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El factor de transcripción E2F-1

(Ad-E2F-1) induce eficientemen-

te a apoptosis en células de cán-

cer in vitro e in vivo.1-5 Sin embar-

go, E2F-1 es también considera-

do un oncogén, por su habilidad

de estimular el progreso del ciclo celular de la

fase G1 a la fase S.6-7 Así, el uso del gen E2F-1

tipo silvestre en la terapia génica es controversial

por su potencial oncogénico. Para resolver esta

controversia, eliminamos el domino de transacti-

vación del E2F-1 tipo silvestre y generamos una

forma truncada de E2F-1 (E2Ftr; aminoácidos del

1 al 375). El E2F truncado deficiente en la tran-

sactivación no promueve el progreso del ciclo ce-

lular en comparación con su contraparte de tipo

silvestre, pero aún es un potente inductor de apop-

tosis.8-9

Previamente reportamos que la expresión de

E2Ftr, regulada por el promotor del CMV, pue-

de ser tóxica para las células HEK-293 e inhibe la

replicación del adenovirus.10 Por lo tanto, aplica-

mos el sistema de expresión regulado por la

tetraciclina (Tet-off, por sus siglas en inglés)11 para

controlar la expresión de E2Ftr en los vectores

adenovirales. En esta investigación demostramos

que el sistema de expresión inducible en nues-

tros vectores resultó en altos niveles de expresión

de E2Ftr en células de cáncer. En comparación

con Ad-E2F-1, uno de nuestros vectores que ex-

presa E2Ftr indujo a una mayor citotoxicidad en

células de cáncer, pero mínima citotoxicidad en

células normales. Además, AdTet-E2Ftr3 puede

significativamente suprimir el crecimiento de tu-

mores de origen humano en un modelo de ratón

inmunideficiente. Nuestros estudios indican que

este nuevo adenovirus que expresa E2Ftr tiene

un alto potencial para su aplicación clínica.

Metodología

Cultivo de células

Los meloncitos epidermales humanos se aislaron

de piel de adulto ligeramente pigmentada (HEMa-El presente artículo está basado en la investigación "Terapia
génica antitumoral usando una versión de E2F-1carente de su
dominio de transactivación”, galardonada con el Premio de
Investigación UANL 2011, en la categoría de Ciencias de la
Salud, otorgado en sesión solemne del Consejo Universitario,
en septiembre de 2011.
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LP, por sus siglas en inglés). La línea celular HS-

27 de fibroblastos de piel humana, las líneas ce-

lulares de melanoma humano SK-MEL-2 (p53

mutante), SK-MEL-28 (p53 tipo silvestre), A2058,

y DM6, las líneas celulares de cáncer de pulmón

humano A549 (p53 tipo silvestre) y H1299 (con

ausencia parcial de p53) y la línea celular de ri-

ñón embrionaria humana HEK-293 se compra-

ron en la compañía American Type Culture

Collection (Rockville, MD).

Las células se cultivaron en sus respectivos me-

dios. Todos los medios se suplementaron con 10%

suero fetal bovino y penicilina/streptomicina (100

U/ml). Las células se cultivaron en una atmósfe-

ra a 5% de CO
2
, y en una incubadora a 37°C.

Vectores adenovirales recombinantes

Seis vectores adenovirales deficientes para la re-

plicación se usaron en este trabajo. Los vectores

Ad5CMV-E2F-1 (Ad-E2F-1) y Ad5CMV-LacZ

(Ad-LacZ) contienen los transgenes E2F-1 y b-

galactosidasa, respectivamente, bajo el promotor

del CMV, y se describieron previamente.2 El

AdTet-EGFP (que expresa la proteína verde

flourescente), AdTet-E2Ftr1, AdTet-E2Ftr2, y

AdTet-E2Ftr3 fueron construidos por nosotros.

Los tres vectores expresan el mismo gen E2Ftr

(aminoácidos; 1 al 375).10

Ensayo de Western blott

Los anticuerpos usados en este estudio se descri-

ben a continuación: anticuerpo monoclonal de

ratón anti-E2F-1 humano (Santa Cruz

Biotechnology, Santa Cruz, CA), anticuerpo

monoclonal de ratón anti-caspasa-3/CPP32 hu-

mano (Transduction Laboratories, Lexington,

KY), anticuerpo monoclonal de ratón anti-poli

(ADP-ribosa) polimerasa (PARP) humano, anti-

cuerpo policlonal de conejo anti-a-actina huma-

na (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Anticuerpos

antirratón o anticonejo se usaron para detectar

los anticuerpos primarios (Amersham, Piscataway,

NJ). Los reactivos de electroquimioluminisencia

(ECL) se usaron para detectar las señales, de acuer-

do a las instrucciones del fabricante (Amersham).

