reclutamiento directo de GR/Dex a los 
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cuerpos PML y/o por un desplazamiento de los equilibrios entre diferentes subcompartimentos 

nucleares. La localización de NCoA-2, como la de cualquier otra proteína, es el resultado de 

múltiples equilibrios en juego, y una modulación relativamente rápida en su distribución 

requiere un intercambio dinámico de las moléculas involucradas entre los diferentes 

subcompartimentos. De hecho, por FCS de barrido se observó que NCoA-2 posee un tiempo 

de residencia de ~2 s en los cuerpos PML y ~0.5 s en los foci (Figura 6.15).  

El análisis de las funciones de autocorrelación (ACF) y de correlación cruzada (CCF) 

que describen la dinámica de GR, NCoA-2 y los complejos GR:NCoA-2 en los foci (Figura 

6.15), junto con simulaciones pertinentes de distintos escenarios posibles (sección 6.7), 

contribuyó a la comprensión de cómo estas moléculas interactúan con estas estructuras. Según 

los resultados, NCoA-2 sólo podría unirse a los foci formando parte de un heterocomplejo con 

GR o uniéndose a moléculas de GR previamente unidas a los foci. El complejo GR:NCoA-2 

podría liberarse de los foci como tal o de manera secuencial, liberándose el coactivador antes 

que el receptor (Figura 6.21).  

La función biológica de los foci formados por GR/Dex aún sigue siendo un misterio. La 

presencia de un coactivador como NCoA-2 en estos foci quizá pueda traer algo de luz sobre su 

función. El hecho de que la activación del GR lleve a NCoA-2 a relocalizarse en los foci (Figura 

6.5), en los cuales GR y NCoA-2 interactúan (Figura 6.15), permite postular su rol como 

plataformas de ensamblado de complejos transcripcionales que luego actúan en el genoma. En 

este sentido, la acumulación en foci de los factores involucrados podría favorecer la 

disponibilidad local de complejos ensamblados en las proximidades de los sitios de acción. Los 

foci podrían funcionar como reservorios locales que regulan la concentración disponible del 

receptor activo, quizá incluso con un efecto negativo sobre la regulación transcripcional. La 

presencia de NCoA-2 en los foci podría ocurrir por un efecto pasivo, debido a la afinidad que 

posee por GR/Dex.  

La interacción entre GR/Dex y NCoA-2 en el núcleo de células vivas fue confirmada por 

FCCS (Figura 7.14) pero estas medidas no proveen información relacionada con la 

estequiometría del complejo. Por este motivo, en este trabajo de Tesis se mostró la aplicación 

de una variante en dos colores del método de Número y Brillo (2C-N&B), que permite analizar 

la estequiometría de heterocomplejos (capítulo 8). El método se basa en calcular la 

concentración y el índice estequiométrico aparente de dos biomoléculas distintas a partir de los 

parámetros de número y de brillo molecular, y analizar la dependencia del índice 
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estequiométrico en función de las concentraciones relativas de ambos tipos de moléculas. La 

potencialidad de este método se verificó en simulaciones de dos sistemas distintos (Figuras 8.2 

y 8.3). Por otra parte, se evaluó la posibilidad de aplicar el método de 2C-N&B en células vivas 

(Figura 8.5). Si bien los datos de brillo en células pueden presentar una variabilidad intercelular 

elevada, este resultado aún preliminar muestra que podría ser posible modular la concentración 

relativa de dos proteínas expresadas transitoriamente y que estas diferencias de concentración 

relativa se manifiestarían en variaciones en el brillo molecular, según lo esperado (Figura 8.5). 

El complejo GR:NCoA-2 en el núcleo de células estimuladas con Dex es un buen candidato 

para aplicar el método en células vivas. 

 

9.2. Dinámica intranuclear de GR/Dex  

 
Las interacciones del GR con la cromatina, necesarias para la acción biológica del 

receptor, se hacen evidentes en la movilidad que del receptor dentro del núcleo. En múltiples 

trabajos, publicados mayormente durante el desarrollo de esta Tesis, se exploraron aspectos 

diversos de la dinámica intranuclear del GR mediante técnicas de microscopía de 

fluorescencia, como FRAP [357, 358, 360], FCS [320, 323, 400], SMT [254, 360-362]. En estos 

trabajos, generalmente se identifican al menos dos poblaciones de moléculas de GR que 

difieren en su dinámica. Para describir datos de FCS, por ejemplo, se han utilizado modelos de 

dos componentes difusivos [320] o de un componente difusivo y otro unido a sitios fijos [323]. 

