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“Todos somos muy ignorantes.  Lo que ocurre  es 
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ABREVIATURAS 

 

• AIF: (apoptosis inducing factor), factor inductor de la apoptosis.  
• Apaf-1: Factor activador de apoptosis-1, Homólogo de la proteína CED-4 del C. elegans. 
• APOPTOSOMA: complejo oligomérico formado por Apaf 1-citocromo c y procaspasa 9 
• Bad: Miembro proapoptótico de la familia Bcl-2,  asociado a Bcl-XL /Bcl-2 
• Bak y Bax: Miembros proapoptóticos de la familia Bcl-2 
• Bcl-2: (B-Cell lymphoma 2) Miembro de la familia Bcl-2, identificada como producto del 

proto-oncogen bcl-2. 
• Bcl-XL. Miembro antiapoptótico de la familia Bcl-2. Se une y bloquea la activación de Apaf-1 
• BH: (homología Bcl-2). Segmentos alfa helicoidales que funcionan como motivos de 

interacción proteica. 
• BH3: Dominio pro-apoptótico de la familia de  proteínas Bcl-2. 
• BH4: Dominio antiapoptótico de la familia Bcl-2 
• Bid: Dominio de muerte para la interacción BH3, del inglés BH-3 Interacting domain Death 
• BiK: Del inglés Bcl-2 interacting killer. 
• Bim: miembros proapoptóticos de la familia Bcl2 comparte la secuencia de homología sólo 

en el dominio BH3 
• BIR: (baculoviral IAP repeat) dominio muy conservado de 70 aminoácidos que es esencial 

para la actividad antiapoptótica de IAP  
• BrEt: Bromuro de etidio. 
• Ca+2: Calcio. 
• CaCU: Cáncer Cérvico Uterino. 
• CARD: Dominio de reclutamiento de caspasas. 
• CASPASAS: Cisteína proteasas específicas de aspartato. Enzimas proteolíticos que 

contienen cisteína en su molécula y verifican la proteolisis en lugares previos a aspartato. Se 
conocen 14. 

• c-DNA: DNA complementario 
• dATP: Participa en el reclutamiento y activación de la procaspasa 9 
• DD: Dominio de muerte. 
• DED: Dominio efector de muerte. 
• DNA: Acido desoxirribonucleico. 
• dNTPs: Desoxinucleótido trifosfato.  
• ERK: Cinasa reguladora de señal extracelular. 
• FADD: Dominio de muerte asociado a Fas. 
• FAS: CD95/APO-1. Miembro de la super-familia de receptores de muerte TNF. 
• FASL: Ligando del receptor de muerte Fas. 
• FBS: Suero Fetal bobino 
• FLIP/FLICE: Proteina inhibidora de FLICE/proteína ICE similar a FAS caspasa -8. 
• Grandzima: Serina proteasa segregada por los linfocitos T 
• IAP, inhibidor de proteínas apoptóticas, identificado como proteína vírica. Posee uno o más 

dominios BIR críticos para su actividad. Su actividad es inhibida por smac/diablo. 
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• ICAD/CAD: Heterodímero inhibidor/desoxiribonucleasa, que para actuar como 
desoxiribonucleasa activa necesita ser hidrolizado por caspasas para liberar CAD. 

• ICE: Proteína conversora de la Interleucina. 
• IL-2: Interleucina 2 
• IL-2R: Receptor de IL-2. 
• INF: Interferón. 
• MAPK: Cinasas de proteínas activadas por mitógenos. 
• NF-κβ: Factor nuclear del locus Kappa de las inmunoglobulinas en células B. 
• Noxa: Miembro pro-apoptótico de la familia Bcl-2. 
• Omi/HtrA2: Del inglés high temperatura required protein . 
• PARP, poli (ADP-ribosa) polimerasa. Enzima reparador del DNA inactivado por las 

caspasas. 
• PBS: Tampón salino fosfato. 
• PCD: Muerte celular programada. 
• PCR: Reacción en Cadena de la Polimerasa. 
• PERP: Efector de apptosis de p53 relacionado a PMP 
• PI3K: Fosfatidil Indositol 3 quinasa. 
• PIDD: (Proteína Inducida por p53 con dominio de la muerte). 
• PMP: Proteína polimorfita de membrana. 
• PS: Fosfatidilserina. 
• PUMA: proteína BH3. 
• RAIDD: Proteína homóloga asociada a RIP con dominio de muerte. 
• RE: Retículo Endoplasmático. 
• RNA: Ácido ribonucleico. 
• RNAm: RNA mensajero. 
• RNAr: RNA ribosomal. 
• Smac/DIABLO: Inhibidor de IAP, es el segundo activador mitocondrial de la caspasa, 

/proteína que se une directamente y bloquea la acción inhibidora del IAP. 
• TNF: Factor de necrosis tumoral que se une al TNFR-1. 
• TNF-R: Receptor del Factor de Necrosis Tumoral. 
• TNFR-1: Receptor de muerte  del TNF. 
• TRADD: Proteína con dominio de muerte asociada a TNF-R1. 
• TRAF: Factor asociado al receptor TNF. 
• TRAIL: Ligando inductor de la apoptosis relacionado con el TNF. 
• TRIAL: Ligando inductor de apoptosis con TNR. 
• VDAC: (voltaje dependent anion channel), canal aniónico dependiente de voltaje. 
• XIAP: proteína inhibidora de la apoptosis ligada al cromosoma X. Es un modulador potente 

de la apoptosis.  
• ΔΨm : Potencial mitocondrial. 
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RESUMEN 
 

El Cáncer Cérvico Uterino  (CaCU) es una enfermedad neoplásica maligna que se origina en el 
cérvix uterino y cuya progresión natural lleva a la muerte. En los países en vías de desarrollo el 
CaCU está todavía asociado a una alta mortalidad, en México ocupa uno de los primeros 
lugares entre los tumores malignos en la población femenina, con 16.6%. 

Por otro lado, la Inmunoterapia representa actualmente una alternativa terapéutica  para el 
cáncer, con algunas ventajas sobre la terapia convencional, como la especificidad.  Para ello  se 
han utilizados citocinas como la interleucina-2(IL-2) recombinante  que estimula células NK, y 
linfocitos T para inducir una respuesta citotóxica  de rechazo tumoral. 

Al respecto, nuestro grupo de trabajo ha demostrado que de acuerdo a su concentraciónIL-2 
exógena tiene un efecto  dual en células de CaCU; en dosis bajas 5-10UI/mL hay un aumento en 
la proliferación celular y en altas dosis 100- 500UI/mL presenta un efecto anti-proliferativo. Las 
células expuestas a 100UI/mL de IL-2 muestran características de muerte por apoptosis, sin 
embargo,  desconocemos el mecanismo molecular  por medio del cual IL-2 induce la muerte de 
las células  estas  líneas de CaCU.  

Tomando en cuenta,  que  los principales reguladores de la apoptosis son  proteínas de Cistein-
proteasas  denominadas CASPASAS, las cuales  son las encargadas del suicidio celular durante 
el proceso apoptótico. Por lo antes mencionado en este trabajo se estudió el efecto de 100UI/mL 
de IL-2, sobre la expresión del RNAm para caspasa -8 y -12 en cultivos a diferentes tiempos de 
las líneas de CaCU, CALO e INBL,  ya que son algunas  proteínas involucradas en el proceso 
apoptótico.  

Nuestros resultados muestran que  la expresión del mensajero para caspasa -8 es regulada por 
100UI/mL de IL-2 en  ambas líneas celulares de CaCU. En la línea celular CALO (estadio clínico 
IIB) existe  una mayor expresión  del mensajero  para  esta caspasa a 30´ y 2h en comparación 
con el  control (células no cultivadas en ausencia de 100UI/mL de IL-2). En la línea celular INBL 
(estadio clínico IVB), se observa  un aumento en la expresión del RNAm  a 48h y 96h a 
diferencia de control. Este hecho indica que la expresión del mensajero para caspasa –8 es 
dependiente del  estadio clínico de las células, en donde  aquellas   provenientes de tumores en 
estadio temprano serían más sensibles  a ser inducidas a apoptosis por IL-2. 

Para el caso de la expresión del mensajero para caspasa -12, caracterizada por su participación 
en la muerte celular apoptótica mediada por  estrés en el  Retículo Endoplasmático,  no 
encontramos expresión de su mensajero  en  ninguno de las  dos líneas  celulares, lo que 
indicaría que IL-2  no regula la muerte celular por la vía de  estrés en el Retículo 
Endoplasmático.  
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De esta manera podemos concluir que 100UI/mL de IL-2, induce apoptosis en líneas celulares 
de CaCU,  mediada por la participación de caspasa-8,  y que la regulación de la expresión es 
inversamente proporcional al estadio del tumor, es decir, a menor estadio mayor expresión del 
RNAm para caspasa -8.  

Por lo cual, el tratamiento con IL-2 para pacientes con Cáncer Cérvico Uterino se  muestra como  
una alternativa terapéutica prometedora,  para inducir la  muerte por apoptosis de tumores  en   
estadios tempranos.  Y al mismo tiempo activar la respuesta inmunológica del paciente por la 
presencia de IL-2, ya que se sabe  ha sido utilizada con mucho éxito para la generación de 
células citotóxicas con actividad antitumoral.  
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INTRODUCCIÓN. 
 

A pesar del uso generalizado de la prueba del Papanicolaou y el uso de la vacuna para el HPV, 
el Cáncer Cérvico Uterino (CaCU) sigue siendo el cáncer más común en mujeres menores de 45 
años de edad en los países en vías de desarrollo. Además casi la mitad de todas las mujeres con 
CaCU invasivo se diagnostican en etapas tardías (Won et al, 2010). 

Actualmente se emplean terapias biológicas en pacientes con cáncer, en particular en nuestro 
grupo de trabajo del Laboratorio de Oncología celular L-4 UMIEZ FES-Zaragoza UNAM, bajo 
la línea de investigación en Inmunoterapia contra el CaCU, ha empleado la citocina IL-2 como 
un agente antineoplásico, y se ha reportado que el uso de esta citocina a concentraciones altas 
(100UI/mL) inhibe la proliferación celular de células de CaCU  y que las induce a muerte 
celular por apoptosis.  

La apoptosis juega un papel esencial en la supervivencia de los organismos y es considerado 
como un componente imprescindible de varios procesos, incluyendo el recambio celular 
normal, el desarrollo, funcionamiento y mantenimiento de tejidos  y del sistema inmunológico, 
el desarrollo embrionario normal, la eliminación de las células dañadas, infectadas, viejas, o que 
simplemente necesitan ser reemplazadas (Reed y Tomaselli, 2000; Elmore, 2007, Asfar, 2009; 
Lindsey, 2009). En dicho proceso se activan dos vías de señalización (vía extrínseca o vía 
intrínseca), cuya activación puede ser iniciado por una gran variedad de 
estímulos extracelulares o intracelulares (Kruidering, 2000).  

La apoptosis ha sido reconocida como un modo típico e importante de  Muerte Celular 
Programada (PCD), lo que implica que la eliminación de las células es genéticamente regulado 
y determinado (Guicciardi y Gore, 2009).  

Las anormalidades en la regulación de muerte celular puede ser un componente importante de 
enfermedades como el cáncer, el síndrome linfoproliferativo autoinmune, el SIDA, Isquemia y 
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson, Alzheimer, Huntington 
(Norbury y Zhivotovsky, 2004; Batista et al, 2009).  

El proceso apoptótico es altamente complejo en el cual interviene decenas de proteínas 
encargadas del suicidio celular y para esclarecer el efecto de IL-2 en la inducción de apoptosis 
en células de CaCU, el presente estudio, como principal objetivo en determinar la participación 
de caspasa -8 y -12 en la regulación de la apoptosis mediada por IL-2. Dichas caspasas activan 
vías apoptóticas diferentes (Caspasa -8 vía extrínseca, Caspasa -12 vía intrínseca- RE) por lo 
cual la evaluación de su expresión por IL-2 nos proporcionó datos importantes para 
comprender el mecanismo molecular apoptótico desencadenado por ésta citocina en células de 
CaCU.  
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MARCO TEÓRICO 
 

El cuerpo humano adulto genera aproximadamente 60 billones de células por día y por lo tanto 
un  número igual de células debe morir para mantener la homeostasis celular, la cual consiste 
en el balance entre las células generadas por mitosis y la muerte celular inducida por apoptosis 
(Cotter, 2009). En ciertos procesos el número de células que mueren por apoptosis puede 
aumentar significativamente; el desarrollo normal y el envejecimiento ó durante la enfermedad 
(Renehan et al, 2001).La apoptosis se caracteriza por una serie de cambios en la arquitectura 
celular que no solo contribuye a la muerte celular sino también prepara la eliminación por 
fagocitos y evita una respuesta inmune no deseada (Taylor, 2008). 

El estudio de la apoptosis se inicia en los años 1800, inicialmente el concepto de muerte celular 
fue  descrito por Carl Vogt en 1842, después de estudiar el desarrollo en ranas. La primera 
descripción morfológica sobre la apoptosis fue dada en 1885 por Walter Fleming,  cuyos 
elegantes dibujos mostraron el encogimiento celular, la fragmentación nuclear y la formación 
de cuerpo apoptóticos, los cuales ahora son aceptados como huellas de la apoptosis. Y no fue 
hasta 1972 que Kerr,  Wyllie y Alister Currie colaboraron y juntos caracterizaron y definieron 
esta forma de muerte celular denominándola “apoptosis”(Cotter, 2009). Los primeros avances 
en la caracterización molecular del proceso de muerte apoptótica surgieron de los estudios 
genéticos en el nematodo C. elegans. La activación y regulación de la apoptosis en organismos 
superiores depende de los correspondientes homólogos a los encontrados en C. elegans, pero 
con un grado de complejidad mayor (Liu y Hengartner, 1999).C. elegans es un organismo de 
1090 células somáticas que se generan en la formación de los gusanos adultos, de los cuales 131 
de estas células sufren apoptosis o muerte celular programada. "Estas 131 células mueren en 
puntos concretos durante el proceso de desarrollo, lo cual demuestra la notable precisión y 
control en este sistema (Formigli et al 2000 ; Sperandio et al 2000; Debnath et al 2005). 

 

i. Morfología Apoptótica. 
 

 Cambios morfológicos, bioquímicos y moleculares durante la apoptosis. 

Durante la apoptosis, se dan una serie de cambios en la estructura celular que afecta 
dramáticamente la morfología de la célula, estos cambios son  característicos dentro este tipo de 
muerte celular (Fig. 1). Las células se encogen y pierden contacto con células vecinas. Se han 
descrito reducciones en el volumen celular de incluso el 30%. Esto es provocado por el 
movimiento de fluidos fuera de la célula, debido a la inhibición del sistema cotransporte Na+, 
K+, Cl- (Kurosaka et al., 2003).  
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Las cisternas del retículo endoplasmático liso se dilatan y pueden fusionarse con la membrana 
plasmática, pero el resto del RE y de los demás organelos celulares permanecen intactos. 
Existen cambios en la superficie de la membrana plasmática y comienza la formación de 
protuberancias  (blebbing), para dar origen a  vesículas pequeñas llamadas “cuerpos 
apoptóticos”, que son finalmente  removidos por fagocitosis. Los cuerpos apoptóticos presentan 
una membrana intacta, manteniendo dentro de ellos a los organelos celulares como 
mitocondrias  y cuerpos densos granulares que corresponden a fragmentos nucleares, los cuales 
también  se producen por las grandes invaginaciones de la membrana nuclear (Taylor et al, 
2008).   

Dentro de los cambios bioquímicos y moleculares que sufre la célula tenemos: La 
fragmentación nuclear por las endonucleasas endógenas que rompen el DNA en fragmentos 
oligonucleosomales, estos fragmentos son escindidos en regiones ricas en adenina/timina 
(A/T) localizados en sitios de andamiaje nuclear dando fragmentos entre 180-200pb. Esto 
produce el característico patrón de DNA en escalera  cuando se analiza una electroforesis y se 
utiliza como marca bioquímica en el reconocimiento de la apoptosis (Danial y Korsmeyer 2004; 
Guimaraes y Linden, 2004).  La cromatina se comienza a condensar y se acumula en la periferia 
del núcleo. Además el nucléolo se desintegra en partículas osmiófilas (Savill y Fadok, 2000). 

La fosfatidilserina (PS), presente en la cara interna de la membrana plasmática, pasa al exterior 
de la superficie celular, recientemente se ha propuesto que además de PS se libera otro 
fosfolípido, posiblemente Lisofosfatidilcolina (LPC), que actúa como quimio-atrayente  
ayudando al reconocimiento de los cuerpos apoptóticos por  las células fagociticas (Kruidering, 
2001; Leyton y Quest, 2004).   Esencialmente no hay reacción inflamatoria asociada con el 
proceso de la apoptosis, ni con la eliminación de células apoptóticas debido a que: (1) las células 
apoptóticas no liberan  sus componentes celulares en el tejido intersticial que rodea, (2) son 
rápidamente fagocitadas, y (3) la fagocitosis de  las células apoptóticas no producen citocinas 
inflamatorias ( Savill y Fadok, 2000 ;  Kurosaka et al, 2003). 

 
Fig. 1.- Características de una célula en apoptosis.  
Disminución del volumen celular, la cromatina se empieza a condensar, aparecen repliegues en la membrana 
plasmática a consecuencia de sus deformaciones, la cromatina se dispone en la periferia del núcleo, 
fragmentación de la cromatina, fragmentación del núcleo y formación de los cuerpos apoptóticos compuestos 
por membrana plasmática que engloba material nuclear y citoplasmático. “Tomado de Padanilam, 2003”. 
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ii. Mecanismos moleculares en el proceso apoptótico. 

