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RESUMEN 

 

La activación de la célula T dirige la inducción de genes requeridos para una apropiada 

respuesta inmune. Dentro de estos se encuentra CRTAM (Class-I MHC restricted T Cell 

Associated Molecule), una proteína que juega un papel fundamental durante el desarrollo 

de la célula T y en la proliferación y la generación de la polaridad celular durante la 

activación antigénica. CRTAM pertenece a la familia de proteínas Nectin-like (Nectinl), 

contiene un dominio de unión a PDZ que le permite interaccionar con proteínas como 

Scrib y así regular diversos procesos como la polaridad celular. CRTAM se expresa de 

manera constitutiva en diversos tejidos y órganos como bazo, timo, intestino, etc., y de 

manera transitoria en células del sistema inmune como TCD8+, NKT, TCD4+ y neutrófilos. 

En nuestro grupo, caracterizamos el promotor del gen CRTAM y determinamos que los 

miembros de la familia AP-1 actúan como activadores transcripcionales que permiten la 

inducción transitoria de CRTAM durante el proceso de activación linfocitaria. En este 

trabajo, investigamos los mecanismos moleculares que regulan la expresión de CRTAM, 

particularmente la regulación negativa del gen. Por medio de ensayos funcionales 

demostramos que CRTAM es blanco molecular del represor transcripcional ZEB1 (Zinc 

finger E-box- binding protein), un factor de transcripción con dedos de zinc y 

homeodominio, que actúa como regulador maestro de diversos genes en el sistema 

inmune. La sobre-expresión de ZEB1 reprime la actividad del promotor de CRTAM así 

como la expresión endógena en células T de humano. La represión transcripcional 

mediada por ZEB1 se abate cuando sus elementos de unión al DNA (cajas tipo E) en el 

promotor de CRTAM son mutados. En conclusión, ZEB1 actúa como un represor 

transcripcional para el gen CRTAM en células T no estimuladas y estimuladas y de esta 

manera podría modular la respuesta inmune adaptativa.  
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ABSTRACT 

T cell activation leads to the induction of genes that are required for appropriate immune 

responses. This includes CRTAM (Class-I MHC-restricted T cell associated molecule), a 

protein that plays a key role in T cell development, proliferation, and cell polarity 

generation during activation. CRTAM is a member of the Nectin-like family, its expression 

is inducible on NKT cells and TCD8+ lymphocytes when activated through TCR or 

mitogenic stimulus. Also, CRTAM is constitutively expressed in some tissues and organs 

like testis, cerebellum, thymus, liver and spleen, indicative of a differential regulation and 

expression pattern for CRTAM gene.  

We previously characterized the CRTAM promoter and described how AP-1 family 

members are important for inducing CRTAM expression upon antigenic activation. Here, 

we show that CRTAM is a molecular target for ZEB1 (zinc finger E-box-binding protein), a 

homeodomain/Zn finger transcription factor. ZEB1 acts as a master regulator of 

expression for important immune genes like CD4+, IL-2, GATA-3. Several consensus sites 

for binding of the negative regulator ZEB1 were identified in the CRTAM regulatory region 

by in silico analysis. The regulatory sites consist of two E-box like elements, ZEB1Dr and 

ZEB1Dl, deletion of these elements increase CRTAM transcriptional activity implicating a 

role in the negative regulation of CRTAM promoter. Overexpression of ZEB1 repressed 

CRTAM promoter activity, as well as endogenous CRTAM levels in human T cells. ZEB1-

mediated transcriptional repression was abolished when E-box-like elements, in the 

CRTAM promoter, are mutated. In conclusion, ZEB1 functions as a transcriptional 

repressor for the CRTAM gene in both non-stimulated and stimulated T cells, thereby 

modulating adaptive immune responses. 
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INTRODUCCIÓN 

Inmunidad	
  adaptativa	
  

Células	
  T	
  

El timo es el sitio en donde los linfocitos se diferencian en células efectoras funcionales 

[1]. Tras su producción en la médula ósea, los linfocitos migran hacia el timo donde se 

diferenciarán mediante eventos discriminatorios de selección positiva y negativa [2]. 

Durante este proceso de diferenciación las células T re-arreglan algunos segmentos 

génicos para lograr la expresión de una molécula única de unión al antígeno, el TCR, 

mediante el cual llevan a cabo el reconocimiento de antígenos presentes en el organismo 

[3]. La mayoría de las células T periféricas expresan un TCR alfa-beta. Estas células 

responden a un antígeno cuando es presentado en forma de péptidos cortos unidos a 

moléculas de MHC clase I o II. Los ligandos de las moléculas de clase I alertan al sistema 

inmune de una infección intracelular mientras que los ligandos de las moléculas de clase 

II ayudan a combatir las infecciones extracelulares. Los linfocitos T expresan varias 

proteínas de superficie características además del TCR, conocidas como CDs [3, 4]. De 

acuerdo a esta dicotomía, las células T maduras alfa-beta comprenden dos linajes,  

caracterizados por el reconocimiento de péptidos asociados a moléculas de MHC-I o 

MHC-II, cuyas funciones efectoras están fundamentadas en base a este reconocimiento 

(Tabla 1). 

Tabla 1. Principales diferencias entre linfocitos T citotóxicos y T ayudadores. Tomado de [5-
7]. 
 

Célula T Marcador 
de 

superficie 

Reconocimiento de 
antígeno 

Función biológica 

Ayudadora  
(T helper, Th) 

CD4+ MHC-II Efecto mediado por citocinas 
• Estimulación de macrófagos 
• Inflamación 
• Cambio de isotipo de Ig 
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Citotóxica  
(T cytotoxic, Tc) 

CD8+ MHC-I Efecto mediado por contacto directo 
célula-célula 
• Lisis de la célula blanco 

(perforinas) 
• Apoptosis de la célula blanco 

(Fas) 
 

Los linfocitos T pueden encontrarse en tres estados funcionales distintos: las células T 

vírgenes, las células de memoria que han estado en contacto con el antígeno al menos 

una vez pero que han vuelto posteriormente al estado de reposo o inactivación, 

preparadas para responder a una re-estimulación. El tercer estado se presenta cuando se 

pone en marcha la respuesta inmune específica con los linfocitos T efectores, 

caracterizados por determinados marcadores de estimulación y por su capacidad para 

llevar a cabo respuestas efectoras que incluyen producción de citocinas y citotoxicidad [8, 

9] 

Eventos	
  durante	
  la	
  estimulación	
  de	
  los	
  linfocitos	
  T	
  

Las células T “näive” que no han tenido contacto con un antígeno (también llamadas 

células en reposo) y tienen un menor grado de síntesis proteica. Dentro de los primeros 

minutos posteriores al reconocimiento del antígeno, la transcripción de novo de genes y la 

síntesis proteica se incrementan en las células T activadas. Las vías bioquímicas que 

enlazan el reconocimiento del antígeno con las respuestas de las células T consisten en 

la activación de enzimas, reclutamiento de proteínas adaptadoras y la producción de 

factores transcripcionales activos (ejemplo representativo en la Figura 1).  Estas vías 

metabólicas son iniciadas por el entrecruzamiento del TCR y  ocurren cerca de este 

complejo. Este evento dispara vías de transducción de señales que involucran segundos 

mensajeros, cinasas (PTKs) y fosfatasas (PTPasas). Algunas de estas cascadas de 

señalización culminan con la inducción de la transcripción de genes, de acuerdo a 

programas de expresión que son característicos de las diferentes sub-clases de células T, 

llevando a la diferenciación y proliferación [9, 10].  
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Moléculas	
  expresadas	
  durante	
  la	
  activación	
  temprana	
  en	
  linfocitos	
  T	
  

La regulación de la respuesta transcripcional inducida por la estimulación linfocitaria 

incluye la modulación ejercida por un conjunto de factores transcripcionales y co-

reguladores de la transcripción que generan modificaciones en el grado de compactación 

de la cromatina [11]. Los activadores transcripcionales interactúan directamente con 

complejos co-activadores de la transcripción que muestran entre otras, actividad de 

histona acetil-transferasa (HAT);  de hecho, la acetilación de histonas en los promotores 

de las citocinas se incrementa después de la estimulación transcripcional [12]. Sin 

embargo, este incremento tiene una naturaleza transitoria, lo que podría reflejar la 

sustitución de proteínas activadoras que reclutan HATs por represores que pueden 

reclutar complejos histona desacetilasa (HDAC) [13]. 

 

Figura 1. Señalización en la estimulación del linfocito T. PKC-teta juega un papel central, 
conectando el TCR con  transactivadores nucleares como NF-κB y AP-1. PKC-θ regula la habilidad 
de las células T periféricas para secretar IL-2 y proliferar tras la estimulación. Modificado de [14]. 
 
Para IL-2, CD25 e IFN-gama (interferón gama), moléculas que se regulan a nivel 

transcripcional, cuya expresión es independiente de proteínas sintetizadas de novo, que 

alcanzan un máximo de expresión e inmediatamente son reguladas a la baja (Figura 2). 

Este comportamiento es controlado positivamente por los factores de transcripción como 
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AP-1, NF-κB y NFAT [15] los cuales son activados por PKC teta fundamentalmente, a 

través de la señal proveniente del TCR y de CD28 (Figura 1). Esto sugiere que los genes 

controlados por esta vía responden de manera temprana y son importantes para la 

función de los linfocitos T [16]. 

 

 

Figura 2. Cinética de expresión de las moléculas de activación temprana en linfocitos T 
estimulados. Modificado de [17] 

Regulación	
   de	
   las	
  moléculas	
   expresadas	
   durante	
   la	
   estimulación	
   de	
   los	
  
linfocitos	
  T	
  

Muchas de las respuestas de las células T son mediadas por citocinas, además de 

diversos receptores y moléculas de superficie que son inducidos durante la estimulación 

de los linfocitos TCD8+. Las citocinas pueden actuar de forma autócrina o parácrina, 

mientras que los receptores permiten a las células ser permisibles a los estímulos 

mediados por éstas [17]. Los principales eventos inducidos por las citocinas median el 

crecimiento celular, la inflamación, la inmunidad, la diferenciación y la reparación. Debido 

a que las citocinas regulan la amplitud y duración de las respuestas inmunes inflamatorias 
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deben ser producidas de manera transitoria y son reguladas principalmente por la 

presencia de antígenos.  