Se ha descripto que la movilidad del GR puede ser modulada por el uso de ligandos y mutantes 

que varían la conformación del receptor [357, 358, 360, 400].  

En este trabajo de Tesis, los datos de FCS de punto único de GR en el núcleo se 

interpretaron de acuerdo al modelo de reacción dominante, propuesto por Michelman y col. 

[290] para describir las interacciones entre proteínas y ADN. Este modelo permite obtener 

constantes de disociación koff, que son recíprocos de los tiempos de residencia.  

Los datos de FCS se describieron considerando la existencia de una fracción difusiva 

con su coeficiente de difusión libre y dos fracciones unidas a dos tipos de sitios –rápidos y 

lentos– con sus respectivos tiempos de residencia (Figura 7.3). En nuestro sistema, ~50% de 

las moléculas de GR/Dex están implicadas en unión a la cromatina, repartidas entre sitios 

lentos y rápidos, con tiempos de residencia de ~500 y ~50 ms, respectivamente (Figura 7.4). 
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Tradicionalmente en la literatura se han asignado los tiempos lentos de interacción a los 

resultantes de la unión específica del TF a sus elementos de respuesta en el genoma, y las 

interacciones más rápidas a la unión inespecífica del TF a la cromatina. Sin embargo, esta 

asociación no es necesariamente cierta. Pueden existir interacciones rápidas biológicamente 

relevantes y a su vez interacciones lentas con, por ejemplo, ciertos reservorios nucleares que 

no impliquen la ejecución de alguna función biológica directa.  

La escala temporal de los eventos específicos de unión del GR y de los TF en general a 

sus secuencias blanco suscita controversias en la literatura. Mikuni y col. [320] determinaron 

por FCS una fracción lenta del GR con un D=0.25 m2/s, es decir, con un tiempo característico 

de ~100 ms, en una escala temporal intermedia entre las interacciones lentas y rápidas 

detectadas en esta Tesis. En cambio, a partir de experimentos de FRAP se establecieron 

tiempos de recuperación un orden de magnitud más lentos para el GR [349, 357-359].  

 En el último lustro, los experimentos de SMT han dominado los estudios de la dinámica 

de TF. A partir de este tipo de ensayos, se determinaron eventos de unión en el rango de 2-8 s 

y se consideraron a los eventos detectados en la escala temporal < 1 s como interacciones 

inespecíficas y/o difusión lenta [254, 360-362, 408]. Es decir, según esta concepción, todas las 

interacciones detectadas en esta Tesis por FCS deberían ser inespecíficas. Existen razones 

técnicas y biológicas que podrían explicar estas discrepancias.  

Por un lado, la adquisición de datos en SMT es lenta (10-100 Hz), por lo cual permite 

detectar interacciones de relativamente larga duración y poco frecuentes, mientras que en FCS 

los datos se adquieren a altas frecuencias (50000-100000 Hz), de manera que se favorece la 

detección de eventos rápidos y altamente representativos de la población de eventos totales. 

Por otro lado, la asunción de que existe un único tiempo de residencia característico de 

interacciones específicas puede no ser válida. De hecho, las interacciones del GR con el ADN 

dependen de la estructura local de la cromatina [361]. Las interacciones específicas e 

inespecíficas pueden abarcar espectros amplios de la escala temporal e incluso estos rangos 

pueden solaparse entre sí [328]. En este sentido, es probable que las interacciones entre los 

TF y la cromatina abarquen un continuo de tiempos de residencia y que no sea sencillo definir 

las poblaciones únicamente de acuerdo a los tiempos característicos de interacción. Por lo 

tanto, FRAP, FCS y SMT pueden detectar preferencialmente eventos en determinadas escalas 

temporales, muestreando diferentes porciones del continuo de interacciones existentes.  
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A lo largo de esta Tesis se han presentado evidencias que sugieren que las 

interacciones lentas (~500 ms) detectadas en experimentos de FCS en el nucleoplasma 

representan interacciones funcionalmente relevantes, a pesar de que estos ensayos no 

permiten conocer la región de unión a la cromatina. En particular: 

 i) se detectaron interacciones lentas en la misma escala temporal en el arreglo MMTV, 

que contiene cientos de secuencias específicas GRE (Figura 7.19);  

ii) además, la activación del GR por unión de Dex produce un aumento significativo de 

la fracción unida a los sitios lentos y de su tiempo de residencia en estos sitios (Figura 7.4); 

iii) la coexpresión de NCoA-2 promueve a su vez un retardo aun mayor de la movilidad 

de GR/Dex, aumentando la fracción unida a sitios lentos (Figura 7.10).  

