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Resumen 

 

La survivina es un miembro de la familia de las Proteínas Inhibidoras de la 

Apoptosis (IAPs) y tiene un papel esencial en la apoptosis y en la progresión del 

ciclo celular. Este gen está comúnmente sobreexpresado en cáncer y es un 

excelente blanco terapéutico. La survivina se expresa en varias isoformas que 

son generadas por splicing alternativo; la survivina tipo, la survivina DeltaEx3, la 

survivina 2B, la survivina 3B y la survivina 2alfa.  Algunas de estas proteínas 

presentan actividades antagónicas. En este estudio, analizamos la expresión de 

algunas de las isoformas de la survivina durante la progresión del cáncer 

cervicouterino. Para ésto, utlizamos el cultivo de esferoides. Los esferoides son 

un modelo de estudio del cáncer en donde se crean cúmulos de células 

tumorales in vitro, simulando tumores sólidos. También, analizamos los efectos 

de la inhibición de la survivina tipo y de la survivina DeltaEx3 en procesos como 

proliferación (división celular) y clonogenicidad (capacidad de una célula 

para formar una colonia).  En la expresión de las isoformas en el cultivo de 

esferoides, encontramos una correlación positiva entre el crecimiento del 

esferoide y la expresión de la survivina tipo y de la survivina DeltaEx3 durante la 

fase exponencial. Además, demostramos que la Survivina DeltaEx3 inhibe la 

formación del esferoide tumoral, disminuyendo la proliferación y la sobrevida 

clonogénica. Estos resultados se dirigen hacia un efecto dual y antagónico de 

esta isoforma de la survivina en el desarrollo del cáncer. 
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Introducción 
 

 

Cáncer 

El cáncer es una enfermedad que comprende una combinación de 

aberraciones genéticas, metabólicas y de señalización, las cuales afectan la 

homeostasis normal del crecimiento celular y de la muerte. Muchos eventos 

oncogénicos promueven el desarrollo del tumor e incrementan la sensibilidad 

de las células a estímulos de muerte celulares, incluyendo drogas terapéuticas. 

Como resultado de ésto, las células tumorales frecuentemente adquieren la 

habilidad para evadir la muerte inactivando vías de muerte celular que 

normalmente funcionan para eliminar las células dañadas. 

Entre las capacidades que adquieren las células de cáncer se encuentran: 

la insensibilidad a las señales de inhibición del crecimiento, el potencial para 

dividirse ilimitadamente, evasión de la apoptosis, inducción de la angiogénesis 

y la habilidad de metástasis e invasión de tejido sano [1].   

El daño de la función celular es frecuentemente la razón del desarrollo de la 

resistencia a quimoterapéuticos encontrados durante el tratamiento. Es por 

esto necesario entender las vías de muerte celular existentes y los componentes 

regulados involucrados, con la intención de identificar nuevas estrategias para 

matar a las células cancerosas. 

 

Apoptosis 
La apoptosis juega un papel fisiológico importante durante el desarrollo 

embriológico y en el mantenimiento de la homeostasis en los tejidos. La 

homeostasis se mantiene a través del balance entre los procesos de 

proliferación y muerte celular. La alteración de este balance está implicada en 

la patogénesis de una gran variedad de enfermedades como el cáncer, 

enfermedades autoinmunes, SIDA (Síndrome de inmunodeficiencia adquirida), 

desórdenes neurodegenerativos y síndromes mielodisplásicos [2]. 

La apoptosis se caracteriza morfológicamente por la pérdida de los 

contactos celulares con las células vecinas por alteraciones en las moléculas 
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de adhesión y en las estructuras celulares especializadas. En este tipo de 

muerte celular se condensa el citoplasma y el núcleo, seguido por una pérdida 

de la membrana nuclear, fragmentación de la cromatina y posteriormente,  la 

formación de múltiples vesículas rodeadas de membrana plasmática que 

contienen material nuclear y citoplasmático, a las que se denominan, cuerpos 

apoptóticos [3]. 

La desregulación de la apoptosis ha sido implicada en el origen del cáncer 

por la prolongación anormal de la supervivencia de la célula. Esta 

desregulación facilita la acumulación de mutaciones transformantes y 

promueve la resistencia a la respuesta inmunitaria. Las drogas antineoplásicas 

ejercen su principal efecto mediante la inducción de muerte celular 

apoptótica [4]. 

 

Vías apoptóticas 

Las vías moleculares que conducen a la muerte celular apoptótica están 

altamente conservadas evolutivamente y son controladas por proteínas que 

promueven o impiden esta muerte celular. Entre los reguladores positivos de la 

apoptosis, se encuentra una familia de cisteín-proteasas llamadas caspasas. 

Las caspasas son proteínas que se activan por proteólisis y unión a múltiples 

sustratos y son consideradas las ejecutoras centrales de la apoptosis. Entre las 

proteínas inhibidoras de las apoptosis, se encuentra la familia IAP (Proteínas 

Inhibidoras de Apoptosis), e inhiben este proceso mediante la inhibición de las 

caspasas. Las IAPs son capaces de regular la apoptosis inducida por receptores 

de muerte (TNFR, Fas) y drogas antineoplásicas [5,6].  

Se han identificado dos vías principales de la apoptosis, las vías extrínseca e 

intrínseca (Figura1). 

La vía extrínseca se lleva a cabo por los receptores membranales de 

muerte, que forman parte de la familia de receptores del Factor de Necrosis 

Tumoral (TNF), los cuales se caracterizan por poseer un dominio de muerte. 

Estos receptores una vez que se unen al ligando, trimerizan, conduciendo a la 

formación del Complejo de Señalización de Inducción de Muerte (DISC), que 
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puede estar conformado de distintas maneras dependiendo del receptor. En el 

caso del receptor de muerte Fas, una vez unido al ligando de Fas (FasL), se 

recluta en el lado citoplasmático del receptor a la proteína FADD a través de 

sus dominios de muerte (DEDs), los cuales pueden reclutar a la procaspasa 8, 

provocando su autoactivación [7]. La Caspasa 8 corta y activa a las caspasas 

efectoras 3, 6 y 7 y finalmente, causan la muerte celular [8]. 

La caspasa 8 también puede activar a un miembro de la familia de Bcl-2, 

Bid. Esta proteína se dirige a la mitocondria en donde inhibe a Bcl-2 y permite la 

salida de factores proapoptóticos, amplificando la señal de muerte al activar 

así la vía intrínseca de la apoptosis [9]. También se ha visto que la caspasa 8 es 

capaz de activarse por drogas quimioterapéuticas, estrés oxidativo, químicos 

citotóxicos y radiación ionizante o ultravioleta (UV) [10]. 

 

 

 

Figura 1. Vías de muerte celular. La vía extrínseca mediada por los receptores de muerte y 

la vía intrínseca, en donde participa activamente la mitocondria. Ambas vías convergen en 

la activación de las caspasas [11]. 
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La vía extrínseca puede ser regulada por la familia de proteínas c-FLIP 

(Proteína inhibidora de FLICE celular), las cuales poseen también un dominio 

efector de muerte y compiten por la caspasa 8 por su unión al DISC [12,13]. 

También, esta vía puede ser regulada por la familia de proteínas CARPs 

(Proteínas RING, asociadas a las caspasas), las cuales regulan negativamente a 

las caspasas iniciadoras al enviarlas a la degradación por la vía del 

proteosoma [14]. 

En la vía intrínseca está involucrada la mitocondria. La mitocondria percibe 

el estrés celular provocado por la luz UV, agentes quimioterapéuticos y daño al 

ADN. Esta vía se inicia cuando la membrana mitocondrial externa se 

permeabiliza por medio de los miembros proapoptóticos de la familia de Bcl-2. 

Esta permeabilización trae como consecuencia la liberación de varias 

proteínas del espacio intermembranal al citoplasma. Una de estas proteínas es 

el citocromo c. Una vez en el citoplasma, el citocromo c se une al factor de 

activación de la proteasa apoptótica 1 (Apaf 1), el cual cambia su 

conformación y se oligomeriza para reclutar a la  procaspasa 9, formando el 

apoptosoma y en la presencia de dATP o ATP, activa a la caspasa 9, que a su 

vez corta y activa varias caspasas efectoras, como la caspasa 3. La caspasa 3 

tiene un papel clave en la promoción de la señal de la apoptosis, ya que esta 

caspasa es responsable de los cortes de la polimerasa poli (ADP-ribosa), PAK2, 

laminina, gelsolina y fodrina. Estos cortes inhiben la reparación del ADN, 

promueven la formación de cuerpos apoptóticos, la ruptura de la membrana 

nuclear y el encogimiento del citoplasma, los cuales son marcadores de la 

apoptosis [15]. 

En la mitocondria se encuentran varias proteínas proapoptóticas que se 

liberan al citoplasma durante la apoptosis. Una de ellas es el Factor de 

Inducción de la Apoptosis (AIF), que en respuesta a un estímulo apoptótico se 

transloca al núcleo, donde causa la fragmentación de ADN y en consecuencia 

la apoptosis, de una manera independiente de las caspasas. 
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Otras de las proteínas que se liberan, son Smac/DIABLO y la proteasa serina 

Omi/HtrA2. Estas proteínas facilitan la activación de las caspasas al inactivar a 

las IAPS [16]. 

 

Proteínas Inhibidoras de la Apoptosis 

Las IAPs fueron descubiertas inicialmente en baculovirus, donde son 

indispensables para impedir la apoptosis inducida por el virus y por ende, 

permiten la infección. Actualmente, algunos homólogos celulares de las IAPs 

han sido identificados en eucariontes [17].  

Se caracterizan por poseer de uno a tres dominios BIR (Repetición IAP 

baculoviral), de aproximadamente 70 aminoácidos. Algunos miembros de esta 

familia poseen otros dominios, como el RING (Nuevo gen realmente 

interesante) y/o el CARD (Dominio de reclutamiento para caspasas) [17,18].  

Las IAPs se unen e inhiben a las caspasas por medio de sus dominios BIR, 

específicamente a la caspasa iniciadora 9 por el tercer dominio BIR (BIR3), y a 

las caspasas efectoras 3 y 7 por la región intermedia entre los BIR1 y BIR2. Esta 

interacción bloquea la entrada del sustrato en las caspasas, inhibiendo así su 

actividad enzimática [19]. 

Se ha sugerido que el dominio RING también participa en la regulación de 

las caspasas. Este dominio tiene actividad de ligasa de proteína ubiquitina (E3), 

y de esta manera puede enviar a degradar a las caspasas. También, este 

dominio sirve para que la misma IAP pueda autoubiquitinarse y degradarse por 

la vía del proteosoma [20].  