 

Los mecanismos de la apoptosis son altamente complejos y sofisticados,  dependiente de la 
energía en cascada de eventos moleculares. Hasta la fecha, la investigación indica que hay dos 
principales vías de apoptosis: la muerte mediada por receptores o vía extrínseca y la vía 
intrínseca: mitocondrial o del Retículo Endoplasmático (Igney y Kramer, 2002). Sin embargo, 
ahora hay pruebas de que las dos vías están vinculadas y que las moléculas en una vía pueden 
influir en la otra. Ambas rutas de señalización convergen, finalmente, en una maquinaria 
común constituida por una familia de cisteín proteasas llamadas caspasas que se consideran los 
efectores centrales del proceso apotótico (Vogelstein y Kinzler, 2004).Los estudios realizados en 
los últimos 10 años han revelado una compleja red de moléculas (la máquina de muerte) que 
funcionan para desmantelar las células desde el interior en las circunstancias adecuadas. La 
maquinaria de la muerte puede ser activada por diversos estímulos (Mraegt y Martin, 2001). 

A nivel molecular, el programa de muerte celular puede ser dividido en tres fases: Iniciación, 
Ejecución y Eliminación de la apoptosis: 

 Fase Iniciación: En esta fase la célula integra los estímulos de señales proapoptóticas 
tanto internas como externas. La apoptosis  puede ser iniciada por una gran variedad 
de estímulos, incluyendo la retirada de factores de crecimiento, rayos UV o de  
irradiación γ, medicamentos quimioterapéuticos, receptores de muerte entre otros, no 
presenta ningún evento morfológico, por lo que es difícil de observar (Kueger et al, 
2001). 

 Fase de Ejecución: Esta fase representa el momento en el cual la célula sufre todos los 
cambios morfológicos, bioquímicos y moleculares  (descritos anteriormente) se hacen 
evidentes. Los mediadores de esta fase son las caspasas. 

 Fase de Eliminación: Los "cuerpos apoptóticos" son removidos  por los fagocitos.  

 

iii. Maquinaria de la muerte celular: 
 
 CASPASAS: Expertas en la demolición celular. 

El nombre de caspasa proviene del inglés, caspase o Cyistein-dependent aspartate-specific 
protease (Alnemri et al,  1996). Son unas proteasas altamente conservadas a lo largo de la 
evolución (Stennicke y Salvesen, 1998). Las caspasas están normalmente presentes en las células 
sanas como precursores inactivos de enzimas (cimógenos) con poco o nula de su actividad 
proteasa y deben someterse a procesamiento proteolítico y activación durante la apoptosis 
(Creagh et al, 2003). 
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Las caspasas se vieron implicados por primera vez como componentes de la maquinaria de 
muerte celular por estudios realizados en el  nematodo Caenorhabditis elegans. Aunque la 
función principal de las caspasas es causar muerte celular  también son necesarios para algunos 
procesos no letales como: la diferenciación celular, proliferación y activación NF- κβ (Lamkanfi 
et al, 2007; Cohen, 1999). 

Estas proteínas contienen tres dominios funcionales;  un prodominio  N-terminal, una 
subunidad mayor  de 20kDa que contiene el centro activo formado por una cisteína dentro de 
un motivo altamente conservado “QACXG”, y una subunidad pequeña en el extremo              
C-terminal de 10kDa separadas en la mayoría de las pro-caspasas por una región que será 
eliminada al activarse (Fig. 2), bien por auto-proteólisis o a través de otros miembros de la 
familia (Kang et al,  2002; Rai et al,  2005). Hasta el momento se han identificado 14 caspasas 
diferentes en mamíferos (Fig. 3), que se pueden clasificar en tres grupos funcionales, tales como: 
1) Caspasas iniciadoras (por ejemplo, CASP -2, -8, -9, -10, -12), que son generalmente 
consideradas como las responsables de iniciar las cascadas de activación durante la apoptosis. 
Estas caspasas tienden a tener pro-dominios largos N-terminal,  los cuales presentan  motivos 
de interacción proteína-proteína que son los Dominios Efectores de Muerte (DED) Caspasa -8 y 
-10 los cuales están unidos mediante interacciones hidrofóbicas y los Dominios de 
Reclutamiento  de Caspasas  (CARD) Caspasa -1, -2, -9, -12, unidos mediante interacciones 
electroestáticas.  

2) Caspasas efectoras (por ejemplo; caspasa -3, -6 y -7), que se cree que son responsables de la 
demolición efectiva de la célula durante la apoptosis y, 3) Caspasas inflamatorias estás 
participan en la activación de citocinas inflamatorias (CASP-1,-4,-5, -11, -12 y -13) (Rai et al, 
2005; Elmore, 2007; Martinon y Tschopp, 2007; Pop y Salvesen, 2009).  

Otras caspasas que han sido identificados incluyen a la caspasa-11, de la cual se ha reportado 
que puede regular la apoptosis y la maduración de citocinas en el shock séptico, la caspasa-12, 
que media la apoptosis específica del retículo endoplásmico y la citotoxicidad de amiloide- β , y 
la caspasa-13, que se sugiere un gen de la especie bovina, y la caspasa-14, que es altamente 
expresado en los tejidos embrionarios, pero no en los tejidos adultos ( Hu et al, 1998; Nakagawa 
et al, 2000;  Koenig et al 2001; Kang et al 2002 ). 

 

iv. Familia de las Caspasas: 

La importancia de las caspasas como responsables de los procesos de apoptosis fue establecida 
por Robert Horvitz y sus colaboradores, al comprobar que el producto del gen ced-3, una 
cisteín-proteasa homóloga a ICE que se encuentra en C. elegans, estaba implicada en los 
procesos de muerte celular que se dan durante el desarrollo de dicho nematodo. Además, esta 
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proteína sobre-expresada en mamíferos era capaz de inducir por sí sola el proceso apoptótico 
(Yuan et al, 1993). 

 CASPASA -1. Fue la primera en descubrirse fue la enzima convertidora de Interleucina- 1- 
β (ICE), conocida desde entonces como caspasa-1, responsable de la maduración de la 
prointerleucina-1-β convirtiéndola a su forma pro-inflamatoria y biológicamente activa 
(Miura et al 1993). 

 
 CASPASA -2. Es la segunda caspasa en ser identificada, contiene un prodominio CARD y 

es activada por el complejo llamado PIDDsoma, el cual recluta a RAIDD por medio de los 
prodominios (Ahmad, 1997; Ghavami, 2009). Las proteínas adaptador RAIDD y PIDD 
(Proteína Inducida por p53 con dominio de la muerte) en este complejo son componentes 
esenciales para la activación de la caspasa-2 (O’Reilly, 2002). La función de caspasa -2 es aún 
poco conocido. Es capaz de  responder a una variedad de estímulos de apoptosis y es por la 
interacción mediada de RAIDD con FAS (Degterev, 2003). Una de las características más 
singulares de la caspasa-2 es la localización del núcleo y el aparato de Golgi, además de 
citosol, Sin embargo, la caspasa-2 parece actuar antes del proceso de permeabilización 
mitocondrial por ruptura y la activación de BID, y desempeña un papel importante de 
lesiones del DNA inducidas por la apoptosis (Baliga, 2003; Mancini, 2000). Sin embargo, la 
caspasa-2 en  modelos animales Knock-Out, no es realmente esencial para la muerte celular 
(Zhang, 2007). 

 
 CASPASA -3, -6, -7: Estas tres caspasas efectoras son altamente homólogos entre sí. Dentro 

de sus funciones  también son similares en la ejecución de la apoptosis. Mientras que la 
caspasa-3 ha sido ampliamente estudiada, conocemos mucho menos de la caspasa-6 y -7. 
Ninguno de ellos puede controlar totalmente la ejecución de todos los aspectos de la 
apoptosis (Lakhani, 2006). La caspasa-3 es el ejecutor principal, que se activa después de la 
escisión por la caspasa -8/-9 (Fuentes, 2004), pero no puede ser escindida por la caspasa -2 
(Kummar S, 2007), la caspasa-6 y -7 pueden tener efectos distintos en las vías específicas, 
tales como la función especial de la caspasa-7 en la apoptosis inducida por estrés del RE 
(Rao, 2001). La función de la caspasa-6 sigue siendo un misterio ya que no parece ser 
esencial para la apoptosis inducida por diversos agentes. En estudios anteriores, ha 
demostrado que caspasa-6 es necesara para la división de apoptosis de lámina A. Sin 
embargo, la caspasa-6 en ratones Knock-outs se desarrollan normalmente y en células 
deficientes de caspasa-6 en linfoma de pollo son sensibles a la muerte por drogas citotóxicas  
(Slee,  2001; Loegering, 2006).  

 
 CASPASA -9: Ha sido ampliamente estudiado en los últimos 12 años. Es un componente 

clave de la vía de la muerte mitocondrial (la vía intrínseca) que está regulado principalmente 
por la familia Bcl-2 y la BH-3- only (Fuentes, 2004; Degterev, 2003). En esta vía el citocromo c 
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es liberado de la mitocondria, y es reclutado para el receptor citoplasmático, APAF1 
(Acehan, 2002). En presencia de dATP o ATP, citocromo C y APAF1 se ensamblan en un 
complejo llamado "apoptosoma". Procaspasa-9 se une a APAF1 a través de su dominio 
CARD y se activa por la interacción recíproca con otra procaspasa -9. Luego la caspasa-9  en 
el complejo apoptosoma rompe y  activa la caspasa-3 (Marsden et al, 2004; Ekert et al, 2004; 
Baliga y Kummar, 2003). 
 

 CASPASA-10: Al igual que la caspasa-8, caspasa-10 posee prodominios DEDs, y puede ser 
reclutados por DISC, como la caspasa-8 y activada por los receptores de la muerte. También 
puede activar a BID y activar la vía mitocondrial, lo que sugiere que puede tener una 
función de superposición con la caspasa -8 (Kischkel et al, 2001; Milhas et al, 2005). También 
se ha demostrado que Caspasa -10 puede sensibilizar a las células para inducirlas a 
apoptosis por TRAIL. Recientemente, la caspasa-10, junto con la caspasa-8, ha demostrado 
ser esencial para mediar la señalización de NF- κβ, dependiente de la respuesta inflamatoria 
en la señalización de antivirales (Engels et al, 2005; Takahashi et al, 2006). 
 

 CASPASA -4, -5, -11: Caspasa -1, -4, -5, -11 y forman parte del llamado grupo de "caspasas 
inflamatorias". Caspasa-11 es una enzima murina que comparte muchas similitudes con 
caspasa-4 y -5. Se ha demostrado que la caspasa-11 puede procesar directamente la caspasa-3 
durante la isquemia y el shock séptico, además de la regulación de la activación de la 
caspasa -1(Kang, 2002). 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2.- Familia de las Caspasas. 
Hay tres grupos principales de las caspasas: Grupo I: caspasas Iniciadoras de la apoptosis. Grupo II: 
Caspasas Efectoras de la apoptosis. Grupo III: caspasas Inflamatorias. “Tomado de Lavrik et al, 2005 y 
modificado de Sierra M, 2011”. 
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v. Mecanismos de activación de las caspasas: 

Una vez llegada la señal apoptótica se activan  diversas caspasas mediante una cascada de 
activación secuencial, lo cual sirve para amplificar la señal de muerte y puede ser regulada a 
varios niveles. Los mecanismos de activación pueden ser trans-activaciónes, por cortes 
proteolíticos por parte de otras caspasas o por autoactivación (Caballero y Moran 2002).  Para la 
maduración de los cimógenos se requieren de un minino de dos cortes, uno que separe el 
prodominio de la subunidad grande y otro que separe la subunidad pequeña. La enzima ya  
madura, es un heterotetrámero compuesto por dos heterodímeros constituidos por dos sitios 
catalíticos que funcionan de manera independiente. Entre cada dominio catalítico las 
subunidades grande y pequeña están íntimamente asociadas y ambas contribuyen con los 
residuos necesarios para la unión al sustrato y catálisis (Fig. 3) (Thornberry y Lazebnik 1998; 
Hengartner 2000). La presencia de residuos de aspártico en los sitios de separación de las 
subunidades se relaciona con la capacidad de las caspasas para auto-activarse o ser activadas 
por otras caspasas dentro de la cascada apoptótica (Pistritto et al, 2002). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Fig. 3.-Esquema de la estructura y activación de una caspasa. 
Una procaspasa está conformada por una subunidad grande (20KD) y una Pequeña (10KD). La escisión de la 
procaspasa en sitios específicos de Asp-X conduce a la formación de la caspasa madura que abarca la 
heterotetrámero. “Tomado de Lavrik et.al., 2005” 

 

La clave para entender la apoptosis se encuentra con la comprensión de los mecanismos de 
activación de las caspasas, sus sustratos, y los controles celulares que regulan la actividad de las 
caspasas. (Donepudi et al. 2003; Shi Yigong, 2004). Como en cualquier vía proteolítica de 
múltiples pasos, las caspasas se activan por proteólisis. La conformación  del cimógeno en las 
caspasas son bastante similares, al igual que la conformación de la forma activa, pero los 
mecanismos activación entre las caspasas Iniciadoras y Efectoras son sustancialmente 
diferentes, se ha propuesto el mecanismo de activación por dimerización para las iniciadoras y 
Activación por escisión para las efectoras (Pop y Guy, 2009; Riedl, y Salvesen, 2007).  
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 Activación por dimerización:   

Ocurre principalmente en caspasas iniciadoras las cuales se encuentran en  monómeros inertes 
que requieren homo-dimerización para su  activación (Oberst, et al, 2008). Este es un modelo de 
activación por proximidad, conocido como dimerización inducida por proximidad, y se 
propuso este mecanismo unificado para la activación de las caspasas iniciadoras (Boatright y 
Salvesen, 2003; Shi, 2004).  

La dimerización de estas caspasas se ve facilitada por la participación ciertas proteínas en la 
formación de complejos, los cuales  activaran a las caspasas oligoméricas que se reúnen después 
de una señal de apoptosis (Renatus et al, 2001; Boatright et al, 2003; Shi, 2004). La adaptación y 
asociación de proteínas para la formación de estos complejos, ocurre cuando sus prodominios 
se unen específicamente, los cuales pueden ser los DEDs (Dominios Efectores de Muerte) de la 
caspasa-8 y -10 y CARDs (Dominios de Reclutamiento  de Caspasas) de la caspasa-1, -2, -9, -12 . 
Estos dominios  les sirven para unirse a otras proteínas o “plataformas de activación”, que al 
reclutar moléculas de caspasas, las acercan permitiendo su activación. El reclutamiento exige un 
aumento local de la concentración de la caspasa y genera la actividad por la dimerización 
inducida por proximidad (Stefan y Yigong, 2004; Pop y Salvesen 2009). 

Cada caspasa iniciadora tiene la formación de su propio complejo o plataforma de activación, 
por ejemplo los prodominios DEDs (Dominios Efectores de Muerte) de las caspasas - 8 y -10 con 
DD (Dominios de Muerte) de proteínas adaptadoras como FADD son necesarias para el 
montaje del complejo inductor de muerte: DISC que es indispensable para reclutar y activar de 
caspasa-8 y caspasa-10 (Peter y Krammer et al, 2003; Wang, 2001), algo similar ocurre con 
caspasa-9 la cual requiere la formación del Apoptosoma para su activación. Otro complejo 
importante es el PIDDosoma,  el cual está involucrado en la activación de la caspasa-2(Tinel y 
Tschopp, 2004; Shi, 2004). Las caspasas inflamatorias son probablemente activadas por un 
mecanismo de dimerización inducida similar. Estudios recientes han conducido a la 
identificación de un complejo multiproteico llamado Inflamasoma (Tschopp et al, 2003; Shi, 
2004), con afinidad en prodominios CARDs de la caspasa-1, -4 y -5  lo que facilita la activación 
de las caspasas pro-inflamatorias involucradas en el procesamiento de las citocinas (Fig. 4) 
(Martinon y Tschopp 2007).  
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Fig. 4.- Complejos Adaptadores de proteínas.  
Son los responsables de la activación de las caspasas iniciadoras el PIDDsoma es responsable de activar a 
caspasa-2 y tiene al menos tres componentes; PIDD, RAIDD y la caspasa -2, EL DISC (Complejo inductor de 
muerte) activa a caspasa -8 o 10, formado por un Receptor de muerte y una proteína adaptadora FADD,  
Caspasa -9 se activa con ayuda del APOPTOSOMA el cual está compuesto por siete moléculas de Apaf-1 ligado 
al citocromo C en presencia de ATP/dATP. Y El INFLAMOSOMA  el cual está unido a los prodominios CARDs 
de las caspasas 1 y 5 a los CARDs de los NALPs. “Tomado de Shi, 2005 y modificado por Sierra M, 2011”  
 

 

 Activación por escisión 

La caspasas efectoras son a menudo activadas por otras proteasas, comúnmente por caspasas 
iniciadoras, pero también pueden ser activadas por  otras proteasas por ejemplo Granzima B, o 
Calpaínas. La activación de una caspasas efectora es  a través de la escisión proteolítica en un 
determinado residuo de ácido aspártico,  para separar las subunidades pequeñas y grandes,  
para la maduración de la caspasa (Shi, 2005). Con base en la caracterización bioquímica y 
estructural, una caspasas efectoras se sabe que existe constitutivamente como un homodímero, 
tanto antes como después de la escisión dentro de la cadena de activación (Shi, 2002). 

La evidencia más esclarecedora para la activación de las caspasas efectoras proviene de las 
estructuras cristalinas de la forma de cimógeno de la caspasa-7, que revelan los detalles 
moleculares de la formación del surco catalítico sobre la activación y el procesamiento 
proteolítico, el cual se manifiesta desde el cambio en la conformación del sitio activo después de 
la escisión de activación revelando un mecanismo molecular general para la activación de las 
caspasas efectoras (Chai  et al,  2001). In vivo, los activadores rio arriba en la señalización de las 
caspasas efectoras son las caspasas iniciadoras de la apoptosis (caspasa-8, -9 y -10) y la proteasa 
Granzima B, liberada por los linfocitos T citotóxicos. Lo que genera los cortes para separar las 
subunidades grandes y pequeñas, lo que conduce a la unión del sustrato y la catálisis (Riedl et 
al, 2001).Las caspasas reconocen en sus sustratos una secuencia de al menos cuatro aminoácidos 
P4-P3-P2-P1 y cortan después del aminoácido carboxi-terminal, P1, que es el residuo de 
aspártico. El residuo P3 suele ser una glutamina, y los residuos P2 y P4 son variables, por lo que 
la secuencia de especificidad de corte de una caspasa será X-Glu-X-Asp. Los aminoácidos de la 
enzima que se unen al sustrato y que, por tanto, reconocen la secuencia P4-P3-P2-P1 se 
denominan S4-S3-S2-S1. S1 y S3 son residuos muy conservados en las diferentes caspasas, al 
contrario que S2 y S4, que varían significativamente entre las caspasas y originan las diferentes 
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especificidades por el sustrato en función de los residuos situados en las posiciones P2 y P4 
(Degterev et al, 2003; Yan y Shi , 2005).  