Es decir, este tipo de interacciones se ve selectivamente favorecido por la activación 

hormonal del receptor y por la interacción con el coactivador. De hecho, la estimulación con 

Dex del GR provoca un aumento notable de la unión de NCoA-2 a los sitios lentos y de su 

tiempo de residencia, a expensas de la fracción unida a los sitios rápidos (Figura 7.12). Dado 

que NCoA-2 es un coactivador y no posee capacidad de unirse directamente al ADN, ésta 

depende del reclutamiento del GR activo.  

Es preciso notar que el aumento de la fracción unida del GR a los sitios lentos debido a 

su activación (Figura 7.4) no se da a expensas de la fracción unida a sitios rápidos sino de la 

población difusiva. Esta observación ilustra cómo proteínas con distintas funciones biológicas 

presentan una distribución distinta en los diferentes reservorios de sitios de interacción que 

presenta la cromatina. 

El análisis de la dinámica de GR/Dex sobre el arreglo MMTV también reveló la 

existencia de una población que presenta interacciones rápidas, con tiempos de residencia de 

~40 ms (Figura 7.19), similar a los determinados en los experimentos de FCS de punto único.  

Se ha postulado que las interacciones rápidas entre TF y cromatina representan 

uniones inespecíficas del TF al ADN, incluyendo los mecanismos de deslizamiento (DNA 

sliding) y salto (DNA hopping) [282, 317, 342, 409, 410]. Estas interacciones rápidas tendrían 

relevancia funcional dado que formarían parte del mecanismo de búsqueda de sitios blanco 

específicos en el ADN [304, 338, 346]. En este sentido, esta población de sitios funcionaría 

como otro reservorio o subcompartimento nuclear que recluta transitoriamente al TF y modula 
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su disponibilidad, a nivel local y a nivel nucleoplásmico. En el mismo arreglo MMTV, la unión 

inespecífica a este tipo de sitios podría facilitar el reclutamiento del GR a las secuencias 

blanco. 

 

9.3. Dinámica y organización nuclear de GR/21-OH 

 
El esteroide sintético 21-OH fue diseñado racionalmente en el marco de la búsqueda de 

ligandos selectivos del GR con propiedades disociadas, es decir, que pudieran promover los 

efectos anti-inflamatorios asociados a la transrepresión génica sin inducir la activación de los 

genes responsables de efectos no deseados farmacológicamente (revisado en [272]). 

En trabajos previos de nuestro grupo, se han caracterizado tanto la actividad 

transcripcional del GR unido a 21-OH como su estructura, lo que ha permitido sugerir 

mecanismos posibles por los cuales este ligando se comporta de manera diferente a un 

agonista. En particular, se observó que 21-OH posee propiedades anti-inflamatorias e 

inmunosupresoras y es capaz de ejercer transrepresión génica [269-271], pero es incapaz de 

inducir la expresión de genes bajo el control de secuencias GRE [267, 269].  

Por otra parte, simulaciones de dinámica molecular sugieren que la unión de 21-OH al 

GR afecta una región de dimerización y el dominio AF-2 de unión a coactivadores como NCoA-

2 [269], como se evidencia en ensayos de co-inmunoprecipitación [270]. De todas maneras, se 

demostró que GR/21-OH homodimeriza a través de otra interfaz de dimerización [169], de 

modo que su actividad no se relaciona con su estado de oligomerización. 

La menor interacción entre GR/21-OH y NCoA-2 se confirmó mediante FCCS en el 

núcleo de células vivas (Figura 7.14). Además, se encontraron evidencias indirectas que 

apoyan la idea de que la interacción de GR/21-OH con NCoA-2 se encuentra afectada: NCoA-2 

permanece en cuerpos PML en presencia de GR/21-OH (Figura 6.6) y la sobreexpresión de 

NCoA-2 no altera el tiempo de residencia ni la fracción de GR/21-OH unida a los sitios lentos 

(Figura 7.10). Estos fenómenos dependerían de la interacción física entre ambas proteínas y 

contrastan con lo que ocurre con el GR cuando se encuentra unido a Dex (Figuras 6.5 y 7.10). 