A la fecha se han descrito ocho IAPs en mamíferos (Figura 2), a las cuales 

además se les ha nombrado BIRC’s (Proteínas que contienen BIR) y se les ha 

numerado por el orden en que fueron descritas [11,18].  

c-IAP1/BIRC2 y c-IAP2/BIRC3 son las únicas IAPS que han sido identificadas 

bioquímicamente, como parte de un complejo de señalización que es 

reclutado por el dominio citoplásmatico de TNF [21]. Estas proteínas reducen la 

actividad de la caspasa 8, pero no la inhiben directamente; sin embargo, son 

capaces de inhibir a las caspasas 3 y 7 [11]. 
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XIAP/BIRC4 es la más estudiada y se considera la proteína inhibidora más 

potente de las caspasas 9, 3 y 7. En base a los estudios de estructura-función de 

XIAP se ha establecido el modelo de inhibición de las caspasas, que se sugiere 

es el mismo para las demás IAPs, debido a lo similar de sus estructuras [11]. 

 

 

 

Figura 2. Proteínas Inhibidoras de la apoptosis descritas en humanos. XIAP (IAP unida a X), c-

IAP1, c-IAP2, ILP2 (Proteína 2 tipo IAP), ML-IAP (IAP de Melanoma)/Livin, NAIP (Proteína 

Inhibidora de Apoptosis Neuronal) y survivina. El péptido que precede al BIR2 (Repetido-2 

de Baculovirus IAP) en XIAP, c-IAP1 y c-IAP2 (mostrado en rojo) es el responsable de inhibir a 

las caspasas 3 y 7 en mamíferos. Solamente el dominio BIR3 de XIAP puede inhibir 

potentemente a la caspasa 9. CARD, Dominio Reclutador de Caspasas, Dominio RING, 

nuevo gen realmente interesante [22]. 

 

 

Las actividades de XIAP y otras IAPs no solamente están restringidas a la 

inhibición de las caspasas, se han obtenido datos en donde algunas de estas 

proteínas intervienen en la regulación del ciclo celular, degradación de 

proteínas y en las cascadas de transducción de la señal independientes de 

caspasas. 
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ML-IAP/BIRC7 se encuentra en niveles elevados en varias líneas celulares de 

cáncer, pero particularmente en las líneas celulares de melanoma. Solamente 

posee un dominio BIR y es capaz de inhibir a las caspasas 9, 3 y 7 [18]. 

NAIP/BIRC1, otro de los miembros de esta familia, posee un dominio BIR, y 

aunque no está muy relacionado con los BIRs de las demás IAPs, puede inhibir 

algunos procesos de muerte celular; sin embargo, sus funciones exactas aún no 

han sido descritas [18]. 

ILP-2/BIRC8 posee un dominio BIR y puede inhibir a la caspasa 9 [23]. 

BRUCE/BIRC6 es una proteína que se encuentra en el aparato de Golgi, 

posee sólo un dominio BIR, con el que es capaz de inhibir a la procaspasa 9 [24] 

y en el carboxilo terminal tiene otro dominio con actividad enzima 

conjugadora de ubiquitina (E2) [25]. 

Finalmente, la proteína survivina/BIRC5, única entre las IAPs de mamíferos, 

contiene solamente un dominio BIR y le falta el dominio RING en el extremo 

carboxilo. En contraste a c-IAP1 y c-IAP2, la survivina no tiene un dominio que 

recluta caspasas, el cual es necesario para la interacción con los TRAFs 

(factores asociados al receptor de TNF) [26]. 

 

Survivina 

En 1997, Ambrosini y col., [27] identificaron a un nuevo miembro de la familia 

IAP, survivina. A diferencia de las otras proteínas IAPs, la survivina se expresa 

durante el desarrollo embriónico y fetal, siendo indetectable en tejidos adultos 

normales [28]. Se ha reportado que esta proteína se expresa en los cánceres 

humanos más comunes, incluyendo cáncer de pulmón, estómago, colon, 

páncreas, próstata y mama [27]. 

La survivina tiene la capacidad de unir e inhibir el procesamiento de la pro-

caspasa-3 y la pro-caspasa-7 y se une a estas caspasas activas in vitro [29]. 

Indirectamente puede inhibir a la caspasa 9, ya que como intermediario 

requiere a la proteína HBXIP (proteína que interactúa con la proteína X de la 

hepatitis B), para unir a esta caspasa e impedir su unión a Apaf-1, y en 

consecuencia su activación [30].  
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Se ha sugerido que la survivina tiene un papel más selectivo para inhibir la 

apoptosis mitocondrial. Altieri y col., en el año 2003, demostraron que cuando 

la survivina es inhibida, la muerte celular tiene las características de la vía 

intrínseca, como la liberación de citocromo c, la activación de la caspasa 9, el 

requerimiento de componentes del apoptosoma [31] y la pérdida del potencial 

de la membrana mitocondrial [32]. Además, ratones heterocigotos para la 

survivina mostraron ser más sensibles a la muerte dependiente de la 

mitocondria [31].  

La survivina es regulada durante el ciclo celular, se expresa en la fase G2-M 

y se asocia directamente con los microtúbulos del huso mitótico [33]. 

La expresión de la survivina es dependiente de la etapa del ciclo celular, 

presenta una expresión incrementada en la fase G2/M y un rápido decline en 

la fase G1 [34]. Esta expresión es regulada a nivel transcripcional por las cajas 

CDE/CHR (elemento dependiente del ciclo celular/región de homología a 

genes del ciclo celular) presentes en el promotor de survivina [31]. Pero 

además, cambios en la estabilidad de la proteína participan en la regulación 

de su expresión. En células en interfase se ha observado una poliubiquitinación 

y degradación de survivina por la vía del proteosoma, y ésto es dependiente 

de una región carboxilo terminal intacta río abajo del dominio BIR [35].  

También se ha visto que la estabilidad de la proteína aumenta durante la 

metafase debido a la fosforilación de survivina en la treonina 34 (Thr34), por el 

complejo ciclina B1/cdc2 [36]. 

En estudios de perfiles de genes, la survivina fue identificada como el cuarto 

“transcriptoma” expresado en la mayoría de los cánceres humanos más 

comunes, pero no en los tejidos normales. Se ha sugerido que el gen de la 

survivina está desregulado globalmente en las células transformadas, ya que se 

encuentra sobreexpresado en todas las etapas del ciclo celular, no solo en la 

mitosis. Diversos eventos involucrados en el proceso carcinogénico, han sido 

implicados en la desregulación de la survivina, como son, la amplificación del 

locus de la survivina en neuroblastoma, la desmetilación selectiva del exón 1 de 

la survivina en cáncer de ovario, pero no en ovarios normales, e 
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importantemente, en células sin p53 silvestre. La survivina ha sido identificado 

como uno de los genes reprimidos transcripcionalmente por p53 silvestre, a 

través de un elemento bipartito de respuesta a p53 en el promotor de la 

survivina, o por cambios en la estructura de la cromatina que afectan la 

accesibilidad al promotor [31]. 

 

Papel de la survivina en el ciclo celular 

La survivina se expresa principalmente en la fase G2/M del ciclo celular y 

disminuye en la fase G1 [37]. La fosforilación de la survivina en la Thr34 por 

p34cdc2/ciclinaB1 se ha visto asociada con el aumento en la estabilidad de la 

survivina durante la metafase [36]. 

En etapas tempranas de la mitosis la survivina se localiza en los centrómeros 

(Figura 3a), al disociarse la envoltura nuclear en la prometafase la survivina 

permanece en los centrómeros unida a un nuevo eje para-polar (Figura 3b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Localización subcelular endógena de la expresión de la survivina durante el 

ciclo celular. Se puede observar la survivina en rojo y la tubulina en verde. La survivina 

se excluye del núcleo en la fase G2 del ciclo celular [38]. 

 

En la metafase los cromosomas se alinean en la placa ecuatorial y la 

survivina se une a los cinetocoros (Figura 3c). Durante la anafase la survivina se 

puede ver en la región media de la placa, mientras los cromosomas migran 

hacia los polos (Figura 3d), en la telofase la survivina se localiza en los residuos 
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del aparato mitótico (Figura 3e) y finalmente, en la citocinecis la survivina se 

localiza en la parte media del surco (Figura 3f) [38].  

En el ciclo celular, existe una cascada de señalización denominada 

“checkpoint del huso”, en donde se monitorean las interacciones entre los 

cinetocoros de los cromosomas y los microtúbulos del huso mitótico, para 

prevenir una separación precoz de las cromátidas hermanas [39]. 

Aurora B  es la primera proteína que es implicada como un regulador de la 

unión bipolar de los microtúbulos del huso a los cinetocoros. Aurora B es una 

cinasa que regula la segregación de los cromosomas y la citocinesis. Aurora B 

se encuentra físicamente asociada con la proteína interna del centrómero 

(INCENP) en la mitosis y tiene interacciones con la survivina, asociándose a la 

survivina como una proteína pasajera cromosomal [40].  

El complejo pasajero cromosomal es el término inicialmente utilizado para 

describir a cierto número de proteínas que poseen una localización 

característica durante la mitosis. Son proteínas involucradas en la coordinación 

de los eventos cromosomales y del citoesqueleto durante la mitosis. Dichas 

proteínas pasajeras están presentes en las células como un complejo con al 

menos cuatro miembros: Aurora B, INCENP; survivina y borealina. Conforme la 

mitosis progresa, este complejo se mueve en una serie de locaciones del huso 

mitótico de la célula, la cinasa va activando una serie de sustratos clave en el 

lugar y tiempo específicos. Las funciones que lleva a cabo un complejo 

pasajero cromosomal a través de su actividad incluyen modificaciones de la 

cromatina, corrección de los errores de unión al cinetocoro, aspectos del 

“checkpoint del huso” en la mitosis, así como el ensamblaje de un huso bipolar 

estable y el cumplimiento de la citocinesis. De tal manera que el complejo 

pasajero cromosomal provee un mecanismo esencial para la regulación 

mitótica [41].  
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Isoformas de la Survivina 

Se han reportado cinco isoformas de la survivina generadas por splicing 

alternativo (Figura 3).  Mahotka y col., en 1999, describieron tres variantes, la 

survivina tipo, la survivina 2B y la survivina DeltaEx3 [42]; la survivina 3B, descrita 

en el 2004 por Badran y la survivina 2alfa [43], reportada por Caldas en el 2005 

[44]. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Isoformas de la survivina. El pre-mRNA de la survivina genera por lo  menos cinco 

transcritos maduros. Los rectángulos representan los exones, con los tamaños indicados en la 

parte de abajo. El tamaño de las secuencias de nucleótidos adicionales en la survivina 3B y 

en la survivina 2alfa, se muestran en las isoformas. Las flechas indican los codones de paro, 

las líneas punteadas señalan los dominios de cola enrollada y las dobles líneas, los dominios 

BIR en las distintas isoformas [45]. 

 

 

La survivina tipo tiene una estructura de 4 exones y 3 intrones, y se ha 

descrito como una isoforma principalmente citoplasmática, con una relación 

6:1 survivina citoplasmática: nuclear.  

