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RESUMEN
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Propdsito y Método del Estudio. E2F-1 es un factor de transcripcion que puede inducir
muerte celular en células de cancer. Su aplicacion clinica en terapia génica es controversial
debido a su potencial oncogénico, ya que transcribe genes involucrados en la activacion del
ciclo celular y proliferacion. Nosotros investigamos una version mutante de E2F-1 (E2Ftr)
que carece del dominio de transactivacion y por lo tanto del potencial oncogénico.

Contribuciones y Conclusiones. Aqui mostramos que la expresion de E2Ftr mediada por
adenovirus (Ad-E2Ftr) induce la muerte de células de cancer a través del mecanismo de
apoptosis en un modelo in vitro. La expresion de E2Ftr tuvo una fuerte supresion tumoral a
través de la induccion de apoptosis en un modelo animal de melanoma xenografico.
Ademas, descubrimos una nueva funcion de E2Ftr, esta version mutante de E2F-1 activo el
mecanismo de autofagia en las células de melanoma. Este descubrimiento se concluyd con
los siguientes experimentos: (a) se demostré que la expresion de E2Ftr incrementa los
marcadores moleculares de autofagia ATGS5 y LC3-1II; (b) E2Ftr indujo la incorporacion del
marcador LC3-II a los autofagosomas; (c) E2Ftr activo la autofagia medido mediante un
ensayo de liberacion de luciferasa dependiente del corte proteolitico del marcador de
autofagia LC3, y (d) E2Ftr indujo la morfologia celular caracteristica de vesiculas de doble
membrana observada por microscopia electronica. Finalmente, comparamos la expresion de
E2Ftr con E2F-1 y encontramos que E2Ftr puede inducir apoptosis y autofagia tan
eficientemente como E2F-1 silvestre. Por lo tanto, en adicion a la apoptosis, la autofagia
puede ser un mecanismo alterno, por el cual E2Ftr induzca la muerte de células de cancer
resistentes a apoptosis. El conocimiento del mecanismo de autofagia mediado por E2Ftr
ayudara a establecer mejores terapias clinicas.

Dr. Roberto Montes de Oca Luna Kelly M. McMasters M.D. PhD.

Director Interno Director Externo



ABSTRACT

E2F-1 is a transcription factor that can induce cancer cell death. The clinical
application of E2F-1 in cancer gene therapy remains controversial because of its oncogenic
potential related to transactivation and promoting cell proliferation. We are now
investigating an E2F-1 truncated version (E2Ftr), which lacks the properties of
transactivation and proliferation. We show here that an adenovirus expressing E2Ftr is still
able to induce apoptotic cancer cell death in vitro as well as in vivo. Ad-E2Ftr exhibited an
~80% decrease in tumor size compared with a control in a mouse melanoma xenograft
model. Besides, we studied another mechanism of E2Ftr-mediated cancer cell death —
autophagy. Herein we show that E2Ftr expression upregulates the autophagic markers
ATGS and LC3-II. Cells expressing E2Ftr showed a fluorescent punctuated pattern using
GFP-tagged LC3, representing the LC3-II incorporation into the autophagosomes. A
luciferase assay, based on the cleavage of LC3 and the luciferase release into the medium,
confirmed the activation of autophagy. These results are consistent with cellular
morphology change with exhibition of autophagic vesicles. Finally, we compared E2Ftr
with E2F-1 for autophagy induction and showed that E2Ftr can induce autophagy as
efficiently as wt E2F-1. Thus, in addition to apoptosis, autophagy could be a novel cancer
cell killing mechanism of E2Ftr. Elucidation of autophagy pathway mediated by E2Ftr may

improve the potential clinical utility.

Dr. Roberto Montes de Oca Luna Kelly M. McMasters M.D. PhD.

Supervisor/Chair Supervisor/Chair
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Introduccion

El cancer de piel ha adquirido gran importancia en la salud publica a nivel mundial.
Es inducido tanto por factores genéticos como ambientales. Entre los factores ambientales,
la radiacion ultravioleta es la principal causante puesto que se le atribuye méas del 90% de la
incidencia de esta enfermedad. La proteccion que tenemos contra la radiacion ultravioleta
que llega a la Tierra, es la capa de ozono, que actia como un filtro natural absorbiendo
dicha radiacion. Sin embargo, en los ultimos afios la capa de ozono se ha deteriorado de
manera progresiva y alarmante, por lo que actualmente se considera amenazada y se cree
que provocara el aumento de los casos de melanoma (cancer de piel), cataratas oculares, y
supresion del sistema inmunitario en humanos y en otras especies. Los ultimos registros
indican que el cancer de piel se ha triplicado en los ultimos 40 afios.

Recientemente, en la investigacion contra el céncer de piel, se han generado
substanciales avances preclinicos que han permitido un mejor entendimiento de la biologia
del melanoma, es decir, de su desarrollo, progresion, y resistencia a terapia médica. Sin
embargo, la implementacion clinica de la medicina molecular ain se encuentra en fase
temprana y con muchos estudios por realizar con el fin de desarrollar una terapia méas
eficiente.

Una de las principales desventajas de las terapias contra el cancer es la resistencia
de los tumores a la apoptosis. Puesto que la quimioterapia y radioterapia actdan
principalmente a través de la induccion de apoptosis, es necesario desarrollar terapias

contra el cancer que activen mecanismos alternativos de muerte celular
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Antecedentes

El incremento en la incidencia del melanoma maligno en los ultimos afios y su
estrecha relacion con los factores genéticos y ambientales, asi como la importancia de un
buen diagnostico, son datos que justifican la enorme trascendencia del desarrollo de nuevas

terapias contra esta enfermedad y su tratamiento en fases més avanzadas.

Céncer de piel

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Sociedad
Americana de Cancer (American Cancer Society), y la Fundacion de Céancer de Piel (Skin
Cancer Foundation), en los Estados Unidos de América el cancer de piel es la forma méas
comun de este tipo de enfermedad. Anualmente se diagnostican méas de un millon de casos,
y méas de 66,000 muertes por esta causa. Se predice que uno de cada tres casos de cancer
diagnosticados corresponde al cancer de piel, uno de cada cinco norteamericanos, y uno de
cada tres caucésicos desarrollara cancer de piel en algin momento de su vida. Ademas, se
calculan mas de 20 muertes diarias por causa del cancer de piel, principalmente melanoma.
En el mundo cada afio se generan mas de 132,000 casos de melanoma maligno. Se estima
que durante el 2008 en EUA se diagnosticaron aproximadamente 62,480 casos de

melanoma, y 8,420 muertes por esta causa.

Tipos de cancer de piel
El cancer de piel se divide principalmente en dos tipos: cancer de piel no melanoma,
y melanoma maligno. Dentro del cancer de piel no melanoma se pueden distinguir el

carcinoma de células basales, que es el mas comun, y el carcinoma de células escamosas, el
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segundo méas comun. Por lo general, el cancer de piel no melanoma puede curarse cuando
se detecta oportunamente, y no implica mayor riesgo ya que presenta un bajo rango de
metéstasis. EI melanoma maligno comprende el melanoma de extension superficial, el
Iéntigo maligno de melanoma, el melanoma lentiginoso acro, y el melanoma nodular. El
melanoma es la forma mas peligrosa de cancer de piel, ya que puede causar la muerte si se

detecta y trata de forma tardia (Skin Cancer Foundation, American Cancer Society).

Factores de riesgo

Los factores genéticos y ambientales son causa de riesgo para el desarrollo del
cancer de piel, siendo el principal la exposicion a la radiacion ultravioleta. Los rayos UVa
penetran la piel y junto con los rayos UVP que producen el bronceado de la piel,
contribuyen al desarrollo de cancer de piel en el 90% de los casos. El uso de camas de
bronceado incrementa el riesgo de desarrollar cancer de piel. El color de la piel y de los
ojos también contribuye al desarrollo de cancer de piel, siendo los colores de piel y ojos
mas claros los que tienen mayor riesgo, ya que poseen menor pigmentacion y menor
proteccion de la radiacion solar. Por otro lado, la presencia de un nimero elevado de
lunares en la piel aumenta el riesgo de desarrollar este tipo de cancer, asi como la herencia,
predisposicion genética y un sistema inmune comprometido. Sin embargo, el 50% de los
casos de melanoma se originan de novo (Skin Cancer Foundation, American Cancer

Society).

Melanoma
El melanoma se desarrolla a partir de una transformacion maligna de los

melanocitos, las células productoras de pigmento que residen en la capa basal de la
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epidermis en la piel humana. Estas células transformadas pueden presentar un crecimiento
radial o vertical, este Ultimo es el que da origen a la metéstasis del melanoma hacia diversos
organos del organismo (Chudnovsky et al., 2005) como se observa en la figura 1. Se
pueden distinguir cinco etapas durante el desarrollo del melanoma. En la etapa 0 las células
anormales estan localizadas en la epidermis sin afectar la dermis. En la etapa | las células
cancerosas se encuentran en la epidermis y/o en la parte superior de la dermis, sin afectar a
los nodulos linfaticos cercanos. En la etapa Il el tumor se extiende a la dermis sin afectar al
tejido subcutaneo ni a los noédulos linfaticos. En la etapa Il el tumor se extiende al tejido
subcutaneo y a los nédulos linfaticos. En la etapa IV el tumor se extiende a otros 6rganos

y/o a los nddulos linfaticos mas alejados del tumor original (Nestle et al., 2003).

Benign Dysplastic Radial-Growth Vertical-Growth Metastatic
Nevus Nevus Phase [ Phase Melanoma

Stage

Epidermis

Basement
membrane

Dermis

qu 9
Metastasis to lung, liver,
or brain

Fig. 1. Desarrollo de melanoma. En la fase de crecimiento radial se puede observar como algunas
células transformadas traspasan la membrana basal de la epidermis. En la fase de crecimiento vertical
este efecto se ve aumentado dando origen a la metastasis del melanoma a diversos 6rganos (Imagen de
Alegre de Miquel, V).