Por otra parte, otra demostración indirecta de este fenómeno es la imposibilidad de NCoA-2 de 

inducir la actividad transcripcional de GR/21-OH en ensayos de gen reportero [270]. El conjunto 

de los resultados de esta Tesis y los de la bibliografía sugieren que la alteración de la 
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interacción con el coactivador NCoA-2 podría explicar la incapacidad del GR unido a 21-OH de 

inducir en forma directa la expresión génica. 

Por otra parte, existen otras diferencias en la distribución y la dinámica de GR/21-OH 

con respecto a las de GR/Dex que podrían explicar sus defectos transcripcionales y que no 

parecen estar ligadas a su incapacidad de interactuar con NCoA-2. Por un lado, GR/21-OH 

tiene una capacidad menor que GR/Dex de formar foci subnucleares (Figura 6.4 y [270]). 

Además, GR/21-OH presenta un reclutamiento mucho menor al arreglo MMTV (Figura 7.16). 

Este resultado apoya su incapacidad de inducir genes dependientes de GRE [269, 270]. 

Para nuestra sorpresa, la dinámica de GR/21-OH en posiciones aleatorias dentro del 

núcleo resultó muy similar a la de GR/Dex, en ausencia de sobreexpresión de NCoA-2 (Figura 

7.5). La unión tanto a los sitios lentos como a los sitios rápidos fue similar. Considerando que el 

reclutamiento de GR/21-OH al arreglo de GRE es bastante menor (Figura 7.16), este resultado 

sugiere que al menos la mayoría de los sitios de unión detectados por FCS de punto único no 

corresponden a GRE. En este sentido, GR/21-OH podría estar reclutándose en forma indirecta 

a otros tipos de sitios en el genoma, por ejemplo elementos de unión de AP-1 [411], y regular 

así la transrepresión de ciertos blancos de la acción del GR.  

   

9.4. Dinámica y organización intranuclear de GRdim 

El estudio del mutante GRA465T de ratón, denominado GRdim, permitió construir 

originalmente el modelo disociado de acción del GR (sección 2.6) y se basó en la presunción 

de que este mutante era monomérico. Sin embargo, posteriormente se demostró su capacidad 

de inducir la expresión génica en ciertas condiciones [162, 251, 252] y que mayoritariamente se 

encontraba formando dímeros en células vivas [169, 253]. Estas últimas observaciones llevaron 

a cuestionar el modelo disociado y a postular explicaciones alternativas para los defectos 

transcripcionales de GRdim [169].  

Se ha postulado, por ejemplo, que una interacción defectuosa con correguladores 

podría explicar la incapacidad transcripcional de GRdim [162]. Sin embargo, en lo que refiere a 

la interacción con NCoA-2, los resultados de esta Tesis indican que la interacción de este 

mutante con ese coactivador es similar a la del GR salvaje. Esta conclusión se respalda 

principalmente en la evidencia directa al estimar por FCCS la constante de asociación entre 

GRdim y NCoA-2 en presencia de Dex (Figura 7.14). También otros resultados demuestran 
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indirectamente que GRdim puede interactuar eficientemente con NCoA-2: este mutante es 

capaz de redistribuir a NCoA-2 en presencia de Dex desde los cuerpos PML a foci como lo 

hace el receptor salvaje (Figura 6.5), la sobreexpresión de NCoA-2 aumenta la unión de 

GRdim/Dex a los sitios lentos (Figura 7.10) y el coactivador es capaz de promover la actividad 

transcripcional de GRdim/Dex en ensayos de gen reportero pese a que su actividad basal es 

mucho menor que la del GR salvaje (Figura 7.22). Estos resultados sugieren que GRdim puede 

interactuar eficientemente con NCoA-2, y que ésta no es la causa de su defecto transcripcional. 