La isoforma 2B es generada por la retención de parte del intrón 2 como un 

exón críptico. En esta isoforma el dominio BIR es interrumpido por la 

introducción del exón 2B, pero el marco de lectura no sufre cambios y 
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conserva la región carboxilo terminal. Esta isoforma pierde la capacidad 

antiapoptótica [42]. La survivina 2B se localiza principalmente en el citoplasma 

[38]. Esta isoforma no se une a los centrómeros ni a los microtúbulos de la zona 

media del huso [46], no interactúa con las proteínas pasajeras cromosomales y 

tampoco tiene un papel en la mitosis [47].  

La survivina DeltaEx3 es generada por la pérdida del exón 3. Esta isoforma 

sufre un cambio en el marco de lectura, lo cual resulta en un domino BIR 

truncado, y una región carboxilo terminal única. A pesar de no tener el dominio 

BIR completo, esta isoforma retiene la función antiapoptótica similar a la de la 

survivina tipo  y está sobreexpresada en tejido tumoral [42]. 

Esta isoforma posee una nueva señal de localización nucleolar, por lo cual 

se encuentra en el nucleolo, donde se degrada rápidamente por la vía del 

proteosoma, debido a la presencia de una señal de degradación. Ambas 

secuencias son necesarias para que la survivina DeltaEx3 retenga su 

capacidad antiapoptótica [48]. 

La survivina DeltaEx3 posee además una secuencia de localización 

mitocondrial y un dominio BH2 [49]. Interesantemente, se ha descrito un 

homólogo viral de la survivina DeltaEx3 que se localiza en la mitocondria y que 

inhibe la apoptosis por medio de su asociación con Bcl-2 y con la supresión de 

la activación de la caspasa 3, en una forma dependiente de su dominio BIR 

[50].  

Se ha observado que la survivina tipo puede formar heterodímeros con la 

survivina DeltaEx3, y que estos complejos se localizan en la mitocondria, donde 

podrían de una manera sinérgica inhibir la apoptosis mitocondrial [38]. 

La survivina DeltaEx3, a diferencia de la survivina tipo, no se une a los 

centrómeros, ni a los microtúbulos de la zona media del huso mitótico [46], no 

interactúa con las proteínas pasajeras cromosomales in vivo, y se ha sugerido 

que no interfiere en las actividades de la survivina tipo en la mitosis [47]. 

Estudios recientes reportaron que la survivina 2B y la survivina DeltaEx3 

pueden co-inmunoprecipitar con la survivina tipo, al ser transfectadas 
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transitoriamente en las células. Esto demuestra que las variantes generadas por 

el splicing alternativo de la survivina pueden heterodimerizar entre ellas [38]. 

Por otro lado, Noton y colaboradores confirmaron estos hallazgos para la 

survivina 2B en estudios realizados in vivo y demostraron por primera vez en 

estudios in vitro que las isoformas survivina 2B y la survivina DeltaEx3 interactúan 

directamente con la survivina tipo [47].  

Se ha sugerido que la survivina 2B actúa como un antagonista natural de la 

survivina a partir de la unión competitiva de los patrones heterólogos de 

interacción o mediante la formación de transcritos inactivos de survivina [46]. 

Por otro parte, la disminución de la survivina 2B puede debilitar su función 

antagonista con respecto a la survivina, y más aún, puede permitir la 

generación de más transcritos de survivina y/o de  survivina DeltaEx3 debido a 

que las tres variantes producidas por splicing alternativo de la survivina 

provienen de un mismo precursor de RNA heterogéneo nuclear (RNAhn); por lo 

tanto un decremento en la survivina 2B pudiera resultar en el desarrollo, invasión 

y anaplasia del carcinoma [51]. 

Estas isoformas de la survivina poseen distintas localizaciones subcelulares, 

tanto la survivina tipo como la survivina 2B se encuentran en el citoplasma, 

mientras que la survivina DeltaEx3 se encuentra localizada en el núcleo, ésta 

última al poseer una señal de localización mitocondrial se cree que pudiera 

pertenecer a la poza subcelular mitocondrial [52]. 

La survivina 3B, descrita en el 2004 por Badran y colaboradores, posee un 

nuevo exón (3B) derivado de una porción del intrón 3. Esto resulta en la 

adquisición de un nuevo codón de paro dentro del exón 3B, por lo que es una 

proteína trunca, carente de la región carboxilo terminal [43]. A pesar de ésto, 

esta variante es citoprotectiva y es capaz de interactuar con las proteínas del 

complejo pasajero cromosomal [53]. 

Por último, la survivina 2alfa consiste en dos exones, el exón 1 y el exón 2, y 

una porción del intrón 2 como parte de la región 3’. También adquiere un 

nuevo codón de paro, que resulta en una proteína trunca (8.5 kDa), con un 

dominio BIR truncado y una carencia de la región carboxilo terminal. Debido a 
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lo anterior, esta isoforma no retiene la capacidad antiapoptótica y no participa 

en la mitosis. 

La survivina 2alfa co-localiza con la survivina tipo en el núcleo y en el 

citoplasma y se expresa en niveles elevados en células transformadas, en 

comparación con las no transformadas. Se ha visto que también puede 

interactuar con la survivina tipo, y  se ha sugerido que podría atenuar su 

actividad antiapoptótica [44]. 

 

Distribución celular de la survivina 

Se han descrito diferentes distribuciones de la survivina sin mostrar una 

relación exacta entre las poblaciones y sus isoformas. La survivina  nuclear se 

localiza en los cinetocoros de los cromosomas en metafase y en la zona media 

del huso en anafase. Mientras que la población citosólica se encuentra 

asociada a los microtúbulos de la interfase, los centrosomas, los polos del huso y 

los microtúbulos del huso mitótico en la metafase y la anafase [54]. La región 

carboxilo terminal de la survivina es la que le permite asociarse a la tubulina 

[34]. 

La survivina citosólica está asociada también con cdc2 y es fosforilada en la 

treonina 34, mientras que la nuclear no [54]. Se ha observado que esta 

fosforilación de la survivina es necesaria para su interacción con la caspasa 9 y 

la inhibición de la apoptosis dependiente de esta caspasa [55]. 

También se ha descrito una población mitocondrial, que se encuentra en el 

espacio intermembranal en las células transformadas, pero no está presente en 

tejidos normales. Ante un estímulo de muerte, la survivina es liberada al 

citoplasma, e inhibe la activación de las caspasas 9 y 3, de esta forma inhibe la 

apoptosis y permite la progresión del tumor [56]. 

Clínicamente, se ha investigado la distribución subcelular de la expresión de 

la survivina y sus isoformas pues al parecer puede llegar a ser un factor crucial 

para su función en las células tumorales. Se ha observado que la detección 

inmunohistoquímica nuclear de la survivina de las células tumorales se 

encuentra relacionada con un pronóstico favorable en pacientes con 
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carcinoma gástrico [57], cáncer de mama [58], cáncer de vejiga [59] y 

osteosarcoma [60],  mientras que la detección de la proteína en el citoplasma 

de las células tumorales en estos reportes no demuestra un factor pronóstico. 

En contraste con estos estudios, se encontró que la survivina nuclear se 

encuentra asociada con características clínicas desfavorables y un pobre 

pronóstico en malignidades de esófago [61], en linfoma del manto celular [62] 

y en carcinoma de pulmón de células no pequeñas [63]; estas diferencias en el 

pronóstico con respecto a la distribución de la survivina nuclear entre los 

diferentes estudios es probablemente tumor-específico [63]. 

En otros estudios en los que analizaron los niveles de la survivina o bien la 

expresión de la proteína en el citoplasma de las células cancerosas, se 

encontró relacionada la expresión en el citoplasma con un pobre pronóstico 

en varios tipos de cánceres, entre ellos, linfomas de células B [64], carcinoma 

colorectal [65],  neuroblastoma [66], cáncer gástrico [67], cáncer colorectal 

[68], carcinoma de vejiga [69], y en tumores epiteliales de ovario [70].  

En un estudio realizado por Ponnelle y colaboradores en el año 2005, se 

sugirió una posible relación entre una mejor tasa de sobrevivencia de los 

pacientes ligada a la expresión citoplasmática o nuclear de la survivina, así 

como al potencial apoptótico de sus isoformas producidas por splicing 

alternativo [71]. 

 

Isoformas de la survivina y el cáncer   

La expresión de las isoformas de survivina se ha estudiado en diversos tipos 

de cáncer, encontrándose una correlación con los estadios del tumor. Se ha 

mostrado que las isoformas tipo y DeltaEx3 se encuentran sobreexpresadas y 

que algunas veces esta sobreexpresión está directamente relacionada con el 

estadio del tumor. Al contrario, la isoforma 2B se ha encontrado en niveles bajos 

en diferentes tipos de tumor y sus niveles correlacionan de manera negativa 

con el estadio. Estas características se han observado en neuroblastoma [72], 

en carcinoma renal [52],  en tumores cerebrales malignos y gliomas [73], en 

carcinomas gástricos [51,74], en cáncer de mama [75], y en cáncer 
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cérvicouterino [76]. En la tabla 1, se muestra la relación entre algunos tipos de 

cáncer y las isoformas que se expresan en cada uno de ellos. 

 

Cáncer Isoforma Notas 

Carcinoma renal, [77] Surtipo Alta expresión de la survivina tipo 

Neuroblastoma, [78] Surtipo, 

Sur2B 

Estadios avanzados alta expresión de la 

survivina tipo. Expresión de survivina 2B en casos 

favorables 

Leucemia de células T 

en adulto, [79] 

Surtipo Expresión en todos los casos. En células 

normales no se expresa. 

Gástrico, [80] Surtipo Expresión en 68% muestras de pacientes. 

Expresión en la mucosa normal asociada a la 

presencia de H. pylori. 

Vejiga, [81,82] Surtipo Se expresa en 30% de los casos y no hay una 

relación entre la expresión de la survivina y la 

recaída de los pacientes. 

Páncreas, carcinoma de 

colón y mama, [83] 

Surtipo Expresión de altos niveles en células tumorales. 

Leucemia  aguda 

mielodisplástica, [43] 

Sur3B Se encontró la expresión de la sur3B en 

muestras de pacientes. 

Gástrico [51] Surtipo, Sur2B, 

SurDeltaEx3 

Expresión en todos los casos de las tres 

isoformas. La expresión de surtipo y la 

surDeltaEx3 está relacionada con el estadio, el 

tipo histológico y la invasión. 

Mama, [84] Surtipo, Sur2B, 

SurDeltaEx3 

Expresión de la surtipo en 93.6% de los 

carcinomas, 100% en metástasis de axila, 22.7% 

tejido normal. Altos niveles de expresión de 

surDeltaEx3 y sur2B en metástasis nodal.     

Ovario, [85] Surtipo 

 

La localización de la surtipo es nuclear en 

tumores primarios y citopasmática en estadios 

avanzados. 

Meduloblastoma, 

[86] 

Surtipo Correlación con altos niveles de expresión de la 

surtipo y mal pronóstico. Asociación entre el 

porcentaje positivo de surtipo y el subtipo 

histológico.  

Colorectal, [87] Surtipo, Sur2B Alta expresión de la sur2B y la surtipo en 

tumores. 