La deteccion temprana del melanoma facilita su erradicacion y curacion; sin
embargo, las etapas méas tardias del desarrollo del melanoma (I1l y 1V) son dificiles de

tratar. A medida que el melanoma progresa de la fase de crecimiento radial a la fase de
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crecimiento vertical las opciones de tratamiento, los rangos de sobrevivencia y cura
decrecen dramaticamente, ya que se genera metastasis hacia los nddulos linfaticos y

diversos 6rganos (Chudnovsky et al., 2005).

Tratamiento del melanoma

Dentro de los tratamientos del melanoma se encuentra la cirugia como primera
opcion. Esta se puede realizar por escision local, linfoadenectomia o biopsia de nodulos
linfaticos centinela (Skin Cancer Foundation, American Cancer Society).

Posterior a la cirugia, asi como en las etapas mas avanzadas de melanoma, es
recomendable una terapia adyuvante como la quimioterapia para incrementar las
posibilidades de cura. La quimioterapia puede tener un efecto sistémico si se administra via
intravenosa u oral, o bien puede administrarse directamente sobre el &rea afectada para
tener un efecto mas especifico y localizado. Para el tratamiento del melanoma, la
quimioterapia se administra en forma de perfusion hipertérmica aislada unicamente en las
extremidades donde se ubica el cancer. De esta manera se interrumpe temporalmente el
flujo sanguineo de la extremidad afectada con un torniquete, lo cual permite recibir dosis
altas del farmaco en la region afectada (National Cancer Institute).

La radioterapia es otra opcion de tratamiento de melanoma, en ésta se utilizan rayos
X de alta energia u otros tipos de radiacion para eliminar las células cancerosas o impedir
que crezcan (National Cancer Institute).

La inmunoterapia cuenta con algunas vacunas en etapa experimental, cuya finalidad
es estimular al sistema inmune para que reaccione con mayor fuerza contra las células de

melanoma y las destruya (National Cancer Institute).
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Més recientemente, la terapia génica ha surgido como una herramienta prometedora
para tratar enfermedades que presentan algin defecto genético. La terapia génica consiste
en la insercién de un gen, con el fin de reparar un defecto genético que se vea reflejado en
alteraciones metabolicas, enzimaéticas, etc. Esto se puede realizar mediante la insercion
aleatoria de un gen funcional, por reemplazamiento del gen defectuoso por uno funcional,
la correccion del gen defectuoso, o a través de la modulacion de la actividad de un gen.
Estas modificaciones se realizan dentro de las células o tejido a tratar y son introducidas
principalmente a través de vectores virales, de los cuales los méas utilizados son los vectores

adenovirales.

Mecanismos moleculares

Para desarrollar una terapia génica efectiva contra el melanoma, es de vital
importancia la identificacion de las principales alteraciones genéticas que inducen el
desarrollo de melanoma. El desarrollo de cancer en general, es debido a la acumulacién de
mutaciones en genes criticos para la proliferacion, diferenciacion y muerte celular
(DeGregori et al., 1997; Hanahan et al., 2000). Por lo tanto, en una terapia génica se
pueden utilizar genes involucrados en estos mecanismos. Uno de los inductores de muerte

celular més estudiados es el factor de transcripcion E2F-1.

E2F-1

El gen E2F-1 es miembro de la familia de factores de transcripcion E2F.  Estos
factores de transcripcion se asocian con miembros de la familia DP. Los heterodimeros
E2F/DP pueden activar o reprimir la expresion de genes involucrados en la regulacion del

ciclo celular, diferenciacion, desarrollo, proliferacion, y apoptosis (DeGregori et al., 1997;
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Muller et al., 2001; Crosby et al., 2004). La actividad transcripcional de E2F es controlada
por pRb, p107 y p130. Las proteinas E2F se inactivan en la fase G1 temprana del ciclo
celular a través de la formacién de un complejo con pRb hipofosforilada (Fig. 2). Cuando
las cinasas dependientes de ciclina D fosforilan pRb a mediacién de G1, se libera y activa
E2F (Dyson, 1998; Johnson et al., 1998; Attwooll et al., 2004). En particular, E2F-1 tiene
la capacidad de promover tanto la progresion del ciclo celular como la apoptosis (Pierce et

al., 1999; Bell et al., 2004).

Gl/early Gl Late Gl/early,S, 53 G2; My

Rb—- Pp VSl

& s e AT

Trapnscriptionals Trapscriptionals Trapscriptionally,
Repsesspr, Activator, Inagtive,

Fig. 2. Regulacion transcripcional del ciclo celular mediada por E2F-1. El heterodimero E2F-1/DP
es reprimido en GO y al inicio de G1 por accién de pRb hipofosforilada. La fosforilacién de pRb por
cdk4/6 dependiente de ciclina permite su disociacion de E2F-1/DP en G1 tardia y S. E2F-1/DP activa
sus diversos blancos para promover la progresion del ciclo celular. En las fases S, G2 y M el
heterodimero se inactiva al ser fosforilado por cdk2 dependiente de ciclina A (Johnson et al., 1998).

Diversos estudios han demostrado el papel de E2F-1 como oncogén asi como sus
propiedades como gen supresor de tumor. Asi pues, se han logrado establecer tres vias de
apoptosis inducida por E2F-1. Una de las vias muestra dependencia de p53 (Rogoff et al.,
2002; Powers et al., 2004), mientras que otra muestra independencia, y se lleva a cabo a
través del incremento en la expresion de genes involucrados en la apoptosis por medio de

E2F-1 (Nahle et al., 2002; Stanelle et al., 2002; Hershko et al., 2004). La inhibicion o
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disminucion de moléculas antiapoptéticas comprende la tercera via documentada (Phillips
etal., 1999).

Otro estudio demostr6 que E2F-1 regula la expresion de las proteinas proapoptéticas
PUMA, Noxa, Bim y Hrk/DP5 (proteinas BH-3). Esta regulacion se lleva a cabo por la
unién de E2F-1 a la region promotora de los integrantes de la familia BH-3 (Hershko et al.,
2004).

Por otro lado, existen reportes que han demostrado que la transactivacion y la
apoptosis son funciones separadas de E2F-1. Una mutante de E2F-1 (E2Ftr), en donde se
deletd la regidn carboxilo-terminal que contiene el dominio de transactivacion (Fig. 3),
tiene la capacidad de inducir apoptosis sin estimular la sintesis de DNA. Ademas, esta

mutante tiene menor potencial oncogénico (Hsieh et al., 1997; Phillips et al., 1997).

E2F-1
G oA e W gls 437
E2Ftr
L S S— — 375

Fig. 3. Representacién esquematica de E2F-1 y E2Ftr. E2Ftr conserva sus dominios de union a
DNA, ciclina A, DP-1, pero tiene deletados los dominios de transactivacion y de unién a pRb.

En base a estos estudios, se ha expresado la proteina E2Ftr (1-375) y se ha
demostrado que es mas potente en la induccion de apoptosis en células de cancer que la
proteina E2F-1 silvestre. Ademas, se ha comprobado que la sobreexpresion de E2Ftr no se
encuentra asociada a la progresion del ciclo celular, y no incrementa la expresion de los
genes blanco de E2F-1, involucrados en la progresion del ciclo celular (McMasters et al.,

8
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en proceso). Por lo tanto, E2Ftr puede ser un transgen util para el desarrollo de una terapia
génica.

Recientemente, se reportd que E2F-1 no solo induce apoptosis sino también
autofagia. En ese estudio demostraron que E2F-1 regula la transcripcion de genes de
autofagia uniéndose al promotor de los mismos. Los genes de autofagia inducidos
directamente por E2F-1 fueron LC3, ATG1 y DRAM, mientras que ATG5 fue regulado
indirectamente (Polager et al., 2008). Sin embargo, en ese trabajo se utilizé una linea
celular en donde E2F-1 tiene un promotor inducible por tamoxifen, y tamoxifen es un
conocido inductor de autofagia. Por lo tanto, ese modelo no es conveniente para analizar el

efecto de E2F-1 sobre la induccion de autofagia.

Autofagia

La autofagia es un proceso catabdlico altamente conservado en eucariotas, en el
cual el citoplasma, incluyendo el exceso de organelos o aquellos deteriorados o aberrantes,
es secuestrado en vesiculas de doble membrana llamadas autofagosomas. Posteriormente,
se lleva a cabo la fusion de autofagosoma y lisosoma (o vacuola en el caso de levaduras)
para la descomposicion del contenido por medio de enzimas hidroliticas. Una vez que los
autofagosomas se han fusionado con los lisosomas, las vesiculas resultantes (ya de
membrana simple) se denominan autolisosomas (Fig. 4). Las macromoléculas resultantes
son recicladas para el mantenimiento celular. Este proceso desempefia un papel esencial en
la adaptacion a la ausencia de nutrientes y a las condiciones ambientales adversas, a la
remodelacion celular en el desarrollo y acumulacion de organelos alterados generadores de
especies reactivas de oxigeno (ROS) en las células en envejecimiento. En mamiferos, la

autofagia es un evento constitutivo que regula crecimiento celular, desarrollo y
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homeostasis. Los estudios mas recientes indican que la autofagia, ademéas de constituir un
proceso reparativo, esta implicada en fendmenos de muerte celular. Estos fendmenos han
sido denominados "procesos de muerte tipo 1" (no apoptdtica) (Klionsky et al., 2000;

Klionsky et al., 2008; Polager et al., 2008).