 

vi. Acciones de las Caspasas en la apoptosis 

La importancia de las caspasas en el proceso de apoptosis radica en que, como se mencionó 
antes, proteolizan de forma selectiva sustratos, muchos de ellos vitales para la supervivencia de 
la célula, sobre los que tienen dos efectos activación o inactivación. Dado que el papel de las 
caspasas se desarrolla en la apoptosis desencadenando los principales cambios morfológicos, no 
es difícil pensar que muchas de las proteínas que regulan la apoptosis son substratos de las 
caspasas. Entre sus acciones hay que destacar: (Taylor, et al, 2007). 

• Inactivación de proteínas del citoesqueleto: laminina, actina, gelsolina, vicentina etc.), 
y en la estructura de la envuelta nuclear (Rao et al, 1996; Buendia et al, 1999). 

• Otro de los sustratos es el inhibidor de la desoxiribonucleasa activada por caspasas 
(ICAD) (Liu et al. 1997; Sakahira et al. 1998; Enari et al. 1998). La proteólisis de este 
inhibidor permite la activación de la subunidad catalítica (CAD) que provoca la típica 
fragmentación internucleosomal que se observa en los procesos apoptóticos. Las 
caspasas también cortan proteínas implicadas en el correcto metabolismo y reparación 
del DNA, como por ejemplo la Poli ADP-ribosa polimerasa (PARP) y DFF etc. 
(D'Amours et al, 2001; Benchoua et al, 2001). 

• Activación por proteólisis de Bid, que activado por caspasa-8, se transloca a la 
mitocondria para cooperar con Bax y Bak provocando la liberación de moléculas 
apoptóticas mitocondriales. 

• Caspasa-3 es capaz de cortar a Bcl-2, quitando su dominio intermembrana y dejando 
siempre expuesto su dominio BH3, lo que la convierte en una molécula proapoptótica al 
igual que Bax. 

• Inactivación de NF-κβ, lo que bloquea la transcripción de genes de supervivencia, 
mediante el corte en la zona de regulación de su inhibidor IkB y también por corte 
directo de p65. 

• Estabilización de p53 por corte del inactivador de MDM2 (inhibidor de P53) lo que 
facilita la acción de p53. 

• Inactivación de Rb con lo que E2F está activo. 
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• El corte de MEKK-1 (cinasa activada por mitogenos/ERKcinasa) provoca un cambio 
en su acción (principalmente es de supervivencia) ante respuestas de estrés, al ser 
cortada promueve la apoptosis.  

Además, de estos sustratos, existen muchos otros. De hecho, en un reciente estudio se realizó 
un screening de sustratos en el que se identificaron alrededor de 400 dianas de caspasas, 
muchos de los cuales aún no se conoce su papel en la apoptosis (Luthi y  Martin 2007). 
Recientemente, en un trabajo en el que se describe una novedosa técnica proteómica, el 
PROTOMAP (del inglés, Protein Topography and Migration Analysis Platform), se 
identificaron más de 150 sustratos de caspasas que no habían sido anteriormente descritos (Dix 
et al, 2008). Además, en este trabajo se observó que muchos de los fragmentos generados 
correspondían a dominios funcionales y presentaban una vida media similar a la proteína de la 
que provenían. Basándose en estas observaciones, los autores proponen que la principal 
función de las cascadas proteolíticas de la apoptosis puede ser la generación de estas proteínas 
efectoras activas, y no sólo la inactivación por proteólisis de algunas de ellas (Timmer y 
Salvesen, 2007; Mahrus  et al, 2008; Dix et al 2008; Vandekerckhove et al, 2009). 

 

vii. Vías de activación de la apoptosis. 
 

• Clasificación. 

Existen tres vías  de activación de muerte celular: 1) Vía Intrínseca mitocondrial,                         
2) Vía Intrínseca mediada por Estrés en el Retículo Endoplasmático, 3) Vía Extrínseca mediada 
por receptores de muerte. 

viii. Vía Intrínseca mediada por la mitocondria. 

Los procesos metabólicos fundamentales ocurren en la mitocondria, organelo esencial para la 
sobrevivencia de todas las células eucarióticas. Sin embargo, la apoptosis es controlada también 
en estos organelos (Mayer y Oberbauer, 2003). Ejemplo de funciones de sobrevivencia son la 
fosforilación oxídativa, el transporte de electrones en la cadena respiratoria, la β-oxidación de 
los ácidos grasos, así como el ciclo de Krebs (ciclo de los ácidos tricarboxílicos).  

La regulación de la apoptosis incluye la activación de ciertos canales membranales y la 
liberación de proteínas pro-apoptóticas de la mitocondria hacia el citosol, dichas proteínas 
activan a ciertas caspasas dando como resultado cambios morfológicos característicos durante 
la apoptosis (Hengartne, 2000; Szewczyk y Wojtczak, 2002), adicionalmente a esto, varias 
proteínas han sido identificadas en la prevención de la apoptosis a nivel de la mitocondria 
(Bortner y Cidlowski, 2002). 
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La permeabilización de su membrana externa (MOMP, mitochondrial outer membrane 
permeabilization) es un evento crucial en estas vías (Desagher y Martinou, 2000; Tsujimoto, 
2003) y está principalmente mediado y controlado por miembros de la familia Bcl-2 (Tsujimoto, 
2003; Adams y Cory, 2001). Una vez se induce la MOMP, se precipita el proceso de muerte 
celular a través de la liberación de moléculas proapoptóticas del espacio intermembranal 
(Green y Kroemer, 2004; Green y Reed, 1998; Kumar 2007).  

Cuando el estímulo supera un umbral determinado, las proteínas Bax y Bak se activan y 
polimerizan en la membrana mitocondrial externa. Este proceso está inhibido por las proteínas 
Bcl-2 antiapoptóticas (Bcl- 2, Bcl-xL o Mcl-1). La polimerización de Bax y Bak induce la 
formación de un poro por el que saldrán proteínas del espacio intermembranal de la 
mitocondria. Entre los factores apoptogénicos que se liberan al citosol, se incluyen el citocromo 
c (Kluck et al, 1997; Yang et al, 1997), un componente de la cadena de transporte electrónico 
(Green y Reed, 1998), HtrA2/Omi, una serín proteasa mitocondrial, Smac/Diablo (Second 
mitochondria derived activator of caspase) (Verhagen et al, 2000), AIF (Apoptosis Inducing 
Factor,(Joza et al, 2001; Susin et al, 1999) y la endonucleasa G (Parrish et al, 2001).  

AIF se transloca al núcleo, donde desencadena cambios nucleares independientes de caspasas 
(Daugas et al, 2000), causando condensación de la cromatina nuclear y fragmentación de DNA 
(Susin et al, 1999). La endonucleasa G induce fragmentación del DNA internucleosomal, 
también de un modo independiente de la activación de las caspasas (Enari et al, 1998; Li et al, 
2001). Smac/Diablo activa apoptosis neutralizando la actividad de las proteínas inhibidoras de 
apoptosis, las proteínas IAPs. HtrA2/Omi también actúa uniéndose a las proteínas IAP e 
inhibiendo su acción. 

La salida de citocromo c de la mitocondria, se considera como el punto de no retorno del 
proceso apoptótico. Una vez liberado, el citocromo c citosólico se une a la proteína Apaf-1 
(apoptosis protease-activating factor 1) aumentando la afinidad de ésta por el ATP (Jiang y 
Wang, 2000). La unión del nucleótido al complejo formado por Apaf-1 y citocromo c, induce la 
oligomerización de Apaf-1 (Zou et al, 1999) cuyo dominio CARD queda expuesto provocando 
el reclutamiento de la procaspasa-9 y la formación del complejo proteico llamado 
“apoptosoma”. Dentro del apoptosoma, se activa la caspasa-9, permitiendo el procesamiento de 
la caspasa ejecutora caspasa -3 (Shi, 2002) que procesa a su vez importantes sustratos 
intracelulares. Desde este momento el proceso es irreversible. 

ix. Proteínas reguladoras de la apoptosis en la vía intrínseca. 
 

• Familia de proteínas  Bcl-2 

La familia de proteínas Bcl-2 han sido consideradas como uno de los principales reguladores en 
la ruta intrínseca del proceso apoptótico. Inicialmente, Bcl-2 fue identificada como producto del 
oncogén bcl-2 siendo uno de los miembros de una familia de moléculas pro y antiapoptóticas 
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(Vander, 1999). En humanos se conocen más de 20 miembros de esta familia. Los miembros de 
la familia Bcl-2 regulan la liberación de moléculas inductoras de apoptosis presentes en el 
espacio intermembranal (Danial y Korsmeyer, 2004). Parecen tener localizaciones subcelulares 
diferentes ya que mientras que los miembros antiapoptóticos suelen estar como proteínas 
integrales en las membranas del núcleo, del retículo endoplasmático y fundamentalmente de la 
mitocondria, los proapoptóticos se encuentran en el citosol o asociados con el citoesqueleto 
(Bortner et al, 2002). Los miembros de Bcl-2 se caracterizan por que poseen al menos uno de los 
dominios de homología de Bcl-2 conocidos como dominios BH  llamados BH1, BH2, BH3 y 
BH4, los cuales corresponden a segmentos de α-hélice. Según estos criterios la familia se divide 
en tres subfamilias (Fig.5), los cuales se pueden clasificar en tres grupos: (Bras et al, 2005). 

1) Miembros “anti-apoptóticos”: Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, Bfl-1 y Bclw, como su nombre indica, 
interfieren en la ejecución de la ruta apoptótica mediante su unión a los miembros pro-
apoptóticos. Bcl-2 es la proteína que da nombre a esta familia. El gen Bcl-2 fue descrito como un 
proto-oncogén que se activa como resultado de una translocación cromosómica que aparece en 
linfomas foliculares humanos de células B, de aquí el origen del nombre de Bcl-2 (linfoma de 
células B). Bcl-2 se encuentra anclado en la membrana nuclear, en la membrana del retículo 
endoplasmático y en la membrana externa mitocondrial (Nijhawan et al, 2003). Mcl-1 se 
presenta en el citosol. Las proteínas Bcl-xL y Bcl-w son citosólicas y tras la señal citotóxica que 
induce un cambio conformacional sobre ellas, se unen fuertemente a membrana (Annan et al, 
2003). 

2) Miembros “pro-apoptóticos” tipo Bax: este conjunto de proteínas son claves en la ejecución 
de la apoptosis mitocondrial. Bax, Bak y Bok son los miembros conocidos de este grupo de 
proteínas. Se ha propuesto que ejercen su función apoptótica mediante la permeabilización de 
la membrana externa mitocondrial produciendo la liberación de las proteínas pro-apoptóticas 
alojadas en dicho compartimento (Korsmeyer et al, 2000). La proteína Bax se encuentra 
localizada en el citosol en forma de monómero, tras su activación oligomeriza y se desplaza a la 
membrana mitocondrial donde induce permeabilización mitocondrial. Bak por el contrario es 
una proteína integrada en la membrana externa mitocondrial que se encuentra presente en 
forma de oligómeros (Wei et al,  2001). 

3) Miembros “BH3 only”: Este grupo está formado por Bid, BimL, Bad, Noxa, Puma, Bmf y 
Hrk. Se caracterizan por poseer sólo el dominio de homología BH3, el cual es necesario y 
suficiente para inducir apoptosis. Las proteínas Bid y Bim ejercen su función (tras ser activadas 
por diversos mecanismos), mediante interacción con los miembros pro-apoptóticos Bax y Bak, 
produciendo en estos cambios conformacionales que inducen a su oligomerización y 
desencadenando en su activación. Las proteínas Bad, Bik y Noxa interaccionan con Bcl-2 y     
Bcl-xL impidiendo de esta manera su acción como inhibidores de la apoptosis (Willis y Adams, 
2005). 
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Fig. 5.- Familia Bcl-2. 
Formada por proteínas pro y anti apoptóticas clasificadas en tres grupos de acuerdo a sus 
dominios BH. “Tomado de Tsujimoto, 2000”. 
 

• IAPs: 

Son inhibidores de la apoptosis liberados por la mitocondria que ejercen su acción inhibiendo a 
las caspasas. Se han identificado ocho IAPs en mamíferos, entre las que se encuentran en 
humanos NAIP, XIAP, c-IAP1, c-IAP2, ML-IAP y Survivina (Eckelman y  Salvesen, 2006). 

Las IAPs son inhibidores directos de las caspasas. XIAP, c-IAP1 y c-IAP2 inhiben las      
caspasas –3, -7 y –9. Estas proteínas inhiben a las caspasas mediante la unión a ellas por 
dominios BIR. Las IAPs pueden presentar:  

a) Uno o más dominios BIR 
b) Dominios RING, que actúan como una ubiquitín-ligasa induciendo su autodegradación 

y la degradación de la caspasa que va unida a él, a través del proteosoma. 
c) Dominios CARD que pueden permitir la regulación de la degradación de caspasas por 

interacción entre dominios de este tipo.  

Dentro de esta familia de proteínas, la mejor estudiada es la XIAP. Su estructura está formada 
por tres dominios BIR y un dominio RING. El dominio BIR2 inhibe las caspasas-3 y -7, mientras 
que el dominio BIR3 inhibe a la caspasa-9. Los antagonistas de XIAP pueden bloquear su efecto 
inhibidor e inducir la activación proteolítica directa de la caspasa-3, activando posteriormente a 
las caspasas-8 y -9 como consecuencia del bucle de amplificación de la señal apoptótica. Esta 
primera activación de caspasa-3 es debida a que estos antagonistas de XIAP se unen a BIR2 
impidiendo el bloqueo de la caspasa. Además, el efecto apoptótico del antagonista de XIAP no 
se observa en células normales y posiblemente debido a que los niveles de expresión son 
menores que en las células tumorales. Así, el tratamiento con antagonistas de XIAP podría tener 
valor terapéutico en los casos con elevados niveles de expresión de la proteína (Geserick et al. 
2009). 
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Estas proteínas inhiben la ruta extrínseca a través de su capacidad de unirse a TRAF2 y de 
ubiquitinizar proteínas, induciendo su degradación. Y sólo XIAP tendría capacidad de inhibir 
caspasa -3 y -7 a través de interacción directa (Wang  et al. 2008). 

 

x. Vía Intrínseca mediada por Estrés en el Retículo Endoplasmático. 

El Retículo Endoplasmático (RE) es el orgánulo que coordina la síntesis, el plegamiento, la 
exportación y la degradación de las proteínas. Además cumple un papel clave en el almacenaje 
y señalización del calcio. En definitiva, la función fisiológica del RE es la síntesis y el 
plegamiento de las proteínas, así como el mantenimiento de la homeostasis celular del calcio. 
También sirve como un sitio de la biosíntesis de esteroides, colesterol y otros lípidos. 

El RE es muy sensible a las alteraciones en la homeostasis del calcio y a las perturbaciones del 
entorno. Así, los compuestos que depletan el calcio del lumen del retículo (thapsigargina), los 
inhibidores de la glicosilación (brefeldina A), el estrés oxidativo y la acumulación de proteínas 
mal plegadas pueden interrumpir su función, provocando estrés en el RE. La respuesta a este 
estrés tiene como objetivo disminuir la cantidad de proteínas mal plegadas y recuperar el buen 
funcionamiento del RE y para ello se disminuye la síntesis proteica, se eliminan las proteínas 
mal plegadas y se incrementa la transcripción de genes de respuesta como las chaperonas. Estas 
respuestas vienen mediadas por vías de señalización específicas, UPR (Unfolded Protein 
Response), EOR (EROverload Response) y ERAD (ER-associated degradation). La respuesta a 
proteínas no plegadas o UPR, fue la primera que se describió como respuesta al estrés del RE y 
que, posteriormente, se ha sugerido que podría estar mediando en la apoptosis (Kaufman, 1999; 
Paschen y  Mengesdorf,  2005). 

PERK es una proteína trasmembrana de tipo I que se encuentra en la membrana del RE, y en la 
porción citoplasmática contiene un dominio cinasa. En condiciones de estrés del RE la 
chaperona GRP78 se disocia de PERK permitiendo su oligomerización y trans-fosforilación. 
Una vez activa, PERK fosforila la subunidad alfa del eIF2 (eucariotic Initation Factor 2), 
reduciendo así su capacidad de unir RNAt al ribosoma. Esto se traduce en una disminución 
global de la síntesis proteica, que tiene como objetivo evitar una mayor acumulación de 
proteínas mal plegadas en el RE (Harding et al, 1999; Morris y Geballe, 2000). 

ATF6 es una proteína transmembranal de tipo II, la porción citoplasmática tiene un dominio de 
unión a DNA que contiene un motivo de cremallera de leucinas (bZIP) y un dominio de 
activación transcripcional. En ausencia de estrés en el RE la chaperona GRP78 está unida a su 
dominio luminal y esconde la señal de localización a Golgi, previniendo su translocación. En 
respuesta a la acumulación de proteínas mal plegadas, GRP78 se disocia de ATF6 y este viaja al 
aparato de Golgi por vía vesicular. Una vez en el aparato de Golgi ATF6 sufre un corte 
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secuencial por parte de las proteasas S1P y S2P (Site 1 or 2 Protease) y el dominio citosólico 
resultante transloca a núcleo (Haze et al, 1999; Ye et al, 2000). 