Sarcoma de tejido 

suave, [88] 

Surtipo, Sur2B, 

SurDeltaEx3 

La elevada expresión de las tres isoformas 

correlaciona con el mal pronóstico. La 

sobreexpresión de la surDeltaEx3 está asociada 

a estadios más avanzados.  

Cérvicouterino [76] Surtipo, Sur2B, 

SurDeltaEx3 

Expresión de las tres isoformas. Altos niveles de 

expresión de sur2B y la surDeltaEx3 en 

adenocarcinomas. 

Tumores pediátricos, [89] Surtipo, Sur2B, 

SurDeltaEx3 

Expresión de las tres isoformas. La surtipo está 

expresada de forma dominante y su expresión 

está asociada con el desarrollo del tumor.   

Queratinocitos, [90] Surtipo La survivina tipo está altamente expresada. 

Leucemia pediátrica, 

[91] 

Sur2B Se asocia la baja expresión de sur2B con el 

grupo de alto riesgo.   

 

Tabla 1. Expresión de las isoformas de la survivina en diferentes tipos de cáncer. 
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Esferoides 

Los esferoides son un tipo de cultivo en donde se crean cúmulos de células 

tumorales in vitro, simulando tumores sólidos. Se ha demostrado que las células 

en esferoides cambian su expresión génica, ya que se forman microambientes 

debido al suministro diferencial de oxígeno y nutrimentos a lo largo de las 

diferentes capas del esferoide.  

Los esferoides tumorales multicelulares (MTS), han sido utilizados 

ampliamente en la investigación biomédica debido a que mimetizan de una 

mejor forma la situación in vivo de los verdaderos tumores que lo que lo hacen 

los cultivos en monocapa [92]. 

Estos agregados poseen una compleja organización tridimensional lo que 

permite las interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular. Además de 

que contienen una geometría morfológica y fisiológica bien establecida [93].  

Los esferoides reestablecen las características morfológicas, funcionales y de 

transporte que corresponden a un tejido in vivo. En particular, las células 

tumorales en los esferoides restauran un modelo de diferenciación similar al que 

se observa in vivo, el cual es mantenido por varias semanas de cultivo. Estas 

características son iniciadas y mantenidas por el ensamblaje de la matriz 

extracelular y por la red compleja tridimensional de las interacciones célula-

célula y célula-matriz, las cuales están ausentes en los cultivos de monocapa. 

Además, la estructura tridimensional del esferoide es relevante para el 

modelaje de la distribución y de la función de algunos factores en los tejidos, 

así como la penetración, unión y bioactividad de las drogas.  

Los esferoides se aproximan a muchas características de los nódulos de 

tumor avasculares, de micrometástasis o a regiones intervasculares de grandes 

tumores sólidos con respecto a la cinética de crecimiento. Análogos a los 

tumores sólidos y a las metástasis in vivo, el crecimiento de esferoide puede ser 

matemáticamente modelado por la ecuación de Gompertz como también 

por varios modelos matemáticos biológicos que han sido aplicados a tumores 

[94]. 
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Generalmente, dependiendo de la línea celular, cuando los esferoides 

tienen un diámetro mayor o igual a 500 m, desarrollan un centro necrótico (a 

causa del gradiente de oxígeno y nutrientes), una capa de células quiescentes 

y células que proliferan hacia la periferia [93]. Hacia el interior los gradientes de 

oxígeno y nutrientes están presentes, análogos a la situación de las regiones de 

los tumores sólidos. Estas variaciones en la fisiología celular están asociadas a 

alteraciones en la sensibilidad de una amplia variedad de terapias anti-cáncer 

en tumores y en esferoides. 

 

 

 

 

 



24 

 

Justificación 

 

La survivina, es una proteína inhibidora de la apoptosis. Esta proteína está 

sobreexpresada en la mayoría de los cánceres y se le ha asociado con la 

resistencia a la quimioterapia, con el incremento de la recurrencia del tumor y 

con la corta sobrevida del paciente.  

Se han descrito 4 variantes por splicing de la survivina. Estas isoformas son 

diferentes estructuralmente y se ha sugerido que debido a esto, tienen un 

papel diferente en la apoptosis y en el ciclo celular. Aunque aún falta mucho 

por explicar que papel desempeñan en la progresión del cáncer y el algunos 

otros procesos.  

Los esferoides son un modelo de estudio del cáncer en donde se crean 

cúmulos de células tumorales in vitro, simulando tumores sólidos. Los MTS han 

sido utilizados ampliamente en la investigación biomédica debido a que 

mimetizan de una mejor forma la situación in vivo de los verdaderos tumores 

que lo que lo hacen los cultivos en monocapa. Dentro del esferoide, al 

incrementarse el número de células y compartamentalizarse, se incrementa 

también su resistencia a la presencia de diversos fármacos y terapias, tal y 

como sucede en tumores in vivo, este mecanismo es conocido como 

resistencia multicelular. 

El presente proyecto pretende colaborar en el conocimiento del análisis de 

las isoformas de la survivina en un modelo tridimensional. Esto nos ayudará a 

comprender los mecanismos que regulan el mantenimiento del tumor in vivo y 

a conocer un poco más el papel que desempeñan las isoformas en el cáncer. 
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Hipótesis 

 

 

En los esferoides multicelulares existe una expresión diferencial de las 

diferentes isoformas de la survivina. Esta expresión diferencial es el reflejo de su 

participación en los procesos de proliferación y apoptosis de las diferentes 

poblaciones celulares. 
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Objetivo general 

 

Comparar los niveles de las isoformas de survivina en cultivos de esferoides 

multicelulares versus monocapa y determinar si la expresión de alguna isoforma 

afecta el crecimiento de los esferoides o la resistencia a drogas. 

 

 

 

 

Objetivos específicos 

 

1. Establecer el cultivo de esferoides de células de cáncer. 

 

2. Determinar qué isoformas se presentan en líneas de cáncer en 

monocapa y en esferoides.  

 

3. Determinar si hay heterogeneidad zonal en la expresión de las isoformas 

de survivina. 

 

4. Determinar si la inhibición de alguna de las diferentes isoformas de 

survivina, modifica la sensibilidad de los esferoides a la apoptosis inducida 

por antineoplásicos. 

 

5. Determinar si la inhibición específica de alguna de las  isoformas de la 

survivina, modifica la cinética de crecimiento del esferoide. 
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Metodología 

 

Líneas celulares 

HeLa. Línea celular derivada de adenocarcinoma de cérvix.   Se ha 

reportado que esta línea celular contiene el virus del papiloma humano tipo 18. 

(Número: ATCC CCL-2). 

HEK293. La línea celular HEK293 es una línea de riñón embrional humano 

transformada con adenovirus humano tipo 5. (Número: ATCCCRL-1573).  

SiHa. Línea celular derivada de carcinoma escamoso de cérvix.  Esta línea 

tiene integrado el virus del papiloma humano tipo 16. (Número: ATCC HTB-35). 

SW 48. Línea celular derivada de adenocarcinoma de colon. (Número: 

ATCC-CCL-231.) 

KB. Línea celular derivada de un carcinoma epidermoide de la boca. Se ha 

reportado que contiene el virus del papiloma humano tipo 18. (Número: ATCC 

CCL-17). 

HepG2. Línea celular derivada de un carcinoma hepatocelular. (Número: 

ATCC HB-8065).   

 

Cultivo celular de células en monocapa 

Las líneas celulares se cultivaron en Dulbecco´s modified Eagle’s medium 

(DMEM) suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB). Se incubaron a 37°C 

en una atmósfera con 5% de CO2 (v/v). Para la criopreservación, se preparó 

una suspensión de 2x106 células/ml/criovial en medio completo más DMSO 

(10%), se congelaron gradualmente y se conservaron en nitrógeno líquido. 

 

Cultivo de esferoides 

Las líneas celulares se cultivaron usando la técnica de “Liquid overlay” 

descrita por Yuhas y col. [95]. Brevemente, se sembraron 500,000 células en 

cajas de Petri con una capa delgada de agarosa al 2% durante una semana, 

posteriormente se pusieron en una incubadora rotatoria a 37°C con medio 

Leibovitz L-15. El medio se cambió cada dos días y los esferoides malformados 
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se eliminaron. El crecimiento de los esferoides se evaluó midiendo el diámetro 

usando una  reglilla calibrada. 

 

Procedimiento Histológico 

Los esferoides se fijaron en formalina. Después de 1 día de fijación, los 

esferoides se transfirieron a moldes pequeños de plástico para embeberlos. Los 

moldes se llenaron con agarosa al 2% disuelta en formaldehido al 4% Los 

moldes se pusieron en hielo y una vez gelificada la agarosa, se transfirió a los 

cassettes de tejido, los cuales fueron rutinariamente procesados con diferentes 

soluciones. Una vez procesados, la agarosa con los esferoides se embebieron 

en parafina y se realizaron cortes de 5 m para laminillas. 

 

Inmunocitoquímica 

Las secciones de los esferoides se incubaron con el marcador de 

proliferación celular Ki-67 y con el marcador de quiescencia p27KIP y con 

anticuerpos para la survivina y la survivinaDeltaEx3. Brevemente, las secciones 

fueron desparafinadas, rehidratadas en PBS y puestas en un Buffer de citrato de 

sodio 10 mM, pH 6.0. La exposición del antígeno se realizó con una olla de 

presión a 120°C por 2 min. Posteriormente, las laminillas se lavaron con PBS y la 

actividad de la peroxidasa endógena se bloqueó con la incubación con el 

reactivo en cámara húmeda. Las laminillas fueron lavadas con PBS, y se 

añadieron 100 µl de una dilución del anticuerpo primario y se incubaron de 1 a 

4 horas a temperatura ambiente. Las laminillas se lavaron con PBS, se añadió el 

anticuerpo secundario conjugado con Polymer-HRP (Biocarta, UK) y se 

incubaron por una hora en la cámara húmeda. Pasado este tiempo, las 

laminillas se enjuagaron en PBS y se incubaron con el cromógeno-sustrato DAB 

(DakoCytomation, USA) hasta que se viera el color deseado. Como control 

negativo, se omitió el anticuerpo primario. Las laminillas se contratiñeron con 

hematoxilina y se montaron con Aquamount. Los anticuerpos utilizados fueron: 

Ki-67 (DakoCytomation), p27KIP (Cell signaling), survivina (Santa Cruz) y survivina 

DeltaEx3 (Abcam). 
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TUNEL 

Los cortes de los esferoides se analizaron con el ensayo de TUNEL (Terminal 

deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosphate nick-end 

labeling), para identificar a las células apoptóticas. Se utilizó el Kit ApopTag 

(Chemicon International) de acuerdo al protocolo de la compañía. 

Brevemente, las laminillas se trataron con proteinasa K por 15 min y se 

incubaron con el Buffer terminal deoxynucleotidyl transferase  por 1 h a 37°C y 

se lavaron. Los nucleótidos que se incorporaron marcados con fluoresceína se 

visualizaron con un microscopio de fluorescencia. 