 

Figura 3. PTPasas involucradas en la señalización de la célula T. Ilustración esquemática de 
las vías de señalización intracelular y las cinasas involucradas en la activación de la célula T y 
representación de las funciones de PTPasas en la señalización del TCR. CD45 Y LMPTP 
desfosforilan los residuos inhibidores en Lck y ZAP-70 y tiene una función activadoras (amarillo), 
donde otras PTPasas inhiben la señalización de la célula T en varios niveles (rojo) (Modificado de 
[18]. 
 

ZEB1:	
  una	
  proteína	
  represora	
  que	
  regula	
  la	
  actividad	
  transcripcional	
  

ZEB1 forma parte de la familia Zfh que comprende proteínas con dedos de 

zinc/homeodominio que fueron inicialmente identificadas en Drosophila, donde son 

requeridas para la adecuada diferenciación de tejidos como el sistema nervioso central y 

músculo. ZEB1 se encarga de reprimir genes músculo-específico y regular la 

diferenciación miogénica en vertebrados. De este modo, ZEB1 actúa como un regulador 

de la diferenciación de tejidos mediante la represión de la transcripción génica [19]. 

ZEB1 se une elementos conocidos como cajas tipo E (CANNTG) [20]. Una vez unido a 

estos sitios en la región promotora de los genes que regula, ZEB1 reprime la transcripción 

y bloquea los programas de diferenciación celular [19]. ZEB1 también actúa como un 
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importante regulador del desarrollo de la célula T. El modelo murino que carece de la 

expresión de ZEB1 presenta una importante reducción en las células tímicas [21]. 

IL-2 es el clásico y mejor ejemplo de las proteínas expresadas durante la estimulación del 

linfocito TCD4+. En el promotor de IL-2 se encuentra una secuencia conocida como NRE 

(Negative Response Element). En 1991, Williams y colaboradores encontraron, por 

hibridación sustractiva de una biblioteca de cDNAs, que una proteína con dedos de zinc 

se une al NRE, y media la represión en condiciones celulares basales [22]. Estudios 

posteriores confirmaron la identidad de esta proteína de unión al NRE como ZEB1 y 

establecieron que esta proteína reprime al gen IL-2 durante la activación de células Th1 y 

reprime a los genes en Th2 [23]. 

Características	
  generales	
  de	
  ZEB1	
  

La familia ZEB de factores de transcripción en humanos consiste de dos miembros, ZEB1 

(deltaEF1, AREB6, NIL-2a, TCF8) y ZEB2 (SIP1); aunque tienen estructuras muy 

similares, desempeñan diferentes funciones moleculares. Por ejemplo, durante la etapa 

embrionaria en el ratón, ZEB1 se encuentra involucrado en el desarrollo de los derivados 

de la cresta neural, el sistema músculo-esquelético y la selección de los linfocitos T; 

mientras ZEB2 se expresa en células provenientes de la delaminación de la cresta neural 

y del tubo neural donde participa durante el compromiso de las células progenitoras 

neuronales [24]. 

El gen TCF8 (zfhx1a) que codifica a la proteína ZEB1 se encuentra localizado en el 

cromosoma 10p11.2 de humano y consta de  nueve exones en una región de 50Kb. ZEB1 

se caracteriza por la presencia de dos conjuntos separados de dedos de zinc tipo CCHH 

en los extremos amino- y carboxi-terminal de la proteína que permiten su unión al DNA; el 

primer conjunto está ubicado en el N-terminal y es codificado por los exones 5-7; el 

segundo conjunto, en el C-terminal es codificado  por los exones 8-9. Adicionalmente se 

sabe que el exón 7 codifica para la porción media de la proteína que constituye un 

homeodominio (Figura 4) [25]. Se ha dividido a la proteína ZEB1 en tres dominios 

funcionales: DB 1 y DB 2 (DNA Binding Domain); y  RD (Repressor Domain) (Figura 5). 
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Figura 4. Representación gráfica del gen TCF8 y los dominios proteicos a los que da origen 
cada exón. (Modificado de [25]). 
 

 

Figura 5. ZEB1 contiene dominios represores independientes. El dominio represor (RD) 
abarca la porción media de la proteína (AA 302-903); en este dominio se localiza la región 
1 (AA 302-542), la región 3 (AA 760-903) y el dominio CID (CtBP Interacting Domain); 
(DB: DNA Binding Domain). Modificado de [26]. 

Regulación	
  de	
  la	
  expresión	
  de	
  ZEB1	
  

ZEB1 se expresa de manera transitoria o estable según la estirpe celular. En el caso de 

los linfocitos TCD4+ se expresa de manera estable. En cambio, en células epiteliales su 

expresión se asocia con fenómenos celulares malignos como la transición epitelio-
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mesenquimal (EMT), donde ZEB1 juega un papel fundamental reprimiendo la expresión 

de la proteína e-caderina [27].   

La citocina TGF-beta, el producto metabólico PGE2  y algunas señales de stress como la 

hipoxia promueven la expresión de ZEB1 [28-30]. Transcripcionalmente, algunos factores 

ubicuos son capaces de mediar la expresión de ZEB1, entre ellos p65, AP-1, Ets, Smad3, 

Jagged-1, etc. [31-34]. Además la regulación pos-transcripcional de ZEB1 parece ser  

clave en diferentes tipos de cáncer. 

Diversos grupos han caracterizado la expresión de diversas familias de microRNAs como 

marcadores de células cancerosas y normales y existe particular interés en la familia miR-

200 [35]. Esta familia de microRNAs inhibe la migración e invasión de líneas celulares 

provenientes de cánceres, y su expresión se relaciona con la presencia de marcadores de 

diferenciación. ZEB1 es un blanco directo de mir-200, además se ha demostrado que este  

factor inhibe la transcripción de dos miembros de la familia, mir-141 y mir-200c (Figura 6) 

[36-40].  

 

Figura 6. Asa reguladora establecida entre ZEB1-SIP1 y la familia miR-200 (tomado de [37]). 

Existe poca información con respecto a la regulación de la expresión de ZEB1 durante la 

diferenciación de la célula T. En 1994, Christ y colaboradores encontraron que el ratón 

carente del gen TGF-β1 desarrolla un síndrome de agotamiento progresivo que culmina 

con la muerte. Las principales características asociadas son la presencia de un timo 

hipocelular e incremento en el número de células diferenciadas; en los nódulos linfáticos 

existe un incremento de células con un fenotipo de activación (CD45Rblow/CD4+) las 

cuales expresan espontáneamente el mensajero de citocinas como IL-2 y TNF-α. La 

expresión y producción de la citocina IL-2 se observa aumentada con respecto al control 



11 

 

en diversos tejidos linfoides como bazo, timo, nódulos linfáticos y en esplenocitos y 

timocitos en cultivo [41]. Estos datos permiten establecer una clara relación entre la 

expresión de TGF-β1 y la función de ZEB1 durante el desarrollo de la célula T. La elevada 

expresión de IL-2 en tejidos y células de estirpe linfoide indica la pérdida en la regulación 

negativa mediada por ZEB1. La relación entre la expresión de ZEB1 y TGF-β1 ha sido 

ampliamente demostrada en modelos de cáncer (Figura 7) [39]. 

 

Figura 7. Asa reguladora establecida entre TGF-β-ZEB1/2-miR200 y la familia miR-192 

(tomado de [37]). 

Durante la estimulación del linfocito T mediada por el TCR y el co-receptor CD28 se 

induce de manera selectiva a la proteína PKC-θ, la cual activa diversos factores 

transcripcionales como NF-κB, lo que culmina con la inducción de diversos genes de 

respuesta inmune [42]. Recientemente, Sutcliffe y colaboradores mostraron que PKC-θ se 

transloca al núcleo y se recluta de manera dependiente de la activación a los promotores 

proximales de genes inducibles en la célula T, por ejemplo CD69, TNF-α, IFN-γ, 

heparanasa y también a genes de microRNAs. La expresión de los RNAs mensajeros de 

tres microRNAs blancos de PKC-θ (miR-200c, miR-9 y miR-183) se encontraron 

inversamente relacionados con la activación de la célula T y la sobreexpresión de PKC-θ. 
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De tal manera que la sobre-expresión de miR-200c reprime la expresión de ZEB1 en 

células T no estimuladas y estimuladas, permitiendo un aumento en la expresión de IL-2 

en células estimuladas [43, 44]. 

Finalmente en eventos de infección viral se ha observado que la expresión de ZEB1 se ve 

favorecida. Durante la infección de citomegalovirus humano la expresión de ZEB1 

aumenta 43 veces con respecto al control, dicho aumento se relaciona con la represión de 

la citocina IL-2 durante la infección [45].  

Mecanismos	
  de	
  regulación	
  ejercidos	
  por	
  ZEB1	
  

ZEB1 puede ejercer una represión pasiva o activa [46]. Esta proteína puede funcionar 

como un represor pasivo al bloquear por competencia la unión de un activador a su sitio 

de unión al DNA. Los trabajos de varios grupos han demostrado que ZEB1 también puede 

funcionar como un represor activo ya que bloquea de manera individual los efectos de 

otros activadores como Ets y c-myb (presentes en sitios cercanos) durante la regulación 

del gen de la alfa-4 integrina [47]. ZEB1 puede interaccionar con dos complejos asociados 

a la represión de genes (Tabla 3).  

ZEB1 también reprime la expresión de miR-203, el cual regula la expresión de factores 

asociados con características troncales como Sox2 y Klf4 [48]. Así, ZEB1 promueve la 

motilidad de las células cancerosas y la adquisición de propiedades troncales que 

permiten su migración (figura 8). ZEB1 puede activar la transcripción del microRNA mir-21 

[49], la función de este último se asocia con la disminución celular de la fosfatasa PTEN 

[50], la cual es importante para modular la función biológica de PI3K (phosphatidylinositol 

3-kinase) [51]. 

ZEB1 coopera con el co-represor CtBP2 y con la HDAC1 para reprimir al promotor de la 

citocina IL-2 [52]. La disminución de ZEB1 por la expresión ectópica de mir200c se 

relaciona con el aumento de e-caderina total, sin embargo ZEB1 continua unido al 

promotor de e-caderina [53]. La expresión ectópica de mir200c disminuye también a la 

proteína SIRT1, resultando en la expresión de e-caderina, lo que sugiere la participación 

de SIRT1 en la represión de dicho gen [53, 54]. Este evento parece no estar aislado, ya 

que células T provenientes del ratón knock-out para la proteína SIRT1, presentan una 

mayor activación, caracterizada por un aumento en la producción de la citocina IL-2 [55]. 
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Finalmente el tratamiento con inhibidores de desacetilasa de histonas permite la 

expresión de e-caderina y la familia mir-200 en células tumorales [56]. Esto sugiere que 

ZEB1 necesita de la participación de complejos co-represores para mediar su función 

represora. 