Ensayo de viabilidad celular, análisis del ciclo

celular y tinción con Annexin-V

La viabilidad celular se evaluó a las 72 hrs des-

pués de la infección, mediante la medición de la

conversión de la sal tetrazolium (MTT, por sus

siglas en inglés) a formazan, de acuerdo a las ins-

trucciones del fabricante (Boehringer Mannheim,

Indianapolis, IN).

El análisis del ciclo celular se llevó a cabo en

un citómetro de flujo (FACScan; Becton Dickin-

son, San José, CA). La distribución del ciclo ce-

lular se analizó con el software Cell Quest (BD

Biosciences, San Diego, CA).

La tinción con anexin-V se realizó de acuerdo

a las instrucciones del fabricante (Annexin V-Pe

Apoptosis Kit, Pharmingen, San Diego, CA) y

como se describió previamente.12 El porcentaje

de apoptosis se determinó por citometría de flu-

jo (Becton Dickinson) y con el software FlowJo

(Tree Star Inc., Ashland, OR).

Estudio antitumoral en ratones

inmunodeficientes

Los tumores se formaron por la inyección subcu-

tánea de 5×106 células de la línea celular de

melanoma A2058 en los flancos de ratones ma-

chos atímicos de la cepa BALB/c nu/nu (de 6 a 8

semanas de edad; Charles River Laboratories,

Wilmington, MA). Seis días después, tumores

palpables se seleccionaron al azar para las inyec-

ciones intratumorales, con AdTet-E2Ftr3 (1×109

unidades formadoras de placa pfu -siglas en in-

glés) o AdTet-EGFP (1×109 pfu; n = 6 por cada

grupo).

Las inyecciones intratumorales se realizaron

cada tres días, con un total de cuatro dosis. Cada

inyección de adenovirus purificados se diluyó en

un volumen total de 100 ml de una solución al
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0.9% de NaCl. Los tumores se midieron cada tres

días y el volumen del tumor se determinó por la

medición externa en dos dimensiones con un

vernier. El volumen (V) se determinó por la ecua-

ción V = (L × A 2)/2, en la que L es largo, A es

ancho del tumor. Los experimentos con anima-

les se realizaron de acuerdo con los estándares

internacionales de bioética.

Inmunohistoquímica de los tumores

Los tumores se retiraron a las 24 hrs después de

la última inyección in vivo, y se fijaron en 10%

formalina, después se embebieron en bloques de

parafina, y se procesaron para el análisis

histológico y para la detección de la expresión de

E2Ftr y la caspase-3 activada. Se utilizaron un

anticuerpo de raton anti-E2F-1 humano (KH95)

sc-125 (Santa Cruz Biotechnology) y un anticuerpo

de conejo anti-caspasa-3 activada huma-

na (Asp175)(5A1E) mAb (Cell Signaling,

Danvers, MA). Las fotografías se toma-

ron con el objetivo de 20, y se analizaron

con el software NIS-Elements BR 3.0

(Nikon Instruments, Melville, NY).

Analisis estadístico

Los resultados de los ensayos in vitro y

de crecimiento de tumor en ratones de

los dos grupos de tratamiento se anali-

zaron por la prueba de análisis de va-

rianza paramétrica, en una dirección

ordinaria t de Student. Los valores de

P < 0.05 se consideraron estadística-

mente significativos.

Resultados

La alta expresión de E2Ftr aumenta

la muerte de células cancerosas

Los vectores que expresan E2Ftr se

evaluaron para determinar su habili-

dad para inducir muerte celular en la línea de

melanoma SK-MEL-2. Se encontró que la cito-

toxicidad incrementó dependiendo de la dosis del

virus en células de melanoma infectadas con

AdTet-E2Ftr1, AdTet-E2Ftr2 y AdTet-E2Ftr3 (fi-

gura 1A). En contraste, células infectadas con con

el virus control AdTet-EGFP exibieron poca cito-

toxicidad. La citotoxicidad de las células de cán-

cer se correlaciona con los niveles de expresión

de E2Ftr (figuras 1A y B). Entre los vectores,

AdTet-E2Ftr3 mostró la más alta citotoxicidad en

células de cáncer, así como la más alta expresión

de E2Ftr (figura 1B).