Plasma membrane

ammm—— 'SO’DT Amphisome . —
Endocytosis ¥ SRASG
(heterophagy) Endosome
A-(O\
Qd7 )
63 O
S~

Membrane | ©

protein / \

Autophagosome

Phagophore

Permease

{3 Permease

O E g:‘ 8 (J Acid hydrolase

Lysosome

Fig. 4. Mecanismo de autofagia. En la autofagia se forma una estructura llamada fag6foro que se
expande alrededor de una porcion de citoplasma para formar el autofagososma que se caracteriza por su
doble membrana. El autofagososma se fusiona con un lisosoma, lo que origina un compartimento
conocido como autolisosoma, en donde las enzimas hidroliticas degradan el contenido. Las
macromoléculas generadas son liberadas a través de permeasas y recicladas en el citosol.

Recientemente se reportd la induccion del mecanismo de autofagia por E2F-1, sin
embargo, atn no se describe si el papel que desempefia es de sobrevivencia o de induccién
de muerte celular. Ademas, puesto que la proteina E2F-1 posee potencial oncogénico, se ha
propuesto el uso de una versién truncada que carece del dominio de transactivacion y que
conserva su habilidad de inducir muerte celular. Puesto que el Unico reporte a la fecha sobre

el efecto de E2F-1 sobre la induccion de autofagia es mediante el uso de una linea celular
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en donde el promotor de E2F-1 es inducido por tamoxifen, un inductor de autofagia, en el
presente trabajo analizamos directamente el efecto de la sobre-expresion de E2F-1 y E2Ftr

sobre la induccion de muerte celular por autofagia.
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Justificacion

Actualmente se requiere de nuevas estrategias para el tratamiento de melanomas

resistentes a apoptosis, y una de ellas es utilizando genes que induzcan autofagia.

Por lo tanto, es posible que una proteina E2F-1 que carece del dominio de
transactivacion y del potencial oncogénico induzca mecanismos de muerte celular alternos

a la apoptosis.
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Hipotesis

La proteina E2F-1 que carece del dominio de transactivacion (E2Ftr) tiene una

potente actividad antitumoral en un modelo de melanoma tanto in vitro como in vivo.
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Objetivo General

Determinar si la proteina E2Ftr tiene actividad antitumoral in vitro e in vivo

mediante los mecanismos de apoptosis y autofagia.
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Objetivos Especificos

1. Analizar el efecto antitumoral de la proteina E2Ftr en un modelo de melanoma in

Vivo e in vitro.

2. Analizar el efecto de la proteina E2Ftr sobre el mecanismo de apoptosis.

3. Analizar el efecto de la proteina E2Ftr sobre el mecanismo de autofagia.
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Material Bioldgico

Linea celular
SK-MEL-2
SK-MEL-28
A2058

DM6

Plasmidos

Lineas celulares de melanoma

Descripcion

Melanoma metastasico humano
Melanoma maligno

Melanoma metastasico humano

Melanoma nodular

Fuente

ATCC HTB-68

ATCC HTB-72

ATCC 11147

Dr Hilliard F. Seigier (Duke

University Medical Center,

Durham, North Carolina)

El Dr. Brian Seed (Center for Computational and Integrative Biology, Massachusetts

General Hospital, Boston, MA, Department of Genetics, Harvard Medical School, Boston,

MA) dond los plasmidos pEAK12-Actin-LC3-dNGLUC y pEAK12-Actin-flagDEVDG2-

dNGLUC; y el Dr. Tamotsu Yoshimori (Department of Cellular Regulation, Research

Institute for Microbial Diseases, Osaka University, Japan; CREST, Japan Science and

Technology Agency, Japan) dond el plasmido GFP-LC3.
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Metodologia

Condiciones de cultivo

Las lineas celulares de melanoma SK-MEL-2 y SK-MEL-28 se cultivaron en medio
o-MEM (a-Minimal Essential Medium). La linea celular A2058 de melanoma se cultivo en
medio DMEM (Dulbecco’s Modification of Eagles Medium). Las células de la linea DM6
se cultivaron en medio IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium). Todos los medios
de cultivo fueron suplementados con 10% de suero bovino fetal (FBS) inactivado por calor,
y penicilina/estreptomicina (100 U/ml). Las células se cultivaron en una atmosfera de 5%
de CO, a 37°C y el medio se reemplazé cada 3 dias. Los reactivos para cultivo celular

fueron de Gibco BRL (Bethesda, MD).

Modelo animal de melanoma xenogréafico

Los tumores fueron inducidos a través de la inyeccion subcutanea de células A2058
de cancer de melanoma a una concentracion de 5x10° en el flanco bilateral derecho de
ratones machos atimicos BALB/c nu/nu (6 a 8 semanas de edad; Charles River
Laboratories, Wilmington, MA). Seis dias después, cuando los tumores fueron palpables, se
realizaron tratamientos al azar con el Ad-E2Ftr (1x10° pfu) o Ad-GFP (1x10° pfu; n = 6
ratones por cada grupo). Las inyecciones fueron realizadas de manera intratumoral, una
dosis cada tercer dia con un total de 4 dosis. Cada inyeccion de virus purificado fue diluido
en un volumen total de 100 ul en una solucion al 0.9% de NaCl. Los tumores se midieron
cada tercer dia y el volumen fue determinado midiendo el tumor en dos dimensiones con un

calibrador vernier, usando la siguiente formula: V = (L x W %)/2, donde L es lo largo y W lo
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ancho del tumor. Los experimentos en los animales fueron realizados de acuerdo con el
protocolo aprobado por: The University of Louisville Institutional Animal Care and Use

Committee.

Inmunohistoquimica

Los estudios de inmunohistoquimica se hicieron a partir de los tumores que fueron
extraidos 24 horas después de la ultima inyeccion adenoviral. Los tumores se fijaron con
formalina al 10% y se embebieron en parafina. Posteriormente se realizaron cortes
histoldgicos, los cuales fueron usados en la inmunotincion para detectar la expresion de
E2Ftr y caspasa-3 activada. Se utilizaron anticuerpos contra E2F-1 humano (KH95) sc-125
(Santa Cruz Biotechnology) para detectar la expresion de E2Ftr, y contra caspase-3 humana
(Aspl75) (5ALE) (Cell Signaling, Danvers, MA) para detectar la activacion de caspasa-3.
Las microfotografias fueron tomadas a 20X y analizadas con el software NIS-Elements BR

3.0 (Nikon Instruments, Melville, NY).

Proliferacion celular

La proliferacion celular se analizd tres dias después de la infeccion adenoviral
mediante un método colorimétrico basado en la capacidad de las células vivas en cultivo
para reducir la sal de tetrazolio MTT (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN), que es de
color amarillo, a su derivado formazan. Se adiciond 1/10 (del volumen del cultivo) de la
solucion de MTT (5 mg/ml) al cultivo celular. Despues de 4 hrs se agrego %2 (del volumen
del cultivo) del buffer de lisis (10% p/v SDS en 0.01 M HCI) y se homogenizo.

Posteriormente, se colocaron 150 ul del homogenizado en una placa de 96 pozos para
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determinar las lecturas de absorbancia en un espectrofotometro automatico a una longitud

de onda de 570 nm. Los resultados fueron expresados como porcentaje de células vivas.

Tincion fluorescente con Hoechst

Las células fueron fijadas en una solucién de formalina al 10% durante 5 min y se
lavaron 3 veces con PBS. Los ndcleos fueron tefiidos con Hoechst 33258 a una
concentracion final de 10 uM durante 10 min a 37°C. Después se lavaron tres veces con
PBS. La morfologia del nlcleo se observé en un microscopio de fluorescencia Olympus

Microsystems usando el filtro azul (DAPI).

Tincion con anexina-V

El procedimiento se realiz6 de acuerdo a las indicaciones de la compafiia (Pharmingen, San
Diego CA) utilizando el kit de Anexina V-PE para Apoptosis. Las células fueron analizadas
en un citometro de flujo (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ) y el software FlowJo

(Tree Star Inc., Ashland, OR).

Inhibicion de la apoptosis

Para determinar si el efecto de muerte celular inducido por E2F era debido al
mecanismo de apoptosis, se utilizo un inhibidor general de caspasas (z-VAD.fmk). Como
control positivo de induccion de apoptosis se utilizd la Cisplatina (25 puM). El inhibidor z-
VAD.fmk (100 uM) se adiciond después del tratamiento de las células con cisplatina, de la

infeccion adenoviral o de la transfeccion con plasmidos.
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Transfeccion de las células SK-MEL-2

La transfeccion de las células se realizd de acuerdo a las especificaciones del
proveedor utilizando el reactivo Lipofectamina 2000 (Invitrogen). Se sembraron 5X10%,
1.5X10° 6 2X10° células en placas de 24 y 12 pozos, y platos de 60 mm respectivamente.
La transfeccion se realizO cuando las células presentaron una confluencia de
aproximadamente el 70%. Para analizar el efecto de E2F se utilizaron los plasmidos pGL3-
E2F1 o pGL3-E2Ftr, que expresan los genes E2F-1 y E2Ftr respectivamente. Como control

se utilizo el plasmido vacio, pGL3.

Actividad de luciferasa

Para el monitoreo de la activacion de la autofagia por E2F-1 y E2Ftr, las células SK-
MEL-2 fueron transfectadas con 4 ng/pl del plasmido pEAK12-Actin-LC3-dNGLUC e
infectadas con el Ad-EGFP, Ad-E2F-1 o Ad-E2Ftr a 100 MOI; o bien, co-transfectadas
con 4 ng/pl de los plasmidos pGL3, pGL3-E2F1 o pGL3-E2Ftr. Para el monitoreo de la
activacion de la apoptosis por E2F-1 y E2Ftr, las células fueron transfectadas con 4 ng/ul
del plasmido pEAK12-Actin-flagDEVDG2-dNGLUC (DEVDGZ2F) e
infectadas/transfectadas como se describe. Los sobrenadantes fueron colectados a diferentes
tiempos y analizados para la actividad de luciferasa con el kit Renilla Luciferase (Promega,

E2810).