 

Figura 8. La regulación ejercida entre ZEB1 y diferentes micro-RNAs promueve eventos 
opuestos: EMT/troncalidad y la diferenciación epitelial. (Tomado de [48]) 
 

Tabla 3. Complejos represores a los que se asocia ZEB1 

Complejo al que se asocia Gen regulado Referencia 

CtBP1/2 (que puede interaccionar con 
proteínas de los complejos HDAC ó 
PcG (PC2) 

Genes dependientes de TGF-beta 
durante el desarrollo de Xenopus 

[57-61] 

LSD1/CoREST/CtBP (asociado a este 
complejo la proteína PC2) 

Hormona del crecimiento [57, 62]  

 

*Abreviaturas: CtBP1/2 (C-terminal binding protein 1/2); HDAC (Histone Desacetylase complex); 
PcG (Polycomb Group); PC2 (Polycomb 2); LSD1 (Lysine-specific desmethylase 1); CoREST 
(corepressor of REST/NRSF); TGF-beta (Transforming Growth Factor-Beta). 
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Regulación	
  de	
  la	
  actividad	
  transcripcional	
  de	
  ZEB1	
  

La actividad de varios factores transcripcionales es regulada por modificaciones pos-

traduccionales como la fosforilación, glicosilación, ubiquitinación, sumoilación, etc. Estas 

modificaciones pueden modular la afinidad de los factores por co-activadores, co-

represores o por los complejos basales de la transcripción. Esto puede ocurrir al bloquear 

directamente una interacción a causa de un residuo modificado, o por un cambio 

conformacional que modifique la superficie de interacción, o al causar la disociación de 

una molécula inhibidora [63]. Para el caso de ZEB1 se han descrito dos modificaciones 

pos-traduccionales que alteran su actividad represora las cuales se describen en la Tabla 

4. 

 

Tabla 4. Modificaciones pos-traduccionales que alteran la actividad de los miembros de la 
familia de represores zfh-1 

Proteína Modificación Actividad mediada Gen Referencias 
ZEB1 Fosforilación *Disminuye unión al 

DNA 
*No reclutamiento de 
CtBP 

IL-2 [64, 65]  

ZEB1 Sumoilación Aumenta la capacidad 
represora 

GH (growth 
hormone) 

[57] 

SIP1 (ZEB2) Sumoilación Disminuye la capacidad 
represora 

E-caderina [33] 

 
*La fosforilación ha sido sugerida como el posible mecanismo que media la actividad en el gen de 
IL-2. Se han reportado los estados hipo- e hiperfosforilados de la proteína al igual que los sitios de 
modificación, por lo que se sugiere podrían intervenir en el reclutamiento de CtBP. 
 

ZEB1	
  en	
  la	
  regulación	
  de	
  genes	
  del	
  sistema	
  inmune	
  

En su conjunto, la Tabla 5 muestra las capacidades reguladoras de ZEB1 en diferentes 

eventos, sistemas y tejidos; asimismo, pone de manifiesto la importancia de ZEB1 como 

regulador negativo de la transcripción durante el desarrollo y funcionalidad de un gran 

número de células, incluyendo las células del sistema inmune. 
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Tabla 5. ZEB1 durante diferentes etapas del desarrollo, tumores y en el sistema inmune 

Etapa o evento 
implicado 

Función Genes blanco 

Desarrollo embrionario 
y diferenciación celular 

*Formación del corazón 
*Diferenciación de neuronas motoras 

*Formación y migración de células 
embrionarias gonadales 

*Síntesis de colágena en osteoblastos. 
*Desarrollo de células del esqueleto. 

*Diferenciación de células musculares 

Eve 
 
 

Pro-al(1) colágeno 
 

Alfa-7-integrina 
Troponina 

Tumores Transición epitelio-mesénquima E-caderina. 

Sistema inmune Desarrollo de los linfocitos T 

CD4 
Cadena pesada de 

las 
inmunoglobulinas 

(Ig) 
IL-2 

GATA-3 
Alfa-4- integrina 

 

 

Originalmente ZEB1 se descubrió como un posible represor del gen de IL-2 [22]. Los 

estudios posteriores confirmaron su actividad represora para el gen IL-2 durante la 

estimulación de células Th1 y la represión del gen en las células Th2 [23]. ZEB1 también 

regula la actividad del potenciador de la cadena pesada de las inmunoglobulinas [20], del 

gen GATA-3 [66] y de la α-4 integrina [47]. Adicionalmente, la expresión del gen CD4 en 

células T está controlada negativamente por ZEB1 [67]. 

ZEB1 es un factor crítico para el desarrollo de las células T. El ratón mutante (δEF1Δ C 

727), que produce una forma truncada de la proteína carente del conjunto de dedos de 

zinc del C-terminal, muestra una severa hipocelularidad en el timo acompañada de 

defectos en el desarrollo de los timocitos. Esto se debe a una eliminación de los 

precursores T c-kit+. Aunado a esto, los timocitos mutantes también muestran una 

expresión elevada de la α-4 integrina, (importante en la migración de los linfocitos desde 

la médula ósea hasta el timo y en el desarrollo intratímico de los mismos). Todo esto 

sugiere que la de-represión de este gen, debido a la mutación de δEF1, afecta la llegada 

de los linfocitos T al timo y su desarrollo una vez que se encuentran allí [68]. En los 

órganos linfoides secundarios también se observa una reducción significativa de los 

linfocitos TCD8+, en comparación con los CD4+. En contraste, los linfocitos B se 
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desarrollan de forma normal [68] porque la eliminación de ZEB1 es compensada por la 

presencia de ZEB2 en este linaje [69] (Tabla 5). Recientemente Arnold y colaboradores 

encontraron resultados similares a los descritos anteriormente. Mediante el uso de 

mutagénesis química obtuvieron una transversión T-A en el exón 7 de ZEB1 que produce 

un codón de paro prematuro. Las características principales de este ratón incluyen 

alteraciones en las sub-poblaciones tímicas, disminución de células NK en el bazo, 

células B en la zona marginal y casi una completa falta de células B-B1 peritoneales [70]. 

Contrario a los reportes previos estos resultados destacan la participación de ZEB1 en la 

diferenciación de la célula B. 

CRTAM	
  (Molécula	
  Asociada	
  a	
  Linfocitos	
  T	
  Restringidos	
  por	
  Clase	
  I)	
  

CRTAM (class I-restricted T cell-associated molecule) o molécula asociada a linfocitos T 

restringidos por moléculas del complejo principal de histocompatibilidad de clase I, fue 

descubierta en el año 2000 por Kennedy y colaboradores. Mediante la hibridación 

substractiva de los RNA mensajeros expresados en linfocitos TCD8+ y células NKT 

activadas y no activadas, estos autores identificaron un nuevo miembro de la superfamilia 

de las inmunoglobulinas (Ig-SF): CRTAM; ésta es una molécula expresada 

abundantemente en células NKT dobles negativas (DN), CD4+ y linfocitos TCD8+ 

convencionales, y en  diferentes tejidos (Figura 9) 

Figura 9. Análisis para caracterizar la 
expresión de CRTAM  en células T y 
tejidos humanos (Northern Blot). (A) RNA 
total de PBL CD4+ y CD8+ purificados con o 
sin Ionomicina y PMA, sondas para CRTAM y 
GAPDH. (B) mRNA de bazo, timo, próstata, 
testículos, ovario, intestino Delgado, colon, y 
PBL sin estímulo, sondas para CRTAM y 
beta-actina [71].  
 

 

El gen que codifica para la proteína CRTAM de humano se localiza en el cromosoma 

11q21-22; tiene una homología del 72.4% con el de ratón (localizado en el cromosoma 9), 

y codifica para una proteína de 393 aa, con un peso molecular de 44 kDa. 
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CRTAM es una proteína tipo I transmembranal que contiene dominios de Ig variables y 

constantes (Figura 10) [72]; además contiene un dominio PDZ clase I, altamente 

conservado y capaz de establecer la interacción y el ensamblaje de grandes complejos de 

proteínas, incluidos en eventos como la adhesión, la polaridad y la proliferación celular 

[71, 73, 74].  

CRTAM se clasifica como un miembro de la superfamilia de inmunoglobulinas [71] y 

muestra un 30% en identidad y 55% de similitud con miembros de la familia de proteínas 

Nectin y Nectin-like (Nectin-l) (Figura 11) [73]. Las nectinas son una familia de moléculas 

de adhesión celular tipo inmunoglobulina que median interacciones independientes de 

Ca2+, estas pueden formar complejos de manera homotípica y heterotípica resultando en 

la adhesión celular. Existen cinco moléculas tipo nectina (Nectin-like o necls) que tienen 

estructuras y dominios similares a las nectinas, aunque parecen jugar papeles diferentes 

a las nectinas (Figura 12 A y B) [75, 76]. 

 

 
Figura 10. Representación gráfica de los 
dominios de la proteína hCRTAM. Modificado 
de [73]. 
 

 
 
En el 2005, Arase y colaboradores encontraron que CRTAM tiene como ligando a la 

proteína TSLC1/NECL-2, con la cual lleva a cabo una interacción heterotípica. La 

interacción CRTAM-Necl2 promueve la citotoxicidad de las células NKT y la secreción de 

interferón gama por las células TCD8+, además de mediar el rechazo celular de tumores 

que expresan Necl-2 in vivo [77]. 
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Figura 11. CRTAM es un nuevo miembro de la familia de proteínas nectinas. Árbol filogenético 
obtenido por el programa Clustal X y obtenido tras el alineamiento de las secuencias disponibles 
para los genes de la familia Nectin-like. Tomado de [73]. 
 

Yeh y colaboradores en el 2008 reportaron que CRTAM se encuentra sobre-expresada en 

una sub-clase de células TCD4+ bajo condiciones de estimulación vía CD3/CD28 y 

coordina un complejo de señalización por medio del dominio de unión a PDZ, el cual 

incluye a la proteína Scrib. De esta manera CRTAM controla una fase tardía de la 

polaridad en las células T, además de que selectivamente regula la producción de IFN 

gama e IL-22 [74]. 
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Figura 12. Dominios diferenciales entra las proteínas Nectinas y tipo nectinas (Necl) y sus 
funciones. A) Dominios extracelulares e intracelulares de las proteínas tipo Nec y Necls, donde 
estas últimas no tienen el dominio para interactuar con afadina. B) Funciones relacionadas a las 
interacciones homo- y heterotípicas entre los miembros de las familias Nec y Necls (Modificado de 
[75, 78]. 
 