La inducción de apoptosis se confirmó por la

detección de la ruptura de PARP; PARP es el

sustrato de la caspasa-3, la cual está bien

caraterizada como marcador de apoptosis.5,13 No

se detectó ruptura de PARP en las células

infectadsa con el control AdTet-EGFP o AdTet-

Fig. 1. Evaluación de los tres vectores adenovirales que expresan E2Ftr y determinación de

su habilidad para destruir células de melanoma e inducir apoptosis. A) Ensayo de MTT, B)

Western blott, C) Activación de las caspasas, D) Análisis del ciclo celular.
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E2Ftr1, bajos niveles de la ruptura de PARP se

detectaron en las células infectadas con AdTet-

E2Ftr2, pero significativa ruptura de PARP se

detectó en células infectadas con AdTet-E2Ftr3

(figura 1C). Un decremento en los niveles de la

proenzyma cisteina proteasa/caspasa-3 (CP)P32

se detectó en células infectadas con los vectores

que expresan E2Ftr en comparación con el vector

que exprsa la EGFP. Entre los vectores Ad-Tet-

E2Ftr3, indujo el más significativo decremento

de caspasa-3, y la más significante ruptura de

PARP.

Con el uso del citómetro de flujo observamos

un incremento de la población en la fase sub-G1

del ciclo celular (lo cual es consistente con apop-

tosis) y se correlacionó con los niveles de expre-

sión de E2Ftr. El AdTet-E2Ftr3 indujo el más alto

porcentaje de la población en la fase sub-G1

(40%), mientras que AdTet-E2Ftr1 y AdTet-

E2Ftr2 indujeron 7% y 15%

de las células en sub-G1, res-

pectivamente (figura 1D).

Estos resultados muestran

que la infección con AdTet-

E2Ftr3 se asocia a la más

potente reducción de la pro-

liferación celular e inducción

de apoptosis, las cuales se re-

lacionan con los altos nive-

les de expresión de E2Ftr.

E2Ftr induce apoptosis in-

dependientemente del esta-

tus de p53

Las mutaciones en el gen

p53 es uno de los eventos

más frecuentes en la mayo-

ría de los tumores.17 En este

experimento se investigó si el

gen p53 jugaba un rol en la

apoptosis inducida por

E2Ftr. Para este fin las líneas

celulares de melanoma, SK-

MEL-2 (mutante para p53) y SK-MEL-28 (p53 tipo

silvestre), se infectaron con AdTet-E2Ftr3. Un

ensayo de viabilidad celular reveló que AdTet-

E2Ftr3 causó la muerte celular en ambas líneas

celulares; en contraste, no se observó significati-

va citotoxicidad en células no infectadas o infec-

tadas con Ad-LacZ (figura 2A). La activación de

las caspas se confimó por un de Western blot (fi-

gura 2B).

La apoptosis se validó mediante la tinción con

annexin-V. Las células SK-MEL-2 exibieron 92%

de apoptosis, mientras que las células SK-MEL-

28 mostraron 88% de apoptosis a las 72 hrs

posinfección con AdTet-E2Ftr3 (figura 2C). Po-

cas células en apoptosis se detectaron en células

no infectadas (mock) o infectadas con Ad-LacZ

en ambas líneas celulares (figura 2C). AdTet-E2Ftr

también indujo apoptosis en las células de cán-

cer de pulmón A549 (p53 tipo silvestre) y H1299

Fig. 2. Rol del estatus de p53 en la apoptosis inducida por E2Ftr. A) Ensayo de MTT, B) Western blott, C) y

D) Porcentaje de apoptosis.
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(2D). Estos resultados demuestran que la apop-

tosis inducida por E2Ftr no requiere del gen p53

funcional.

La sobreexpresión de E2Ftr induce

a la activación de caspasa-3 en tumores in vivo

EI análisis inmunohistoquímico de los tumores

reveló una fuerte expresión de E2Ftr en los tu-

mores de ratones inyectados con AdTet-E2Ftr3,

la cual se asoció con un significativo número de

células positivas para la activación de la caspas-3

Fig. 3. Inmunohisquímica de tumor. Inmunohistoquímica de los tumores de

melanoma a  24 hrs después del tratamiento con Ads.

(figura 3).

En contraste, no se observó expresión de

E2Ftr, ni de la activación de caspasa-3 en los tu-

mores de ratones inyectados con AdTet-EGFP. Sin

embargo, el tratamiento con AdTet-EGFP resul-

tó en altos niveles de expresión de EGFP en los

tumores. Este resultado indica que AdTet-E2Ftr3

eficientemente transdujo la masa tumoral e in-

dujo una fuerte activación de la caspasa-3.