 

Construcción de los RNAs de interferencia 

 

Clonación del promotor humano U6 en el vector pGEMTEasy 

El promotor U6 se amplificó de sangre humana con primers específicos y se 

clonó en el vector pGEMTEasy. 

El primer antisentido se diseñó con un sitio de restricción para la enzima Age 

I. El promotor U6 se amplificó de DNA genómico de sangre humana por medio 

de PCR usando los siguientes primers y condiciones:  

U6 Sentido 5’     CAGTGGAAAGACGCGCAGGCAA     3’ 

U6 Antisentido 5’     ACCGGTGTTTCGTCCTTTCCACAAG 3’ 

Condiciones:  95°C 10 min. (1ciclo); 95°C 1 min., 64°C 1min., 72°C 2 min. (40 

ciclos); 72°C 20 min. (1 ciclo). 

El producto se analizó en un gel de agarosa teñido con bromuro de etidio. 

La banda específica se purificó y cuantificó. El promotor de U6 se clonó en el 

vector pGEM-T Easy de acuerdo a las especificaciones del proveedor. 

 

Diseño de las secuencias 

Se diseñaron secuencias para inhibir a la survivina tipo y a la survivina 

DeltaEx3. El ARN de interferencia para la survivina tipo está dirigido a la 

secuencia 5’gacgaccccatagaggaaca3’ que se encuentra entre los exones 1 y 

2, y el de la survivina DeltaEx3 a la secuencia 5’cggtggcttacgcctgtaata3’ que 
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se encuentra entre los exones 2 y 4. Estas secuencias fueron analizadas por Blast 

y diseñadas con los sitios para las enzimas Age I, Spe I y Pst I. Las secuencias 

seleccionadas no tienen sitios de restricción para alguna enzima.  

Los oligos diseñados para los RNAis de la survivina tipo y de la survivina 

DeltaEx3 son:  

 

Oligos 1y 2   Survivina 

5’     ccggacgaccccatagaggaacaa             3’ 

3’            tgctggggtatctccttgttgatc       5’ 

 

Oligos 3 y 4   Survivina 

5’     ctagttgttcctctatggggtcgtccggtttttctgca     3’ 

3’            aacaaggagataccccagcaggccaaaaag          5’ 

  

Oligos 1 y 2    Survivina DeltaEx3 

5’     ccggacgaccccagcaaaggaaaa     3’ 

3’            tgctggggtcgtttccttttgatc     5’ 

 

Oligos 3 y 4    Survivina DeltaEx3 

5’     ctagttttcctttgctggggtcgtccggtttttctgca     3’ 

3’            aaaaggaaacgaccccagcaggccaaaaag   5’        

 

Cada par de oligos se alineó y esta alineación se verificó en geles de 

acrilamida al 12%, comparando la alineación con los oligos no alineados. 

El primer par de oligos de ambos RNAis se clonó con las enzimas Age I y Spe 

I. Para el segundo par se utlizaron Spe I y Pst I. Estos RNAs de interferencia fueron 

clonados en el vector pGEM-T Easy (Promega), bajo el control del promotor de 

U6 humano. Como plásmido control se utilizó el vector que sólo tiene clonado 

el promotor.  

Para que las transfecciones pudieran ser estables, las construcciones de los 

RNAis, fueron subclonadas en el vector pQCXIP (Clontech).  
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Transfección y generación de las líneas celulares estables 

Se sembraron 1 X 106 de células 293 y HeLa en cajas de 60mm. Al día 

siguiente, las células se transfectaron utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen) 

y con 1g de los vectores; pGEMTeasy/U6, pGEMTeasy/RNAiSurvivina, 

pGEMTeasy/RNAiSurvivinaDeltaEx3, pQCXIP y pQCXIP/RNAiSurvivinaDeltaEx3, 

pcGFP y pcSurDelta (Estos dos últimos proporcionados amablemente por la 

Doctora Sally Wheatley), siguiendo las indicaciones del protocolo. 

Para generar las líneas celulares estables, las células transfectadas se 

seleccionaron con geneticina (700 g/ml por 15 días) o con Puromycina (3 

g/ml por 10 días). 

 

Ensayos de proliferación celular 

La proliferación celular in vitro se midió usando el Kit CellTiter 96 AQueous 

One Solution Cell Proliferation Assay (Promega). Brevemente, las células pcGFP 

y pcSurDelta se sembraron por triplicado en placas de 96 pozos, a una 

densidad de 500 células por pozo. Las células se analizaron a los 2, 4, 6 y 8 días. 

En cada punto se añadieron 20 μl/pozo de la solución 3-(4,5-dimethylthiazol-2-

yl)-5-(3-carboxy methoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium/phenazine 

ethosulfate y se incubaron por una hora. La absorbancia se leyó a 490 nm 

utilizando un lector de microplacas.  

 

Ensayos de Viabilidad Celular 

Para determinar el LD50 de los antineoplásicos utilizados, se sembraron 

15,000 células en placas de 96 pozos. Al día siguiente, las células se expusieron 

a varias concentraciones de la droga por el tiempo indicado. La viabilidad 

celular se determinó por el método de cristal violeta. Brevemente, las células se 

fijaron en etanol al 70% por 10 min a -20ºC, se tiñeron con cristal violeta al 1% 

por 15 min, se lavaron varias veces, y la tinción se disolvió en ácido acético al 

33%. La absorbancia se obtuvo a 570 nm. Todos los experimentos se realizaron 

por triplicado en tres experimentos independientes. El análisis estadístico se 

realizó con ANOVA. 
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Para analizar la resistencia de los esferoides expuestos a los fármacos. Las 

células se cultivaron como esferoides hasta llegar al tamaño de 1200 . 

Posteriormente, las células se disgregaron y se sembraron en monocapa, se 

realizaron 3 pases y se procedió a hacer el experimento de viabilidad. 

 

Ensayos de clonogenicidad 

Los ensayos se realizaron en placas de 48 pozos. En la primera columna de la 

placa se sembraron 4000 células por pozo y para el resto de la placa, se 

realizaron diluciones seriales subsecuentes 1:2. El medio se cambió cada 5 días. 

12 días después la clonogenicidad se determinó por el método de cristal 

violeta. Se realizaron tres experimentos independientes.  

 

Ciclo celular 

La distribución del ciclo celular se analizó usando un aparato sorteador 

celular activado por fluorescencia (FACS) (BD Biosciences, Heidelberg, 

Germany). Para la determinación de la distribución del ciclo celular, las células 

se cosecharon,  se lavaron con PBS y se trataron con el kit CycleTEST™ PLUS 

DNA reagent kit (BD Biosciences) de acuerdo al protocolo de la compañía. 

Para cada línea celular, se analizaron 30,000 células por triplicado. El 

porcentaje de células en las diferentes fases del ciclo celular se calculó usando 

el software FACSdiva (BD Biosciences).  

 

Extracción de ARN total 

El ARN total de muestras de células en cultivo se extrajo con trizol y 

cloroformo. Y se precipitó con isopropanol. Brevemente, 1 millón de células  se 

homogenizaron en trizol, se agregó cloroformo, se centrifugaron y la fase 

acuosa se precipitó con isopropanol. La pureza se comprobó con la relación 

260/280 y la integridad con geles de agarosa. 
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Síntesis de ADN complementario 

Se sintetizó ADN complementario a partir del ARN total de las células 

cultivadas en monocapa y en esferoides. La síntesis se hizo a partir de 1 g de 

ARN total usando hexámeros al azar, y la enzima transcriptasa reversa 

termoestable de la siguiente manera: 1 g de ARN total se desnaturalizó a 65°C 

durante 5 min, se agregaron hexámeros sintetizados al azar, deoxinucleótidos y 

enzima transcriptasa reversa en el buffer adecuado. Se incubó por 50 min a 

50°C, la reacción se paró a 85°C y se incubó durante 20 min a 37°C con RNAsa 

H.  

 

Reacción en Cadena de la Polimerasa, semicuantitativo (PCR) 

Para amplificar el ADN complementario (ADNc), se utilizaron los siguientes 

componentes: deoxinucleótidos (dNTPs), buffer, enzima polimerasa ADN 

termoestable y primers específicos para el gen de interés. Las condiciones para 

este ensayo fueron: 2.5 unidades de la polimerasa Amplitaq, 2 mM de 

deoxinucleótidos, 10 picomolar de primers y 1.5 mM de MgCl2. 

La expresión del ARN mensajero se normalizó con la expresión de la 

Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Para esto se utilizó un 

programa de densitometría, par obtener unidades arbitrarias de área y de 

intensidad de cada una de las bandas. Las bandas se normalizaron de 

acuerdo a la intensidad de la expresión de GAPDH y de acuerdo a cada gel. 

En la amplificación del ADNc de las diferentes isoformas de la survivina, se 

diseñaron oligos específicos, así como ciclos y temperaturas. Las temperaturas y 

tiempos que se usaron son los siguientes:  

GAPDH 

Sentido 5´ CCCCTTCATTGACCTCAACT 3´,  

Antisentido 5´ TTGTCATGGATGACCTTGGC 3´  

Condiciones: 95 ºC 10 min (1 ciclo); 95 ºC 30 seg, 60 ºC 30 seg, 72 ºC 30 seg 

(25 ciclos).  

Survivina 

Sentido 5’ GCCATGAATTCATGGGTGCCCCGACGTTGC 3’ 
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 Antisentido 5’ AGCTCTCTAGAGAGGCCTCAATCCATGGCA 3’.  

Condiciones: 95°C 10 min. (1 ciclo); 95°C 30 seg., 72°C 2 min. (3 ciclos); 95°C 

30     seg., 68°C 30 seg., 72 ºC 1 min. (35 ciclos) y 72°C 5 min. (1 ciclo) 

Survivina 2B 

Sentido 5’ CGAGGCGGGCGGATCACGAGAG 3’ 

 Antisentido 5’ GCTCGATGGCAAGGAGCACTTT 3’ 

Condiciones: 95 ºC 10 min. (1 ciclo); 94 ºC 30 seg., 65 ºC 30 seg., 72 ºC 30 seg. 

(37 ciclos). 

Survivina 3B 

Sentido 5’ AGGGAGGGACTGGAAGCAAAAGAAT 3’ 

 Antisentido 5’ ATTGTTGGTTTCATTTGCCTTTCTC 3’ 

Condiciones: 95 ºC 10 min. (1 ciclo); 94 ºC 30 seg., 57 ºC 30 seg., 72 ºC 30 seg. 

(40 ciclos) y 72 ºC 5 min. (1 ciclo). 

Survivina DEx3 

Sentido 5’ ACGACCCCATGCAAAGGAAACCAACA 3’ 

 Antisentido 5’ AGCCCGGGAATCAAAACAGCAAAAA 3’ 

Condiciones: 95 ºC 10 min. (1 ciclo); 94 ºC 30 seg., 63 ºC 30 seg., 72 ºC 1 min. 

(35 ciclos) y 72 ºC 5 min. (1 ciclo). 