Por otra parte, se ha demostrado que la expresión de CRTAM en la superficie de las 

células activadas vía CD3/CD28, es gradual; su presencia comienza a ser evidente a 

partir de las 2 horas y desaparece después de 96 horas de estimulación, lo cual indica 

que CRTAM es una molécula de activación de linfocitos TCD8+, NKTs y NKs. 

ANTECEDENTES DIRECTOS 

Como se mencionó anteriormente, la expresión de CRTAM es inducible y transitoria; en la 

superficie de las NKTs los niveles máximos de expresión de la proteína se observan a las 

36 h post-estimulación, mientras que en los LTCD8+ estimulados en cultivo se detecta la 

máxima expresión a las 24 h, y se mantiene hasta por 60 h [73]. Estos datos obtenidos 

por nuestro grupo de trabajo han llevado a proponer que la expresión del gen CRTAM 

está regulada a nivel transcripcional [79]. En un trabajo previo se realizó una cinética de 

estimulación tratando células mononucleares de sangre periférica con Ionomicina y PMA. 
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Mediante ensayos de RT-PCR se encontró que la expresión del mensajero de CRTAM 

alcanza su  máximo a las 12 h post-estimulación y decae hacia las 48 h (Figura 13). 

 

 

 

Figura 13. El gen hCRTAM se expresa temporalmente en células TCD8+ activadas. Niveles de 
mensajero de CRTAM respecto a los niveles de GAPDH, un gen housekeeping utilizado como 
control no modificado por la estimulación linfocitaria. Se muestra la vida media del RNA mensajero 
de CRTAM en el recuadro (tomado de  [79]). 
 

 

Asimismo, la expresión de CRTAM se ve severamente afectada al tratar células de bazo 

de ratón con Actinomicina D, un potente inhibidor de la transcripción, lo que sugiere que la 

expresión del mRNA de CRTAM se da de novo y que la expresión del gen está regulada a 

nivel transcripcional.  Realizando un análisis bio-informático de la región de 2kb río arriba 

del codón de inicio de la traducción del gen CRTAM, se describió la presencia de sitios 

potenciales de unión para factores transcripción, como AP-1 y ZEB-1 (principalmente un 

represor). Posteriormente, mediante ensayos de retardamiento,  se mostró  que la región 

de 1.9Kb contiene un sitio de reconocimiento y unión al DNA para el factor transcripcional 

AP-1 (Figura 14). 
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Figura 14. Representación gráfica de la localización e identidad de los sitios de unión para 
factores de transcripción en el promotor de CRTAM. Tras el análisis bio-informático realizado  
sobre la región de 2Kb río arriba del codón de inicio de la traducción en el gen CRTAM, se 
seleccionaron los sitios potenciales de unión para los activadores transcripcionales AP-1, NF-κB y 
para el represor transcripcional ZEB1. 
 

 

El patrón particular de expresión de CRTAM tras la estimulación linfocitaria sugiere que 

debe haber un fenómeno de represión para que la expresión del gen regrese hacia el 

nivel basal. Durante el trabajo de tesis de maestría demostramos que el represor 

transcripcional ZEB1 se expresa en células Jurkat en condiciones de reposo y 

estimulación. Asimismo,  se analizó el promotor del gen CRTAM, encontrando sitios 

potenciales de unión para ZEB1. Mediante ensayos de retardamiento en gel, utilizando 

como sondas la secuencia de la caja tipo E del promotor del gen CRTAM (ZEB1Dr), 

mostramos que existen proteínas en el núcleo de las células Jurkat capaces de reconocer 

y unirse a dicha secuencia (Figura 15). También mostramos que el tratamiento con 

vomitoxina, una toxina que funciona como inhibidor de la unión de ZEB1 al DNA en 

células Jurkat,  inhibe la formación de complejos de retardamiento con la sonda ZEB1Dr 

(Figura 16), sugiriendo que ZEB1 puede regular negativamente la expresión de CRTAM 

[80]. 
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Figura 15. Proteínas nucleares de células Jurkat interactúan con el elemento ZEB1d in vitro. 
(A) Se obtuvieron extractos nucleares (EN) de células Jurkat NS o S  por 12 h; la concentración de 
proteínas fue cuantificada por el método de Bradford. Posteriormente, 25 o 35 µg de cada extracto 
nuclear (carriles 1-3, 6-9 y 4-5 respectivamente) fueron usados para realizar ensayos de 
retardamiento en gel usando la sonda ZEB1Dr marcada radiactivamente (sitio -250). (B) La sonda 
ZEB1Dr forma tres complejos retardados: cz1, cz3 y cz4 con EN de células NS (carriles 2 y 4) y en 
células estimuladas por 12 h (S 12 h) se observó la aparición del complejo cz2 (carriles 3 y 5). La 
especificidad de los complejos cz1, cz2 y cz3 se determinó mediante ensayos de competencia con 
un exceso de la sonda caja E mutada sin marcar radiactivamente (100 veces, carriles 8 y 9). 
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Figura 16. La vomitoxina inhibe la formación de complejos de retardamiento con la sonda 
ZEB1Dr. (A) Las células Jurkat (1 x 105) fueron cultivadas en 1mL de medio RPMI con 10% SFB; 
se agregaron al medio 2.5µL de etanol absoluto o 2.5µL de vomitoxina (250ng/mL). Se obtuvieron 
los EN de estas células y se tomaron 25 µg de cada EN para combinarlos con la sonda marcada 
que se indica en cada caso. (B) Las células Jurkat fueron cultivadas 24 h en presencia de etanol 
absoluto (2.5µL) o vomitoxina (250ng/mL); se realizó un ensayo de MTT para medir la viabilidad 
celular después del tratamiento con vomitoxina. Se muestran los resultados de un ensayo 
representativo realizado por triplicado. (C) Para obtener estos EN, las células Jurkat (1 x 105) 
fueron cultivadas en 1mL de medio RPMI con 10% SFB; se agregaron al medio 2.5µL de etanol 
absoluto o 2.5µL de vomitoxina (250ng/mL) y se estimularon PMA y ionomicina como se indica en 
materiales y métodos. Las cabezas de flecha indican en todos los casos los complejos que 
específicos, determinado por ensayos de competencia (datos no mostrados). Ver página siguiente. 
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Diversas evidencias experimentales señalan que ZEB1 requiere asociarse con otras 

proteínas para llevar a cabo su función, siendo el caso de la interacción con CTBP en el 

gen IL-2 [52]. Recientemente se ha descrito que en  algunos cánceres en los que se 

recupera la expresión de la proteína e-caderina mediante la disminución de ZEB1, este 

represor permanece unido al promotor de dicho gen [53]. Además algunos genes blanco 

de ZEB1 han mostrado re-expresarse tras el tratamiento con inhibidores de histona 

desacetilasa (HDAC) [56]. Por lo anterior y dada la exquisitez con la que ZEB1 regula a 

CRTAM puede sugerirse que durante la estimulación linfocitaria su capacidad represora 

se limita por la interacción con otras proteínas. Por ello es importante llevar a cabo un 

análisis funcional de la actividad de CRTAM bajo la influencia de ZEB1. 

 

 

HIPÓTESIS 

El represor transcripcional ZEB1 reconoce y se une específicamente al promotor de 

CRTAM por lo que podría regular negativamente al gen CRTAM.  
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OBJETIVOS	
  

OBJETIVO	
  GENERAL	
  

Analizar la función represora de ZEB1 sobre el gen CRTAM.  

OBJETIVOS	
  PARTICULARES	
  

1. Determinar las regiones de control transcripcional involucradas en la 

represión del gen CRTAM mediante ensayos de gen reportero con regiones 

del promotor del gen CRTAM que contienen o carecen de las cajas tipo E 

distales y proximales. 

2. Determinar la actividad de ZEB1 en el promotor del gen CRTAM evaluando  

la expresión de un gen reportero que contiene sitios de unión para ZEB1 en 

el promotor del gen CRTAM en presencia de ZEB1 exógeno. 

3. Evaluar la participación de las cajas tipo E localizadas en la región 

reguladora del gen CRTAM en la represión mediada por ZEB1 

a. Al generar mutaciones en la región reguladora de CRTAM que 

eliminen la interacción de ZEB1 con sus secuencias de 

reconocimiento (cajas tipo E), en el contexto de una construcción 

reportera y en condiciones de reposo. 

b. Al realizar ensayos tipo EMSA utilizando como sondas las cajas tipo 

E mutadas del promotor del gen CRTAM para mostrar la pérdida de 

unión de ZEB1, utilizando extractos nucleares de células Jurkat que 

sobre-expresen al represor. 

c. Analizar la expresión de CRTAM en células Jurkat que sobre-

expresen al regulador negativo ZEB1, al medir las moléculas de 

CRTAM presentes en la superficie de células Jurkat durante 
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condiciones de activación mediante tinción celular y citometría de 

flujo. 
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ESQUEMA EXPERIMENTAL 
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MATERIAL Y METODOS 

Oligonucleótidos	
  

Para la detección del mRNA de ZEB1 (gen TCF8) se utilizaron los siguientes 

oligonucleótidos (Invitrogen). ZEB1s: 5´-GGGAATGCTAAGAACTGCTGG-3´ ZEB1as: 5´-

GGTGTAACTGCACAGGGAGC-3´; ambos diseñados para amplificar un fragmento de 

400 pb a partir de RNA total. Los oligonucleótidos utilizados para la amplificación de un 

fragmento de 550 pb del gen GAPDH son: GAPDHs: 5’-ATGGGGAAGGTGAAGGTCGG-

3’; y GAPDHas: 5´GTGGCAGTGATGGCATGGACT-3’. 

Para los ensayos de retardamiento se utilizaron las siguientes sondas:  

ZEB1mDr, 5´ CTAGAATGAGTGAGTGGGCATTTAATACATGAGTG-3´;  

ZEB1mDl, 5´- CTAGGTTCCACCAGGAGGTGTTCTGGGGGCA-3´;  

ZEB1mPr, 5´- CTAGGTTCCACCAGGAGGTGTTCTGGGGGCA-3´;  

ZEB1mPl, 5´- CTAGACATCACTCACACCTCTCTGCCATCAA-3´. 