Muerte celular
En el ensayo de exclusion por Azul tripano, las células viables (no tefidas)
conservan un citoplasma translicido, mientras que las células no viables tifien su

citoplasma de azul. En una placa de 12 pozos, 1.5x10° células SK-MEL-2 fueron
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transfectadas con los plasmidos pGL3-E2F1 o pGL3-E2Ftr a una concentracion de 5 ng/pl
en una solucién con medio Optimem. El plasmido pGL3 (vector vacio) fue utilizado como
control. Las células fueron cultivadas por 48 horas y posteriormente se cuantifico la muerte
celular. Las células se tifieron por 5 min a una concentracion final del colorante de 0.2%, y

se contaron en una camara de Neubauer. Los experimentos se realizaron por triplicado.

Analisis por Western blot

Para la deteccidn de proteinas expresadas por los plasmidos y proteinas celulares se
realiz6 lo siguiente: 1x10° células de la linea celular, fueron transfectadas, después de 6, 12,
24, 36, 48 y 72 horas de la transfeccion se cosecharon y lavaron con PBS 1X. Los lisados
celulares se resuspendieron en 100 pl de amortiguador RIPA (50 mM de Tris-HCI, 150 mM
de NaCl, 1% de NP-40, 0.5% de desoxicolato de sodio y 0.1% de SDS) con una mezcla de
inhibidores de proteasas, la cual contiene 4-(2-aminoetil)-benzenesulfonil fluoruro
(AEBSF), pepstatina A, transepoxisuccinil-leucilamida(4-guanidina)butano (E-64),
bestatina, leupeptina y aprotinina (10 ml/1x10° células: Sigma, St.). Las células
resuspendidas en el amortiguador RIPA se incubaron en hielo por 30 min y se agitaron en
vortex cada 10 min, el sobrenadante se transfirio a un tubo nuevo, y la concentracion se
cuantifico mediante un ensayo de proteinas conocido BIO-RAD DC (BIO RAD, Hercules,
CA). Cantidades iguales de proteinas se corrieron en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida. Posteriormente las proteinas fueron transferidas a una membrana Hybond-
PVDP (Amershan, Arlington Heights, IL.), la cual se incubo con un anticuerpo primario
por 1 hora, se realizaron lavados por 5 min con PBS 1X y posteriormente se incubd con un

anticuerpo secundario unido a peroxidasa. Se realizaron lavados por 5 min con PBS 1X.
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Finalmente la deteccion se hizo utilizando el kit de quimioluminiscencia “ECL” de acuerdo

a las instrucciones de la compafiia Amershan, Arlington Heights, IL.

Distribucion de GFP-LC3

Este metodo consiste en detectar la conversion de LC3-1 a LC3-1l a través del
monitoreo de la fusion GFP-LC3 por microscopia de fluorescencia. La proteina LC3-1 es la
forma citosélica y se observa como un patron de fluorescencia difusa, mientras que la
proteina LC3-11, que es la que se incorpora a los autofagosomas, presenta una distribucion
punteada de GFP-LC3. Para realizar este andlisis las células SK-MEL-2 fueron co-
transfectadas con los plasmidos pGL3, pGL3-E2F1 o pGL3-E2Ftr y con el plasmido pGFP-

LC3.

Microscopia de luz

Para analizar la morfologia celular inducido por la sobreexpresion de E2F-1 y E2Ftr las
células SK-MEL-2 fueron infectadas con el Ad-E2F1 o el Ad-E2Ftr como previamente se
describe, y se hizo la tincion Wright-Giemsa (Gomez-Gutierrez et al., 2006) para su

observacion al microscopio de luz.

Microscopia electrénica de transmision (MET)

Para realizar el analisis ultraestructural inducido por la sobreexpresion de E2F-1 y
E2Ftr las células SK-MEL-2 fueron infectadas con el Ad-E2F1 o el Ad-E2Ftr como
previamente se describe, y se siguio el protocolo para MET. Primeramente se realizd un
lavado con PBS y se fijo con gluteraldheido al 1% durante 1 h. Se lavo tres veces durante

10 min con PBS vy se realizé un post-fijacion con tetradxido de osmio al 2% durante 1 h a
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temperatura ambiente. Se realizaron tres lavado de 5 min cada uno con cocodilatos 0.2 M a
temperatura ambiente. Se deshidratd 5 min en etanol al 50, 70 y 80%, 15 min al 95%
realizando tres cambios, y finalmente 5 min al 100% de etanol. Se realizo la inclusion y se
analizaron los cortes semi-finos y posteriormente los cortes ultra-finos, los cuales fueron

contrastados con acetato de uranilo y citrato de plomo.
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Resultados

Descripcion de los adenovirus empleados.

En la figura 5A se muestra y describe el esquema de los adenovirus que se utilizaron
en el presente trabajo. Como control negativo se utilizé un adenovirus que expresa la
proteina verde fluorescente (Ad-EGFP). Como control positivo se usd un adenovirus que
expresa la proteina E2F-1 (Ad-E2F-1) silvestre. Se analizd un adenovirus que expresa una
version truncada de la proteina E2F-1 (Ad-E2Ftr) que carece del dominio de

transactivacion, y por ende del potencial oncogénico que tiene la proteina silvestre.

Determinacién de la expresion de la proteina E2F-1 mutante (E2Ftr)

Se compard la expresion entre el Ad-E2Ftr y el Ad-E2F-1, este ultimo expresa la
proteina E2F-1 completa y ha sido extensamente usado en la terapia génica contra el cancer
(Dong et al., 1999; Dong et al., 2002; Elliott et al.,2001; Itoshima et al., 2000; y Kuhn et
al., 2002). Los adenovirus se probaron en dos lineas celulares de melanoma, las lineas
A2058 y DMB6, las cuales son usadas en modelos xenografico de melanoma para su estudio
in vivo. Las células A2058 pueden inducir tumores en ratones desnudos BALB/c y las
células DM6 son usadas en modelos de melanoma en ratas para perfusion de extremidades
aislada [isolated limb perfusion “ILP”, por sus siglas en inglés] (Bauer et al., 2003; Canter
et al., 2004). Las células A2058 fueron infectadas con el Ad-EGFP, Ad-E2F-1 o Ad-E2Ftr
a 100 MOI [“Multiplicity of Infection”, por sus siglas en inglés]. Se confirmd por medio de
un analisis de Western Blot la delecion del dominio de transactivacion de la proteina E2F-1
que generd un producto de 60 kDa para la proteina E2Ftr, en comparacion con la version

completa de E2F-1 que tiene un tamarfio de 66 kDa (Fig. 5B).
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Fig. 5. Representacion esquematica de las construcciones adenovirales y comparacion de la
migracion de las proteinas E2F-1 y E2Ftr mediante el ensayo de Western Blot. A) Esquema de los
adenovirus Ad-EGFP, Ad-E2F-1 y Ad-E2Ftr. A) Los adenovirus Ad-EGFP y Ad-E2Ftr son
bicistronicos. ElI promotor CMV dirige la expresion del transactivador tTA. EGFP o E2Ftr se
encuentran bajo el control de un promotor minimo sintético que contiene un elemento de respuesta a
tetraciclina (Tet) (TRE) y un mini-promotor CMV (phcmv), el cual es activado Unicamente por la
expresion del tTA. En ausencia de Tet, el tTA se une al phcmv para activar la expresion de EGFP o
E2Ftr. En presencia de tetraciclina, tTA se une a Tet por lo que no puede unirse al phcmv para activar la
expresion de EGFP o E2Ftr. Las secuencias repetidas terminales invertidas derecha e izquierda, RITR o
LITR, respectivamente; la sefial de encapsidacion, ES; y la delecion de los genes E1/E3 en la estructura
del adenovirus, es mostrado en el esquema. B) Células SK-MEL-2 sin infectar o infectadas con el Ad-
EGFP, Ad-E2F-1, or Ad-E2Ftr durante 36 hrs a una MOI de 100. Se aislé la proteina total y se sometio
al ensayo de Western Blot. Se utilizo el anticuerpo mAb E2F-1 anti-humano para detectar ambas
proteinas, E2F-1 y E2Ftr. Como control de carga se detectd la proteina a-Actin.

El adenovirus recombinante que expresa E2Ftr inhibe el crecimiento tumoral en un

modelo in vivo.