Por otra parte, la dinámica y la organización intranucleares de GRdim se asemejan a las 

del GR salvaje. Este mutante tiene la capacidad de formar foci subnucleares en presencia de 

Dex al igual que el GR (Figura 6.4) y tanto el reclutamiento como la dinámica de ambos tipos 

de receptores sobre el arreglo MMTV de GRE son similares (Figuras 7.16 y 7.21). Si bien un 

análisis cualtitativo de las curvas de ACF de GR y GRdim indica que las movilidades 

intranucleares de estas dos proteínas son parecidas tanto en ausencia (Figura 7.8) como en 

presencia de Dex (Figura 7.6), el tiempo de residencia de GRdim/Dex en los sitios lentos 

resultó menor que el de GR/Dex (Figura 7.6). Es importante destacar que esta pequeña 

diferencia no necesariametnte explica la respuestra transcripcional diferente del mutante 

respecto a la del receptor salvaje. Los resultados aquí presentados describen solamente 

algunos aspectos del mecanismo de acción del receptor, relacionados con su organización 

dinámica dentro del núcleo. Si se considera que estos aspectos de la organización nuclear 

condicionan el reclutamiento del receptor a sus sitios blanco y por lo tanto su respuesta 

trascripcional, se podría suponer que la deficiencia en la actividad transcripcional del GRdim 

ocurre en algún mecanismo posterior a la unión a los sitios blanco, y/o en algún aspecto que no 

ha sido revelado en el tipo de experimentos realizados en esta Tesis. 

 

9.5. Dinámica y organización intranuclear de GRmon 

 
El mutante denominado GRmon presenta una doble sustitución aminoacídica A465T e 

I634A (en el ratón) de manera que dos regiones de dimerización se ven afectadas, y en 

consecuencia este mutante permanece como monómero en células estimuladas [169]. 

Además, GRmon presenta disminuida su capacidad de unión al ADN y no es capaz de inducir 

la expresión génica dependiente de GRE [169]. En este trabajo de Tesis, un estudio detallado 
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de la organización intranuclear de esta versión mutada del receptor reveló otros aspectos en 

los que presenta un comportamiento diferente si se la compara con el GR salvaje. 

En los ensayos de FCCS en el nucleoplasma, se observó una asociación menor de 

NCoA-2 con GRmon/Dex (Figura 7.14). Esta deficiencia en la interacción se detectó también 

por ensayos indirectos, ya que GRmon/Dex no logró redistribuir a NCoA-2 desde los cuerpos 

PML (Figura 6.5) y NCoA-2 no mostró actividad como coactivador de GRmon/Dex en ensayos 

de gen reportero (Figura 7.22). Por otro lado, se observó que la sobreexpresión de NCoA-2 

aumenta el tiempo de residencia de GRmon/Dex en los sitios lentos (Figura 7.10).  

La capacidad de GRmon de formar foci subnucleares en presencia de Dex se encuentra 

disminuida (Figura 6.4). Además, este mutante presenta un menor reclutamiento al arreglo 

MMTV (Figura 7.16), aunque su interacción con el arreglo es similar a la del GR (Figura 7.21). 

 Este mutante presenta una movilidad mucho mayor que la versión salvaje, tanto en 

ausencia como en presencia de Dex (Figuras 7.7 y 7.8). Esto implica que, pese a que GRmon 

tiene cierta capacidad de unirse a, por ejemplo, sitios pre-programados en la cromatina [169], 

su capacidad de unión al ADN está fuertemente alterada. Tal es así que la dinámica de 

GRmon/Dex resulta bastante similar a la del GR inactivo (Figura 7.7). Su capacidad altamente 

disminuida de unirse a la cromatina podría explicar su deficiencia en el reclutamiento al arreglo 

MMTV y su incapacidad de inducir la expresión génica (Figura 7.22). Sin embargo, su 

capacidad de transrepresión es similar a la del receptor salvaje [169], por lo que quizá esta 

función no requiera la unión directa o indirecta del receptor. 

 

9.6. Análisis de las propiedades de distintas conformaciones del GR 

 
Como se explicó previamente, la concepción del modelo disociado para explicar el 

mecanismo de acción del GR se basó en la correlación de propiedades estructurales y 

funcionales a nivel molecular y celular del receptor con los efectos biológicos de los GC. De 

esta manera, se asoció el estado dimérico del receptor con su capacidad de inducir la 

expresión de genes responsables de los efectos adversos de los GC, mientras que el estado 

monomérico del GR se relacionó con su capacidad de reprimir la expresión de genes pro-

inflamatorios. 
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Múltiples evidencias demuestran que el mecanismo de acción es más complejo que lo 

que se creía. Como afirman Clark y Belvisi [248]: “Desde una perspectiva evolutiva, parece 

improbable que podamos descubrir una división directa en mecanismos entre un modo de 

acción del GR que es deseable terapéuticamente y otros que son menos útiles para el paciente 

y para el médico”.  