Vectores	
  

Las construcciones p1900-CRTAM y p400-CRTAM están descritas en [81]. Para obtener 

la construcción pdelta1300-CRTAM, la construcción p1900CRTAM se digirió con las 

enzimas XhoI y XmaI durante 1 hora a 37°C. La construcción p1900-CRTAM contiene una 

región de 1903 pb del promotor del gen CRTAM clonada en los sitios XhoI y XmaI en el 

vector pGL3-BASIC (Promega) que contiene al gen de la Luciferasa como reportero y 

carece de promotor eucariótico y de secuencias potenciadoras. Se corroboró la liberación 

del fragmento por medio de electroforesis en gel de agarosa. Posteriormente, los 

fragmentos fueron separados en un gel preparativo del cual se cortó la banda  de 2kb 
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aproximadamente; el fragmento de DNA se obtuvo mediante la técnica de purificación en 

columna. Con el programa Vector NTI, se analizaron los sitios de restricción de la región 

de 1.9Kb; se determinó que las enzimas EcoRI y NdeI reconocen secuencias cercanas a 

las posiciones de los elementos ZEB1Dr y ZEB1Dl, es decir, EcoRI corta a la derecha del 

sitio ZEB1Dr y NdeI a la izquierda del sitio ZEB1Dl (cortan en las posiciones -467 y -1310 

con respecto al codón de inicio de la traducción; ver figura 14). Se restringió durante 1 

hora a 37°C. La correcta digestión del fragmento se corroboró por electroforesis en gel de 

agarosa; el fragmento esperado por el corte de las dos enzimas tenía un tamaño de 

aproximadamente 742 pb, además de dos fragmentos de 600pb cada uno 

aproximadamente. Posteriormente se realizó un gel preparativo del cual se cortaron los 

fragmentos de 600pb; estos fueron purificados por columna y se ligaron entre sí. El 

fragmento de 1.3Kb obtenido por esta ligación fue clonado en el vector pGL3-Basic 

mediante una reacción adicional de ligación. La correcta clonación fue corroborada por 

restricción enzimática de la construcción obtenida. 

El vector de expresión pCDNA 3.1-ZEB1 fue donado por el Dr. Hujiro Higashi, Universidad 

de Osaka [46]. 

Cepas	
  bacterianas	
  

E.coli DH5α, previamente preparadas para transformación mediante el método de   

cloruro de rubidio [82] y transformadas mediante el método de choque térmico [83]. Las 

clonas positivas fueron crecidas en medio de cultivo LB (Luria-Bertani) y la selección de 

las colonias se efectuó con 100µg/ml de ampicilina. 

Líneas	
  celulares	
  y	
  medios	
  de	
  cultivo	
  

Las células de linfoma humano Jurkat se cultivaron en medio RPMI (Invitrogen), 

suplementado con 2 mM de L-Glutamina, 10%  de suero fetal bovino (SFB), 50 U/ml de 

penicilina y 50 µg/ml de estreptomicina. Los ensayos de transfección transitoria se 

realizaron en presencia del mismo medio de cultivo sin SFB. 
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Programas	
  bio-­informáticos	
  

El programa Vector NTI fue utilizado para la elaboración de los mapas de restricción. La 

predicción de los potenciales factores de transcripción que se unen a la región 5’ 

adyacente al gen CRTAM se determinó usando la base de datos Phylofoot [84].  

Anticuerpos	
  

Para los ensayos de citometría de flujo se utilizaron anticuerpos dirigidos contra las 

proteínas CRTAM (conjugado al fluorocromo APC-Cy5) (eBioscience, Inc., LHD100811); 

CD69 (conjugado al fluorocromo ECD) (eBioscience, Inc.) y los correspondientes 

controles de isotipo (eBioscience, Inc.). 

Activación	
  celular	
  

Las células Jurkat (5x106) fueron activadas con Ionomicina (200 ng/ml) y PMA (forbol 12-

miristato 15-acetato; 2 ng/ml) durante los tiempos indicados en cada figura. Las células 

sin activar o en reposo fueron cultivadas en presencia de DMSO.  

Citometría	
  de	
  flujo	
  

Las células Jurkat (1x106) fueron estimuladas con Ionomicina (200ng/mL) y PMA (2ng/mL) 

por 3, 12 y 15 horas; se incluyeron como controles células sin tratamiento.  Las células 

fueron transfectadas utilizando el método de electroporación con 2µg de cada vector 

(según sea el caso, pie de figura) por diferentes tiempos; transcurrido este tiempo de 

incubación, las células se transfirieron a un tubo de microcentrífuga y se centrifugaron a 

1,500 r.p.m. durante 5 min; entonces se desechó el sobrenadante. Las células se 

resuspendieron y lavaron con PBS 1x y se centrifugaron a 1,500 rpm por 5 minutos. 

Posteriormente, las células se incubaron en una solución de inmunoglobulinas humanas 

(Laboratorios Pisa) por 10 minutos a 4°C. Transcurrido este tiempo, a cada tubo se 

añadieron 4µg de cada uno de los siguientes anticuerpos: CD69-ECD (eBioscience, Inc.) y 

CRTAM-APC (eBioscience, Inc.). La mezcla se incubó 20 minutos a 4°C. Al finalizar el 

tiempo de incubación, a cada tubo se añadieron 3mL de PBS al 2% de SFB y las células 

fueron centrifugadas a 1,500 r.p.m. durante 5 min. Finalmente, se decantó el 
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sobrenadante y las células fueron re-suspendidas en 200µL en PBS y se añadió yoduro 

de propidio para medir viablidad celular. Las células teñidas fueron analizadas utilizando 

en citómetro de flujo Cyan (Dako, Carpinteria, CA). 

Extracción	
  y	
  purificación	
  de	
  DNA	
  plasmídico	
  

Este proceso se realizó utilizando el estuche Wizard Plus SV minipreps DNA purification 

Systems (Promega Corporation). El DNA se cuantificó con la ayuda espectrofotómetro 

(Nanodrop 2000c,Thermo Fisher Scientific Inc). La autenticidad del plásmido se corroboró 

mediante análisis de restricción y por secuenciación automatizada. El DNA se almacenó a 

–20ºC para su uso posterior. 

Transfección	
  transitoria	
  

Las transfecciones se realizaron utilizando Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA) o mediante electroporación. Para el protocolo de electroporación se utilizó el equipo 

Nucleofector (Amaxa-Lonza) y el estuche Human T cell nucleofector (Lonza) siguiendo las 

recomendaciones del proveedor. 1x106 células fueron incubadas con 2µg de cada 

plásmido que contienen el gen reportero luciferasa, plásmido de expresión o el plásmido 

vacío siguiendo las recomendaciones del proveedor. Se agregó medio fresco y se 

permitió la recuperación celular por 24 H. Para el protocolo utilizando la lipofección 

mediante el reactivo Lipofectamine 2000, el DNA plasmídico y el reactivo Lipofectamine 

2000 se mezclaron en presencia de medio basal durante 30 minutos. Pasado este tiempo 

se agregó cada mezcla de lipofección a su respectivo pozo celular. 24 horas después, la 

mezcla de transfección fue desechado y reemplazado por con medio de cultivo fresco. 

Transcurrido este periodo, las células fueron lavadas una vez con PBS 1X y utilizadas 

para obtener extractos totales y determinar la actividad de luciferasa y la concentración de 

proteínas. 

Medición	
  del	
  gen	
  reportero	
  Luciferasa	
  

Las células transfectadas se cosecharon 48 h post-transfección, se lavaron una vez con 

PBS 1X y se resuspendieron en 100 µl de solución de lisis (25 mM de Tris-fosfato, 2 mM 

de DTT, 2 mM de ácido N,N,N’,N’-tetraacético-1, 2-diaminociclohexano, 1.25 mg/ml de 
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lisozima, 2.5 mg/ml de BSA, glicerol 10% v/v y 1% de Tritón X-100 m/v; Promega). El 

lisado se centrifugó a 10 300 rpm por 30 segundos a temperatura ambiente; se recuperó 

el sobrenadante y se determinó la concentración de proteínas por el método de Bradford 

para normalizar los extractos totales [85]. Para la determinación de la actividad de 

luciferasa se utilizó el sistema Dual Luciferase Reporter (Promega) y un luminómetro 

Fluoro Scan FL (Ascent). 

Mutación	
  sitio	
  dirigida	
  

Se utilizó el estuche Quickchange site-directed mutagenesis (Stratagene, Cedar Creek, 

TC), los sitios CAGGTA localizado en la posición -250pb, CAGGTG localizado en la 

posición -684, ACACCT en la posición +150pb y AGGTG en el sitio +204pb en la 

construcción p1900-CRTAM fueron mutados a los siguientes nucleótidos CATTTA, 

CATTTG, ACATTT y ATTTG, respectivamente. Finalmente las condiciones de PCR para 

mutación sitio dirigida se generaron de acuerdo a las instrucciones del proveedor. Las 

clonas candidatas fueron aisladas y secuenciadas para confirmar el cambio de 

nucleótidos deseado. 

La secuencia de oligonucleótidos utilizados para las reacciones de PCR fueron las 

siguientes:  

ZEB1Rd (posición 250), sentido 5´- gatggggaatgagtgggcatttaatacatgagtgagtggg-3´, 

antisentido 5´-cccactcactcatgtattaaatgcccactcattccccatc-3´.  

ZEB1Ld (posición -684), sentido 5´- gtagtgcatactagatgctgtacatttgacaagatgaatgggtgg-3´, 

antisentido 5´-ccacccattcattcatcttgtcaaatgtacagcatctagtatgcactac-3´.  

ZEB1Lp (posición +250), sentido 5´-caatttttgtcaccaacacatcactcacatttctctgccatcaaga-3´, 

antisentido 5´-aaacaatttttgtcaccaacacatcactcacacctctctgccatcaagataa-3´.  

ZEB1Rp (posición +204), sentido 5´-cccaaaatgttccaccaggatttgtttctgggggcagct-3´, 

antisentido 5´-gtccccaaaatgttccaccaggaggtgttctgggggcagctaac-3´. 
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Marcaje	
  terminal	
  de	
  oligonucleótidos	
  utilizando	
  el	
  fragmento	
  Klenow	
  

El marcaje de los oligonucleótidos de doble cadena se llevó a cabo empleando el 

fragmento Klenow de la DNA polimerasa I de E. coli. Se marcaron de 40 a 100 ng de 

DNA, en un volumen final de 10 µl, con 1 µl de nucleótidos (10 mM de los nucleótidos 

dGTP, dTTP, dCTP) y 10 mCi de [α-32P]dATP en presencia de 1 µl de regulador de 

marcaje (TM 10X; Tris pH 8.5 100 mM y MgCl2 50 mM). Esta mezcla se incubó con 1 U 

del fragmento Klenow (Invitrogen) por 45 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, la 

sonda marcada se diluyó en H2O para tener una concentración final de 1 ng/µl. 