El tercer sensor en la membrana del RE es IRE1. Además del domino luminal unido a GRP78 
presenta un dominio RNasa en la porción citoplasmática. Existen dos genes para IRE, IREα y 
IREβ, aunque la primera es la más estudiada. En condiciones de estrés de RE la chaperona se 
disocia y permite la dimerización y trans-fosforilación de IRE1. La forma activa de IRE1α lleva a 
cabo un splicing (o procesamiento) no convencional sobre el RNAm de xbp1 (del inglés, X-Box 
Binding Protein) (Calfon et al, 2002; Lee et al, 2002; Yoshida et al, 2001). El RNAm procesado, 
una vez cortado y ligado, da lugar a la proteína XBP1 de 54kDa que es un factor de 
transcripción más estable que se une a los ERSE y tiene la misma especificidad de unión que el 
ATF6 (Lee et al, 2003). Por otro lado, se ha observado que el domino citoplasmático de IRE1 
puede estar unido a TRAF2 que en situaciones de estrés de RE podría estar mediando la 
activación de JNK (Urano et al, 2000) o regulando la auto-proteólisis de la caspasa -12 (Yoneda 
et al, 2001). 

Varias moléculas presentes en la superficie RE han sido implicadas como efectoras que causan 
la muerte celular en respuesta al estrés RE prolongada. Caspasa-12, esta específicamente 
involucrada en la apoptosis que resulta de la tensión del ER. La activación de la caspasa-12  
puede ocurrir a través de estrés inducido por calpaína o la caspasa -7 y activar a la     
procaspasa -12. El estrés del RE activa IRE1 también podrá acumular procaspasa -12 en la 
superficie de membrana del ER a través del adaptador TRAF2 proteínas citosólicas, dando 
lugar a la escisión y la activación de caspasa -12, presumiblemente a través de un mecanismo de 
proximidad inducido.  

Caspasa-12, junto con la caspasa-9, sirve como mediador de una vía intrínseca de apoptosis que 
es independiente de Apaf-1, el citocromo c y las mitocondrias (esto no quiere decir que las 
mitocondrias no pueden participar en la ampliación de esta vía, simplemente que no son 
necesarios para su activación) (Paschen y  Mengesdorf,  2005).  

• CASPASA -12 

Es una caspasa iniciadora descrita recientemente, dentro de su estructura cuenta con un 
prodominio CARD. Fue clasificada inicialmente  como parte del grupo de caspasas 
inflamatorias por su implicación en la maduración de citocinas y actualmente se le atribuye un 
papel importante en los procesos apoptóticos (Rao et al, 2001). Estudios en ratones deficientes 
de  caspasa -12 sugiere que la proteína juega un papel importante en  el estrés del Retículo 
Endoplasmático (RE) el cual es capaz de inducir apoptosis y  está asociada en el desarrollo de 
enfermedades neurodegenerativas, tales como la enfermedad de Alzheimer (Nakagawa et al, 
2000 ). Desde entonces, se ha  relacionado el procesamiento de la caspasa-12 en la apoptosis 
inducida por estrés en el RE (Rao et al, 2001 ; Díaz et al, 2002 ; Morishima et al, 2002). Además, 
la caspasa-12 parece estar implicado en la apoptosis inducida por la infección viral (Bitko y 
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Barik, 2001) o por privación de suero (Kilic et al, 2002). La función precisa de caspasa-12 en esta 
vía en particular todavía no está clara. En humanos la caspasa -12 se encuentra de forma 
polimórfica se puede encontrar una variante de caspasa -12 corta (Caspasa-12s), la cual contiene 
únicamente el prodominio N-terminal CARD o en otra variante larga (caspasa-12L). Los genes 
que codifican a caspasa -12 humana residen en el cromosoma 11q22, Aunque el análisis 
filogenético sugiere que la caspasa-12 comparte homología con otras caspasas inflamatorias 
(Lin et al, 2000; Hur et al, 2001; Schauvliege et al, 2002). A diferencia de otras caspasas, la 
caspasa -12 se localiza específicamente en la cara citosólica del RE, y es un sensor específico de 
responder a muerte celular inducida por el estrés en el RE. El estrés del RE es causado 
principalmente por la acumulación de proteínas,  mal plegamiento de proteínas o por una 
perdida en la homeostasis del Ca+2 (Nakagawa et al, 2000; Kalai et al, 2003). 
 

• Activación de Caspasa -12. 
 
La función precisa de caspasa-12 en esta vía en particular todavía no está clara y sigue siendo 
polémico, Caspasa-12, al igual que la mayoría de los otros miembros de la familia de caspasas, 
se requiere la escisión del  prodominio para activar su forma pro-apoptótica. El domino CARD 
que presenta esta caspasa puede mediar su oligomerización y autoactivación en el RE, también 
puede ser activada por m-calpaína ( Nakagawa y Yuan, 2000; Fujitaet al, 2002). Los inductores 
de estrés pueden conducir a la translocación de la caspasa-7 desde el citosol al RE. Caspasa-7 
puede activar  la procaspasa -12 por interacción entre sus prodominios. Una vez activada 
caspasa -12 puede activar a otros miembros de caspasas como caspasa -9 (de forma 
independiente del apoptosoma) y a su vez activar caspasas efectoras  (caspasa -3 o -6) lo que 
resulta en un aumento de la muerte celular (Thing et al, 2005). 
 

xi. Vía Extrínseca y Receptores de muerte. 

En esta ruta participan los receptores de muerte y la caspasa iniciadora es la -8 y/o -10. Los 
receptores de muerte pertenecen a una superfamilia de receptores relacionados con fenómenos 
de proliferación, diferenciación y apoptosis denominada “Superfamilia del Factor de Necrosis 
Tumoral” (TNF, del inglés, Tumor Necrosis Factor). Estos receptores son proteínas integrales de 
membrana, la mayoría de tipo I, es decir, con un solo dominio transmembranal, con el extremo 
N-terminal extracelular y el C-terminal intracelular (Bhardwaj y Aggarwal, 2003). Los 
receptores muerte tienen acción pleiotrópica, es decir, dependiendo del tipo celular y otras 
señales que la célula recibe, pueden iniciar proliferación, diferenciación o muerte celular 
(Strasser et al, 2000). 

Los miembros de la familia del TNFR son diversos en su estructura primaria pero todos poseen 
un dominio extracelular conservado rico en cisteínas (que es el que permite el reconocimiento 
selectivo del ligando (Naismith y Sprang, 1998)), una región transmembranal y una región 
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intracelular conservada de unos 80 aminoácidos llamado dominio de muerte (DD, del inglés, 
Death Domain). A través del DD se podrán reclutar las proteínas adaptadoras para el inicio de 
la señalización apoptótica (Curtin y Cotter, 2003). 

Actualmente se  han caracterizado hasta 8 receptores de muerte pertenecientes a la gran familia 
del TNF con DD en su porción intracelular: TNF receptor 1 (TNFR1; también conocido como 
DR1, CD120a, p55/60 y TNFRSF1a), CD95 (también llamado DE2, APO1 y Fas), DR3 (conocido 
como APO3, LARD, TRAMP y WSLT), receptor de inducción a apoptosis por ligando 
relacionado con TNF (TRAILR1; llamado también DR4 o APO2), TRAILR2 (conocido también 
como DR5, KILLER y TRICK2), DR, receptor de la ectodisplasina A (EDAR) y el receptor del 
factor de crecimiento nervioso p75 (p75NTR) (Lavrik et al, 2005).  

Se conocen al menos 18 ligandos que activan estos receptores, todos a excepción del factor de 
crecimiento nervioso (NGF), son moléculas relacionadas estructuralmente que pertenecen a la 
superfamilia génica del TNF (Gaur y Aggarwal 2003). Estos ligandos a través de la interacción 
con sus receptores activan la denominada vía extrínseca mediante la trasmisión de señales 
apoptóticas. La unión del ligando a su correspondiente receptor de muerte va a tener como 
consecuencia la trimerización del receptor y el reclutamiento de proteínas citoplasmáticas 
adaptadoras con dominios DD homólogos a los del receptor, Estas proteínas, a través de 
dominios DED, van a permitir a su vez el reclutamiento de las caspasas iniciadoras -8 /-10, 
formándose así el complejo DISC donde se activarán dichas caspasas (Kischkel et al, 2000). 

• Receptor Fas (CD95) 

Cuando se produce la unión Fas/Fas-L, da lugar a la trimerización del receptor. Este último 
tiene en su dominio citoplasmático una región, homóloga a otros receptores capaces de 
provocar apoptosis, de unos ochenta aminoácidos y muy rica en aminoácidos cargados con los 
que puede interaccionar con señales pro-apoptóticas. A este dominio encargado de transducir 
la señal, se le denomina dominio de muerte (DD) (Schmitz et al, 2000). Como ya se ha dicho, la 
activación de este receptor provoca el reclutamiento y unión de otras moléculas adaptadoras 
como son FADD y RIP (Vincenz, 2001). 

FADD (Proteína con dominio de muerte asociado a Fas) contiene dos dominios importantes, 
que son el dominio DD, con el cual interacciona Fas, y el dominio DED (dominio efector de 
muerte), que es el encargado de transmitir la señal apoptótica a los efectores, es decir a las 
caspasas, por ejemplo con caspasa -8, ya que también tiene un dominio DED. RIP (Proteína de 
interacción con receptor), es una proteína Ser/Thr cinasa. Tiene dos formas de actuación 
dependiendo de que su unión sea a Fas o a TNF. En el caso de unirse a Fas, lo hace también por 
su dominio DD al DD de Fas. En este momento está en condiciones de interaccionar con RAIDD 
(proteína homóloga asociada a RIP con dominio de muerte), el cual también tiene dominio DD 
y otro dominio homólogo a caspasa-2. 
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Dentro de esta activación existen dos mecanismos muy importantes, que dependen del tipo 
celular. Así algunos autores diferencian dos tipos de células (Jost  et al, 2009): Tipo I, células en 
las que la expresión de caspasa-8 sería bastante abundante y podrían activar directamente a 
caspasa-3, aunque también a caspasa-6 y -7 a través de las cascadas de las caspasas. Esto 
llevaría a la ejecución de la apoptosis al producirse condensación de la cromatina, 
fragmentación del DNA, etc. Este tipo de inducción no requiere de la mitocondria y por tanto 
no está inhibida por factores como Bcl-2 o Bcl- XL, ya que no requiere amplificación de la señal 
por factores pro-apoptóticos derivados de la mitocondria (Feig et al, 2007). Tipo II, en este tipo 
de células no hay una abundante expresión de caspasa -8 y está por tanto no puede activar 
eficientemente a caspasa -3, ni a otras caspasas que se encuentran rio abajo en la cascada de 
caspasas. En estas células la activación de caspasa -8 provoca la activación proteolítica de un 
miembro de la familia Bcl-2, como es Bid. Esta activación provoca la traslocación de Bid a la 
mitocondria, donde va a interaccionar con moléculas antiapoptóticas que se encuentran como 
componentes de la membrana mitocondrial (Thorbun, 2004; Li  et al, 2009). 

• CASPASA-8 

Si bien su principal función es la de inducir la apoptosis como caspasa iniciadora en vía de 
señalización mediada por receptores de muerte, también está envuelta en otras funciones no 
apoptóticas (Maelfait y  Beyaert 2008). Lo primero que llama la atención es que la deficiencia en 
caspasa-8 es letal en ratones a nivel embrionario. Los embriones mueren por problemas en el 
desarrollo: hiperemia, eritrocitosis y defectos en el desarrollo del músculo cardiaco son algunos 
de los rasgos (Varfolomeev et al, 1998). Experimentos hechos en ratones deficientes de    
caspasa-8 específicamente en el músculo cardiaco indica que esta proteasa tiene funciones no 
apoptóticas en el desarrollo embrionario. Además de caspasa-8, parece que en estas funciones 
son necesarias las moléculas adaptadoras como FADD o c-FLIPL. Estas anomalías en el 
desarrollo no se producen en humanos con mutaciones en caspasa-8, probablemente debido al 
papel redundante de caspasa-10, proteasa no presente en ratones (Maelfait y Beyaert 2008). 

Caspasa -8 también es necesaria para la diferenciación de los monocitos en macrófagos. La 
diferenciación a macrófagos necesita de reajustes citoplasmáticos en los que parece ser 
necesaria la actividad de caspasa-8 sin la inducción de apoptosis. Esto debe estar regulado a 
más niveles, por ejemplo caspasa-3 tiene que estar fuertemente regulada. Pero también debe 
estar inhibida la señal proliferativa que impediría la diferenciación, mediante la degradación de 
RIPK1 por caspasa-8 (Bell et al, 2008; Ben et al, 2007). Linfocitos T en proliferación se ha visto 
que tienen una aumentada la actividad de la caspasa-8, pero no sufren apoptosis. En relación a 
esto, caspasa-8 está implicada en la activación de NF-κβ en Linfocitos T-CD8 que sobre-
expresan c-FLIPL, está implicada en el  mantenimiento de la homeostasis de las células T 
periféricas a través de la regulación de la producción de IL-2 con el fin de controlar la 
proliferación de células T. Así mismo se encuentra implicado en el control de la diferenciación y 
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la proliferación de las células B, células NK y de progenitores hematopoyéticos (Salmena et al, 
2003; Yi y Yuan, 2009). 

Caspasa -8 también fue encontrado y asociado con  IkB cinasa (IKK) complejo de inductor la 
activación transcripcional de NF-kB. Por lo tanto, caspasa-8 tiene un papel en la regulación de 
la inmunidad innata similar a la de DREDD. Además de promover la activación de NF-kB, la 
caspasa-8 podría regular directamente citocinas pro-inflamatorias. Una de las funciones de la 
caspasa -8 en la regulación de las citocinas pro-inflamatorias podrían ser considerados como la 
estimulación del ligando Fas, se encontró para inducir el procesamiento y la secreción de IL1-β 
en las células de exudado peritoneal de manera independiente la caspasa-1 ( Miwa et al, 
1998 ). Sin embargo, el mecanismo por el cual la caspasa-8 interviene en la secreción de 
citocinas no ha sido explorado (Festjens et al, 2006; Kang et al, 2004). 

Caspasa-8 también se ha asociado con los eventos de fusión de células especializadas que son 
necesarias para la diferenciación de trofoblasto velloso placentario humano, una capa epitelial 
importante para el transporte de los nutrientes directamente de la madre al feto (Black et al., 
2004).  

 Activación de Caspasa –8 

Caspasa -8, junto a caspasa -10 en humanos, es la caspasa iniciadora de la ruta extrínseca de la 
apoptosis (Medema y  Scaffidi, 1997). Forma parte del complejo proteico DISC y su activación 
ocurre en dos pasos. Primero, el reclutamiento de FADD a la región intracelular de FAS 
promueve la dimerización y cambio de conformación de la caspasa -8 dentro del DISC lo que 
permite la activación total de la caspasa-8. A continuación la caspasa -8 sufre un procesamiento 
auto-proteolítico que permite a la enzima liberarse del DISC. El dímero no proteolizado es 
activo pero muy inestable, una vez escindida, la caspasa-8 como monómero es inactiva, pero 
con mucha afinidad por otro monómero o a proteínas pro-apoptóticas como Bid (Pop et al, 
2007). 

Existen otros mecanismos de activación de caspasa -8. Parece ser que caspasa -3 escindida 
puede a su vez escindir y activar caspasa -8 en un mecanismo de retroalimentación, aunque no 
se sabe si este proceso tiene un papel determinante en la apoptosis, ya que ni el corte, ni la 
dimerización son por sí solos suficientes para activar caspasa -8, pero puede que el 
reclutamiento de caspasa -8 por el DISC no sea suficiente para inducir una actividad que 
desencadene apoptosis (Oberst et al, 2010). 

Existen otros elementos y modificaciones de la misma caspasa que influyen en su actividad: Jin 
et al., describieron que tras la formación del DISC se induce poly-ubiquitinización de la 
caspasa-8 a través de una interacción previamente desconocida entre el DISC y una E3 ligasa 
llamada Culina-3. Esta ubiquitinización requería una proteína llamada RBX1, y era un 
equilibrio entre ubiquitinización y de-ubiquitinización por la A20 deubiquitinasa.                        
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Y así entra en juego otra proteína, p62/sequestosoma-1, una proteína de unión a ubiquitina. P62 
agregaría a la caspasa -8 modificada por culina-3 en determinados focos. Estos datos mostrarían 
que la activación de caspasa -8 está fuertemente regulada por muchos factores, incluidos los 
metabólicos (Li, et al. 2009). 

La unión del ligando induce la ubiquitinización de la caspasa-8, señal que suele indicar la 
degradación de la proteína, que en este caso es activadora. Además de la señal química, parece 
que existen  compartimentos donde se dan los procesos de activación.  En este caso la caspasa -8 
se encuentra en “lipids rafts” de la membrana citoplasmática. 

Se sabe que caspasa -8 puede ser activada por repeticiones de poli-glutamina (Sánchez et al, 
1999). La acumulación de péptidos que acumulan series de glutamina parece ser tóxica para 
neuronas. Esta toxicidad viene por la inducción de apoptosis por caspasa-8, su activación es 
inhibida por la proteína viral anti-apoptótica CrmA, por un dominante negativo de FADD y 
por Bcl-xL y Bcl-2. Esta activación parece ser independiente de FasL y los autores observaron 
que FADD está en la fracción no soluble cuando se induce la expresión de esos péptidos de 
poli-glutamina. Además de que en las fracciones insolubles de cerebros afectados por la 
enfermedad de Huntington, existe una acumulación de caspasa -8. Estos resultados podrían 
indicar que una agregación de FADD y caspasa -8 independiente de los receptores de muerte es 
posible. Existen más ejemplos de activación de caspasa -8 independiente de los receptores de 
muerte. Gröbner 2007 describieron que la proteína P de Yersinia inducía la producción de un 
DISC atípico en células dendríticas que activa caspasa -8 y recluta RIPK1, induciendo una 
mezcla de apoptosis y necrosis. Ellos conjeturan que esta proteína acetila a MAP cinasa 
inhibiéndola (Gröbner et al., 2007). 

Esta MAP cinasa sería la responsable de la expresión de FLIP. Se han descrito incluso otras 
formas de activación de caspasa -8 independientemente de FADD. La proteína viral HPV18 E2 
induce la agregación de caspasa -8 en unas estructuras filamentosas. A pesar de que esta 
proteína E2 no tiene ningún dominio de muerte. Además, el análogo viral de FLIP es capaz de 
inhibir la interacción entre caspasa -8 y E2, protegiendo a la célula de la proteína viral (Thierry 
y Demeret, 2008).  