El Ad-E2Ftr fue probado en un modelo de melanoma en raton. Las células A2058
fueron inyectadas en los muslos de un ratén desnudo. Después de seis dias, los tumores
fueron palpados y al azar se inyectd de manera directa el Ad-E2Ftr o el Ad-EGFP. Las

dosis fueron inyectadas de manera antitumoral cada tres dias para un total de cuatro dosis
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totales. Se evaluo la actividad antitumoral siguiendo el protocolo descrito en materiales y
métodos. Los 6 ratones inyectados con el Ad-E2Ftr mostraron supresion tumoral (100%)
después de 27 dias. (Fig. 6A). La reduccién del tamafio del tumor en los ratones inyectados
con el Ad-E2Ftr fue de ~80% comparado con el control (Ad-EGFP), lo cual fue
estadisticamente significativo (P < 0.05). A 27 dias después de la primera inyeccién con los
adenovirus, los tumores fueron extraidos. En la figura 6B se muestran los tumores de los
ratones tratados con el Ad-EGFP, que fueron significativamente mas grandes que los
tumores de los ratones que fueron inyectados con el Ad-E2Ftr. Los tumores de los ratones
del grupo tratado con el Ad-EGFP fueron 1.2 + 0.4 g, mientras que los tumores de los
ratones que fueron inyectados con el Ad-E2Ftr fueron 0.2 £ 0.04 g (Fig. 6C). El tratamiento
con el Ad-E2Ftr resulté en una fuerte disminucién del tumor y la diferencia entre los
tratamientos fue significativa (P < 0.05). Estos resultados claramente muestran que el
adenovirus que expresa la proteina E2Ftr inhibe el crecimiento tumoral de manera

significativa y por lo cual tiene una potente actividad antitumoral.
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Fig. 6. Efecto antitumoral del Ad-E2Ftr en un modelo in vivo. A) La administracién s.c. de 5x10°
células de la linea A2058 indujo la formacion de tumores palpables a los 6 dias de la aplicacién. Se
seleccionaron ratones al azar para recibir una inyeccién local de Ad-EGFP o Ad-E2Ftr los dias 0, 3, 6,y
9 (flechas). La dosis total de virus fue 4 x 2 x 1x 10° ufp de particulas virales. El volumen del tumor fue
graficado contra el tiempo y determinado por la formula: V = (L x W ?)/2. B) El dia 27 se extrajeron los
tumores, de los cuales la masa relativa es mostrada. C) El peso tumoral se obtuvo al dia 27. Los
resultados son expresados como la media de cada grupo de tratamiento + el error estandar (ES; bars).
Las diferencias en el tamafio o peso tumoral que resultaron del tratamiento con el Ad-E2Ftr fueron
estadisticamente significativas comparado con el control Ad-EGFP (day 27, P < 0.05).

La sobreexpresion de E2Ftr induce la activacidn de caspasa-3 en un modelo in vivo.
Los tumores de los ratones que recibieron las dosis intratumorales de Ad-E2Ftr o
Ad-EGFP fueron extraidos 24 horas después de la Gltima inyeccion y se realizaron analisis
histoldgicos. El analisis inmunohistoldgico detectdé una fuerte expresion de la proteina
E2Ftr en los tumores de los ratones inyectados con el Ad-E2Ftr. Al mismo tiempo se
realizd la inmunohistoquimica para detectar la proteina caspasa-3 activada, tanto en los

tumores inyectados con el Ad-EGFP o Ad-E2Ftr. La activacion de caspasa-3 solo fue
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detectada en los tumores que fueron inyectados con el Ad-E2Ftr, por lo cual fue asociado
con la sobreexpresion de la proteina E2Ftr (Fig. 7). Por el contrario, no se detectd la
expresion de E2F-1 o caspasa-3 en los tumores inyectados con el Ad-EGFP. Los tumores
que fueron inyectados con el Ad-EGFP mostraron una alta expresion de la proteina EGFP
cuando se observaron en el microscopio de fluorescencia, lo cual indico que el nivel de
transduccion en los tumores fue alto. Estos resultados indicaron que el Ad-E2Ftr fue

altamente transducido y que la caspasa-3 fue activada por la expresion de E2Ftr.

Ad-EGFP Ad-E2Ftr

HE

E2F-1

Caspasa-3
Activada

GFP

Fig. 7. Transduccién e inmunohistoquimica tumoral. Los tumores fueron extraidos 24 hrs después
del Gltimo tratamiento con el Ad-EGFP o el Ad-E2Ftr. Se muestra una tincion con hematoxilina y
eosina (H&E), amplificacién 20X. La expresién de la proteina EGFP se observé en un microscopio de
fluorescencia. Se utiliz6 el anticuerpo mAb E2F-1 anti-humano para detectar la proteina E2Ftr y un
anticuerpo pAb caspasa-3 activada anti-humano (Asp175) (5A1E) para confirmar la activacién de la via
de apoptosis.
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La sobreexpresion de E2Ftr mediada por adenovirus induce muerte celular por la via
de apoptosis en un modelo in vitro.

Al mismo tiempo que se realizaban los estudios in vivo se analizé el efecto del Ad-
E2Ftr en un modelo in vitro en la linea celular SK-MEL-28 de melanoma y se compar6 con
el efecto del Ad-E2F-1. Se analizo el efecto citotdxico el tercer dia después de la infeccion
con los adenovirus Ad-LacZ, Ad-E2F-1 y Ad-E2Ftr mediante el ensayo de MTT. Las
celulas sin tratamiento o infectadas con el Ad-LacZ no presentaron efecto citotdxico (Fig.
8A). Mientras que en las celulas infectadas con el Ad-E2F-1 o el Ad-E2Ftr se observo un
fuerte efecto citotoxico que disminuyo la viabilidad en un 50 y 70% respectivamente.

Para determinar si el efecto citotdxico inducido por la proteina E2Ftr era a través de
la via de apoptosis se analizo la activacion de marcadores de apoptosis mediante el ensayo
de Western blot. Como se observa en la figura 8B las proteinas E2F-1 y E2Ftr indujeron la
disminucion de la procaspasa-3 y el corte proteolitico de PARP, el cual es un substrato de
la caspasa-3 activada. El corte proteolitico de PARP gener6 una banda adicional a la de 115
kDa, con un tamafio de 85-90 kDa. Las células sin tratamiento o infectadas con el Ad-LacZ
no presentaron activacién de PARP ni disminucién de procaspasa-3.

Una vez que se demostrd la activacion de marcadores de apoptosis se analizé la
morfologia nuclear inducida por la sobreexpresion de la proteina E2Ftr. La fragmentacion
del nucleo es una caracteristica del mecanismo de apoptosis. Para su analisis las células se
tiferon con el colorante Hoechst. En la figura 8C se observa la morfologia de nucleos
normales en las células sin tratamiento o infectadas con el adenovirus control (Ad-LacZ).
En contraste, el nacleo de las células infectadas con el Ad-E2F-1 o el Ad-E2Ftr se observa

fragmentado lo cual es consistente con el mecanismo de apoptosis.
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Una de las caracteristicas mas tempranas del mecanismo de apoptosis es la pérdida
de la integridad de la membrana plasmaética. En las células apoptdticas el fosfolipido
fosfatidilserina (PS) que se encuentra en el interior de la membrana celular es translocado y
expuesto hacia la superficie celular. La anexina-V es una proteina que tiene una alta
afinidad a la PS y se utiliza conjugada a fluorocromos, para identificar células en apoptosis.
Por lo tanto, realizamos este analisis de citometria de flujo detectando la proteina anexina-
V acoplada al fluorocromo FITC vy la tincion celular con 7-AAD. La tincion con anexina-V
normalmente se utiliza junto con un colorante vital como el 7-AAD (7-Amino-
Actinomicina) para identificar las células en apoptosis temprana. Las células viables con
una membrana intacta excluyen el colorante 7-AAD, mientras que la membrana de celulas
dafadas 0 muertas es permeable al colorante.

Se analizaron células sin tratamiento o infectadas con los adenovirus Ad-LacZ, Ad-
E2F-1 o Ad-E2Ftr. Como resultado, en la figura 8D se observa que las células sin
tratamiento o infectadas con el Ad-LacZ presentaron un bajo porcentaje de apoptosis
correspondiente a la apoptosis basal con un 11 y 10% respectivamente. Las células
infectadas con el Ad-E2F-1 o el Ad-E2Ftr indujeron un 87 y 86% de apoptosis
respectivamente. Por lo tanto, se confirmd que la sobreexpresion de la proteina E2Ftr
mediada por adenovirus induce muerte celular por el mecanismo de apoptosis tan

eficientemente como la proteina E2F-1.
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Fig. 8. Evaluacién del mecanismo de apoptosis inducido por el Ad-E2Ftr. A) Células SK-MEL-28
sin infectar o infectadas con el Ad-LacZ, Ad-E2F-1 o Ad-E2Ftr a una MOI de 100. La viabilidad
celular se analiz a las 72 hrs por un ensayo de MTT. B) Deteccidn de la activacion de la via de las
caspasas por Western Blot. Se utilizaron los anticuerpos mAb E2F-1 anti-humano, mAb PARP anti-
humano, y mAb caspase-3/CPP3 anti-humano. La deteccion de a-Actina se utiliz6 como control de
carga. C) Tincion del nlcleo con Hoechst 33258 (10 uM). La fragmentacion del nicleo es indicada por
flechas blancas (Amplificacion, 20X). D) Tincién con anexina V-PE y 7-Aminoactinomicina D (7-
AAD). Las ceélulas se analizaron por citometria de flujo con el software FlowJo. Se obtuvieron
resultados similares en tres experimentos independientes.

El adenovirus Ad-E2Ftr induce un mecanismo de muerte celular independiente de
caspasas.

Un estudio preliminar en donde se realizo una tincion Wright-Giemsa mostré una
morfologia celular diferente a la caracteristica de apoptosis. Se observé un citoplasma con
apariencia vesiculada, lo cual sugirio la existencia de algin mecanismo de muerte celular
diferente a la apoptosis. Por lo tanto, para descartar que la apoptosis fuera el unico
mecanismo de muerte celular inducido por la sobreexpresion de E2Ftr, se utilizd un

inhibidor general de las caspasas, conocido como z-VAD-fmk. El inhibidor z-VAD-fmk es
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un inhibidor general de caspasas irreversible, que se une al sitio catalitico de las proteasas
caspasas e inhibe la induccion de apoptosis.

Mediante un ensayo de MTT se analiz6 la viabilidad de células SK-MEL-2 sin
tratamiento o infectadas con el Ad-LacZ o Ad-E2Ftr en ausencia o presencia del inhibidor
z-VAD-fmk a las 72 hrs. La cisplatina es un conocido inductor de apoptosis y se utilizd
como control positivo a una concentracién de 25 pM. En la figura 9A se observa que la
viabilidad de las células sin tratamiento o infectadas con el Ad-LacZ no es afectada en
ausencia o presencia del inhibidor z-VAD-fmk. En contraste, las células tratadas con
cisplatina muestran alrededor de 35% de viabilidad, la cual se increment6 a 70% en
presencia del inhibidor z-VAD-fmk. A diferencia del control positivo en donde hubo un
50% de rescate de muerte celular, en las células infectadas con el Ad-E2Ftr no hubo
rescate. Este resultado sugiere la existencia de un mecanismo de muerte celular diferente a
la apoptosis dependiente de las caspasas.