Ensayos	
  de	
  retardamiento	
  

Se obtuvieron extractos nucleares provenientes de células Jurkat no estimuladas y 

estimuladas como fue descrito previamente [81]. La reacción estándar se hizo con 25 µg 

de extracto nuclear y 1 ng de cada una de las sondas marcadas radiactivamente, ZEB1Dr, 

ZEB1Dl, ZEB1Pr y ZEB1Pl, en un tampón de interacción que contiene HEPES 13 mM, pH 

7.9, KCl 60 mM, EDTA 0.13 mM, dithiothreitol 2 mM, poly(dI:dC) y Glicerol al 10%. Los 

complejos DNA-proteína fueron resueltos en geles no desnaturalizantes de poliacrilamida 

al 6% en regulador de boratos TBE 0.5X (Tris 45 mM, ácido bórico 45 mM y EDTA 1mM) 

y se revelaron por autoradiografía. 

Estadística	
  

Los datos se encuentran expresados como la media + del valor del error estándar. Se 

realizó un análisis tipo ANOVA para determinar sí existía diferencia significativa entre las 

condiciones probadas. Cuando dicho análisis indicó significancia (alrededor de 0.05), se 

utilizó el análisis post-hoc Student-Newman-Keuls para determinar las condiciones que 

fueran significativamente diferentes entre ellas (Prism, GraphPad Software). 
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RESULTADOS 

Localización	
   y	
   efecto	
   funcional	
   de	
   los	
   sitios	
   Zeb-­1	
   localizados	
   en	
   el	
  
promotor	
  de	
  CRTAM	
  

La primera parte de este trabajo consistió en hacer un análisis funcional del promotor de 

CRTAM en células Jurkat, para lo cual se generaron nuevas construcciones derivadas de 

la construcción original reportada por Valle-Ríos [79]  y que contiene la región reguladora 

completa. Las construcciones obtenidas a partir de p1900-CRTAM (región reguladora 

completa) se nombraron pdelta1300-CRTAM y p400-CRTAM. Por medio de digestión 

enzimática se logró la eliminación específica de las cajas tipo E, ZEB1Dr y ZEB1Dl 

(elementos distales) del promotor del gen CRTAM en la construcción pdelta1300-CRTAM. 

Al realizar ensayos de gen reportero usando células Jurkat y estas construcciones, se 

observó que al eliminar los elementos distales aumentó la actividad transcripcional en 

comparación a las células transfectadas con el promotor de 1.9Kb intacto (p1900-CRTAM) 

(Figura 17). Debido a que la construcción pdelta1300-CRTAM conserva los elementos de 

unión AP-1 que se encuentran involucrados en la expresión de CRTAM [79], evaluamos la 

actividad transcripcional de una construcción que carece de los elementos distales 

(ZEB1Dr y ZEB1Dl) y los sitios de unión a AP-1 (p400-CRTAM). La actividad 

transcripcional de la construcción p400-CRTAM fue similar a la observada en la 

construcción pdelta1300-CRTAM (Figura 17). Estos resultados sugieren que los 

elementos cajas tipo E distales están involucrados en la represión de la actividad del 

promotor del gen CRTAM en células T no estimuladas. 

ZEB1	
  es	
  capaz	
  de	
  regular	
  negativamente	
   la	
  actividad	
   transcripcional	
  del	
  
promotor	
  del	
  gen	
  CRTAM	
  

La represión mediada por ZEB1 requiere su unión al DNA. Como hemos mostrado los 

elementos distales, ZEB1Dr y ZEB1Dl, participan en la represión de la actividad 

transcripcional del promotor del gen CRTAM (Figura 17). Para determinar el efecto de 

ZEB1 en la regulación negativa de CRTAM realizamos ensayos de co-transfección 

transitoria. Las construcciones p400-CRTAM y p1900-CRTAM fueron co-transfectadas 

con los vectores de expresión pcDNA3.1 (sin inserto) y pcDNA-ZEB1. Se ilustra la 

actividad relativa de la construcción p400-CRTAM (Figura 18A) y de la construcción 
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p1900-CRTAM (Figura 18B) con respecto a los valores obtenidos al co-transfectar con el 

vector pcDNA3.1. La sobre-expresión de ZEB1 disminuyó la actividad de ambas 

construcciones, lo que sugiere la participación de los elementos proximales y distales en 

el fenómeno de represión mediado por ZEB1. Además es importante señalar que 

variaciones en la cantidad de ZEB1 presente en la célula impactan de manera diferente la 

actividad del promotor del gen CRTAM (Figura 18). Estos resultados sugieren que ZEB1 

actúa como un represor de CRTAM. 

 

 

 

Figura 17. Actividad funcional de las construcciones CRTAM. Representación esquemática de 
las construcciones obtenidas a partir de la región reguladora completa del hCRTAM (izquierda). 
Las células Jurkat fueron transfectadas transitoriamente con 10 µg de las construcciones 
indicadas. 24h pos-transfección se obtuvieron los lisados celulares y se realizaron ensayos para 
determinar la actividad del gen de luciferasa. La actividad transcripcional está expresada como la 
actividad relativa con respecto a la construcción p1900-CRTAM (control). Cada valor representa la 
media +/- el error estándar de tres experimentos realizados por triplicado. Los valores de p se 
obtuvieron mediante ANOVA de una vía.  
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Figura 18. El factor de transcripción ZEB1 exógeno reprime la actividad transcripcional del 
promotor hCRTAM. Las células Jurkat fueron co-transfectadas transitoriamente con 0.25, 0.5 o 
1µg de los vectores pcDNA3.1 o pcDNA3.1-ZEB1 y 1 µg de las construcciones p400-CRTAM (A) o 
p1900-CRTAM (B). 24 horas después de la transfección se obtuvieron los lisados celulares y la 
actividad de luciferasa fue cuantificada y expresada como % de represión. El % de represión se 
calculó como el incremento sobre el fondo obtenido por la co-transfección de las construcciones 
p400-CRTAM y p1900-CRTAM con el vector pcDNA3.1. Cada valor representa la media del error 
estándar de tres experimentos realizados por triplicado. 
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El	
  análisis	
  de	
  mutantes	
  por	
  sustitución	
  en	
  los	
  sitios	
  cajas	
  tipo	
  E	
  reveló	
  su	
  
aportación	
  individual	
  en	
  la	
  regulación	
  negativa	
  del	
  gen	
  CRTAM	
  

Para evaluar la contribución de los elementos denominados cajas E distales y proximales, 

sobre la actividad del gen hCRTAM, decidimos mutarlos. Para probar la hipótesis de que 

la interacción ZEB1-caja E en el promotor del gen hCRTAM es funcionalmente relevante, 

fue importante evaluar los nucleótidos requeridos para la unión de ZEB1. Reportes 

previos han mostrado que la capacidad de unión al DNA de ZEB1 es abolida cuando los 

elementos consenso de las cajas E son mutados en el núcleo central [21]. Debido a 

nuestros resultados previos (Figuras 18A, 18B), decidimos evaluar la participación de las 

cuatro cajas E del promotor del gen hCRTAM. Las construcciones mutadas para los sitios 

distales y proximales se muestran a la izquierda en la Figura 19. La mutación del 

elemento ZEB1Dr (construcción p1900-ZEB1mDr) promueve un aumento en la actividad 

de promotor en células Jurkat (Figura 19A). Sin embargo, al mutar el elemento ZEB1Dl 

(construcción p1900-ZEB1mDl) no induce una desrepresión del promotor (Figura 19A). 

Importantemente, cuando ambos elementos distales son mutados en la misma 

construcción (p1900-doublemD CRTAM), el promotor gana actividad comparada con la 

construcción p1900-ZEB1mDr. Previamente observamos que la expresión exógena del 

represor transcripcional ZEB1 permitía reprimir la actividad promotora de la construcción 

p400-CRTAM. Sin embargo, la mutación de cualquiera de las cajas E de la región 

proximal (p1900-ZEB1mPr-CRTAM, p1900-ZEB1mPl-CRTAM) no permiten la 

desrepresión del promotor (Figura 19B). Aun cuando ambos elementos fueron 

simultáneamente mutados (p1900-doublemP-CRTAM) (Figura 19B). Estos resultados 

sugieren un papel fundamental para los elementos distales en la regulación de la actividad 

del promotor de CRTAM, y la importancia del elemento ZEB1Dr en esta función. 
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Figura 19. Efecto de las mutaciones en las cajas E distales y proximales sobre la actividad 
promotora del gen hCRTAM. (A) Se muestra la actividad del gen reportero luciferasa para las 
construcciones p1900-CRTAM, p1900-ZEB1mDr-CRTAM, p1900-ZEB1mDl-CRTAM y p1900-
doublemD-CRTAM en células Jurkat transfectadas transitoriamente. (B) Se muestra la actividad del 
gen reportero luciferasa para las construcciones p1900-CRTAM, p1900-ZEB1mPr-CRTAM, p1900-
ZEB1mPl-CRTAM y p1900-doublemP-CRTAM en células Jurkat transfectadas transitoriamente. La 
actividad de luciferasa se midió y ajustó al control (p1900-CRTAM). Los valores de p se obtuvieron 
mediante ANOVA de una vía. 
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La	
  represión	
  ejercida	
  por	
  ZEB1	
  requiere	
  la	
  unión	
  al	
  elemento	
  caja	
  tipo	
  E	
  
canónico	
  en	
  el	
  promotor	
  del	
  gen	
  CRTAM	
  

Para confirmar que las diferencias funcionales observadas entre los grupos proximales y 

distales de cajas tipo E se deben a la variabilidad en el reconocimiento y unión de ZEB1 

(Figura 19), realizamos ensayos de retardamiento en gel (EMSA). Estos ensayos se 

realizaron utilizando extractos nucleares de células Jurkat no estimuladas y transfectadas 

transitoriamente con los vectores pcDNA3.1 o pcDNA3.1-ZEB1. Las sondas utilizadas 

corresponden a cada sitio caja tipo E mutado en las construcciones previamente 

descritas. Como se esperaba, los elementos cajas tipo E proximales (ZEB1PrM y 

ZEB1PlM) muestran mayor formación de complejos DNA-proteína comparado con 

aquéllos observados en los elementos distales (ZEB1DrM y ZEB1DlM) (Figura 20). Esta 

tendencia prevalece aun cuando se utilizaron extractos nucleares de células Jurkat que 

sobre-expresan ZEB1 (Figura 20). De este modo, la mutación de los sitios cajas tipo E es 

suficiente para interferir con la actividad represora de ZEB1 en el promotor del gen 

CRTAM. 