Los productos en fase logarítmica se analizaron en geles de agarosa y 

acrilamida teñidos con bromuro de etidio y la intensidad de la banda se 

cuantificó por densitometría.  

 

PCR en Tiempo Real 

Para realizar esta técnica se utilizaron los oligos específicos para cada una 

de las isoformas; survivina 2B, survivina 3B y survivivina Delta Ex3. 

Se estandarizaron las condiciones para cada una de las amplificaciones de 

las isoformas de la survivina. Los productos en fase logarítmica se analizaron en 

geles de agarosa teñidos con bromuro de etidio. 

Las bandas correspondientes a las isoformas se purificaron por columnas de 

extracción. Los productos purificados se cuantificaron y se preparó una curva 

estándar, (desde 0.5 X 1010  hasta  0.5 X 1020 copias). 
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Las condiciones para estos ensayos fueron: 2.5 unidades de la polimerasa 

Amplitaq Gold, Syber Green 1X, Fluoresceína 10 mM, 0.4 mM de 

deoxinucleótidos, 10 pM de primers y 1.5 mM de MgCl2.  

Se utilizaron oligos para amplificar a los ARNs ribosomales y así poder 

normalizar la expresión. Los oligos utilizados fueron, 

Sentido 5’ CGTTGATTAAGTCCCTGCCCTT 3’ 

 Antisentido   5’ TCAAGTTCGACCGTCTTCTCAG 3’ 

 

Las temperaturas y tiempos que se usaron para la amplificación de las 

isoformas son los siguientes:  

Survivina 2B: 95°C 10 min. (1 ciclo); 95°C 30 seg., 64°C 30 seg., 72°C 30 seg. 

(45 ciclos). 

Survivina 3B:  95°C 10 min. (1 ciclo); 95°C 30 seg., 57°C 30 seg., 72°C 30 seg. 

(45 ciclos). 

Survivina DeltaEx3: 95°C 10 min. (1 ciclo); 95°C 30 seg., 64°C 30 seg., 72°C 30 

seg. (45 ciclos). 

Finalmente se aumentó un gradiente de temperaturas creciente después de 

la PCR para monitorizar la cinética de disociación de los fragmentos de 

amplificación. Mediante esta aplicación se determinó la Tm de los amplicones 

para comprobar su especificidad. 

 

Extracción de proteínas totales 

El botón celular se obtuvo con PBS. Se decantó el botón  y se resuspendió en 

el buffer RIPA (1% de NP40, 0.5% de Deoxicolato de sodio y 0.1% de SDS en PBS, 

suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas, a una densidad de 5 

millones de células/ml. Posteriormente, las células resuspendidas fueron 

pasadas 20 veces por una jeringa de 1 ml para romper las membranas. Se 

incubaron en hielo por 10 min y posteriormente se centrifugaron  en una 

centrífuga refrigerada, a 10,000 rpm por 30 min. El sobrenadante fue 

recuperado como proteína total. 
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Western blot 

Las proteínas se separaron en geles SDS-PAGE al 12% y se transfirieron a 

membranas de PVDF. Las membranas se bloquearon con leche sin grasa al 5% 

en TBS-Tween (0.1%) por una hora a temperatura ambiente. Las membranas se 

incubaron con la solución de bloqueo y el anticuerpo primario toda la noche a 

4ºC. Al siguiente día, las membranas se lavaron cuatro veces con TBS-Tween 20 

y se les aplicó un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rábano 

por una hora a temperatura ambiente. Las membranas se lavaron por dos 

horas y la unión del anticuerpo secundario se visualizó con quimioluminiscencia, 

usando el kit ECL Plus Western Blotting Detection Reagents (Amersham 

Bioscences). Se utilizó un programa de densitometría para obtener unidades 

arbitrarias de área y de intensidad de cada una de las bandas. Las bandas se 

normalizaron de acuerdo a la intensidad de la expresión de Actina. Los 

anticuerpos usados fueron: Cdk1 (51-9001917, BD Biosciences), p-Cdk1 (9111, 

New England Biolabs), Chk1 (2345, Cell Signaling), cyclin B (51-9001924, BD 

Biosciences), p27 (2552, New England Biolabs), nucleolin (sc-8031, Santa Cruz), 

survivina (Santa Cruz), survivina DeltaEx3 (Abcam) y el anticuerpo contra actina 

fue proporcionado amablemente por el Dr. Herrera (IPN).  
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RESULTADOS 

 

 

Cultivo de esferoides de líneas celulares de cáncer 

Se estableció el cultivo de esferoides tumorales multicelulares con la técnica 

de “liquid overlay” utilizando diferentes líneas celulares y pudimos observar que 

dependiendo de la línea se llega a un tamaño máximo (Tabla 2). 

 

Línea celular Tamaño 4 semanas 

micras 

SiHa (CaCu) 1580 ± 85 

HEK293 (Riñón) 1700 ± 23 

Sw48 (Colon) 480 ± 91 

KB (Cabeza y 

cuello) 

2033 ± 57 

HepG2 (Hígado) 2000 ± 78 

HeLa  (CaCu) 2000 ± 66 

 

Tabla 2. Tamaño promedio de esferoides de diferentes líneas 

                       celulares a las 4 semanas de cultivo. 

 

 

Con base a las características de los cultivos, seleccionamos a las líneas 

celulares HeLa y HEK293 para realizar el proyecto. De acuerdo al tamaño, 

elegimos esferoides de 200, 500 y 1200 micras. Los esferoides de HeLa crecieron 

rápidamente y alcanzaron los 550 m3 después de 16 días de cultivo (Figura 5). 

Mientras que los esferoides de HEK293 llegaron a este mismo tamaño en la 

mitad del tiempo (Figura 6). 
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Figura 5. Crecimiento de esferoides multicelulares. Las células HeLa se tripsinizaron, se contaron 

y se crecieron como esferoides multicelulares usando la técnica de “liquid overlay”. A) Curva 

de crecimiento de los esferoides de HeLa. En los tiempos mostrados, 30 esferoides fueron 

medidos utilizando una regla microscópica. Los resultados se expresaron como el promedio. B) 

Características morfológicas de los esferoides. Los esferoides se embebieron en parafina y se 

realizaron cortes. Posteriormente se tiñeron con hematoxilina y eosina. La línea representa 100 

m. 
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Figura 6. Crecimiento de esferoides multicelulares. Las células HEK293 se tripsinizaron, se 

contaron y se crecieron como esferoides multicelulares usando la técnica de “liquid overlay”. 

A) Curva de crecimiento de los esferoides de HEK293. En los tiempos mostrados, 30 esferoides 

fueron medidos utilizando una regla microscópica. Los resultados se expresaron como el 

promedio. B) Características morfológicas de los esferoides. Los esferoides se embebieron en 

parafina y se realizaron cortes. Posteriormente se tiñeron con hematoxilina y eosina. La línea 

representa 100 m. 
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Expresión de las isoformas en cultivo de monocapa y esferoides 

Para analizar los niveles de expresión de las isoformas de la survivina en los 

esferoides, realizamos ensayos de RT-PCR y de Western blot. Utilizamos 

esferoides de HeLa (200, 500 y 1200 micras) y de su contraparte en monocapa 

(Figura 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Expresión de las isoformas de la survivina en los esferoides. ARN total y proteínas totales, 

se extrajeron de esferoides multicelulares de HeLa (200, 500 y 1200 micras) y de su control de 

cultivo en monocapa. Se utilizaron oligos que amplifican el marco completo de lectura de la 

survivina y oligos específicos para la survivina 2B, survivina DeltaEx3 y para la survivina 3B A) PCR 

semicuantitativo de las isoformas de la survivina. Como control se analizó la expresión de 

GAPDH. B)  Western blot de survivina. La expresión de actina se utilizó como control de carga. 

Estos experimentos se realizaron por triplicado. 
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Para obtener un análisis cuantitativo de la expresión de las diferentes 

isoformas de la survivina, realizamos RT-PCR en tiempo real. Los ensayos se 

hicieron con los mismos tamaños de esferoides y como control, el cultivo de 

monocapa de la línea celular. 

La amplificación de la survivina tipo fue ineficiente debido al limitado 

número de regiones disponibles para su amplificación específica. Por lo tanto, 

analizamos el producto de PCR que amplifica a todas las isoformas de la 

survivina. 

Estos análisis revelaron que los niveles de expresión de la survivina total se 

incrementan después de los estadios iniciales de la formación del esferoide y 

regresan a su expresión basal cuando el esferoide llega a su máximo tamaño 

(Figura 8A). 

Los niveles de la survivina 2B se incrementan conforme el esferoide crece, 

llegando al máximo nivel en los esferoides de 1200 micras (Figura 8B). 

Los niveles totales de la survivina DeltaEx3 fueron similares a aquellos de la 

survivina total (Figura 8C). 

Interesantemente, los niveles basales del cultivo en monocapa de la 

survivina 3B, fueron dos veces más altos que el resto de las isoformas analizadas 

y los niveles de expresión de la survivina 3B fueron más bajos en los diferentes 

tamaños del esferoide que en la monocapa (Figura 8D). 

Estos experimentos también los realizamos en la línea celular HEK293. En 

estas células, los niveles de expresión de las isoformas 2B y 3B de la survivina 

fueron muy similares a los obtenidos en la línea celular HeLa. (Figura 9B y 9D). 

Mientras que los niveles de las isoformas tipo y DeltaEx3 se mantuvieron altos 

durante la última fase de crecimiento del esferoide (Figura 9A y 9C). 
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Figure 8. Expresión de las isoformas dela survivina en los esferoides. El ARN total se extrajo de 

esferoides multicelulares de HeLa y de su control de cultivo en monocapa; y se transcribió a 

ADN complementario. Se utilizaron oligos para las diferentes isoformas de la survivina para 

evaluar los niveles de expresión por PCR en tiempo real.  A) Survivina total. B)  Survivina 2B. Estos 

experimentos se realizaron por triplicado. 
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Cont. Figura 8. Expresión de las isoformas de la survivina en los esferoides. El ARN total se extrajo 

de esferoides multicelulares de HeLa y de su control de cultivo en monocapa; y se transcribió a 

ADN complementario. Se utilizaron oligos para las diferentes isoformas de la survivina para 

evaluar los niveles de expresión por PCR en tiempo real.  C) Survivina DeltaEx3. D)  Survivina 3B. 

Estos experimentos se realizaron por triplicado. 
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Figure 9. Expresión de las isoformas dela survivina en los esferoides. El ARN total se extrajo de 

esferoides multicelulares de HEK293 y de su control de cultivo en monocapa; y se transcribió a 

ADN complementario. Se utilizaron oligos para las diferentes isoformas de la survivina para 

evaluar los niveles de expresión por PCR en tiempo real.  A) Survivina total. B)  Survivina 2B. Estos 

experimentos se realizaron por duplicado. 
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Cont. Figura 9. Expresión de las isoformas de la survivina en los esferoides. El ARN total se extrajo 

de esferoides multicelulares de HEK293 y de su control de cultivo en monocapa; y se transcribió 

a ADN complementario. Se utilizaron oligos para las diferentes isoformas de la survivina para 

evaluar los niveles de expresión por PCR en tiempo real.  C) Survivina DeltaEx3. D)  Survivina 3B. 