Actualmente, se considera que el GR puede adquirir distintas conformaciones de 

acuerdo a diversas variables (ligando unido, interacción con otros TF, correguladores y el ADN, 

modificaciones postraduccionales), y que su conformación determina el tipo de respuesta 

transcripcional que puede ejercer en un determinado contexto celular, de acuerdo a la 

expresión y disponibilidad de correguladores de la transcripción, la actividad de otros TF y el 

estado de la cromatina en sus genes blanco [217]. 

En este sentido, en este trabajo de Tesis se utilizaron mutantes del receptor o distintos 

ligandos como herramientas para estudiar distintas conformaciones posibles del GR. En la 

Tabla 9.1, se resumen las características de estas conformaciones del GR, compiladas a partir 

de los resultados de esta Tesis y datos de bibliografía. Aquellas propiedades similares a las del 

GR inactivo, sin ligando, se representan en rojo, mientras que aquellas similares a las de 

GR/Dex se representan en verde. 
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Receptor/Ligando GR GR 

Dex 

GR 

21-OH 

GRdim 

Dex 

GRmon 

Dex 

Actividad 

transcripcional 

Transactivación 

[169, 270] 

No Alta No No No 

Transrepresión [169, 

270] 

No Sí Sí Sí Sí 

Estado de oligomerización [169] Monómero Dímero Dímero Dímero Monómero 

Distribución 

espacial 

Distribución 

subcelular 

Citoplasma Núcleo Núcleo Núcleo Núcleo 

Formacion de foci 

nucleares 

Muy baja Alta Baja Alta Baja 

Interacción 

con NCoA-2 

Global en el núcleo 

(FCCS) 

Muy baja Alta Baja Alta Baja 

Redistribución de 

NCoA-2 desde 

cuerpos PML 

No Sí No Sí No 

Unión a sitios lentos 

(con vs. sin NCoA-2) 

Igual Mayor Igual Mayor Mayor 

Unión a sitios 

rápidos (con vs. sin 

NCoA-2) 

Menor Igual Menor Menor Menor 

Coactivación 

transcripcional por 

NCoA-2 

No Sí No Sí No 

Movilidad intranuclear Rápida Lenta Lenta Lenta Rápida 

Interacción con 

arreglo de GRE 

Reclutamiento - Muy alto Muy bajo Alto Bajo 

Dinámica - <1 s <1 s <1 s <1 s 

Tabla 9.1. Propiedades biológicas de GR sin ligando, GR unido a Dex o a 21-OH y mutantes 

GRdim y GRmon unidos a Dex. Las celdas según sus propiedades sean similares a las del GR 

inactivo, sin ligando (rojo) o a las del GR activo, unido a Dex (verde). 
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La Tabla 9.1 muestra que no es posible establecer una correlación total entre las 

propiedades analizadas y la respuesta transcripcional del receptor. Con respecto al estado de 

oligomerización, se ha observado que la transrepresión puede ser ejercida tanto por GR 

dimérico como monomérico, y que la dimerización no implica necesariamente una capacidad 

de transactivación [169]. Estas observaciones son compatibles sin embargo con que la 

dimerización del GR sea un requisito necesario auque no suficiente en la vía de 

transactivación. De hecho, se ha comprobado que el GR se encuentra formando un tetrámero 

en sus sitios blanco en el ADN [167].  

Hay ciertas características compartidas entre las condiciones en las que está afectada 

la capacidad del receptor de inducir la expresión génica. Constituye una excepción el caso de 

GRdim/Dex, que conserva muchas propiedades similares a las de GR/Dex (Tabla 9.1), pero 

posee menor capacidad de transactivación.  

En cuanto a su distribución espacial, tanto GR sin ligando, como GR/21-OH y 

GRmon/Dex forman una menor densidad de foci subnucleares (Figura 6.4) y son incapaces de 

redistribuir a NCoA-2 desde sus cuerpos PML (Figura 6.6). Estos dos aspectos de la 

distribución espacial parecen correlacionar entre sí, ya que GR/Dex y GRdim/Dex forman una 

alta cantidad de foci (Figura 6.4) a la vez que promueven la redistribución de NCoA-2 

justamente a estos foci (Figura 6.5 y 6.6). Este fenómeno podría explicarse bajo la hipótesis de 

que los foci funcionan como reservorios que por ley de acción de masas contribuyen a 

desplazar los equilibrios, traccionando a los complejos GR:NCoA-2 fuera de los cuerpos PML. 