Anteriormente observamos que las células Jurkat mantienen una expresión basal del RNA 

mensajero para el gen de CRTAM. Sin embargo, la expresión máxima del mensajero de 

CRTAM se alcanza a las 12h pos-activación [79]. Para probar que ZEB1 es un represor 

bona fide del gen CRTAM endógeno en las células T Jurkat, primero determinamos cómo 

la sobre-expresión de ZEB1 previa a la activación celular afecta a expresión de CRTAM. 

Las células Jurkat fueron transfectadas transitoriamente con las construcciones de 

expresión pcDNA3.1 o pcDNA3.1-ZEB1 y después de 48 h, fueron estimuladas con PMA 

(2ng/mL) y Ionomicina (200ng/mL). Los niveles de expresión de CRTAM fueron evaluados 

por citometría de flujo 12h después de la activación (Figura 21). Encontramos que la 

sobre-expresión de ZEB1 causa una fuerte reducción de la proteína total CRTAM en la 

superficie de las células Jurkat (Figura 21).  

Como segundo paso, para definir si ZEB1 participa en la disminución de CRTAM 

observada después del estímulo de activación, las células Jurkat fueron transfectadas e 

inmediatamente sometidas al estímulo de activación con PMA/Ionomicina por 12 horas. 

Analizamos los niveles de expresión de CRTAM por medio de citometría de flujo y al 

comparar los niveles de expresión contra las células control, observamos que la sobre-
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expresión de ZEB1 de nuevo es suficiente para disminuir la expresión de CRTAM (Figura 

22). Es decir, la expresión de CRTAM (mediada por un estímulo de activación) es 

disminuida por la sobre-expresión de ZEB1.  

 

Figura 20. Los elementos cajas E proximales no participan en la represión ejercida por ZEB1 
en el promotor del gen hCRTAM. Ensayos de retardamiento en gel que muestran la formación de 
complejos DNA-proteína por la interacción entre las sondas con las secuencias mutadas de las 
cajas tipo E y proteínas nucleares. Células Jurkat fueron transfectadas transitoriamente con 2 µg 
de los vectores de expresión pcDNA3.1 o pcDNA3.1-ZEB1. Los extractos nucleares se obtuvieron 
48 h pos-transfección. Este resultado es representativo de 3 experimentos realizados 
independientemente con resultados similares.  
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En tercer lugar, las células Jurkat fueron activadas, permitiendo que los activadores 

transcripcionales como AP-1 promuevan la expresión de CRTAM; después de 3h las 

células fueron transfectadas y el estímulo de activación fue extendido por 15h (Figura 23). 

Los niveles de expresión de CRTAM por citometría de flujo, mostraron disminución con 

respecto al control. Todos esto datos indican que ZEB1 es suficiente para regular la 

expresión de CRTAM durante el proceso de activación linfocitaria. 

 

 

Figura 21. La sobreexpresión de ZEB1, previa a la activación linfocitaria, disminuye la 
expresión de CRTAM. Células T Jurkat fueron transfectadas con 2µg del vector de expresión 
pcDNA3.1 o pcDNA3.1-ZEB1 usando el equipo de electroporación Nucleofector (Amaxa-Lonza) y 
el kit Human T cell nucleofector (Lonza) siguiendo las instrucciones del proveedor. 48h después de 
la transfección las células fueron estimuladas con PMA (2ng/mL) y Ionomicina (200ng/mL) por 12h. 
Se muestra la expresión de CRTAM en células Jurkat previamente transfectadas por 48h y 
activadas por 12h. Este resultado es representativo de tres experimentos realizados 
independientemente con resultados similares. 
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Figura 22. La sobreexpresión de ZEB1, a la par con el estímulo de activación linfocitaria, 
disminuye la expresión de CRTAM. Células T Jurkat fueron transfectadas con 2µg del vector de 
expresión pcDNA3.1 o pcDNA3.1-ZEB1 usando el equipo de electroporación Nucleofector (Amaxa-
Lonza) y el estuche Human T cell nucleofector (Lonza) siguiendo las instrucciones del proveedor. 
Inmediatamente después de la transfección las células fueron estimuladas con PMA (2ng/mL) y 
Ionomicina (200ng/mL) por 12h. Se muestra la expresión de CRTAM en células Jurkat 
transfectadas y activadas por 12h. El resultado que se muestra en la figura es representativo de 3 
experimentos realizados independientemente con resultados similares. 
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Figura 23. La sobreexpresión de ZEB1, posterior al estímulo de activación linfocitaria, 
disminuye la expresión de CRTAM. Células T Jurkat fueron activadas por 3h y transfectadas con 
2µg del vector de expresión pcDNA3.1 o pcDNA3.1-ZEB1 usando el equipo de electroporación 
Nucleofector (Lonza) y el estuche Human T cell nucleofector (Lonza), siguiendo las instrucciones 
del proveedor. Después de la transfección se dió el estímulo de activación con PMA (2ng/mL) y 
Ionomicina (200ng/mL) por un total de 15h. Se muestra la expresión de CRTAM en células Jurkat 
transfectadas  12h y activadas por 15h. Experimento representativo de tres repeticiones. 
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DISCUSION 

La regulación de la expresión génica establece los perfiles de expresión específicos de 

una célula particular o de estadio de diferenciación específica [86]. El inicio de la 

transcripción es probablemente el paso regulador más importante en el control de la 

expresión génica. Los factores transcripcionales, proteínas que se unen a secuencias 

específicas de DNA en las regiones reguladoras de los genes, regulan el inicio de la 

transcripción de genes específicos [87]. Muchos de los genes son expresados en 

diferentes etapas del desarrollo, en algunos casos en diferentes linajes celulares, y en 

otros, sólo después de la activación. ¿Cómo y cuándo son estos genes diferencialmente 

regulados en respuesta a distintas señales de desarrollo o de activación, si las células 

contienen un grupo común de sitios de unión a las mismas proteínas? Mientras que la 

respuesta a esta pregunta es compleja y no ha sido totalmente resuelta, existen diversos 

modelos que permiten una pequeña redundancia en las secuencias reguladoras en cis 

para diferentes genes, mientras se mantienen el potencial para la expresión diferencial.  

Es posible que los elementos reguladores negativos o silenciadores jueguen un papel 

importante en la expresión de los genes celulares de linaje específico T [88]. La 

regulación de la expresión génica durante la diferenciación linfocítica es un complejo 

proceso que involucra interacciones entre múltiples elementos de regulación 

transcripcional positivos y negativos [88]. Diversos cambios en la expresión génica 

representan la culminación de la vía de señalización iniciada en la estimulación del TCR y 

son requeridos para que la célula T sea totalmente competente al proceso de proliferación 

y posea la habilidad de producir citocinas efectoras [89].  

Existe poca información o evidencia de los factores de unión al DNA capaces de controlar 

la transcripción del gen CRTAM. Los elementos de control en la región reguladora que 

dirigen la expresión del promotor CRTAM humano apenas empiezan a describirse [79]. 

Por ello hemos enfocado nuestro trabajo en estudiar los mecanismos involucrados en el 

control negativo de la transcripción del gen CRTAM. El presente estudio identificó una 
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nueva región de unión para la proteína ZEB1 en el promotor del gen CRTAM humano. En 

la región distal de CRTAM hay dos cajas E (ZEB1Dr y ZEB1Dl) (Figura 17). Una caja E 

puede ser reconocida por ZEB1. Las cajas E se han conservado durante la evolución 

debido a su importancia en la regulación transcripcional, particularmente de diversos 

genes del sistema inmune [90]. Particularmente, este factor de transcripción tiene una 

función reguladora en células T quiescentes y durante una fase tardía de la activación de 

linfocito T. ZEB1 ha sido extensivamente estudiado por la represión transcripcional que 

ejerce sobre el gen de la citocina IL-2. ZEB1 puede cooperar con CtBP2 y HDAC1 para 

reprimir la expresión de IL-2 en células T a través de elementos específicos en el 

promotor del gen IL-2, una caja E llamada NRE [23]. Dado que CRTAM es una molécula 

de activación como IL-2, mantener una expresión controlada probablemente podría 

requerir de ZEB1. Mediante el uso de un análisis de mutantes por sustitución de cajas E, 

definimos que los elementos del grupo distal, ZEB1mDr y ZEB1mDl, son importantes para 

mantener la expresión del gen CRTAM. Mostramos que la mutación simultánea de ambas 

cajas E conlleva a una sustancial de-represión del promotor en células Jurkat (Figura 19). 

Sin embargo cuando mutamos el grupo de elementos proximales, ZEB1mPr y ZEB1mPl, 

no se observaron efectos (Figura 19). Estas observaciones demuestran que ZEB1Dr y 

ZEB1Dl se encuentran involucrados en el silenciamiento del promotor del gen CRTAM 

humano, previo a la activación de la célula T. Cuando realizamos ensayos de 

retardamiento en gel de cada secuencia de caja tipo E mutada, observamos que la 

diferencia funcional observada entre los elementos distales y proximales se debe a la falta 

de reconocimiento y unión de ZEB1 en los elementos distales (Figura 20).  