Para confirmar que el inhibidor z-VAD-fmk no tenia efecto sobre la muerte celular
inducida por el Ad-E2Ftr analizamos su efecto por citometria de flujo mediante la tincion
con anexina-V. Como se observd previamente, el inhibidor z-VAD-fmk no tuvo efecto
sobre las células sin tratamiento (Fig. 9B). En las células infectadas con el Ad-LacZ se
observo un 16% de células en apoptosis que se redujo a 5% en presencia del inhibidor. Las
células tratadas con cisplatina mostraron un 62% de células apoptoticas que se redujo a
28% en presencia del inhibidor z-VAD-fmk. EI Ad-E2Ftr indujo un 78% de apoptosis, la
cual no se vio afectada en presencia del inhibidor de caspasas. Cabe sefialar que estos
experimentos se realizaron a las 72 hrs de tratamiento, lo cual corresponde a una fase tardia
de muerte celular en donde puede haber ruptura o permeabilidad de la membrana celular

con exposicion de lipido PS de manera independiente del tipo de muerte celular. En base a
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los resultados se concluye que el Ad-E2Ftr induce un mecanismo de muerte celular

independiente de la apoptosis por la via clésica de las caspasas.
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Fig. 9. La muerte celular inducida por el Ad-E2Ftr es independiente de las caspasas. Células SK-
MEL-2 sin infectar o infectadas con el Ad-LacZ o Ad-E2Ftr a una MOI de 100 en ausencia o presencia
de z-VAD-fmk. La cisplatina se utiliz6 como inductor de apoptosis a una concentracion de 25 uM. Las
células se analizaron a las 72 hrs. A) La viabilidad celular se analiz6 por un ensayo de MTT. B) Tincion
con anexina V-PE y 7-Aminoactinomicina D (7-AAD); Las células se analizaron por citometria de flujo
con el software FlowJo. Se obtuvieron resultados similares en tres experimentos independientes.

La sobreexpresion de E2Ftr mediada por adenovirus induce la activacion del
mecanismo de autofagia.

Una vez que se determin0 que la apoptosis por la via de las caspasas no era el Unico
mecanismo de muerte celular inducido por E2Ftr y en base a los estudios preliminares en
donde se observé una morfologia con apariencia vesiculada, se evaluo si el mecanismo de

autofagia era activado por E2Ftr.
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Para determinar la activacion de autofagia se utiliz6 un sistema que consiste en el
corte proteolitico del marcador de autofagia LC3 por la proteasa endogena Atg4B. En este
sistema el marcador LC3 se encuentra fusionado entre la B-actina y la Gaussia luciferasa
(dNGLUC). El corte proteolitico de LC3 libera a la luciferasa al medio de cultivo la cual es
cuantificada en un luminémetro. Este mismo sistema se utiliz6 para detectar la activacion
de la apoptosis, pero en lugar del marcador de autofagia se encuentra el sitio FDEVDG2
entre la B-actina y dNGLUC, el cual sufre un corte proteolitico por la caspasa 8 (via
extrinseca) y caspasa 9 (via intrinseca), y de igual manera la apoptosis puede monitorearse
detectando los niveles de luciferasa en el sobrenadante del cultivo celular (Ketteler et al.,
2008).

Las celulas SK-MEL-2 se transfectaron con el plasmido pEAK12-Actin-LC3-
dNGLUC (sensor de autofagia) e infectaron con los adenovirus Ad-EGFP, Ad-E2F-1 o Ad-
E2Ftr y se analiz6 la actividad de luciferasa como se describi6 previamente. La rapamicina,
un conocido inductor de autofagia, se utilizé como control positivo. Como se observa en la
figura 10A el Ad-EGFP no indujo actividad de luciferasa, mientras que la rapamicina
indujo un ligero incremento a través del tiempo. El Ad-E2F-1 indujo mayor actividad de
luciferasa que la rapamicina. Sin embargo, el efecto méas notorio fue inducido por el Ad-
E2Ftr, con un incremento de casi el doble de la actividad de luciferasa inducida por el Ad-
E2F-1.

Por otro lado, se monitored la activacion del mecanismo de apoptosis usando este
mismo sistema, pero con el plasmido pEAK12-Actin-flagDEVDG2-dNGLUC (DEVDGZ2F,
sensor de apoptosis). Se transfectaron las células de melanoma con el plasmido e infectaron
con los adenovirus Ad-EGFP, Ad-E2F-1 o Ad-E2Ftr y se analizo la actividad de luciferasa

como se describio previamente. La cisplatina se utilizé como control positivo de apoptosis.
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Como se observa en la figura 10B el Ad-EGFP no indujo actividad de luciferasa, mientras
que el Ad-E2F-1 indujo un ligero incremento a través del tiempo. La cisplatina indujo
mayor actividad de luciferasa que el Ad-E2F-1, pero la actividad de luciferasa més
pronunciada fue inducida por el Ad-E2Ftr con un incremento de aproximadamente el doble
de la actividad inducida por el control positivo.

El uso de este sistema nos permitié determinar que la sobreexpresion de E2F-1 y
E2Ftr mediada por adenovirus puede activar los mecanismos de autofagia y apoptosis. Sin

embargo, el mecanismo de autofagia presenté una mayor activacion que el mecanismo de

apoptosis.
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Fig. 10. Activacion de los mecanismos de autofagia y apoptosis por E2Ftr mediada por adenovirus. A)
Activacion de autofagia por E2F-1 y E2Ftr. Las células SK-MEL-2 fueron transfectadas con 4 ng/ul del
plasmido pEAK12-Actin-LC3-dNGLUC (sensor de autofagia) e infectadas con el Ad-EGFP, Ad-E2F-1 o Ad-
E2Ftr. La rapamicina se utiliz6 como control positivo. B) Activacion de FDEVDG2 (sensor de apoptosis) por
E2F1 y E2Ftr. Las células fueron transfectadas con 4 ng/ul del plasmido pEAK12-Actin-flagDEVDG2-
dNGLUC (DEVDGZ2F) e infectadas como se menciona previamente. La cisplatina se utilizo como control
positivo. Los sobrenadantes fueron colectados a diferentes tiempos y analizados para la actividad de
luciferasa. E2F1 y E2Ftr indujeron la liberacion de GLUC (Gaussia luciferasa) de manera dependiente del
tiempo. El mecanismo de autofagia present6 una mayor activacion que el mecanismo de apoptosis.

La proteina E2Ftr induce un mecanismo de muerte celular independiente de caspasas.
Para descartar que la activacion del mecanismo de autofagia fuera por un efecto
sinérgico de la proteina E2Ftr y el adenovirus, se analizd el efecto de la proteina mediante

su expresion transitoria. Se utilizaron los plasmidos pGL3-E2F1 o pGL3-E2Ftr, que
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expresan los genes E2F-1 y E2Ftr respectivamente. Como control se utilizé el plasmido
vacio, pGL3. Se transfectaron las células SK-MEL-2 de melanoma humano y a las 48 hrs
se analizd el efecto de muerte celular por medio de un ensayo de exclusion por azul tripano.
El resultado de este experimento muestra que el nivel basal de muerte celular fue de 13.7%,
éste fue tomado de células a las cuales se les dio un tratamiento sin DNA plasmidico, Las
celulas transfectadas con el vector vacio mostraron un 16.6% de muerte celular, similar a
los niveles basales. En contraste, en las células transfectadas con los plasmidos que
expresan E2F-1 o E2Ftr se observo un marcado incremento de muerte celular de un 38% y
35.8% respectivamente (Fig. 11A). El ensayo de exclusion por Azul Tripano confirmé que
la expresion transitoria de E2F-1 and E2Ftr es suficiente para inducir muerte celular.
Posteriormente, se prosiguio a determinar si la inhibicion de la apoptosis mediante
el inhibidor general de caspasas z-VAD-fmk, podia proteger de la muerte celular inducida
por la expresion transitoria de E2F-1 o E2Ftr. Se transfectaron las células, como se describe
previamente, en ausencia o presencia del inhibidor z-VAD-fmk (100 uM). El ensayo de
exclusion con azul tripano se realizo a las 48 hrs y demostrd que la muerte celular inducida
por cisplatina disminuy6 notablemente del 34.7% al 5.95%. En contraste, la muerte celular
inducida por E2F-1 o E2Ftr fue resistente al inhibidor z-VAD-fmk, presentando una
disminucion de muerte celular del 40.4% al 35.2% y del 37.3% al 29.6%, respectivamente
(Fig. 11B). Este resultado sugiere que el principal mecanismo de muerte celular inducido

por la sobre-expresion de E2F-1 y E2Ftr es diferente a la apoptosis.
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Fig. 11. La muerte celular inducida por la proteina E2Ftr es independiente de las caspasas. A) Las
células SK-MEL-2 de melanoma humano fueron transfectadas con 5 ng/ul de los plasmidos pGL3 (plasmido
vacio), pGL3-E2F-1 o pGL3-E2Ftr. Las células se incubaron durante 48 horas y se determind la muerte
celular por exclusion con azul tripano. B) Efecto del inhibidor de caspasas z-VAD-fmk sobre la muerte
celular inducida por cisplatina (25 pM), pGL3-E2F-1 o pGL3-E2Ftr. Después de la adicion de la cisplatina o
de la transfeccion con los plasmidos que expresan E2F-1 o E2Ftr, las células fueron tratadas con el inhibidor
z-VAD-fmk (100 pM) durante 48 horas y analizadas por exclusion con azul tripano.