Por último indicar el estudio de Suzuki 2003. Ellos describen una forma de muerte por 
privación de glucosa a la que llaman necrótica, pero dependiente de caspasa -8. Además de 
observar corte de caspasa -8 y degradación de Bid por la privación de glucosa, ven que no es 
dependiente de FADD y es parcialmente inhibida por FLIP. Ellos concluyen que es necrosis 
porque no ven algunos rasgos como fragmentación nuclear o presentación de Fosfatidilserina.  
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xii. Proteínas reguladoras de la apoptosis en la vía extrínseca. 
 
 

• RIPK1 

“Receptor-interacting protein kinase I” (RIPK1) es una proteína cinasa con una función dual. 
RIPK1 tiene 3 funciones principales. Induce la expresión de NF-κβ, por tanto supervivencia y 
proliferación; colabora en el reclutamiento de caspasa-8 y en su activación, llevando a 
apoptosis; y por último, debido a su actividad cinasa, y en ausencia de actividad caspasa, puede 
inducir necroptosis.  

Promueve, a través de su unión al receptor, supervivencia o muerte (Stanger, Leder et al, 1995). 
Ratones deficientes en RIPK1 nacen normales, pero mueren después de tres días por una 
masiva apoptosis. Curiosamente, fibroblastos de ratones deficientes en RIPK1 fueron más 
sensibles a apoptosis inducida por TNF que los ratones silvestres. Además las células 
deficientes en RIPK1 tenían reducida la actividad NF-κβ. Aunque para RIPK1 No es totalmente  
indispensable para activar a NF-κβ  a través de TNFR1 (Al igual que la caspasa-8, el que RIPK1 
sea pro-apoptóticas o no, depende, entre otras cosas, de su ubiquitinización (Wong et al, 2009). 

 

• FLIP: 

c-FLIP es un homólogo de caspasa-8 porque posee dos dominios de muerte, pero le falta el sitio 
activo de la enzima por una mutación que cambia una cisteína por una tirosina en el dominio 
enzimático (Irmler et al, 1997). Tiene alrededor de 11 isoformas, aunque en la mayoría de las 
células sólo se detectan la isoforma larga (cFLIPL) y la corta (cFLIPS) que está relacionada con 
una proteína viral FLIP. De esta manera FLIP actúa como un inhibidor competitivo de   
caspasa-8 al competir por FADD. Pero c-FLIP también puede unirse a otras moléculas 
adaptadoras como RIPK1 o TRAF2, actuando no sólo como un inhibidor de la apoptosis, sino 
como elemento necesario para la activación de NF-κβ, por ejemplo en linfocitos T CD8+ 
(Dohrman et al, 2005). 
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Fig. 6.- Vías de activación de la apoptosis. 
Se clasifican en tres: 1) Vía extrínseca mediada por los receptores de muerte y caspasa -8/-10, 
2) Vía Intrínseca mitocondrial (caspasa 9 y proteínas de la familia bcl-2) y 3) Vía intrínseca  
mediada por retículo Endoplasmático (caspasa -12). “Tomado de Rao, 2004”. 

 

xiii. Cáncer y Apoptosis. 

La apoptosis desempeña un papel significativo en la supervivencia por el mantenimiento de la 
homeostasis de los organismos pluricelulares, así como, el mal funcionamiento de la vía 
apoptótica puede causar varias enfermedades humanas como el cáncer (Kwon, 2007). 

Cáncer es el término común para designar a todos los tumores malignos, y se refiere al 
crecimiento descontrolado de una masa de tejido, en donde las células normales se transforman 
en células malignas por la adquisición de mutaciones, las cuales acarrean como consecuencia el 
daño del genoma. Este daño puede ser el resultado de un proceso endógeno o por ataques 
exógenos. El crecimiento excesivo y sin coordinación de los tejidos normales del cuerpo persiste 
una vez que ha cesado el estímulo que le dio origen. El tejido canceroso crece sin propósito, 
deteriora al huésped y es virtualmente autónomo, aunque depende del huésped para su 
nutrición y aporte vascular (Martínez,  2004, Weiss et al, 2003). 

El cáncer es un ejemplo que en los mecanismos normales de regulación del ciclo celular son 
disfuncionales, ya sea con una proliferación excesiva de células y / o disminución en procesos 
apoptóticos de las células (Rey y Cidlowski, 1998). De hecho, la supresión de la apoptosis 
durante la carcinogénesis se cree que juega un papel central en el desarrollo y la progresión de 
algunos cánceres (Kerr et al, 1994). Hay una variedad de mecanismos moleculares que las 
células tumorales utilizan para suprimir la apoptosis (Smyth et al, 2001;Koyama et al, 2001).  

Las células tumorales pueden adquirir resistencia a la apoptosis mediante la expresión de 
proteínas anti-apoptóticas como Bcl-2 o por la baja regulación o mutación de proteínas pro-
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apoptóticas como Bax. La expresión de ambos Bcl-2 y Bax está regulada por la p53, gen supresor 
de tumor que se encuentra mutado en la mayoría de los tumores (Miyashita, 1994; Smyth et al, 
2001) 

 

xiv. Cáncer Cérvico Uterino. 

El Cáncer Cérvico Uterino (CaCU) se presenta principalmente entre mujeres con una vida 
sexual activa, por lo que se considera una enfermedad multifactorial de transmisión sexual 
aunque no exclusiva, cuyo principal agente etiológico es el virus del papiloma humano (VPH) 
(Zur Hausen, 1994; Lizano y García, 1997). Es el segundo cáncer más común a nivel mundial y 
el primero reconocido por la Organización Mundial de la Salud que es atribuible a una 
infección (Monsonego, 2004; Pulivarthi, 2004). 

El CaCU es una enfermedad neoplásica maligna que se origina en el cérvix uterino y cuya 
progresión natural lleva a la muerte, aun cuando el conocimiento de la enfermedad es 
incompleto, los estudios realizados han mostrado que la mayoría de estos tumores tienen inicio 
gradual y sus lesiones precursoras pueden mantenerse en fase reversible o in situ por varios 
años en la mayoría de las pacientes (D-zul, 2004). La historia natural del CaCU implica la 
progresión gradual por etapas intraepiteliales preinvasoras llamadas lesiones precursoras o 
premalignas, las cuales son estrictamente intraepiteliales es decir, se encuentran por encima de 
la membrana basal que separa el epitelio escamoso del estroma (D-zul, 2004). Se han 
determinado diversos factores de riesgo asociados al desarrollo del CaCU, cómo el número de 
parejas sexuales, el inicio temprano de vida sexual activa, la multiparidad, etc. Sin embargo, el 
factor etiológico más importante para el desarrollo del CaCU es la infección con el virus de 
papiloma humano (VPH) que está asociado en un 97.7 % de los casos (Vázquez et al, 2005).  

Entre los VPHs más incidentes se tienen principalmente a los tipos de 16 y 18 con un 50.8 % y 
15.5% respectivamente (Berumen, 2003). El VPH, es un virus de doble cadenas circular de DNA 
y de tamaño pequeño (aproximadamente de 8000 pares de bases); los VPHs han convivido con 
la especie humana durante decenas de miles de años y sufren relativamente pocos cambios en 
su composición genética. Se ha identificado más de 100 tipos diferentes de VPH (Castellsagué, 
2008). 
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xv. Inmunoterapia contra el Cáncer Cérvico Uterino. 

En los últimos años ha resurgido el interés por afrontar el tratamiento y prevención del cáncer 
desde el punto de vista inmunológico, es decir, el estudio de los mecanismos de defensa del 
organismo que participan de manera importante en el control de las neoplasias, así como la 
investigación de diferentes sustancias con capacidad inmunoterapéutica. El desarrollo de 
terapias biológicas para los pacientes con cáncer se ha visto obstaculizada en parte por la 
extraordinaria complejidad y la promoción de mecanismos intrínsecos de retroalimentación en 
la homeostasis de la lesión tisular, la reparación, la inflamación y la inmunidad. Actualmente, el 
uso de las citocinas en la inmunoterapia abre nuevas esperanzas en lucha contra el cáncer.  

Las citocinas son moléculas solubles involucradas en la regulación de la respuesta inmune; se 
conocen alrededor  de 20 tipos y cada una presenta una función definida. Cada citocina es 
producida por más de un tipo celular  y cada célula es capaz de producir diversos tipos de 
citocinas, en una forma regulada. Las citocinas presentan diversos mecanismos de acción a 
través de los cuales es probable que puedan provocar el rechazo de tumores, ya sea actuando 
directamente contra la célula tumoral o aumentando la expresión de antígenos (Guzmán et al, 
2004). 

La interleucina-2(IL-2) recombinante es una de las citocinas empleadas en la inmunoterapia 
contra tumores sólidos, dada su capacidad de activar algunos sistemas citotóxicos 
antitumorales del huésped.  La terapia  con IL -2 recombinante   se inició en 1984, basada en su 
papel como factor de crecimiento de linfocitos T, es una proteína muy importante en la 
respuesta inmunológica mediada por células al promover la activación y proliferación de los 
Linfocitos T. Su acción se inicia con la unión de la proteína a su receptor, el cual está presente en 
células de origen hematopoyético. En la actualidad diversos autores han descrito que este 
receptor para IL-2 (RIL-2) no es exclusivo de este tipo celular, ya que también se expresa en 
células normales de riñón, células endoteliales de cordón umbilical, queratinocitos, células 
intestinales, células de origen nervioso  y en células de carcinomas humanos, melanoma, mama, 
colorectal, pulmón, hígado, estomago, renal, y  neoplasias de líneas linfoides (Romo et al, 2009). 

En el grupo de trabajo del laboratorio de Oncología Celular de la FES-Zaragoza, se demostró la 
presencia de las cadenas alfa, beta y gamma de IL-2R en las líneas celulares de CaCU, CALO e 
INBL. Además hemos reportado que el IL-2R es activado por la IL-2 exógena. También, 
contamos con datos que indican que el receptor tiene expresión diferencial en tumores de CaCU 
de acuerdo al estadio del tumor (Rangel, et al., 1998). Al igual se ha demostrado que la 
aplicación de IL-2 estimula la actividad citotóxica de linfocitos T contra este  cáncer (Rangel et 
al, 1995). 

Se ha reportado que dependiendo de la dosis de IL-2 administrada en cultivos de las líneas 
celulares podemos inhibir la proliferación de las células de CaCU en presencia de altas dosis de 
IL-2 (100UI/ml), sin embargo, en presencia de 10UI/ml de IL-2 podemos inducir la 
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proliferación de esa mismas células tumorales. Estos datos sugieren la dependencia de las 
líneas celulares de CaCU CALO e INBL por IL-2. Así mismo se ha evaluado el comportamiento 
de las  líneas celulares de CaCU en presencia de 100UI/mL de IL-2 encapsulada en liposomas 
neutros y  se observa la inhibición de la proliferación celular a partir de 48h y un gran daño 
celular desde 24h y obteniendo a 96h un alto porcentaje de inhibición de la proliferación en las 
líneas celulares CALO e INBL (Alvarado, 1997; Rangel et al, 2010). 

En varios modelos tumorales se ha determinado que las citocinas pueden favorecer la regresión 
del tumor, al activar la respuesta inmune mediada por células. Las citocinas IL-2, IL-12, IL-18, 
IFN y el factor estimulador de colonias de granulocitos monocitos (GM-CSF)  se han utilizado 
en la  inmunoterapia contra el cáncer. Particularmente, el efecto adyuvante de la IL-2 en cáncer 
CaCU se ha probado en modelos tumorales asociados al VPH. Se ha demostrado que el 
tratamiento con la proteína recombinante y con el gen de IL-2, administrados, reduce 
significativamente el avance de los tumores asociados al VPH e inhibe la formación de tumores 
recurrentes después de ser eliminados por cirugía (Bermúdez, et al., 2005). 

 

• Biología de IL-2 

IL-2 es un mediador fundamental en la activación de la respuesta inmunitaria, capaz de 
modularla, por lo que se le considera como una “Inmunohormona del sistema Inmune”. Fue 
llamada originalmente Factor de crecimiento de células T (TCGF), siendo la principal citocina 
responsable de la progresión de linfocitos T de la fase G1 a la S del  ciclo celular y es factor 
auxiliador de células asesinas o factor coestimulador (KHF). 

Fue descubierta en 1976 en los laboratorios del National Cáncer Institute, y en el Segundo Taller 
Internacional de Linfocinas en Suiza, 1979, se le renombra como IL-2. Su gen fue clonado en 
1984 lo que permitió obtener grandes cantidades de IL-2 recombinante. A partir de entonces se 
ha desarrollado múltiples ensayos clínicos que han demostrado el efecto antitumoral de la IL-2 
y en la actualidad se le conoce como IL-2 (Kendall, et al., 2002, Aggarwal, et al., 1992). 

La IL-2 humana es una proteína monomérica de 15.5 kDa, con 133 aa y con punto isoeléctrico 
entre 6.6 y 8.2. Es una molécula hidrofóbica la cual es estable en pH bajo; compuesta 
principalmente por una unión de cuatro hélices alfa. El gen que codifica para la IL-2 humana se 
encuentra localizado en el cromosoma 4q26-28, contiene tres residuos de cisteína en las 
posiciones 58, 105 y 125, dos de los cuales (58 y 105) forman un puente disulfuro que es esencial 
para la actividad de la molécula (Kendall et al, 2002; Aggarwal et al, 1992).Es producida por 
células T CD4+ y en menor cantidad por células T CD8+ en humanos (Kendall et al, 2002).  
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JUSTIFICACIÓN. 
 

En el mundo, el Cáncer Cérvico Uterino (CaCU) ocupa el segundo  lugar de incidencia entre las  
neoplasias malignas en la mujer. En México, presenta una tasa de mortalidad del 13.9%, se 
diagnostican 4270 casos por día, de los cuales al menos el 50% de la población fallece por esta 
causa (INEGI, 2010), a pesar de los programas de detección oportuna  implementados por las 
instituciones  de salud publicas  el CaCU continúa siendo una causa importante de muerte por 
cáncer en mujeres en nuestro País.  

Por  esta razón, en la actualidad existen numerosos grupos de investigación que trabajan en el 
establecimiento de nuevas alternativas terapéuticas para este tipo de tumor.  Entre ellas destaca  
la inmunoterapia  que  ha  empleado  la administración sistémica  de IL-2 para activar la 
respuesta inmunológica antitumoral, cuyos resultados han sido  favorables. En particular, en el 
Laboratorio de Oncología Celular  de la FES-Zaragoza, se han obtenido resultados interesantes  
con las líneas de CaCU CALO e INBL  que han sido cultivadas en presencia de  100UI/mL de 
esta citocina, obteniéndose una   inhibición de la  proliferación (Alvarado, 1997).  Estos mismos 
resultados  de inhibición de la proliferación   se han reproducido in vivo, en  un modelo  animal, 
en el cual se inoculan células de la línea INBL en ratones de la cepa CBA,  que al ser tratados 
con 100UI/mL de IL-2 se  obtiene una regresión tumoral del 80%  (Rangel et al, 1995). Datos 
recientes generados por Del Río Ortíz 2011, muestran que  las células de CaCU  cultivadas en 
presencia de 100UI/mL de IL-2  mueren por apoptosis, sin embargo, se desconoce tanto  el 
mecanismo como la vía  molecular por los  cuales IL-2  induce la apoptosis en las células de este 
tipo de cáncer. 

En base a lo antes mencionado,  el presente trabajo tuvo como objetivo esclarecer la vía 
apoptótica inducida por IL-2 en las líneas de CaCU CALO e INBL.  Para ello, se evaluó la 
expresión del mensajero para  caspasa -8, relacionada con la vía extrínseca, así como la 
identificación del mensajero para  caspasa -12 vinculada con la vía intrínseca. Los resultados 
obtenidos  nos permitirán contribuir al esclarecimiento  del mecanismo de inducción de 
apoptosis por  esta citocina,  con la finalidad de proponer el uso de IL-2 como una alternativa 
terapéutica para este tipo de cáncer.  
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HIPÓTESIS 
 

 

Se ha demostrado que  100UI/mL de  IL-2  exógena,   inhibe la proliferación in vitro de células 
de las líneas de CaCU, CALO e INBL, así como inducirlas a muerte por apoptosis. Por lo tanto, 
si cultivamos  células de las líneas CALO e INBL  en presencia de 100UI/mL de IL-2  y 
utilizando la técnica RT-PCR  identificaremos la presencia del RNA mensajero para  caspasa -8 
y caspasa -12. 
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OBJETIVOS 
 

 

 

Objetivo General 

 

Evaluar la Participación de caspasa -8 y -12 en la regulación de apoptosis en líneas celulares de 
Cáncer Cérvico Uterino,  CALO e INBL  cultivadas en presencia de IL-2. 

 

Objetivos Particulares. 

 

 Obtener  cultivos de líneas celulares derivadas de CaCU: CALO e INBL. 
 

 Cultivar a las líneas celulares en presencia de  100UI/mL de IL-2 a  diferentes  tiempos 
(30´, 2h, 48h, 96h, y 144h). 
 
 

 Extraer, purificar y retrotranscribir el RNAm de células de las líneas CALO e INBL 
cultivadas en presencia de IL-2.  
 

 Analizar la expresión del  producto de amplificación  para  Caspasa -8 y -12  en las 
líneas celulares  CALO e INBL cultivadas en presencia de 100UI/mL de IL-2, mediante 
las técnicas de RT-PCR y Electroforesis. 
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MÉTODO 
 

 Material Biológico. 

El material biológico consistió en líneas celulares derivadas de Cáncer Cérvico Uterino: CALO e 
INBL (Tabla 1), las cuales fueron obtenidas del material criopreservado de la Unidad de 
Investigación en Diferenciación Celular y Cáncer en el Laboratorio de Oncología Celular de la 
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM.  

 

Línea Celular Estadio clínico HPV Características 
CALO 
(Cándida López)  

IIB 18 Carcinoma de origen Epidermoide de células grandes no 
queratinizadas. No metastásico.  