La represión mediada por ZEB1 en el promotor CRTAM implica la unión al elemento de 

ZEB1Dr (Figura 19). Este es un hallazgo importante porque ZEB1 requiere un sitio de 

unión con el fin de tener un efecto sobre la función del promotor. Una vez unido, ZEB1 

puede mediar la actividad de represión cis- o trans- [20, 21, 91].  ZEB1 compite con otros 

activadores de la transcripción básicos y de tipo hélice-asa-hélice (bHLH) para la unión al 

mismo elemento en la cromatina y es capaz de reprimir activamente la transcripción de 

sus genes blanco. Por ejemplo, ZEB1 une el potenciador de CD4 proximal y compite con 

los activadores de la transcripción E12 y HEB para la unión a la cromatina [21]. En 

particular, la secuencia central del elemento ZEB1Dr es idéntica a la encontrada en la 

NRE,  elemento represor del promotor de IL-2 [22].  
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La sobre-expresión de ZEB1 en células Jurkat resultó en la represión de las 

construcciones reporteras que contienen el promotor de CRTAM transfectadas de manera 

transitoria  (p1900-CRTAM, p400-CRTAM) (Figura 18). Se demostró que una construcción 

que carece de un sitio de unión a ZEB1, ZEB1Dr  (Figura 1) o llevar a un sitio ZEB1Dr 

mutado (Figura 19)  se redujo significativamente la expresión del gen reportero en células 

Jurkat no activadas. Estos resultados indican que en linfocitos T en reposo, la unión de 

ZEB1 al sitio ZEB1Dr es suficiente para reprimir la expresión CRTAM. Asimismo, 

demostramos que ZEB1 es capaz de reducir la expresión de la proteína CRTAM en la 

superficie de células Jurkat estimuladas (Figura 21, Figura 22, Figura 23). Todos estos 

datos indican que ZEB1 reprime el promotor del gen CRTAM humano.  ZEB1 es conocido 

por controlar la expresión temporal y espacial de genes específicos durante la 

diferenciación muscular [76]. La pérdida dirigida del extremo C-terminal de ZEB1 en ratón 

indica que ZEB1 también regula procesos como la diferenciación de la célula T [68]. Este 

ratón se caracteriza por un severo defecto en la diferenciación de las células T que resulta 

en una reducción en el número total de timocitos. En nuestro grupo de trabajo, 

previamente hemos observado que al bloquear la interacción CRTAM-Necl2 se perjudica 

el crecimiento del timo, impactando el mantenimiento estructural de los lóbulos tímicos 

[92].  

Hay poca información o evidencia que se puede utilizar para dilucidar el mecanismo que 

regula la expresión CRTAM. Nuestro objetivo en este estudio fue descubrir los factores 

críticos para la regulación CRTAM. Esto es importante porque CRTAM es una molécula 

esencial en la regulación del sistema inmune y la adhesión celular epitelial [93]. De hecho, 

las células T de ratones que no expresan CRTAM muestran una reducción de IFN, IL-22 e 

IL-17 [74]. Entender mejor el mecanismo que delimita y regula la expresión CRTAM en las 

células T es importante ya que esto puede ayudar en el descubrimiento de nuevos 

blancos para el desarrollo de terapias innovadoras. 

ZEB1 es un regulador maestro de la regulación de la expresión génica e 

inicialmente fue descrito como un represor del enhancer del gen δ-cristalino 

(Funanashi y col., 1993). Durante los últimos años ha incrementado la evidencia 

que muestra que ZEB1 es crítico no sólo para el control de procesos como la 

transición epitelio-mesénquima (EMT) sino también en el desarrollo y función de 
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las células inmunes (Higashi et al, 1999) (Williams et al, 1992). En este estudio 

identificamos una región reguladora en el promotor del gen CRTAM que funciona 

en células en estado quiescente y de activación.  

Williams y colaboradores entre otros grupos han mostrado que ZEB1 es capaz de 

regular la respuesta inmune adaptativa mediante la represión transcripcional de 

genes importantes como la citocina IL-2. CRTAM al igual que IL-2 tienen una 

expresión dependiente del estímulo de activación y se regulan de manera 

temporal debido a su importancia (Wang et al., 1991; Yeh et al., 2008; Valle-Ríos 

et al., 2009).  

Aquí, determinamos que ZEB1 reprime el promotor del gen CRTAM y que esta 

represión es importante para el control de la expresión de CRTAM. La represión 

mediada por ZEB1 en el promotor de CRTAM involucra la unión al elemento 

ZEB1Dr (Figura 20). Este es un descubrimiento importante debido a que ZEB1 

requiere un sitio de unión para poder ejercer un efecto en la función del promotor 

del gen blanco. Una vez unido, ZEB1 ha demostrado actuar a través de dos 

mecanismos de represión, en cis- o trans- (Brabletz et al., 1999; Genetta et al., 1994; 

Remacle et al., 1999). ZEB1 compite con activadores transcripcionales de la familia bHLH 

(basic helix-loop-helix) por la unión al DNA de los mismos elmentos y así es capac de 

reprimir la transcripción de manera activa en sus genes blanco. Por ejemplo, ZEB1 se une 

al enhancer proximal en el gen CD4 y compite con los activadores transcripcionales E12 y 

HEB por la unión al DNA (Brabletz et al., 1999). Además, ZEB1 es capz de unirse a un 

elemento en el DNA conocido como caja tipo E y establecer una maquinaria de represión 

desde el sitio de unión, por ejemplo, el elemento NRE-A en el promotor del gen IL-2 

(Wang et al., 2009). Aparentemente este es el caso para promotor del gen CRTAM. Cabe 

señalar que la secuencia encontrada en el elmento ZEB1Dr es idéntica a la encontrada en 

el elemento NRE-A del promotor de IL-2 (Williams et al., 1991). Nosotros mostramos que 

una construcción carente del sitio de unión ZEB1Dr (Figura 17) o que contiene al sitio 

ZEB1Dr mutado (Figura 19) producen un aumento significativo en la expresión génica en 

células Jurkat en reposo. Estos resultados indican que en linfocitos T en reposo, la unión 

de ZEB1 al sitio ZEB1Dr es suficiente para reprimir la expresión de CRTAM.  
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Establecimos que la sobre-expresión de ZEB1 es capaz de modular la expresión de 

CRTAM (Figuras 21, 22 y 23) y esta represión en la actividad es dependiente de la 

cantidad de DNA utilizado en los experimentos de transfección (Fig. 18). 

Interesantemente, la línea celular Jurkat tiene una expresión de ZEB1 muy baja (Hidaka et 

al., 2008), pero muestran un nivel basal de expresión de CRTAM (Valle-Ríos et al., 2009).  

De manera contraria, linfocitos T no estimulados tienen un nivel basal de expresión de 

ZEB1 pero no de CRTAM (datos no mostrados). Parece que existen dos mecanismos 

diferentes que involucran a ZEB1 en la represión del promotor del gen CRTAM. El 

mecanismo que actúa en células no estimuladas sugiere que la expresión de ZEB1 es 

suficiente para la represión de CRTAM. La unión de ZEB1 al elemento NRE en el 

promotor del gen IL-2 rompe la formación de un complejo de transcripción estable, así 

inhibiendo la expresión de IL-2 (Williams et al., 1991). Se ha demostrado que ZEB1 

interactúa fuertemente con CTBP2 y HDAC1, un complejo co-represor, para reprimir la 

expresión de IL-1 después de activación antigénica del linfocito T (Wang et al; 2009).  

Sería interesante evaluar si este mecanismo molecular se encuentra involucrado en la 

represión mediada por ZEB1 en el promotor del gen CRTAM después de la activación de 

la célula T. 

ZEB1 es capaz de regular la expresión exacta, temporal y espacial de genes específicos 

durante la diferenciación muscular (Takagi et al., 1998). Además, experimentos donde se 

elimina la region Carboxilo terminal del gen ZEB1 en ratón indican que ZEB1 también es 

un importante regulador de la transcipción génica durante la diferenciación de la célula T  

(Higashi et al., 1997). El modelo murino de Higashi y colaboradores muestra un severo 

defecto en la diferenciación de la célula T, que resulta en una reducción del número total 

de timocitos (Higashi et al., 1997). 

Previamente nuestro grupo de trabajo mostró que durante la ontogenia de la célula T, los 

timocitos expresan CRTAM, y que bloqueando la interacción entre CRTAM y su ligando 

Necl2 se impacta el crecimiento del timo así regulando la estructura de los lóbulos tímicos 

 (Medina-Contreras et al., 2010). Estos datos sugieren que la expresión de CRTAM en los 

timocitos se regula por  factores transcripcionales diferentes a ZEB1. En este contexto, 

cuando analizamos el promotor del gen CRTAM de ratón, notamos la presencia de un 

mayor número de cajas tipo E (datos no mostrados). La presencia de un mayor número 

de cajas tipo E en el promotor del ratón con respecto al humano abre la posibilidad de 

mecanismos reguladores adicionales. En este respecto, se ha establecido que ZEB1 
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pierde la capacidad de represión por competencia activa con factores de transcripción 

positivos como Gata-3, E2A, HEB, AP4, proteínas con dedos de Zinc (como Ikaros) o con 

factores tipo Kruppel (como ThPOK). Todos estos participan durante el desarrollo de la 

célula T (Ellmeier et al., 2013). Sería interesante determinar los mecanismos de 

regulación en el promotor de CRTAM durante el desarrollo de la célula T. 

Existe poca información o evidencia que pueda ser usada para elucidar los mecanismos 

que regulan la expresión de CRTAM. Nuestro objetivo en este estudio fue descubrir los 

factores críticos en la regulación transcripcional de CRTAM. Dicha información es 

importante dado que CRTAM es una molécula esencial en la regulación del sistema 

inmune y para la adhesión celular epitelial (Garay et al., 2010). De hecho, células T 

provenientes del ratón carente para CRTAM muestran una producción reducida de  IFNγ, 

IL-22, e IL-17 (Yeh et al., 2008). La compresión de los mecanismos que regulan la 

expresión de CRTAM en células T es importante dado que permitirían en la innovación de 

nuevas alternativas terapéuticas.  
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CONCLUSIONES 

 

• Localizamos y caracterizamos una región de control negativo en el 

promotor del gen CRTAM que denominamos elementos distales ZEB1Dr y 

ZEB1Dl.  

 

• ZEB1 actúa como un represor para CRTAM a través su unión a los 

elementos distales (ZEB1Dr y ZEB1Dl) en el promotor del gen CRTAM. La 

pérdida de la secuencia canónica de estos sitios libera la represión 

transcripcional ejercida por ZEB1. 

 

• ZEB1 es capaz de reprimir la expresión de CRTAM en condiciones de 

estimulación linfocitaria. 
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PERSPECTIVAS 

• Determinar por medio de un ensayo de inmunoprecipitación de la cromatina 

(ChIP) la presencia de ZEB1 en el promotor del gen CRTAM en condiciones 

de reposo y estimulación. 

 

• Caracterizar los complejos co-represores asociados al represor 

transcripcional ZEB1 en el promotor del gen CRTAM a través de un ensayo 

de co-inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP). 

 

• Determinar la participación de la familia de microRNAs mir-200 en la 

regulación de la expresión del gen CRTAM en células T en estado de 

resposo y activación antigénica. 

 

• Caracterizar el mecanismo de regulación positiva y negativa del gen 

CRTAM durante la ontogenia del linfocito T. 
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