Estos experimentos se realizaron por duplicado. 
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Localización de la isoformas de la survivina en el esferoide 

Los MTS presentan una compleja red organizada con interacciones 

tridimensionales célulacélula y célula-matriz extracelular, por lo que cada 

célula individual está expuesta a diferentes condiciones de espacio y de 

disponibilidad de nutrientes. Debido a esto, se crean diferentes poblaciones 

dentro del esferoide. A nivel estructural se pueden distinguir tres capas de 

poblaciones celulares en los MTS: un centro apoptótico/necrótico, una capa 

intermedia de células quiescentes con tendencia a diferenciarse y una capa 

externa de células en proliferación. El centro necrótico/apoptótico aparece en 

MTS con diámetro mayor de 500 m. 

Para analizar en qué zona del esferoide se encontraban las variantes de la 

survivina, realizamos una caracterización de las diferentes poblaciones dentro 

del esferoide. 

Para caracterizar los cambios proliferativos y quiescentes que ocurren 

durante el crecimiento de los esferoides, los esferoides de las líneas HeLa y 

HEK293 se fijaron con formalina y se embebieron en parafina. Posteriormente, 

los cortes de estos esferoides se tiñeron con el marcador de proliferación Ki-67 y 

con el marcador de quiescencia p27KIP1.  

La expresión de los dos marcadores en los esferoides de las dos líneas fue 

muy similar. Encontramos que el porcentaje de células positivas a Ki67 en los 

esferoides de HeLa y de HEK293, disminuye conforme el tamaño aumenta y las 

células que se encontraban en las capas externas de los esferoides 

frecuentemente eran positivas a Ki-67 (Figuras 10A y 11A).  

Las células positivas a p27KIP se encontraron en los esferoides más grandes 

de 25 m3 (Figuras 10B y 11B), y la proporción de células positivas a p27KIP fue 

similar a la de las zonas intermedia y central (que corresponden al área 

negativa a Ki-67). 
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Figura 10. Inmunocitoquímica de Ki67 y p27KIP en esferoides representativos. Los cortes  de 

esferoides de HeLa teñidos para la expresión de A) Ki67 y B) p27KIP. La línea representa 100 

m.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Inmunocitoquímica de Ki67 y p27KIP en esferoides representativos. Los cortes  de 

esferoides de HEK293 teñidos para la expresión de A) Ki67 y B) p27KIP. La línea representa 100 

m.  
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Posteriormente, para determinar la población de las células apoptóticas en 

el esferoide, realizamos la técnica de TUNEL. En la siguiente figura se puede 

observar que las células apoptóticas se encuentran en la zona central del 

esferoide (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 
Figura 12. Población de células apoptóticas en 

el esferoide. Se realizó la técnica de TUNEL en 

un esferoide de la línea celular HeLa. 

 

 

 Finalmente, para observar la distribución de las isoformas de la survivina 

dentro del esferoide, realizamos inmunocitoquímica de la survivina y de la 

survivina DeltaEx3 en esferoides HeLa y HEK293 (Figuras 13 y 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13.  Expresión de la survivina y survivina DeltaEx3 en esferoides. Inmunocitoquímica en 

esferoides de HeLa A) Survivina y B) Survivina DeltaEx3. La línea representa 100 m.  
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Figura 14.  Expresión de la survivina y survivina DeltaEx3 en esferoides. Inmunocitoquímica en 

esferoides de HEK293 A) Survivina y B) Survivina DeltaEx3. La línea representa 100 m.  

 

Como se puede observar en las figuras 13 y 14, la tinción de la survivina se 

encuentra principalmente en las capas proliferativas del esferoide, mientras 

que la survivina DeltaEx3 es más heterogénea dentro de los esferoides. 

No fue posible realizar este ensayo para la survivina 2B, debido a que el 

anticuerpo no funcionó para inmunocitoquímica y tampoco para la survivina 

3B, debido a que no hay anticuerpo disponible para esta isoforma. 

 

Resistencia Multicelular 

En los tumores sólidos, in vivo, las células más resistentes a quimioterapia o 

radioterapia se ubican a una distancia entre 100 y 150 μm de los vasos  

sanguíneos y áreas necróticas con reducida concentración de oxígeno. Dentro 

del esferoide, al aumentar el número de células y compartamentalizarse, se 
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incrementa también su resistencia al efecto de diversos fármacos, tal y como 

sucede in vivo. 

La mayoría de los fármacos citotóxicos convencionales (cisplatino, 

estaurosporina, taxol) matan a las células (tumorales y no tumorales) que se 

encuentran proliferando. Debido a la estructura tridimensional del esferoide y 

del tumor sólido, la concentración final del fármaco, en las capas más 

profundas o alejadas de los vasos sanguíneos, es tan baja que resulta ineficaz 

contra las células ya sean quiescentes o no.  

Para determinar si nuestros esferoides tienen resistencia a antineoplásicos, se 

obtuvo la LD50 (dosis letal media) de Staurosporina, Cisplatino y Etopósido. 

Posteriormente, las células se cultivaron en esferoide, se disgregaron, se 

cultivaron en monocapa y se observó si se había modificado la LD50, haciendo 

más resistentes a las células.  

Se determinó la viabilidad y se observó que las células que habían sido 

cultivadas en esferoide fueron más resistentes a los fármacos, aunque estas 

diferencias no fueron significativas (Figura 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Resistencia a los antineoplásicos. Las células HeLa se cultivaron en esferoide hasta 

llegar al tamaño máximo (1200 ). Posteriormente se disgregaron y se sembraron en 

monocapa. Se mantuvieron en este cultivo por tres pases y se expusieron a los 

antineoplásicos, staurosporina (STU), 250 nM por 24 h, cisplatino (CP), 40 M por 18 h y 

Etopósido (VP16), 100 M por 48 h. 
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Posteriormente, para saber si los niveles de expresión de las isoformas, en las 

células que fueron cultivadas previamente en esferoides (después de 3 

pasajes), se modificaron, analizamos su expresión por PCR en tiempo real, con 

las condiciones antes mencionadas (Figura 16). 
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Figura 16. Niveles de expresión de las isoformas de la survivina en células previamente 

cultivadas en esferoide. Las células HeLa se cultivaron en esferoide, se disgregaron y se 

sembraron en monocapa, después de tres pasajes se extrajo ARN total y se realizó RT-PCR 

en tiempo real. M,monocapa; E; esferoide. Se usaron oligos específicos para la 

amplificación de cada isoforma. A) Survivina 2B, B) Survivina DeltaEx3 y C) Survivina 3B. 
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Cont. Figura 16. Niveles de expresión de las isoformas de la survivina en células previamente 

cultivadas en esferoide. Las células HeLa se cultivaron en esferoide, se disgregaron y se 

sembraron en monocapa, después de tres pasajes se extrajo ARN total y se realizó RT-PCR 

en tiempo real. M,monocapa; E; esferoide. Se usaron oligos específicos para la 

amplificación de cada isoforma. A) Survivina 2B, B) Survivina DeltaEx3 y C) Survivina 3B. 

 

 

 

Los niveles de expresión de la survivinas 2B y 3B fueron muy similares a los 

niveles antes obtenidos del cultivo en monocapa, mientras que la expresión de 

la survivina DeltaEx3 aumentó considerablemente, lo que sugiere un 

mecanismo epigenético para la regulación de la survivina en un modelo 

tridimensional. 

 

 

La inhibición de la survivina DeltaEx3 modifica la sensibilidad de los 

esferoides a la apoptosis 

Para evaluar la importancia de la sobreregulación de la survivina DeltaEx3 

en la formación del esferoide, decidimos inhibir a esta isoforma en las células 

HeLa. Diseñamos dos ARNs de interferencia, uno dirigido a la survivina tipo y 

otro para la survivina DeltaEx3. 
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 Para evaluar que esta inhibición fuera específica, analizamos la expresión 

de las diferentes isoformas de la survivina por medio de RT-PCR (Figura 17).  
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Figura 17. Inhibición de la isoformas de la survivina. A) RT-PCR semicuantitativo de ARN total 

de las células HeLa transfectadas con el vector vacío y con el RNAiSurtipo. B) Western blot 

de proteínas totales de las células HeLa transfectadas con el vector vacío y con el 

RNAiSurtipo. C) RT-PCR semicuantitativo de ARN total de las células HeLa transfectadas con 

el vector vacío y con el RNAiSurDeltaEx3. 

 

Para determinar si la inhibición de estas isoformas de la survivina hacía 

sensibles a las células HeLa expuestas a antineoplásicos, las células trasfectadas 

con los RNAis se expusieron a las LD50 de la estaurosporina, del cisplatino y del 

etopósido (Figura 18). Al contrario de lo que esperábamos, la viabilidad en las 

células expuestas con estaurosporina no sufrió cambios considerables, mientras 

-        + RNAi Survivina Tipo 

Survivina 

Actina 
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que las células expuestas al cisplatino, incluso mostraron un ligero aumento en 

la viabilidad (RNAi Survivina Tipo, figura 18B). De la misma manera, con la 

exposición al etopósido, las células no se sensibilizaron al inhibir a estas 

proteínas (Figura 18C). 
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Figura 18. La inhibición de la survivina tipo y de la survivina DelatEx3 modifican la sensibilidad 

de los esferoides a la apoptosis inducida por antineoplásicos. Las células HeLa transfectadas 

con el vector vacío (RNAi U6) y con los RNAs de interferencia de la survivina tipo y de la 

survivina DeltaEx3, se expusieron a diferentes antineoplásicos; A) staurosporina, 250 nM por 

24 h, B) cisplatino, 40 M por 18 h y C) Etopósido, 100 M por 48 h. La viabilidad se determinó 

por cristal violeta. Los experimentos se realizaron por triplicado para cada estímulo.  
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Cont. Figura 18. La inhibición de la survivina tipo y de la survivina DelatEx3 modifican la 

sensibilidad de los esferoides a la apoptosis inducida por antineoplásicos. Las células HeLa 

transfectadas con el vector vacío (RNAi U6) y con los RNAs de interferencia de la survivina 

tipo y de la survivina DeltaEx3, se expusieron a diferentes antineoplásicos; A) staurosporina, 

250 nM por 24 h, B) cisplatino, 40 M por 18 h y C) Etopósido, 100 M por 48 h. La viabilidad 

se determinó por cristal violeta. Los experimentos se realizaron por triplicado para cada 

estímulo.  
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Efecto de la inhibición de la survivina tipo y de la survivina DeltaEx3 en el 

crecimiento de los esferoides 

Para analizar la importancia de la survivina tipo y de la survivina DeltaEx3 en 

la formación de esferoides, creamos células HeLa estables con los RNAs de 

interferencia. Las líneas celulares generadas se cultivaron la técnica de “liquid 

overlay”, previamente descrita. Los esferoides de la línea con la survivina tipo 

inhibida no mostraron cambios al compararlos con los esferoides control. A 

diferencia de éstos, los esferoides con el RNAi/SurDeltaEx3 tuvieron un tamaño 

mayor (Figura 19).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Efecto de la inhibición de la survivina tipo y de la survivina DeltaEx3 en el 

crecimiento de los esferoides. Las células establemente transfectadas se cultivaron por 3 

días y se observaron con el microscopio. Se muestra el promedio de 30 esferoides, de 3 

experimentos independientes. La línea representa 250 m. 
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Efecto de la inhibición de la survivina tipo y de la survivina DeltaEx3 en la 

clonogenicidad 

El ensayo de clonogenicidad o de formación de colonias, evalúa la 

supervivencia celular in vitro, basado en la capacidad de algunas células 

tumorales para proliferar y formar colonias. Este ensayo es utilizado para 

determinar si las células tumorales retienen o no la capacidad proliferativa 

después de ser tratadas con radiaciones ionizantes o con agentes citotóxicos. 