INBL 
(Inés Blanco) 

IVB 18 Carcinoma de origen Epidermoide de células grandes no 
queratinizadas. Metastásico. 

Tabla 1.- Características de las líneas celulares de CaCU (CALO e INBL). (Cáceres et al, 2001; Rangel 
et al, 2010). 

 

 Condiciones del Cultivo 

Las líneas Celulares CALO e INBL se cultivaron en medio de cultivo RPMI-1640 (MICROLAB), 

suplementado con 10% de SFB (Suero Fetal Bovino)(GIBCO), previamente desactivado, en botellas 
de cultivo de 75cm3. Los cultivos fueron mantenidos en incubadora (FORM SCIENTIFIC, USA)  a 37°C, 
con un pH de 7.0-7.2 y con una atmosfera húmeda saturante al  5% de CO2. 

Las células tumorales CALO e INBL en fase de confluencia fueron separadas del sustrato con 
verseno. Posteriormente se realizó una sincronización celular para que los cultivos partieran del 
mismo punto del ciclo celular (G1), esto se realizó cultivando a las células 24h en ausencia de 
Suero Fetal Bovino.  

La densidad y viabilidad de las células tumorales en cultivo fue evaluada en cámara de 
Neubauer (AMERICAN OPTICAL, USA) la viabilidad celular se determinó por exclusión con azul de 
tripano (SIGMA). Teniendo como un mínimo de viabilidad un 98% por cada cultivo. 
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 Cultivo celular de  líneas de CaCU, CALO e INBL en presencia de IL-2. 

Se partió de 1x106 de células de las líneas celulares CALO e INBL,  las cuales fueron cultivadas 
en presencia de IL-2 (IL-2) recombinante humana (R&D systems)  a 100UI/mL. Los cultivos fueron 
mantenidos en incubadora (FORM SCIENTIFIC, USA)  a 37°C, con un pH de 7.0-7.2 y con una atmosfera 
húmeda saturante al  5% de CO2. Durante diferentes tiempos: 30´, 2h, 48h, 96h, y 144h, para 
posteriormente realizar la extracción de RNA total.  

Se realizaron cultivos celulares en ausencia de 100UI/mL de IL-2, empleando las mismas 
condiciones antes mencionadas, los cuales fueron utilizados como controles en el presente 
estudio. 

 

 Extracción de RNA  Total.  

Transcurridos los tiempos de cultivo con IL-2 (R&D systems), las células se lavaron con PBS y se 
centrifugaron a 2500 rpm durante 5 minutos, eliminando el sobrenadante para después realizar  
la extracción del RNA mediante la utilización de la solución  TRIzolTM (INVITROGEN) de isotiocianato 
de guanina.  

El botón celular se homogenizo en 1mL de la solución de TRIzolTM (INVITROGEN), se dejó reposar      
15 minutos a temperatura ambiente, para favorecer la disociación de los complejos de 
nucleoproteínas. Transcurrido el tiempo, se  añadieron  200 μL de cloroformo (SIGMA) logrando 
así una emulsión. Rápidamente, se agitaron los tubos de 1.5mL (eppendorf) durante 3 minutos y se 
incubaron otros 3 minutos en hielo. Una vez finalizada la incubación, se centrifugaron las 
muestras a 12000 rpm durante 15 minutos a 4°C y se recogió la fase acuosa. Esta fase se mezcló 
con 500 µL de isopropanol (SIGMA), con el fin de precipitar el RNA, incubándose durante 24h        
a -72°C, posteriormente se centrifugaron las muestras a 12000 rpm durante 15 minutos a 4°C,  
eliminando el sobrenadante y el botón obtenido se lavó y purifico con 1mL de etanol (J.T BAKER) 
frío al 70%, asegurándose de que se mezclará bien, se centrifugo a 7500 rpm durante 10 minutos 
a 4°C dejando evaporar el etanol durante 1h y media. El precipitado obtenido fue resuspendido 
con agua libre de RNAsas (FERMENTAS)   conservando el stock a -72°C. 
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 Cuantificación de RNA. 

La concentración de RNA se determinó en un biofotómetro (BIOPhotometer, Eppendorf), para normalizar 
las muestras e igualar concentraciones.  

Se realizó una dilución 1:50 tomando 4 µL del stock de la muestra y resuspendido en 196 µL de 
agua inyectable (PISA), estos se colocaron en una celda, posteriormente se realizó la lectura en el  
biofotómetro (BIOPhotometer, Eppendorf) para determinar las concentraciones de RNA (µg/mL), se 
tomaron las absorbancias de 260nm y se relaciona con la absorbancia 280nm para obtener un 
valor que nos indica su estado de pureza. Para un grado de pureza óptimo e indicativo de no 
degradación  de RNA se toma el valor de 260/280nm superior a 1.5 e inferior a 2.0. La 
contaminación de proteínas o de fenol disminuye la relación. Se aplicó la relación existente para 
la cuantificación espectrofotométrica de ácidos nucléicos, en este caso RNA, de 1 unidad de 
densidad óptica (1 UDO) equivale a 40µg/mL.  

 

  Obtención de cDNA por RT- PCR 
 

I. Retrotranscripción.  

La concentración de RNA utilizado para la técnica fue de 2µg/µL para cada una de las 
muestras, para lo cual, se utilizó un kit de RT-PCR en el que  se establecieron las siguientes 
condiciones para cada reacción  (1Rx), el cual fue multiplicado por el número de muestras 
(células cultivadas en presencia y ausencia de IL-2). 

Se utilizaron los siguientes reactivos para (1Rx): Amortiguador 5x el cual contiene DTT (PROMEGA) 
(4 µL), dNTP´s (Desoxirribonucleótidos trifosfato) (INVITROGEN)  10 Mm (1.5µL), Enzima MMLV-
RT (PROMEGA) (1 µL), Oligo dt (PROMEGA) (2 µL), Muestra (2µg/µL), Agua libre RNAsas (FERMENTAS), 
llegando a un volumen total de 25 µL. (ver Apéndice I). Toda la manipulación de reactivos y muestras 
se realizó en hielo y resuspendiendo  para la incorporación cada uno de los reactivos.  

Las reacciones se colocaron en un termociclador (EPPENDORF ESTANDAR) el cual fue  programado a 
420 C durante 1 hora.  El cDNA obtenido se conservó a -70°C.  
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II. Amplificación por Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). 

Con los cDNA obtenidos de la RT se llevó a cabo la PCR semicuantitativa utilizando 2µg/µL,  
las condiciones establecidas para 1Rx utilizando un kit de PCR Go taq Polimerasa, las cuales se 
multiplicaran por el número de muestras (células cultivadas en presencia y ausencia de IL-2). 
En la cual se utilizan los siguientes reactivos: 5x Green el cual contiene MgCl2(PROMEGA) (6 µL), 
dNTP´s (INVITROGEN) 10 Mm (0.8µL), Primer 1(UNIPARS, S.A.) (Sentido) (1 µL), Primer 2(UNIPARS, S.A.) 

(Antisentido) Tabla 2. (1 µL), Go Taq Polimerasa (PROMEGA) (0.15 µL), Muestra cDNA  (4 µL), 
Agua libre RNAsas (FERMENTAS) (7.05 µL), llegando a un volumen total de 20 µL. Toda la 
manipulación de reactivos y muestras se realizó en hielo y resuspendiendo  para la 
incorporación cada uno de los reactivos.  

El protocolo utilizado consistió en: 

 Paso 1: 94°C 6 minutos - Fase de desnaturalización del DNA 
  Paso 2: 55°C (Caspasa -8) y 57° (Caspasa 12) 2 minutos - Fase de alineamiento del DNA. 

( temperaturas optimas recomendadas para cada Primer (hoja técnica)) 
 Paso 3: 72°C 2 minutos - Fase de extensión de DNA.  
 Paso 4: 94°C 45 segundos - Fase de disociación.  
 Paso 5: 30 veces el paso 2 al 4  
 Paso 6: 55°C (Caspasa -8) y 57° (Caspasa 12) 2 minutos - Fase de alineamiento del DNA. 
 Paso 7: 72°C    7 minutos - Fase de extensión de DNA.  
 Paso 8: 20°C 30 minutos. –Fase de Estabilización.  

 

Estas condiciones fueron establecidas en un termociclador(EPPENDORF ESTANDAR) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Tabla 2.-Secuencias de los primers:  Se muestran las pares de bases de cada uno de los primers utilizados 

para la detección de los distintos genes de interés  para evaluar  apoptosis (Caspasa -8, Caspasa -12) así 
como β-Actina como un control interno de la técnica. Los primers  fueron diseñados con ayuda del 
programa computacional Primer 3: http://frodo.wi.mit.edu/primer3/ y probados en 
ePRC:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/e-pcr/ 

 

 Secuencia del primer (5´- 3´) Pares de Bases 
(pb) 

β-Actina Sentido                   gggtcagaaggattcctatg 
Antisentido           ggt ctcaaacatgatctggg 

234 

Caspasa 8 Sentido                  aagcaaacctcggggatact 
Antisentido           ggggcttgatctcaaaatga 

164 

Caspasa 12 Sentido                   tgagcaatgctgaaaacctg 
Antisentido           gtagatctcgcatccccaaa 

228 
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 ELECTROFORESIS. 

Para visualizar la expresión del producto obtenido de la PCR de cada una de las muestras se 
realizó una electroforesis con 4µL del producto amplificado en un gel de agarosa al 1.5%.  

Para la preparación del gel de agarosa, se pesaron 1.5g de agarosa la cual se diluyo con 100 mL 
de TBE 1X (Ver Apéndice)  en un matraz de 100 mL. Para tener un mejor homogeneizado la dilución 
se calentó a 50°C durante 4 minutos aproximadamente. Después de montar la cámara de 
electroforesis (Owl, USA) se procedió a vertir la dilución de agarosa más 15µL de bromuro de etidio 
en la cámara de electroforesis, inmediatamente se colocó un peine con el número de pozos 
deseados. 

Terminado el tiempo de polimerización de la agarosa (20´ aproximadamente) se procede a 
retirar el peine y montar la cámara para la corrida electroforética, en el cual se colocó 1L de 
buffer de corrida (TBE 0.5X). Posteriormente se colocaron 4µL de muestra en los pozos al igual 
que 4µL de escalera de pares de bases. El tiempo de corrida es aproximadamente de 1hora a     
80 volts. 

En la electroforesis hay un movimiento de partículas cargadas en un campo eléctrico, los ácidos 
nucleídos están cargados de forma negativa debido a su esqueleto de grupos fosfato, por lo 
tanto migraran hacia el ánodo. De tal manera la electroforesis de ácidos nucleídos es el método 
habitual para separar, identificar y purificar moléculas o fragmentos de DNA y RNA en función 
de su tamaño y movilidad. 

Para la visualización de los ácidos nucleídos se utilizó un colorante fluorescente, bromuro de 
etidio (MERCURY). Este colorante tiene la propiedad de intercalarse entre las bases nitrogenadas de 
los ácidos nucleicos y aumentar en esas condiciones su fluorescencia, de modo que emite luz 
visible (color naranja) cuando es excitado por radiación ultravioleta (300nm) de un 
transluminador (UVP, USA).  

De este modo se permite la visualización del DNA y la identificación de los productos de 
interés  (Caspasa -8, Caspasa -12 y β-actina) por sus tamaños en pares de bases en relación al 
recorrido de cada banda con el marcador o escalera de peso molecular (MassRuler TM  Express 
DNA lander, LR Recerse (FERMENTAS)), así como la identificación del RNAr en sus subunidades 
28S y 18S. 

Los ensayos mencionados se realizaron en tres ocasiones de manera independiente para 
confirmar que los resultados fueran confiables y reproducibles. 
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RESULTADOS 
 

Es importante, aclarar que para este trabajo se definieron tiempos  de cultivo de  30´, 2h, 48h, 
96h y 144h,  para las células de las Líneas  CALO e INBL ya que, trabajos previos han 
demostrado que en estas  líneas celulares, al ser estimuladas con IL-2 exógena, expresan el 
receptor para IL-2 el cual es funcional, y que a partir de los 15 minutos son capases de 
desencadenar vías de señalización intracelular como por ejemplo; patrones de fosforilación en 
tirosina de diferentes proteínas, como la cinasa JAK3, STAT3 y STAT5 (Rocha et al ,2004; Valle, 
2000).   

I. Integridad del RNA en líneas celulares de CaCU. 

Con la finalidad de confirmar la integridad del RNA extraído por la técnica de TRIzol, las 
células de las líneas CALO e INBL fueron  cultivadas a diferentes tiempos: 30´, 2h, 48h, 96h, 
144h en ausencia o  presencia de 100UI/mL de IL-2. Una vez extraído el RNA fue teñido con 
bromuro de etidio y   las muestras se corrieron en el  gel de Agarosa al 1.5%, por 60 minutos a 
80 V.  Al excitar el gel  con luz UV observamos nítidamente las subunidades 28S y 18S del RNA 
ribosomal (RNAr), lo que confirma  la integridad  del RNA extraído de todas  las muestras.  
Integridad del RNAm extraído de la línea celular CALO en presencia  de  IL-2 (Fig.7a)   y  
células  de la línea CALO en ausencia de IL-2 (Fig. 7c). Línea celular INBL en presencia de IL-2 
(Fig. 7b) y en ausencia de IL-2  (Fig. 7d).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7.-  Integridad del RNA en líneas celulares de CaCU CALO e INBL. Se realizó la extracción del RNAm 
por la técnica de TRIzolTM. RNAm  línea celular CALO a) y c). RNAm línea celular  INBL b) y d). Células 
cultivadas en presencia de IL-2 100UI/mL (+). Células cultivadas en  ausencia de IL-2 (-). Tiempo de cultivo 
30´, 2h, 48h, 96h y 144h. Las bandas  muestran la integridad de las subunidades 28S y 18S del RNAr.  
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II. Expresión de β-actina en líneas celulares de CaCU. 
 

Una vez confirmada la integridad del RNAm se procedió a llevar a cabo la retrotranscripción 
para obtener el cDNA  de cada una de las muestras cultivadas a 30´, 2h, 48h, 96h y 144h en 
presencia ó  ausencia de 100UI/mL de  IL-2.  El cDNA fue utilizado para confirmar que las   
condiciones de la PCR son las adecuadas y que es confiable para amplificar cualquier par de 
primers. Para ello,  se realizó  la amplificación de  β-actina, cuyo producto es empleado en el 
presente estudio  como control interno de la técnica de PCR. β-actina  es una proteína  
constitutiva de las células, la cual se encuentra en síntesis continua en células metabólicamente 
activas, por lo cual su mensajero está siempre presente, y su amplificación resulta ser un buen 
control interno de la técnica.   
 
Los resultados obtenidos muestran, para   las líneas celulares CALO e INBL,  una banda de 
amplificación de 232pb, que corresponde al producto esperado  para β-actina.  En  las líneas  
celulares cultivadas en presencia de IL-2 (+), los productos de amplificación son homogéneos 
con respecto al tiempo de cultivo y de mayor tamaño (Fig. 8a y 8c),  en comparación con  las 
células cultivadas en ausencia de IL-2 (-) (Fig. 8b y 8d).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Fig. 8.- Expresión de β-actina  en líneas celulares de CaCU CALO e INBL.  Células cultivadas en 
presencia de IL-2 100UI/mL (+). Células cultivadas en  ausencia de IL-2 (-). Tiempo de cultivo 30´, 2h, 
48h, 96h y 144h.  La determinación del producto de amplificación de 232 pb  para β-actina se realizó 
por RT-PCR. Productos  de amplificación para  la línea CALO a) y b).  Productos  de amplificación  
para la línea  INBL c) y d). M: marcador molecular en pb. Las células cultivadas en presencia de la 
citocina muestran un aumento en la expresión del producto de amplificación en ambas líneas 
celulares a) y c) en comparación a su control respectivo  b) y d). 

+ 

a) 

  c) 

+ 

b) 

- 

- 

CALO 

INBL 

232 
300 

200 

100 

  30´             2h              48h           96h           144h             
 

Tiempo. 

M IL-2 
100UI/mL 

232 
300 

200 

100 

232 
300 

200 

100 

d) 
232 
300 

200 

100 

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)

http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com


           UNAM- FES-Zaragoza                                                  Sierra Mondragón Edith 
 
 

 
- 44 - 

 

Después de confirmar que las condiciones  de amplificación por PCR, por medio de la expresión 
de β-actina, fueron  las adecuadas, se procedió amplificar los productos de interés: caspasas -8 y 
caspasa -12 con ayuda de primers específicos,  utilizando los cDNAs de las líneas celulares 
(CALO e INBL), cultivadas en presencia y ausencia de 100  UI/mL de IL-2.  
 

 
III. Expresión de Caspasa –8 en la línea celular CALO 

 
Se sabe que caspasa -8 es una caspasa iniciadora en la vía de señalización de muerte celular 
apoptótica, mediada por receptores de muerte conocida como vía extrínseca.  Y dado que esta 
línea celular cultiva en presencia de IL-2 es positiva a ANEXINA V, pensamos que caspasa -8 se 
puede estar regulando por esta citocina. Para confirmar  esta regulación se cultivaron células en 
presencia (+) y ausencia (-) de 100UI/mL de IL-2  a diferentes tiempos entre 30´y 144 h. 
 
Los  resultados obtenidos para la  línea celular CALO, estadio IIB, muestran un producto de 
amplificación de 164pb  que corresponde al esperado para  caspasa -8. Se observa un aumento 
en la expresión del mensajero a 30´, 2h y 144h, encontrando la mayor expresión en células 
cultivadas 30´ con IL-2,   con una disminución a  2h  y 144h (Fig. 9a). La menor expresión, 
semejante al producto de amplificación de las células en ausencia de IL-2, se obtuvo  a 48 y 96 h. 
Las células cultivadas en ausencia de IL-2 no muestran variación en el producto de 
amplificación para caspasa -8 con respecto al tiempo (Fig. 9b).  
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 9.-  Expresión de  Caspasa -8 en la línea celular CALO. Células cultivadas en presencia de IL-2 
100UI/mL (+). Células cultivadas en  ausencia de IL-2 (-). Tiempo de cultivo 30´, 2h, 48h, 96h y 144h. El 
producto de amplificación de 164pb para caspasa -8, obtenidos por RT-PCR en la línea celular CALO,  donde 
se observa un aumento en la expresión del mensajero a 30´, 2h y 144h en células cultivadas en presencia de  
IL-2, mientras que las células  en ausencia de IL-2  muestran un producto de amplificación homogéneo con 
respecto al tiempo de cultivo. M: marcador molecular en pb.  
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IV. Expresión de Caspasa -8 en línea celular INBL. 