El AdTet-E2Ftr3 tiene una potente actividad

antitumoral in vivo

La actividad antitumoral de AdTet-E2Ftr3 se eva-

luó in vivo. El protocolo del modelo tumoral de

ratón descrito en la “Metodología” resultó en una

significativa supresión de tumor en los seis rato-

nes tratados (100%) con AdTet-E2Ftr3 al día 27

después de la primera inyección (figura 4A). La

reducción del tamaño de tumor fue ~80% com-

parado con en virus control AdTet-EGFP, esta

Fig. 4. Efecto antitumoral in vivo del tratamiento con un adenovirus que ex-

presa E2Ftr. A) El volumen del tumor se graficó en contra del tiempo y se

detrminó por la ecuación V = (L × A 2)/2, B) Masa relativa de los tumores, C)

Peso de los tumores.
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diferencia fue estadísticamente significativa (P <

0.05). Al término del experimento (día 27), los

tumores se extirparon y se fotografiaron. La foto-

grafía muestra que los tumores de ratones trata-

dos con AdTet-EGFP fueron significativamente

más grandes que los tumores de ratones tratados

con AdTet-E2Ftr3 (figura 4B). Los tumores del

tratamiento con AdTet-EGFP pesaron 1.2 ± 0.4

gr, mientras que los tumores del tratamiento con

AdTet-E2Ftr3 pesaron 0.2 ± 0.04 gr (figura 4C).

El tratamiento con E2Ftr resultó en una signifi-

cativa disminución en el tamaño del tumor; esta

diferencia entre los dos tratamientos fue estadís-

ticamente significativa (P < 0.05).

Discusión y conclusión

Aunque numerosos estudios muestran que E2F-

1 tiene una potente actividad antitumoral in vitro

e in vivo,1,2,4 su uso en estudios clínicos aún es

controversial por su potencial oncogénico.6-7 Sin

embargo hay fuerte evidencia que muestra que

E2F-1 tiene dominio truncado, el cual carece de

transactivacion y no tiene propiedades oncogéni-

cas.

Varios estudios mostraron que diferentes

mutantes de E2F-1 que carecen del dominio de

transactivación son incapaces de inmortalizar

queratinocitos de piel humanos normales

(NHFKs, por sus siglas en inglés) y células NIH-

3T3, además inhiben la formación de colonia en

agar suave.9 Los mutantes de E2F-1 que contie-

nen sólo el dominio de unión al ADN disminu-

yen los niveles de las proteínas ciclina A y D8 e

inducen apoptosis a un más alto porcentaje que

E2F-1 en células de osteosarcoma SaOs-2.9

Por lo tanto, la controversia alrededor del po-

tencial oncogénico de E2F-1 puede ser obviada

por el uso de una forma truncada de E2F-1, tal

como E2Ftr, que carece del dominio de transacti-

vación asociado a la oncogenicidad. En este estu-

dio reportamos un adenovirus que expresa que el

gen E2Ftr significativamente induce a apoptosis

en células de cáncer, y resulta en una significativa

supresión de tumor en ratones.

Previamente observamos que el tratamiento

de ratones con Ad-E2F-1 redujo el tamaño del

tumor ~37%.2 Aquí reportemos una reducción

de ~80% del tamaño de tumor en ratones trata-

dos con AdTet-E2Ftr3 (figura 4A). Las inyeccio-

nes con AdTet-E2Ftr3 resultaron en altos niveles

de expresión de E2Ftr y una fuerte inducción de

la activación de la caspasa-3 en los tumores de

los ratones (figura 3). Este resultado indica que

AdTet-E2Ftr3 puede eficientemente activar la vía

apoptótica e inhibir el crecimiento de la masa

tumoral. Así pues, el AdTet-E2Ftr3 puede ser un

vector más seguro y eficiente que Ad-E2F-1 para

la terapia génica del cáncer.

Resumen

El adenovirus que expresa el gen E2F-1 induce a

apoptosis en células de cáncer in vitro e in vivo,

pero su aplicación clínica es controversial, debi-

do a su potencial oncogénico. En esta investiga-

ción construimos tres vectores adenovirales que

expresan E2Ftr, el cual carece del dominio de

transactivación y, por lo tanto, también carece

de su capacidad oncogénica. El AdTet-E2Ftr3

indujo a apoptosis inpendientemente del estatus

de p53, una potente actividad antitumoral, re-

duciendo el tamaño de tumor en ~80%, en com-

paración con el grupo control. El AdTet-E2Ftr3

tiene una significativa actividad terapéutica y un

alto potencial para su aplicación en la clínica.

Palabras clave: Adenovirus, E2F-1, E2Ftr, Cán-

cer apoptosis.

Abstract

Adenovirus expressing E2F-1 induces apoptosis

in cáncer cell in vitro and in vivo. But its clinical

application is controversial, since it oncogenic

potential. In this investigation we constructed

three adenoviral vectors expressing E2Ftr which

lacks transactivation domain and oncogenic
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capability. AdTet-E2Ftr indiced apoptosis

independently of p53 status, a pontent

antirtumoral activity decreasing tumor size ~80%

in comparison with control group. AdTet-E2Ftr3

has a significant therapeutic activity and a high

potential to be applied in clinical trails.

Keywords: Adenovirus, E2F-1, E2Ftr, Cancer

apoptosis.
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