Es decir, la formación de foci sería un requisito para una adecuada redistribución del 

coactivador desde los cuerpos PML. Dado que el GR forma foci per se, la liberación de NCoA-2 

desde los PML no sería necesaria para este proceso. 

Es preciso notar que la distribución subcelular entre citoplasma y núcleo no basta para 

distinguir si el receptor se encuentra activo o inactivo (Tabla 9.1). Mientras que GR sin ligando 

se encuentra mayoritariamente en citoplasma, en las otras cuatro condiciones estudiadas el 

receptor se encuentra preferentemente en el núcleo. Sin embargo, aun en el núcleo, 

GRmon/Dex presenta una unión a la cromatina tan pobre como GR sin ligando (Figura 7.7) y es 

incapaz, al igual que GRdim/Dex y GR/21-OH, de inducir la expresión génica [169, 270].  

Si bien la incapacidad de redistribución de NCoA-2 por parte de algunas 

conformaciones de GR se encuentra asociada a una menor formación de foci (Tabla 9.1), otra 
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explicación a esta incapacidad podría ser una deficiencia en la interacción entre el coactivador 

y el receptor (Tabla 9.1). De hecho, tanto GR sin ligando como GR/21-OH y GRmon/Dex no 

pueden redistribuir NCoA-2 de los cuerpos PML ni interactuar con este coactivador como sí lo 

pueden hacer GR/Dex y GRdim/Dex (Figuras 6.4 y 6.5). Esta interacción se analizó ya sea 

directamente por FCCS en el nucleoplasma a través del cálculo de una constante de 

asociación (Figura 7.14), como de forma indirecta, analizando el efecto de la sobreexpresión de 

NCoA-2 sobre la movilidad del receptor (Figura 7.10) o sobre su actividad transcripcional en 

ensayos de gen reportero (Figura 7.22). La sobreexpresión de NCoA-2 promovió la unión de 

GR/Dex y de GRdim/Dex a sitios lentos de la cromatina (Figura 7.10), y provocó un aumento en 

su actividad transcripcional. Por el contrario, la sobreexpresión de NCoA-2 no indujo la 

actividad transcripcional de GR, GR/21-OH ni GRmon/Dex (Figura 7.22)[270], y no incrementó 

la unión de GR y GR/21-OH a sitios lentos de la cromatina (Figura 7.10). La observación de un 

aumento del tiempo de residencia de GRmon/Dex en presencia de NCoA-2 (Figura 7.10) 

resulta contradictoria en el marco del conjunto de los resultados.  

Una característica llamativa de las conformaciones con actividad transcripcional 

deficiente (GR, GR/21-OH, GRdim/Dex y GRmon/Dex) es que la sobreexpresión de NCoA-2 

promueve una disminución de la fracción del receptor unida a los sitios rápidos (Figura 7.10). 

Dado que la fracción unida a sitios lentos se mantiene, esto implica un aumento en la fracción 

difusiva. Este resultado es paradójico ya que con excepción de GRdim/Dex estas 

conformaciones del receptor interactúan en menor medida con el coactivador (Figura 7.14) y la 

expresión de NCoA-2 no tiene efecto sobre la actividad trascripcional de estas variantes (Figura 

7.22). Cabe preguntarse por un lado de qué manera el coactivador es capaz de ejercer este 

efecto sobre la dinámica del receptor si la interacción entre ellos es baja y por otro lado si esta 

redistribución tiene alguna relevacia biológica.  

Con respecto a la dinámica intranuclear medida por FCS de punto único en el 

nucleoplasma, no existe una correlación directa entre la movilidad del GR y su actividad 

transcripcional (Tabla 9.2). La activación del GR por unión de Dex produce un retardo en la 

movilidad del receptor debido a un incremento en la unión a sitios lentos de la cromatina 

(Figura 7.4). En concordancia con este resultado, la movilidad de GRmon/Dex, que tiene 

afectada su unión al ADN y su capacidad de inducción génica, es alta como la del GR inactivo, 

sin ligando (Figura 7.7). Sin embargo, GR/21-OH (Figura 7.5) y GRdim/Dex (Figura 7.6) 

presentan una movilidad intranuclear similar a la de GR/Dex, por lo cual no es posible 

establecer una correlación. Este fenómeno lleva a discutir nuevamente qué representan los 
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sitios lentos y rápidos detectados en este tipo de experimentos. Como se discutió previamente, 

estos sitios pueden ser biológicamente relevantes pero no necesariamente secuencias GRE. 