 

Para el caso de la expresión de caspasa -8 en la línea celular INBL, estadio clínico IV,  también 
muestra  un producto de amplificación de 164 pb en todos los tiempos de estudio                   
(Fig. 10). Obteniendo la mayor expresión   del mensajero en cultivos en presencia de IL-2 de 48h 
y 96h (Fig. 10a). Las células cultivadas en ausencia de  IL-2  no muestran variación en el 
producto de amplificación, con respecto al tiempo (Fig. 10b).  

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 
 
 

 
Fig. 10.- Expresión de Caspasa- 8 en la línea celular INBL. Células cultivadas en presencia de  
IL-2 100UI/mL (+). Células cultivadas en  ausencia de IL-2 (-). Tiempo de cultivo 30´, 2h, 48h, 
96h y 144h. El producto de amplificación de 164pb para caspasa -8, obtenidos por RT-PCR en la 
línea celular INBL,  donde se observa un aumento en la expresión del mensajero a  48h y 96h en 
células cultivadas en presencia de IL-2, mientras que las células  en ausencia de IL-2  muestran 
un producto de amplificación homogéneo con respecto al tiempo de cultivo. M: Marcador 
molecular en pb. 
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V. Expresión de caspasa -12 en la línea celular CALO. 

 

Caspasa -12 es una de las principales moléculas involucradas en la activación de muerte celular 
mediada por  Estrés en el Retículo Endoplasmático. Por lo cual, el presente estudio evaluó  la 
participación  de 100UI/mL de IL-2 en la regulación de  la expresión de  esta caspasa. 

Al examinar en el gel los productos de amplificación para caspsa 12 (228pb),  en células de la 
línea  CALO cultivada en presencia ó ausencia  de IL-2 no se observa  expresión de  mensajero 
en ninguno de los tiempos  de cultivo: 30´, 2h, 48h, 96h y 144h (Fig. 11). El control interno de la 
técnica  para las células cultivadas con IL-2  muestra el producto para  β-actina esperado de   
232 pb al igual  que en las células cultivadas en ausencia de IL-2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 

 
Fig. 11.-  Expresión de Caspasa -12 en la línea celular CALO. Células cultivadas en presencia de IL-2 
100UI/mL (+). Células cultivadas en  ausencia de IL-2 (-). Tiempo de cultivo 30´, 2h, 48h, 96h y 144h.  Los 
resultados  no  muestran  producto de amplificación de caspasa -12 en las muestras de células cultivadas en 
ausencia o presencia de IL-2 sin importar el tiempo de cultivo.  Solo se obtuvo producto de amplificación para 
β-actina (control interno de la técnica) 232pb en ambos cultivos. M: marcador molecular en pb. 
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VI. Expresión de Caspasa -12 en la línea celular INBL. 

 

Para el caso de la línea celular INBL cultivada en presencia ó ausencia de 100UI/mL de IL-2, 
obtuvimos resultados semejantes  a los de la línea celular  CALO. Ya que no se observa el 
producto de amplificación para caspasa -12 en ninguno de los tiempos (Fig. 12). El control 
interno de la técnica  para las células cultivadas con IL-2  muestra el producto para  β-actina 
esperado de  232 pb, al igual  que en las células cultivadas en ausencia de IL-2. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

Fig. 12--  Expresión de  Caspasa 12  en la línea celular INBL. . Células cultivadas en presencia de   
IL-2 100UI/mL (+). Células cultivadas en  ausencia de IL-2 (-). Tiempo de cultivo 30´, 2h, 48h, 96h y 
144h.  Los resultados  no  muestran  producto de amplificación de caspasa -12 en las muestras de 
células cultivadas en ausencia o presencia de IL-2 sin importar el tiempo de cultivo.  Solo se obtuvo 
producto de amplificación para β-actina (control interno de la técnica) 232pb en ambos cultivos.      
M: marcador molecular en pb. 
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Para confirmar que los primers específicos de caspasa -12 utilizados en el presente estudio son 
los adecuados para amplificar  su  gen   y de ese modo confirmar que esta caspasa no es 
regulada   por IL-2. Se realizaron ensayos de  la pertinencia de los primers para caspasa -12, 
para ello se sometió a diferentes líneas celulares a Estrés Celular, utilizando células  positivas  a          
HPV: CALO (HPV-18) e  INBL (HPV-18); así como células no relacionadas  con carcinoma de 
cérvix B16-F0 (Melanoma), se cultivaron en condiciones estresantes privándolas de Suero Fetal 
Bobino, durante: 5 días (B16-F0), 10 días (CALO, INBL). Una vez obtenidas las muestras  se  
realizó  la extracción del RNA, por la técnica de TRIzol. 

 

VII. Expresión de caspasa -12 por Estrés celular en diferentes líneas celulares. 

 

Con la finalidad de confirmar la integridad del RNA extraído de las células sometidas a estrés,  
se corrió un gel de agarosa al 1.5% donde se muestran las subunidades del 18S y 28S del RNAr   
de cada una de las líneas celulares empleadas, observándose en todos los casos bandas 
nítidamente visibles (Fig. 13). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Fig. 13 Expresión del RNAr en diferentes líneas celulares 
sometidas a estrés celular. Se realizó la extracción del RNAm mediante la 
técnica de TRIzolTM de células cultivadas en condiciones estresantes en ausencia 
de SFB durante 5 y 10 días. Se observa la expresión del RNAr  de diferentes líneas 
celulares:   carril 1: CALO,  Carril 2: INBL, Carril 3: B16-F0 correspondiente a una 
línea celular de melanoma. Se muestra la subunidad 28S y 16S del RNAr lo cual 
indica que se realizó una correcta extracción de RNA total. 
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Posteriormente se realizó la  RT-PCR, los resultados muestran un  producto de  amplificación 
de 228 pb que corresponde a  caspasa -12. Los resultados obtenidos (Fig. 14a) muestran que en 
la línea celular CALO existe una  mayor expresión del mensajero para esta caspasa  en 
comparación con  el producto para esta caspasa en la línea  INBL, sin embargo en la línea 
celular B16-F0 proveniente de melanoma existe una sobre-expresión del producto de 
amplificación de caspasa -12,  que era de esperarse ye que esta línea celular es mucho más 
sensible a modificaciones en el cultivo y responden de manera muy positiva en la expresión de 
caspasa -12 inducida por estrés en el retículo Endoplasmático. Se utilizó el producto de 
amplificación de β-actina como control interno de la técnica, obteniendo como resultado un 
producto de amplificación homogéneo con respecto al tiempo (Fig. 14b), 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 

Fig. 14  Expresión de  Caspasa -12  en diferentes líneas celulares 
inducida por Estrés celular. Líneas celulares cultivadas en condiciones 
estresantes privándolas de Suero Fetal Bovino durante 5 y 10 días. Por la Técnica de 
RT-PCR se obtuvo un producto de amplificación para  Caspasa -12  de 228 pb.          
a): Productos de amplificación de caspasa -12 en diferentes líneas celulares, 
observándose su expresión en las líneas celulares CALO, INBL y B16-F0;                   
b): Productos de amplificación para β-actina, utilizados como control interno de la 
técnica, se aprecia un producto de amplificación de 232pb  homogéneo en todos los 
tiempos de estudio. M: marcador molecular en pb 
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VII. Comparación de la expresión del mensajero para caspasa -8 en 

líneas celulares CALO e INBL cultivadas en presencia de IL-2 
 

Para comprender  el papel de IL-2 en el efecto anti-proliferativo y apoptótico en las líneas 
celulares CALO e INBL, se determinó la expresión del RNAm de caspasa -8 cultivadas en 
presencia de 100UI/mL de IL-2 durante 30´, 2h, 48h, 96h y 144h, dicha caspasa es importante en 
la muerte celular apotótica mediada por receptores de muerte. Los  resultados  muestran  que 
ambas líneas celulares expresan el RNAm de caspasa -8, sin embargo, se observa una expresión 
diferencial del mensajero  tanto entre las  líneas celulares como  con respecto al  tiempo de 
cultivo. 

En la línea celular  CALO se tiene una mayor  expresión del mensajero a  30´,  2h  y 144h       
(Fig. 15a) sin observar cambios en el control (Fig. 15b). Para la  línea celular INBL  se observa 
una mayor expresión a 48h y 96h (Fig. 15d) sin cambios en la expresión del mensajero para esta 
caspasa en el control (Fig. 15c). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 15.- IL-2  regula la síntesis del mensajero para caspasa -8 en líneas celulares de CaCU. Células cultivadas en 
presencia de 100UI/mL de IL-2 (+) o ausencia (-) a 30´, 2h, 48h, 96h y 44h. a): línea celular CALO en las cuales existe 
una mayor expresión  del mensajero de caspasa -8 a 30´, 2h y 144h. b): Línea celular CALO en ausencia de 100UI/mL 
de IL-2. c): línea celular INBL cultivada en presencia de IL-2, se observa un aumento en la expresión del mensajero a 
48h y 96h. d): línea celular INBL en ausencia de IL-2.  M: marcador molecular  en pb. 
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DISCUSIÓN 

 

La IL-2 es un potente activador de linfocitos T,  células NK, macrófagos, linfocitos B y estimula 
la liberación de otras  citocinas en la respuesta inmunológica. Su efecto antitumoral es mediado  
por la activación de células NK,  que   se diferencian en células asesinas activadas por linfocinas 
(LAK). En esta respuesta  antitumoral también, participan  otras células citotóxicas, así como, 
citocinas; IFN- γ TNF-α (Yang, 2003). El uso de  IL-2 como terapia  contra el cáncer se ha 
empleado en diversos modelos tumorales preclínicos, incluyendo el carcinoma 
hepatocelular, carcinoma de Cabeza y Cuello, Sarcomas, Plasmocitoma, Carcinoma de 
mama, Linfomas (Lui, 2004; Deshmukh, 2001). En particular nuestro grupo de trabajo ha usado 
como modelo de estudio al Cáncer Cérvico Uterino, por su alta incidencia en la población 
mexicana, y actualmente evalúa el uso de IL-2 como una alternativa terapéutica para este tipo 
de tumor. 

El mecanismo de inhibición del desarrollo tumoral por IL-2 se ha determinado por su  
capacidad para promover el infiltrado de linfocitos T y células NK en el sitio del tumor, lo que 
aumenta el nivel de actividad lítica (Indrova, 2003; Mikyskova, 2000). Además, la presencia de 
IL-2 favorece la expresión de las subunidades β y γ del receptor de IL-2 (IL-2R), las cuales se 
requieren para los eventos de traducción de señales (Chen, 2004). Se ha demostrado que el      
IL-2R no es exclusivo de células linfoides, existen reportes acerca de su presencia en 
Fibroblastos humanos, células endoteliales, células epiteliales intestinales, de igual manera se 
ha encontrado ampliamente distribuido en distintos tumores sólidos. Recientemente, nuestro 
grupo de trabajo ha demostrado la presencia del receptor para  IL-2, de alta afinidad,  en líneas 
celulares de CaCU (Rocha et al ,2004; Rangel et al, 2010). Asimismo, se ha reportado que el 
receptor para   IL-2, en estas células tumorales, tiene una expresión diferencial  dependiente del 
estadio clínico  del tumor (Rangel, et al., 1998).  

La interleucina-2(IL-2) recombinante es una de las citocinas empleadas en la inmunoterapia 
contra tumores sólidos, dada su capacidad de activar algunos sistemas citotóxicos 
antitumorales del huésped. Estudios previos desarrollados en nuestro grupo de trabajo han 
reportado que dependiendo de la dosis de IL-2 administrada en cultivos de  líneas celulares  de 
CaCU se  obtiene una respuesta  dual. 1) Se puede inhibir su proliferación en presencia de 
100UI/mL de IL-2 desencadenando una respuesta apoptótica; 2)  O bien se puede inducir su 
proliferación  en presencia de 10 UI/mL (Alvarado 1997; Rangel et al, 2010, Del Rio Ortíz 2011).  

Por otro lado, se ha reportado que estas células de CaCU, no sólo  expresan IL-2R, sino que 
también producen y secretan IL-2, lo que sugiere que las células tumorales de CaCU han 
adquirido una dependencia por este factor para su proliferación  como un mecanismo de 
evasión inmunológico (Rangel et al, 2010).  
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Hasta ahora se ha observado que las células de CaCU, CALO e INBL, inhiben su proliferación 
en presencia de 100UI/mL de IL-2, sin embargo, desconocemos el mecanismo molecular 
utilizado por IL-2 para inducir su  muerte. Por lo antes mencionado, el presente estudio evaluó 
la  participación de caspasa -8 y -12 en la inducción de apoptosis mediada por 100UI/mL de   
IL-2, en un modelo in vitro.  Se eligió determinar la regulación del mensajero para estas caspasas  
ya que pertenecen a la familia de cisteín-proteasas, las cuales juegan un papel crítico en la 
apoptosis, de acuerdo a su función dentro de la cascada de señalización  apoptótica, se 
clasifican como  iniciadoras participando en la activación del proceso apoptótico por vías 
diferentes, caspasa -8 es capaz de activar la vía apoptótica extrínseca y caspasa -12 la vía 
intrínseca mediada por estrés del Retículo Endoplamático (RE). Al esclarecer la  participación 
de estas caspasas en la inducción de muerte  por IL-2  en células de CaCU   proporcionamos 
información  para   la comprensión del mecanismo molecular inducido por IL-2 en células de 
CaCU.  

Caspasa- 8 actúa como una caspasa iniciadora en el proceso apoptótico mediado por receptores 
de muerte  como FAS, TNFR, TRAILR, los cuales con ayuda de moléculas adaptadoras  
denominadas FADD forman el Complejo de Señalización Inductor de Muerte “DISC”, dando 
como resultado el reclutamiento y activación de caspasa -8.  Caspasa -12 interviene como una 
caspasa iniciadora en la apoptosis mediada por RE, cuando ocurre un Estrés celular causado 
por una respuesta al mal plegamiento proteico (UPR), concentraciones elevadas de Ca2+  en el 
citosol, entre otros factores indicadores de estrés  (Nakagawa et al, 2000). 

Para la  determinación  de caspasa -8 y -12 se utilizó la técnica RT-PCR, debido a su alta 
especificidad en la amplificación de productos de interés.  Se determinó la expresión de β-actina 
como control interno de la técnica dada su característica de ser una proteína constitutiva de la 
célula, ya que  desempeña una variedad de funciones biológicas en los componentes que la 
integran, como el citoesqueleto, dentro de sus principales funciones biológicas están 
relacionadas con la movilidad celular y los cambios en la forma de la célula durante el ciclo 
celular, también, participa en la organización del citoplasma para generar fuerzas mecánicas 
dentro de la célula en respuesta a diversas señales extracelulares. Es esencial para algunas 
actividades contráctiles, controla las interacciones celulares, la adhesión molecular y el 
transporte intracelular. Por lo cual β-actina es utilizado como un indicador de síntesis proteica  
continua por lo cual en este estudio  el mensajero para esta proteína es utilizado como control 
positivo de amplificación (Mori et al, 2008; Bas et al, 2004). 

Por lo que el haber obtenido productos de amplificación de  232pb homogéneos  para β-actina, 
en nuestros ensayos  corroboramos que las  condiciones de amplificación empleadas en la PCR  
fueron correctas,  con lo cual podemos obtener resultados confiables durante la  determinación 
de los productos de amplificación para la  caspasa -8 (164 pb) y caspasa -12 (221pb). Por otro 
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lado, el hecho de observar  que en células cultivadas en presencia de IL-2 muestren un aumento 
en los productos de amplificación para β-actina surgiere que IL-2 induce una mayor actividad 
metabólica regulando la  síntesis  de diversas proteínas. 

Sabemos que algunas modificaciones intracelulares mediadas por la presencia de sustancias 
tóxicas, así como el estrés intracelular pueden activar la  vía intrínseca  regulada por el RE, la 
cual está caracterizada  por la síntesis de caspasa -12 (Kalai et al, 2003). Con el propósito de 
esclarecer si IL-2 puede inducir esta vía apoptótica  analizamos la expresión del mensajero  para 
caspasa -12, los resultados  indican que el mensajero para caspasa -12 no se encuentra presente 
de forma natural en células  cultivadas en ausencia de IL-2 y que esta caspasa no es regulada 
por IL-2, por tanto las células de las líneas de CaCU  CALO e INBL, si mueren por  apoptosis  
no lo hacen  a través de esta vía apoptótica, es decir  no es por estrés en el Retículo 
Endoplasmático. 

La afirmación anterior  se basa en los resultados obtenidos de un  experimento adicional, en el 
cual se indujo a estrés intracelular a las líneas CALO e INBL incluyendo la línea celular  B16-F0 
que se sabe es muy susceptible a morir por  apoptosis a través de estrés en retículo 
endoplásmatico y en particular por la activación de caspasa -12.  Los resultados obtenidos, 
muestran la expresión de RNAm para caspasa -12 en las líneas celulares CALO e INBL, en 
donde la mayor expresión se obtuvo en la línea CALO en comparación con la línea INBL, lo 
cual, se podría correlacionar con su estadio clínico.  Y como era de esperarse en la línea B16-BF0 
se observó la mayor expresión de mensajero para caspasa -12. 

Con ello se demuestra que 100UI/mL de IL-2 no induce la síntesis del mensajero para     
caspasa -12 y que  la citocina no induzca  estrés en el RE, sin embargo, Obeng (2005) reporta que 
se puede inducir muerte celular por estrés en el RE mediado por otras caspasas como caspasa -7 
(Obeng y Boise, 2005), por lo cual proponemos que futuros estudios no descarten la 
participación de otras moléculas que activan un respuesta de muerte celular mediada por el RE 
como m-calpaína, o concentraciones de Ca2+, en la inducción de muerte celular mediada por   
IL-2.   