La proteina E2Ftr induce la activacion de autofagia.

Una vez que se demostro que la proteina E2Ftr puede causar muerte celular por si
sola, y que el mecanismo de muerte es diferente a la apoptosis por la via de las caspasas, se
analizo si era capaz de activar el mecanismo de autofagia. Por lo tanto, se llevo a cabo el
ensayo de liberacion de luciferasa en donde las células SK-MEL-2 fueron co-transfectadas
con 4 ng/ul del plasmido pEAK12-Actin-LC3-dNGLUC (sensor de autofagia) y 4 ng/ul de
los plasmidos pGL3, pGL3-E2F-1 o pGL3-E2Ftr. La actividad de luciferasa se analiz

como se describe previamente. En la figura 12A se observa que el vector vacio no indujo
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actividad de luciferasa, mientras que la rapamicina indujo un marcado incremento a través
del tiempo. La expresion de E2F-1 y E2Ftr mostrd un patron de actividad de luciferasa muy
similar con un incremento de 20 a 25 veces en comparacién con el control.

Para monitorear la activacion de apoptosis las células fueron co-transfectadas con 4
ng/pl del pldésmido pEAK12-Actin-flagDEVDG2-dNGLUC (DEVDG2F) y 4 ng/pl de los
plasmidos pGL3-E2F-1 o pGL3-E2Ftr y se analiz6 como descrito anteriormente. Como se
observa en la figura 12B el vector vacio no indujo actividad de luciferasa, mientras que la
cisplatina indujo una alta actividad de luciferasa. E2F-1 y E2Ftr mostraron un ligero
incremento en la activacion de luciferasa.

El uso de este sistema nos permitié determinar que la expresion de las proteinas
E2F-1 y E2Ftr por si sola es suficiente para activar los mecanismos de autofagia y
apoptosis. Al igual que en el estudio con adenovirus, se observd que el mecanismo de
autofagia  presenté ~ una  mayor  activacion que el  mecanismo  de
apoptosis.
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Fig. 12. La proteina E2Ftr induce la activacion de autofagia y apoptosis. (A) Activacién de autofagia por
E2F-1y E2Ftr. Las células SK-MEL-2 fueron co-transfectadas con 4 ng/ul del plasmido pEAK12-Actin-LC3-
dNGLUC (sensor de autofagia) y 4 ng/ul de los plasmidos pLG3, pLG2E2F1 o pLFE2Ftr. E2F1 y E2Ftr
indujeron la liberacion de GLUC (Gaussia luciferasa). (B) Activacién de FDEVDG2 (sensor de apoptosis) por
E2F1 o E2Ftr. Las células fueron co-transfectadas con 4 ng/ul del plasmido pEAK12-Actin-flagDEVDG2-
dNGLUC (DEVDG2F) y 4 ng/ul de los pldsmidos pLG2E2F1 o pLFE2Ftr. Los sobrenadantes fueron
colectados a diferentes tiempos y analizados para la actividad de luciferasa.
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La proteina E2Ftr induce un incremento del marcador de autofagia Atgb.

Para establecer el mecanismo por el cual la proteina E2Ftr activa la via de autofagia
se analizé la proteina de autofagia Atg5. La proteina Atg5 es parte de un sistema parecido
al sistema de ubiquitinacion; es conjugada con Atgl2 para formar el complejo Atg5-Atgl2
que es esencial en la etapa temprana de autofagia para la elongacion del fagéforo durante la
formacion del autofagosoma. Para determinar si esta proteina de autofagia era inducida por
E2Ftr, se transfectaron las células SK-MEL-2 con los plasmidos que expresan E2F-1 o
E2Ftr y se analizd su expresion a través del tiempo mediante el ensayo de Western Blot.
Como resultado, se encontré que tanto E2F-1 como E2Ftr inducen una ligera expresion de
Atg5 a las 12 hrs después de la transfeccion (Fig. 13). Se observé un incremento gradual en
la expresion de Atg5 de manera dependiente del tiempo con una méxima expresion a las 54
hrs de la transfeccion. Estos resultados muestran que E2F-1 y E2Ftr tienen un
comportamiento similar sobre la induccion de Atg5, y sugieren que la autofagia puede ser
un mecanismo de muerte celular independiente de caspasas activado por E2F-1 y E2Ftr.
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Fig. 13. La autofagia inducida por E2Ftr esta asociada con la expresion de Atg5. Las células SK-MEL-2
se transfectaron con 1 ug/ml de A) pGL3-E2F1 o B) pGL3-E2Ftr. La autofagia se asocié con la aparicién de
la proteina Atg5 de 33 kDa. E2F-1 y E2Ftr indujeron el incremento de Atg5 de manera dependiente del
tiempo. Las muestras proteicas fueron extraidas y resueltas por SDS-PAGE. Las membranas fueron incubadas
con los anticuerpos anti-E2F1, anti-Atg5, y anti-actina como control de carga.
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La proteina E2Ftr induce un incremento del marcador de autofagia LC3.

La conversion de LC3-1 a LC3-1l es considerada como el principal marcador
proteico de autofagia. La proteina LC3-1 es una proteina citosélica mientras que la proteina
LC3-II se localiza especificamente en la membrana de los autofagosomas, se encuentra
asociada con la membrana limitante interna y es atrapada dentro de las vesiculas
autofagicas. La conversion de LC3-1 a LC3-11 se analiza a través de Western blot, LC3-11
presenta una migracién de banda maés rapida que LC3-l. Por lo tanto, analizamos la
expresion de este marcador en respuesta a diferentes dosis de DNA plasmidico codificante
para E2F-1 (pGL3-E2F-1) o E2Ftr (pLGL3-E2Ftr). Como resultado, encontramos la
maxima expresion de LC3 cuando las celulas se transfectaron con 0.5-2 pg de pGL3-E2F-1
(Fig. 14A). En contraste, la m&xima expresion de LC3 inducida por pGL3-E2Ftr se alcanz6
cuando se transfectd con 0.25-0.5 ug de DNA (Fig. 14B). Este resultado muestra que tanto
E2F-1 como E2Ftr son capaces de inducir el incremento en la expresion de LC3.
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Fig. 14. E2Ftr induce la expresién del marcador de autofagia LC3. Las células SK-MEL-2 fueron
transfectadas con diferentes concentraciones de DNA de los plasmidos codificantes para A) E2F1 o B) E2Ftr.
Los extractos de proteina se aislaron a las 24 h y se analizaron por Western blot con el anticuerpo anti-LC3.
Las membranas se rehibridaron con los anticuerpos anti-E2F1 y anti-actina.
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La proteina E2Ftr induce la localizacion de la proteina LC3 en los autofagosomas.

LC3 es un marcador de autofagia esencial para la formacion de los autofagosomas.
Previamente se detectd mediante Western Blot la induccion de LC3-1'y LC3-Il por E2F-1y
E2Ftr en las células SK-MEL-2. Por lo tanto, utilizamos otro método basado en el marcador
LC3 para confirmar la activacion de autofagia. Este método consiste en analizar el patron
de fluorescencia de la fusion GFP-LC3 inducido por E2F-1 y E2Ftr. Se co-transfectaron las
células de melanoma con el plasmido GFP-LC3 y el vector vacio, el pGL3-E2F-1 o el
pGL3-E2Ftr. La distribucion de GFP-LC3 se monitored por microscopia de fluorescencia a
las 48 hrs después de la transfeccion. En la figura 15 se observa un patrén de fluorescencia
difusa en las células transfectadas con el vector vacié. La fluorescencia difusa corresponde
a la localizacion citoplasmatica de la proteina LC3-I, mientras que la fluorescencia
localizada (punteada) corresponde a la proteina LC3-II que se incorpora a los
autofagosomas. Los plasmidos pGL3-E2F-1 y pGL3-E2Ftr indujeron una distribucién
punteada de la fusion GFP-LC3, lo cual corresponde a la induccion de la formacion de
autofagosomas. La rapamicina se us6 como control positivo de la distribucion punteada.
Mediante este ensayo se confirmé que E2F-1 y E2Ftr activan el mecanismo de autofagia.

Para descartar que los resultados observados fueran efecto de una deficiencia en el
flujo de autofagia o que el marcador LC3-1l fuera blanco de degradacion lisosomal se
utilizo la cloroquina, un inhibidor de la fusion del autofagososma con el lisosoma (Tanida
et al., 2005). Como resultado se observd un incremento en la fluorescencia punteada
inducida por E2F-1, E2Ftr y la rapamicina. Por lo tanto, la acumulacion del patron de
florescencia punteado de GFP-LC3 y el flujo de autofagia inducidos por E2F-1 y E2Ftr
fueron eficientes. Estos resultados confirmaron la induccion de autofagia por E2F-1 y

E2Ftr.
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GFP-LC3 +

GFP-LC3 Chloroquine

E2F-1 Empty vector

E2Ftr

Rapamycin

Fig. 15. Induccién de la formacion de autofagosomas con la incorporacién de GFP-LC3 inducida por
E2Ftr. Las células SK-MEL-2 fueron co-transfectadas con 4 ng/ul del plasmido pGFP-LC3 y 4 ng/ul de los
plasmidos pGL3, pGL3-E2F-1 o pGL3-E2Ftr. Se analizé la incidencia de la distribuciéon punteada de GFP-
LC3. La rapamicina (200 nM) se utilizd6 como control positive de induccién de autofagia. La cloroquina
(10uM) se utiliz6 para analizar el flujo de autofagia.

La proteina E2Ftr induce la formacion de vesiculas de doble membrana.