Se debe destacar además que los tiempos de residencia obtenidos representan el 

comportamiento promedio de una población con una variedad de especificidad de unión para el 

GR. Además, debe tenerse en cuenta que el receptor es capaz de unirse indirectamente al 

ADN a través de otros factores de transcripción y regular la transcripción por transrepresión 

[412].  

Por último, los experimentos sobre el arreglo de sitios GRE arrojaron resultados  

inesperados. Por un lado, se observó un menor reclutamiento de GR/21-OH y GRmon/Dex al 

arreglo (Figura 7.16), en concordancia con su incapacidad para inducir genes bajo el control del 

promotor MMTV. Sin embargo, GRdim/Dex presentó un reclutamiento al arreglo similar a 

GR/Dex. Todas las variantes estudiadas (GR/Dex, GRmon/Dex, GRdim/Dex y GR/21-OH) 

presentaron una dinámica similar en los sitios de unión pero distinta capacidad de ser 

reclutadas (Figura 7.21). Por ejemplo, en el caso de células tratadas con 21-OH el arreglo se 

detectó en  ~10% de las células. Esto implica que los resultados de dinámica representan a la 

subpoblación de células que presentan un cierto reclutamiento del receptor en el arreglo. Estos 

resultados indican que el reclutamiento del receptor a los GRE puede ser muy relevante en su 

actividad, y este reclutamiento puede ser influido por los distintos aspectos de la dinámica y la 

distribución intranucleares estudiados en esta Tesis.  
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La organización nuclear de un factor de transcripción comprende su distribución 

espacial, sus interacciones con diferentes subcompartimentos o reservorios nucleares y la 

dinámica temporal que rige estos procesos. El receptor de glucocorticoides presenta una 

organización nuclear compleja y dinámica, la cual se encuentra relacionada con su modo de 

acción. 

En células no estimuladas, el GR se encuentra principalmente en el citoplasma y el 

coactivador NCoA-2 se acumula en cuerpos nucleares PML. La activación del receptor por 

unión de un agonista como la dexametasona induce su translocación al núcleo, la formación de 

heterocomplejos GR:NCoA-2 y la redistribución de estas dos proteínas en múltiples foci 

subnucleares. Estos dominios focales dependen estructuralmente de la integridad del ADN y 

presentan un intercambio dinámico de GR y NCoA-2, que también interactúan en estos foci. La 

estimulación hormonal dispara el reclutamiento y la redistribución de GR e indirectamente de 

NCoA-2 entre numerosos sitios de unión en la cromatina, incluyendo sitios específicos e 

inespecíficos. El conjunto de las interacciones del GR con los distintos subcompartimentos 

nucleares se esquematiza en la Figura 10. 

 

Figura 10. Modelo de la organización dinámica del GR en el núcleo. Se representa 

esquemáticamente la partición dinámica del GR (entidades verdes) en el paisaje de interacciones 

intranucleares. La cromatina se representa como cintas rojas. Las moléculas del GR difunden en el 

nucleoplasma y pueden interactuar con sitios en la cromatina con distintos tiempos de residencia (I), con 

foci dependientes de ADN (II) o con cuerpos PML (III). 
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El tipo de ligando unido y mutaciones en el GR definen conformaciones del receptor con 

diferente actividad transcripcional. El análisis de otras conformaciones del GR muestra que la 

distribución espacial, la interacción con NCoA-2 y la dinámica intranuclear están 

comprometidas en el GR unido a 21-OH o en el mutante GRmon, en comparación al GR 

completamente activo. En este sentido, estos aspectos de la organización nuclear podrían 

explicar, parcialmente, la incapacidad de estas conformaciones de inducir la expresión génica.  

Como se desarrolló en esta Tesis, la partición dinámica de los TF en diferentes 

reservorios nucleares constituye un mecanismo regulatorio que impactaría en su función 

biológica. El enfoque clásico del TF interactuando in vitro con su secuencia blanco implica no 

tener en cuenta todas las interacciones que ocurren en el núcleo de células vivas. El conjunto 

de estas interacciones define la disponibilidad local del TF y, en última instancia, las 

posibilidades de interactuar con secuencias blanco y regular la expresión génica. 
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