Por otro lado, en cuanto los resultados para caspasa -8, el hecho de que las células de las líneas 
de CaCU, CALO e INBL, en ausencia de IL-2, expresen el mensajero para caspasa -8 sin grandes 
variaciones con respecto al tiempo, sugiere que las células pueden estar sintetizando el 
mensajero de caspasa -8 de manera continua, para transcribir una  proteína en  su forma 
inactiva (cimógenos),  que  necesita ser sometida a  un estímulo apoptótico para su activación. 
Lo que se interpreta como  un mecanismo de seguridad, por  medio del cual la célula solo entra 
en apoptosis cuando recibe una señal  de muerte externa ó interna. Y responde ante esta señal  
activando  por hidrólisis  a estos cimógenos.  Otra posibilidad es que caspasa -8  participe  en  
funciones no apoptóticas como en los  mecanismos de proliferación, supervivencia, migración y  
activación de NF-κβ tal como se ha reportado  en  linfocitos y macrófagos (Lamkanfi et al, 2007).  
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En particular, el que en   la línea celular CALO, estadio IIB,  cultivada en ausencia de IL-2, 
detectamos el mensajero para  caspasa -8, es muy interesante, sin embargo, es más relevante  
que 100UI/mL IL-2 modifica su expresión  en  tiempos  cortos, dado que la mayor expresión  
del mensajero para caspasa -8 a  30´  y 144h con una disminución a través de este intervalo,   
podemos sugerir  que hay un ciclo de regulación en la síntesis del RNAm de caspasa -8 
mediado por IL-2.  Lo cual puede  ser un  evento  inicial para la activación de esta caspasa, tal 
como lo  reporta Du 2005, quien sugiere que  caspasa -8 puede ser activada directamente por  
una baja regulación de su inhibidor “c-Flip” el cual es regulado por IL-2.   

En lo que se refiere al  efecto de IL-2 en la regulación de caspasa -8 en la línea celular INBL, 
estadio clínico IVB (Cáceres et al, 2001; Rangel et al, 2010). Notamos  que estas células  
requieren de  un mayor tiempo   de interacción con la citocina,  48h, para inducir aumento de la  
expresión del mensajero para caspasa -8. Estos datos sugieren, una resistencia a la inducción de 
la apoptosis  en  células en estadios avanzados, por lo cual,  estas células necesitan de más 
tiempo en contacto  con la citocina para activar la  síntesis del RNAm de caspasa -8. 

La expresión diferencial del mensajero de caspasa -8 regulada por IL-2, sugiere que las células 
derivadas de CaCU, son sensibles a IL-2 y que esta sensibilidad pudiera depender el estadio 
clínico. 

La expresión de caspasa -8 nos sugiere que IL-2 regula la apoptosis por activación de la vía 
extrínseca, sin embargo aún desconocemos como IL-2 puede mediar la sobre-expresión de ésta 
caspasa en células cultivadas en presencia de  100UI/mL de IL-2 y que tipo de muerte celular 
pude activar caspasa -8, si la muerte celular tipo I donde solo participan receptores de muerte, 
caspasa -8 y una caspasa efectora;  ó  activa  la tipo II en donde caspasa -8 provoca la activación 
proteolítica de algún miembro de la familia Bcl-2 como “BID “para activar y amplificar la señal 
de muerte con la vía intrínseca mitocondrial (Li et al, 2009).     

Diversos estudios indican que la activación de caspasa -8 pudiera estar mediada por su 
inhibidor “c-Flip”, el cual se ha descrito como un regulador clave en la apoptosis mediada por 
receptores de muerte (Krueger, 2001). c-Flip tiene una estructura casi idéntica a caspasa -8, 
contiene dos dominios de muerte (DEDs), pero carece del pentapéptido conservado    
QAC(R/Q)G esenciales para la catálisis de cistein-proteasas y es capaz de formar tetrámeros no 
funcionales que se unen a FAS/TNFR-1 y evitar la apoptosis (Safa y Pollok, 2011).  

Du y colaboradores (2005) indican que la expresión de c-Flip en células T, está regulada por 
citocinas y especialmente por IL-2, también han demostrado que  IL-2 regula una baja expresión 
de c-Flip en células de riñón  en ratón así como, en humanos (Du et al, 2005; Wang et al, 2010), 
otro estudio demuestra que IL-2 aumenta la apoptosis en células T CD4+, la cual es asociada 
con una baja regulación del RNAm de c-Flip (Refaeli et al 1998).  
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En células de cáncer de mama (MCF-7) se ha demostrado que la ausencia de c-Flip desencadena 
la auto-activación de caspasa -8 (Travis et al ,2008). En la mayoría de los tumores c-Flip se 
encuentra sobre-expresado como un posible mecanismo de inhibición de apoptosis  en células 
tumorales (Safa y Pollok, 2011), se ha reportado la presencia de c-Flip en líneas celulares de 
CaCU: SiHa, C33-A, y en neoplasias intraepiteliales cervicales (NIC) clase I, II y III (Hou et al, 
2009; Wang et al, 2010).   

De acuerdo a lo discutido anteriormente proponemos  que IL-2 puede regular negativamente a 
c-FLIP y activar a caspasa -8 o bien generar una mayor susceptibilidad a una activación de 
receptores de muerte (FAS, TRAILR, TNFR),  y desencadenar así una respuesta apoptótica al 
activar a una caspasa efectora. Por lo antes mencionado hemos diseñado un modelo hipotético 
del mecanismo molecular desencadenado por IL-2 para inducir muerte celular por apoptosis, 
considerando que CALO e INBL pudieran tener sobre-expresado a c-Flip (Fig. 16).  

Esta hipótesis se apoya en datos recientes, proporcionados por Del Río-Ortíz (2011), que 
muestra  una fragmentación de DNA (200 pb) en células CALO e INBL cultivadas en presencia 
de 100UI/mLde IL-2, la cual es una característica del proceso apoptótico. Martínez-Hernández 
(2011) reporta en estas mismas líneas celulares que 100UI/mL deIL-2 aumenta la expresión del 
RNAm de caspasa -3 (caspasa efectora), lo que confirma la muerte celular inducida por IL-2. 

Nuestra investigación proporciona información del mecanismo molecular de la muerte celular 
inducida por IL-2 en células de las líneas de  CaCU CALO e INBL, regulando la expresión  del  
RNAm para caspasa -8, la cual es inversamente proporcional al  estadio clínico del  tumor.  Sin 
embargo, no debemos perder de vista que en dicho mecanismo de regulación de la apoptosis 
también pueden influir la sobre-expresión de c-Flip, común en células neoplásicas. Con los 
resultados aquí descritos podemos proponer el siguiente esquema de   la inducción de la vía 
apoptótica en células de CaCU por IL-2 (Fig. 16).  

Finalmente planteamos que, el tratamiento con IL-2 para pacientes con Cáncer Cérvico Uterino 
puede proponerse como  una alternativa terapéutica prometedora,  para inducir la  muerte por 
apoptosis de tumores  en   estadios tempranos.  Y al mismo tiempo activar la respuesta 
inmunológica del paciente por la presencia de IL-2, con un beneficio dual para las pacientes. 
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Modelo Hipotético del  mecanismo de acción de IL-2 en líneas celulares de CaCU 

 

 
Fig. 16.- Modelo Hipotético del  mecanismo de acción de IL-2 en líneas celulares de CaCU. 
Modelo Hipotético propuesto, para la activación de apoptosis mediada por IL-2 a 100UI/mL. En el cual 
IL-2 regula negativamente a c-Flip e induciendo una auto-activación de caspasa -8 o haciendo a las 
células más susceptibles a la activación de receptores de muerte.      
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CONCLUSIONES. 

 

 El RNAm de caspasa -8 es expresado en líneas celulares de CaCU: CALO e INBL 
cultivadas en presencia de 100UI/mL de IL-2.  
 

 100UI/mL de IL-2 regula la  síntesis del mensajero para caspasa -8 y aumenta su 
expresión  en  las líneas celulares CALO e INBL. 
 

 En la línea celular CALO  cultivada en presencia de 100UI/mL de IL-2 aumenta la 
expresión del RNAm de caspasa -8 a30, 2h y a 144h en comparación de su trascripción 
normal (control).    
 

 En la línea celular INBL cultivada en presencia de 100UI/mL de IL-2 aumenta la 
expresión del RNAm de caspasa -8  a 48h y 96h en comparación de su trascripción 
normal (control).  
 

 100UI/mL de IL-2 NO regula la expresión del RNAm para caspasa -12 en las líneas 
celulares CALO e INBL. 
  

 IL-2 a 100UI/mL podría no regular un estrés en el ER. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)

http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com


           UNAM- FES-Zaragoza                                                  Sierra Mondragón Edith 
 
 

 
- 58 - 

 

PERSPECTIVAS. 
 

Para ampliar los resultados obtenidos en el presente trabajo, seria interesarte continuar con las 
siguientes propuestas: 

 

 

 Determinar la Regulación de la Proteína de caspasa -8 en células cultivadas en presencia 
de 100UI/mL de IL-2 por Western Blot.  
 

 Determinar la actividad de caspasa -8 por método colorimétrico. 
 

 Analizar la expresión de c-Flip en células cultivadas en presencia de 100UI/mL de IL-2.    
 

 Determinar la posible participación de los receptores de muerte (FAS, TRAIL, TNFR), en 
células cultivadas en presencia de 100UI/mL de IL-2. 
 

 Determinar la posible participación de algunas moléculas claves en la muerte celular 
mediada por el RE (Concentraciones de Ca2+, Calpaínas), en células cultivadas en 
presencia de 100UI/mL de IL-2. 
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APENDICE I. 
 

Condiciones utilizadas en la técnica RT-PCR. 

a. Retrotranscripción:  

Para el presente estudio se partió de 2µg de RNA total para todas las muestras (Células 
cultivadas en presencia y ausencia de 100UI/mL de IL-2). Para lo cual se utilizó la siguiente 
fórmula:  

Absorbancia 260: Lectura dada por cada muestra en el biofótometro. 

Volumen de disolución: Se utilizó una dilución 1:50 en un volumen de 200µL. 

40: Unidad de densidad óptica (1 UDO) equivale a 40µg/mL del biofótometro.  

(Absorbancia 260) (Volumen de la disolución) (40) 

1000     =   1 µg / µL 

Teniendo los cálculos de todas las muestras, y partiendo de 2µg de RNAm  se prosiguió a 
realizar la RT con las siguientes condiciones establecidas para una reacción (Rx), (Tabla 3). Cada 
una de las condiciones por reactivo se multiplicó por el número total de reacciones que se 
quisieron obtener (5 controles y 5 tratamientos): 

Tabla 3. Condiciones para RT. 

 

 

 
Reactivos 

 
1 RX 

 
5 RX controles 

 
5 RX estímulos 

Amortiguador 5x (PROMEGA) 5 µL 25µL 25µL 
 

DNTP’s  10 Mm (INVITROGEN) 1.5 µL 7.5µL 7.5µL 
 

Enzima MMLV-RT (PROMEGA) 1 µL 5µL 5µL 
 

Oligo dt (PROMEGA) 2 µL 10µL 10µL 
 

Muestra 
 

¿ µL ¿µL ¿µL 

Agua libre RNAsas (FERMENTAS) ¿ µL ¿µL ¿µL 
 

Volumen Total 20 µL 200µL 200µL 
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b. Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). 

 

Con los cDNAs obtenidos de la RT se llevó a cabo la PCR utilizando las condiciones 
establecidas para 1 Rx, las cuales se multiplicaron por el número de reacciones que se requieren 
(tabla 4), para cada primer utilizado en el presente estudio (β-actina, Caspasa -8 y Caspasa -12). 

 

 

Reactivos 1 RX 10 RX 
β-actina 

10 RX 
Caspasa -8 

10 RX 
Caspasa -12 

Amortiguador 5x Green (PROMEGA) 6 µL 60µL 60µL 60µL 
DNTP´s 10 Mm (INVITROGEN) 0.8µL 8µL 

 
8µL 
 

8µL 
 

Primer 1 (Sentido) (UNIPARS, S.A.) 1 µL 10µL 
β-actina 

10µL 
Caspasa -8 

10µL 
Caspasa -12 

Primer 2 (Antisentido)  
(UNIPARS, S.A) 

1 µL 10µL 
β-actina 

10µL 
Caspasa -8 

10µL 
Caspasa -12 

Go Taq Polimerasa (PROMEGA) 0.15 µL 1.5µL 1.5µL 1.5µL 
 

Muestra cDNA 4 µL 4µL 
 

4µL 
 

4µL 
 

Agua libre RNAsas (FERMENTAS) 7.05 µL 70.5 µL 70.5 µL 70.5 µL 
Volumen Total 20 µL 200µL 

 
200µL 
 

200µL 
 

 

Tabla 4. Condiciones para cada reacción en la técnica PCR. 
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APENDICE II. 
Reactivos y Soluciones Utilizados. 

Soluciones para cultivo 

• RPMI-1640/10% SFB  
• Solución fisiológica de verseno 
• Solución de Fosfatos (PBS) 

Reactivos Extracción ARN Total 

• TRIzol (Invitrogen) 
• Cloroformo (Sigma) 
• Isopropanol (Sigma) 
• Etanol 70%  (J.T Baker) 
• H2O inyectable (Pisa) 
• H2O libre de RNAsas (Fermentas)    

Reactivos Retrotranscripción (RT) 

• Amortiguador 5X (Promega)  
• DTT 0.1M (Invitrogen)  
• Enzima MMLV-RT (Promega)  
• DNTP´S 5mM (Invitrogen)  
• Oligo dT (Promega)  
• H2O libre de RNAsas (Fermentas)  

Reactivos (PCR)  

• Amortiguador 5X Green GoTaq (Promega)  
• DNTP´S 10 mM (Invitrogen)  
• Enzima GoTaq DNA Polimerasa 5u/ L (Promega)  
• Primers: β- actina (1:5), Caspasa -8 (1:5), Caspasa -12 (1:5) (Unipars S.A) 
• H2O libre de RNAsas (Fermentas) 

Reactivos y soluciones para electroforesis  

• Agarosa (Invitrogen)  
• TBE 10X, 1X, 0.5 X 
• Gel de agarosa al 1.5%  
• Marcador de peso molecular  
• Buffer de carga Blue/yellow 6X (promega)  
• Bromuro de etidio 
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APENDICE III. 
Preparación de Reactivos y Soluciones 

 

 Desactivación del Suero Fetal Bovino (SFB) 

El suero fetal bovino (Gibco) se deja descongelar a temperatura ambiente, una vez 
descongelado, se pasa a un baño de agua a 57ºC durante 30 minutos. Esto se hace para inactivar 
proteínas de bajo peso molecular que pueden inferir con el crecimiento celular. 

 

 Solución fisiológica de Verseno  

Esta solución se emplea para despegar las células tumorales adherentes y funciona como agente 
quelante que secuestra iones de calcio y magnesio de las uniones celulares. Para su preparación 
se utilizan las siguientes sustancias: 

 Tris base                                                         3.04 g (sigma chemical Co.U.S.A) 
 Cloruro de sodio                                           8.00 g  (sigma chemical Co.U.S.A) 
 Cloruro de potasio                                        0.04 g  (sigma chemical Co.U.S.A) 
 Etilen –diamen-tetra-acético (EDTA)          0.40 g (sigma chemical Co.U.S.A) 

Los reactivos se disuelven en 800 ml de agua bidestilada, que ajusta al pH a 7.7 con HCL 1M y 
se afora a 1000 ml de agua bidestilada. La solución se esteriliza por medio de autoclave a 20 Ibs 
durante 20 min. 

 

 Solución Amortiguadora de Fosfatos (PBS) 

 Se utiliza para mantener a las células en condiciones fisiológicas estables durante periodos 
cortos. La capacidad amortiguadora es proporcionada por las sales de fosfato. Los componentes 
se diluyen en un volumen final de 1 litro de agua bidestilada. 

 Cloruro de magnesio                                  0.10 g (sigma chemical Co.U.S.A) 
 Cloruro de calcio                                        0.10 g (sigma chemical Co.U.S.A) 
 Cloruro de sodio                                         8.00 g (sigma chemical Co.U.S.A) 
 Cloruro de potasio                                      0.20 g (sigma chemical Co.U.S.A) 
 Fosfato monoácido de sodio                       2.16 g (sigma chemical Co.U.S.A) 
 Fosfato diácido de potasio                          0.20 g (sigma chemical Co.U.S.A) 
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El cloruro de magnesio y de calcio se disuelven en 100 ml de agua bidestilada y después se 
adicionan los 100 ml que contengan el cloruro de magnesio y de calcio. Se ajusta el pH a 7.2 - 7.4 
utilizando HCL 8N y se afora finalmente a un volumen final de 1000ml Esta solución se 
esteriliza por medio de autoclave a 20 Ibs durante 20 min, la solución se almacena a 4ºC hasta el 
momento del uso. 

 

 DNTPS 10 mM (MIX)  

Todos los nucleótido se encuentran a una concentración de 100 mM, de los cuales se  toman las 
siguientes cantidades: 

 A    100μl  (Invitrogen S.A de CV) 
G    100 μl (Invitrogen S.A de CV) 

 T    100 μl  (Invitrogen S.A de C.V) 
 C    100 μl  (Invitrogen S.A de C.V) 

Estos se diluyen en 600 μl de agua libre de Rnasas para obtener 1 mL a una concentración de 10 
mM. 

 

 TBE 10X  
 Tris base                                108g (sigma chemical Co.U.S.A) 
 Ácido bórico                           55g (sigma chemical Co.U.S.A) 
 EDTA 0.5 M                      40 mL. (sigma chemical Co.U.S.A) 

Se lleva a 1000 mL con agua destilada, si hay precipitaciones debe descartarlas. Se almacena a 
Temperatura Ambiente hasta su uso. 

 

 TBE 1X  

Tomar 50 mililitros de TBE 10X y diluirlo en 450mililitros de agua destilada.  

 

 TBE 0.5X 

Tomar 250mililitros de TBE 1X y diluirlo en 250mililitros de agua destilada. 
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