El estudio morfoldgico a través de microscopia electronica de transmision (MET) es
el método mas sensible y confiable para identificar la induccién del mecanismo de
autofagia. Las vesiculas autofagicas son estructuras de doble membrana que contienen
citoplasma, ribosomas, membranas de reticulo endoplasmico, mitocondrias o cualquier otro
organelo. Las estructuras que no cumplan este criterio no deben ser clasificadas como

vesiculas autofagicas.
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Para analizar el efecto de la sobreexpresion de E2F-1 y E2Ftr sobre la morfologia
celular se utilizaron los adenovirus Ad-E2F-1 o Ad-E2Ftr para infectar las células SK-
MEL-2 a un MOI de 100. La morfologia celular se analiz6 a las 24 hrs después de la
infeccion por microscopia de luz. EI Ad-EGFP se utilizé como control negativo y no indujo
diferencia en la morfologia celular al ser comparado con las células sin tratamiento. Sin
embargo, la sobreexpresion de E2F-1 indujo cambios en la morfologia celular, presentando
un citoplasma con apariencia vesiculada. EI Ad-E2Ftr también indujo una apariencia
vesiculada, ademas de una apariencia celular aplanada (Fig. 16A).

Para determinar si las estructuras que se observaron en el citoplasma con apariencia
de vesiculas se trataban de vesiculas autofagicas se realizd un andlisis ultraestructural
mediante microscopia electronica de transmision.

Las células SK-MEL-2 fueron infectadas de igual manera y procesadas como se
describié previamente. En la figura 16B se observa la presencia de vesiculas de doble
membrana (autofagosomas) inducida por la sobreexpresion de E2F-1 o E2Ftr. En la parte
inferior se observa una amplificacion de las vesiculas en donde se observa mas claramente
la doble membrana. De esta manera se confirmé por el estandar de oro, la microscopia
electrénica de transmision, la formacion de vesiculas de doble membrana inducida por

E2F-1y E2Ftr.
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A)

Ad-E2F-1 Ad-E2Ftr

B)

Fig. 16. Andlisis ultraestructural de la morfologia celular inducida por E2Ftr en las células SK-MEL-2.
A) Microscopia de luz. Las células SK-MEL-2 sin tratamiento o infectadas con el Ad-EGFP, Ad-E2F-1 o Ad-
E2Ftr a una MOI de 100 se analizaron a las 24 hrs por microscopia de luz. Amplificacién, 40X. B) Las células
SK-MEL-2 infectadas con el Ad-E2F-1 o Ad-E2Ftr a una MOI de 100 se analizaron a las 24 hrs por MET.
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Para determinar que la formacion de vesiculas de doble membrana por E2F no fuera
un efecto especifico de linea celular, analizamos la linea DM6 de melanoma nodular. Las
células se infectaron y procesaron como descrito previamente, y se analizaron por
microscopia electronica de transmision. En la figura 17 se observa la formacion de un
autofagosoma de doble membrana inducida por la sobreexpresion de E2F-1. La
sobreexpresion de E2Ftr indujo la formacion de un gran nimero de vesiculas autofagicas.
Por lo tanto, se demostré que la induccion de autofagia por E2F-1 y E2Ftr no es especifica

de linea celular.

Ad-E2F-1 Ad-E2Ftr

Fig.17. Andlisis ultraestructural de la morfologia celular inducida por E2Ftr en las células DM6. Las
células DM6 de melanoma se infectaron con el Ad-E2F-1 o Ad-E2Ftr a una MOI de 100. A las 24 h después
de la infeccion las células fueron procesadas y analizadas por MET. Las flechas indican la doble membrane
del autofagosoma, las estrellas sefialan la formacion de vesiculas de autofagia, escala barra=1 pum. Notese el
gran tamafio del lisosoma en las células que sobreexpresan E2Ftr.
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Discusiones

Muchos estudios han demostrado la habilidad de E2F-1 para promover la
progresion del ciclo celular y la proliferacion (Bandara et al., 1993; Sala et al., 1994; Shan
et al., 1994; Yang et al., 1995). En contraste, su capacidad para inducir muerte celular por
apoptosis ha sido usada para combatir varios tipos de cancer (Dong et al., 1999; Jamshidi-
Parsian et al., 2005; Dong et al., 2007; Evangelou et al., 2008; Xie et al., 2009). Sin
embargo, a pesar de que la sobreexpresion de E2F-1 induce muerte celular, ain conserva su
potencial oncogénico (Johnson et al., 1994; Yang et al., 1995).

En algunos estudios se ha descrito que una versién mutante de E2F-1 que carece del
dominio de transactivacién conserva su actividad apoptética y no asi su potencial
oncogenico (Bell et al., 2006). Ademas, se ha demostrado que la actividad apoptotica de
E2F-1 reside en el dominio de unién a DNA (Hsieh et al., 1997; Bell et al, 2006). Sin
embargo, el mecanismo por el cual E2F-1 mutante (E2Ftr) induce muerte celular no esta
claro.

Aqui reportamos que la expresion de E2Ftr mediada por adenovirus (Ad-E2Ftr)
induce una fuerte supresién tumoral por apoptosis en un modelo animal de melanoma
xenogréafico asi como en cultivo celular.

Un estudio que se realizd en nuestro laboratorio previamente mostro el efecto de la
sobreexpresion de E2F-1 mediada por adenovirus en un modelo animal de melanoma
xenogréafico. En ese estudio se determin6 que el Ad-E2F-1 redujo el tamafio de los tumores
aproximadamente un 37% (Dong et al, 2002). En el presente trabajo reportamos una
reduccion en el tamafio del tumor de ratones tratados con el Ad-E2Ftr de ~80%. La

transduccion tumoral fue muy eficiente y presentd una alta expresion de E2Ftr y activacién
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de caspasa-3. Por consiguiente, el uso de Ad-E2Ftr en terapia génica es una opcion mas
segura y eficiente para inhibir el crecimiento tumoral.

En este trabajo no solo demostramos el papel antitumoral de E2Ftr sino que también
identificamos una nueva funcion en la induccion del mecanismo de autofagia en células de
melanoma.

Mientras que la contribucion de E2F-1 en la progresion del ciclo celular e induccion
de apoptosis (Johnson et al., 1994; Sala et al., 1994; Shan et al., 1994; Yang et al., 1995;
Xu et al., 1995) ha sido bien estudiada, existen muy pocos estudios sobre el papel de E2F-1
en la autofagia (Tracy et al., 2007; Polager et al., 2008). En este estudio, nosotros
encontramos un nuevo modo de regulacién de la autofagia por E2F-1 que ocurre de manera
independiente del dominio de tansactivacion.

Como se mencioné previamente, confirmamos la muerte celular inducida por E2Ftr.
Puesto que el mecanismo de apoptosis se encuentra bien estudiado utilizamos un inhibidor
de caspasas de amplio espectro (z-VAD-fmk) para bloquear la muerte celular inducida por
E2Ftr. Inesperadamente, el inhibidor de apoptosis no bloque6 significativamente la muerte
celular inducida por E2Ftr, sugiriendo la existencia de un mecanismo de muerte celular
diferente a la apoptosis mediada por caspasas.

Un estudio reciente mostro la induccion directa de los genes de autofagia LC3,
ATG1 y DRAM, y la induccion indirecta de ATG5 por E2F-1 (Polager et al, 2008). Sin
embargo, en ese estudio utilizaron una linea celular en donde el promotor de E2F-1 es
regulado por tamoxifen, un inductor de autofagia, por lo que no es un modelo adecuado. En
el presente trabajo analizamos directamente el efecto de la sobre-expresion de E2F-1 y

E2Ftr sobre la induccion de autofagia.
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Por lo tanto, nos propusimos el determinar si E2Ftr también podia inducir genes de
autofagia. Utilizamos una herramienta nueva para la deteccion de autofagia basada en la
liberacion de luciferasa. Este método se caracteriza por ser muy sensible y facil de realizar
(Ketteler et al., 2008). Asi pues, nos permitio detectar que tanto la via de autofagia como la
via de apoptosis fueron activadas por E2Ftr. Sin embargo, la autofagia mostré mayor
activacion que la apoptosis.

A pesar de que se habia reportado una activacion directa de los genes de autofagia
ATG5 y LC3 por E2F-1 (Polager et al., 2008), nosotros encontramos que E2Ftr también
puede inducir la expresion de Atg5 y LC3 pero a través de un mecanismo independiente del
dominio de transactivacion, que puede ser a través de interacciones proteina-proteina pero
aun se desconoce.

Por otro lado, el monitoreo de la distribucion de GFP-LC3, una de las técnicas mas
utilizadas para detectar autofagia (Kabeya et al., 2000), nos permitié detectar la formacion
de autofagosomas inducida por E2Ftr. Ademas, mediante el uso de cloroquina analizamos
el flujo de autofagia y establecimos que la distribucion de florescencia punteada inducida
por E2Ftr no era por un defecto en la degradacion lisosomal. Asimismo, mostramos por
primera vez la morfologia inducida por E2Ftr que fue la presencia de vesiculas de doble
membrana consistentes con autofagia.

Asi pues, nuestros datos proveen evidencia de que la autofagia no solo es regulada a
nivel transcripcional por E2F-1 sino que también a través de un mecanismo independiente

de la transcripcion mediada por E2F-1.
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Conclusiones

La proteina E2Ftr tiene una potente actividad antitumoral en un modelo de
melanoma in vitro e in vivo.
La proteina E2Ftr induce los mecanismos de apoptosis y autofagia en células de

melanoma humano.
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Perspectivas

v Analizar el efecto de E2Ftr sobre la muerte celular en células knock-out para
genes de autofagia o la inhibicion de los mismos.

v" Estudiar el mecanismo por el cual E2Ftr activa el mecanismo de autofagia.
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