Realizamos ensayos de clonogenicidad con las líneas celulares estables con 

los RNAs de interferencia. Como se puede observar en la figura 20, las células 

con la survivina Delta Ex3 inhibida son más clonogénicas que las células control 

(p=0.039). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Efecto de la inhibición de la survivina tipo y de la survivina DeltaEx3 en la 

clonogenicidad. Las células establemente transfectadas se sembraron por 12 días en 

diferentes diluciones. 

 

Con estos resultados, en donde la inhibición de la survivina DeltaEx3 hace 

más sensibles  a las células expuestas al etopósido, hace que las células formen 

esferoides más grandes y que sean más clonogénicas, decidimos sobreexpresar 

a esta isoforma y analizar algunos de los procesos previos. 
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La sobreexpresión de la Survivina DeltaEx3 Inhibe la Formación del Esferoide, 

el Crecimiento Celular y la Clonogenicidad 

 

Para evaluar la importancia de la sobreregulación de la survivina DeltaEx3 

en la formación del esferoide, decidimos sobreexpresar a esta isoforma en las 

células HeLa. Para evaluar que esta sobreexpresión fuera específica, 

analizamos la expresión de las diferentes isoformas de la survivina por medio de 

RT-PCR. Encontramos que solamente la survivina DeltaEx3 estaba 

sobreexpresada (Figura 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 21. Sobreexpresión de la survivina DeltaEx3. Las células HeLa se transfectaron 

establemente con el vector pcSurDeltaEx3 y se extrajo ARN total. Los niveles de las diferentes 

isoformas se analizaron por PCR semicuantitativo. La expresión se normalizó con GAPDH.  

 

 

 

Cultivamos esferoides tumorales con las células pcSurDeltaEx3 y como se 

muestra en la figura 22, las células que sobreexpresan a la survivina DeltaEx3 no 

forman esferoides, las células solamente son capaces de agregarse en 

pequeños grupos.  
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Figura 22. Efecto de la sobreexpresión de la survivina DeltaEx3 

en el crecimiento de los esferoides. Las células pcGFP y pcSurDelta 

se cultivaron por 3 días y se observaron al microscopio.  

 

 

Desarrollamos ensayos de proliferación para investigar las posibles razones 

de la agregación. Inesperadamente, encontramos que la sobreexpresión de la 

survivina DeltaEx3 inhibe el crecimiento celular (Figura 23).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Efecto de la sobreexpresión de la survivina DeltaEx3 en la proliferación. Las células 

pcGFP y pcSurDelta se cultivaron por 8 días y realizó la técnica de cristal violeta. La 

absorbancia se leyó a 490 nm. El experimento se realizó por triplicado. 

 

 

 

Finalmente, debido a que la formación del esferoide depende, no 

solamente de la habilidad de las células para proliferar, sino también de la 

capacidad de sobrevivir como clona, decidimos realizar ensayos de 

clonogenicidad. Como se puede observar en la figura 24, las células que 

sobreexpresan a la survivina DeltaEx3 fueron menos clonogénicas al 

compararlas con las células control, lo cual concuerda con el aumento de 

clonogenicidad al inhibir a esta isoforma (Figura 20). Por lo tanto, la 
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sobreexpresión de la survivina DeltaEx3 afecta la capacidad clonogénica y la 

proliferación celular en las células de cáncer cérvicouterino.  

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Efecto de la sobreexpesión de la survivina DeltaEx3 en la clonogenicidad. Las 

células establemente transfectadas se sembraron por 12 días en diferentes diluciones. Se 

tiñeron con cristal violeta. 

 

 

Efectos de la sobreexpresión de la survivina DeltaEx3 en el ciclo celular 

Debido a nuestros resultados, en los que la sobreexpresión de la survivina 

DeltaEx3 inhibe el crecimiento celular, decidimos investigar la distribución del 

ciclo celular después de sobreexpresar a esta isoforma. Los análisis de 

citometría de flujo revelaron que la sobreexpresión de la survivina DeltaEx3 

disminuye un poco la población celular que se encuentra en la fase S del ciclo 

(5% en las células transfectadas con pcSurDelta versus 6.7% en las células 

transfectadas con pcGFP) (Figura 25A). Posteriormente, quisimos observar si 

había algún cambio en las proteínas involucradas en este proceso y 

analizamos la expresión de Cdk1, Ciclina B, Chk, p27 y el estado de fosforilación 

de Cdk1 (Figura 25B). Los niveles de proteína de Cdk1, Ciclina B, Chk1y p27 no 

sufrieron algún cambio al sobreexpresar a la survivina DeltaEx3, solamente 

encontramos un incremento en los niveles de Cdk1 fosforilado. 
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Figura 25. Evaluación del ciclo celular en las células que sobreexpresan a la survivina 

DeltaEx3. A) La distribución del ciclo celular de las poblaciones sobreexpresando a la survivina 

DeltaEx3 o GFP, se evaluaron por citometría de flujo.  M1, G0/G1; M2, fase S, M3, G2/M. El 

experimento se realizó por triplicado. B) La expresión de las proteínas del ciclo celular se analizó 

por western blot con proteínas nucleares de las células establemente transfectadas, la 

expresión de nucleolina se utilizó como control de carga. 
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Discusión 

 

 La apoptosis o muerte celular programada es el proceso ordenado por el 

que la célula muere ante estímulos extra o intracelulares. La apoptosis es 

fundamental en el desarrollo de órganos y sistemas, en el mantenimiento de la 

homeostasis del número de células y en la defensa frente a patógenos. Es un 

proceso finamente regulado que cuando se altera produce graves patologías 

como malformaciones, defectos en el desarrollo, enfermedades autoinmunes, 

enfermedades neurodegenerativas o aparición de tumores. 

La inhibición aberrante de este programa de muerte celular juega un 

importante rol en promover el crecimiento celular del cáncer [2]. La survivina 

está sobreexpresada en la mayoría de todos los tumores, incluyendo el de 

pulmón, de colon, de mama, pancreático, gástrico, de hígado, cérvicouterino, 

de ovario y de próstata, así como también en melanomas y enfermedades 

hematopoyéticas [27,76,96,97]. La survivina y sus isoformas han sido implicadas 

en varios procesos celulares, incluyendo la apoptosis y la proliferación. Debido 

al splicing alternativo, por lo menos cinco isoformas de la survivina están 

presentes en las células de cáncer (survivina, survivina 2B, survivina 3B, survivina 

Delta Ex3 y survivina 2 alfa). Sin embargo, los papeles exactos de las isoformas 

descritas son desconocidos. Mahotka y colaboradores describieron a la 

survivina y a la survivina DeltaEx3 como proteínas antiapoptóticas, en contraste 

con las otras isoformas [42]. La survivina DeltaEx3 es la única isoforma que tiene 

una señal de localización mitocondrial y un dominio BH2 [38]. Además, se ha 

observado que el pool de survivina mitocondrial protege a las células de la 

muerte celular inducida por varios agentes [56].  

En este proyecto, analizamos a las isoformas de la survivina en la progresión 

del cáncer utilizando un modelo que asemeja más la situación de un tumor in 

vivo que el cultivo de monocapa. Por lo tanto, los esferoides constituyen una 

buena herramienta experimental que hace la unión entre los cultivos de 

monocapa y los modelos experimentales de animales. Las células tumorales 

mantenidas en cultivos con movimiento pueden formar agregados con forma 
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de esfera, llamados “esferoides multicelulares”. Estos esferoides multicelulares se 

parecen en algunas propiedades a los tumores sólidos, como por ejemplo en el 

arreglo de la matrix extracellular, las zonulas oclusivas entre las células 

epiteliales, los gradientes de nutrimentos y la proliferación celular de la periferia 

del esferoide hacia el centro [98]. Como se observa en los tumores, los 

esferoides en crecimiento gradualmente generan subpoblaciones de células 

apoptóticas y quiescentes en el centro. De la misma manera, en las regiones 

del tumor en donde no hay una adecuada vasculatura, esta subpoblación de 

células quiescentes constituye una masa hipóxica de células no proliferantes 

que son resistentes a varias terapias [99]. Usando este modelo, nosotros 

encontramos que las isoformas de la survivina fueron diferencialmente 

reguladas durante el crecimiento de los esferoides.  

La expresión de la survivina y de la survivina DeltaEx3, aumentan durante la 

fase exponencial del esferoide para y en el tamaño máximo del esferoide 

mostraron un ligero decremento. El aumento de la isoforma Delta Ex3 se 

esperaba, debido a que esta isoforma se asemeja más a la survivina tipo y 

como ha sido reportado, se encuentran mayores niveles en las fases del ciclo 

celular, G1 tardía, S, G2 y M. La disminución de la expresión de estas proteínas 

en los esferoides de mayor tamaño, probablemente se deba que en esta fase 

la población de células proliferantes disminuye en el esferoide y como se pudo 

observar en las inmunocitoquímicas de estas proteínas, se encontraban 

principalmente en las zonas proliferativas del esferoide. Aunque hasta la fecha, 

no se ha reportado que la survivina DeltaEx3 esté relacionada con la 

proliferación del tumor [47].   

La survivina 2B aumenta considerablemente durante el crecimiento del 

esferoide, llegando a su máxima expresión en los esferoides de mayor tamaño. 

Se ha reportado que esta isoforma es una proteína proapoptótica y 

antagonista de la survivina tipo [42,46], posiblemente su aumento en los 

esferoides se deba a que existe una regulación entre las isoformas y que se 

formen heterodímeros con la survivina tipo, inactivando de esta manera al 

dímero. 
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En cuanto a la survivina 3B, interesantemente sus niveles de expresión fueron 

muy altos en el cultivo en monocapa, para posteriormente disminuir durante el 

crecimiento del esferoide. Actualmente, no se ha reportado mucho de esta 

isoforma. Se sabe que tiene una señal de localización nucleolar y que 

interactúa con las proteínas del complejo pasajero cromosomal, pero aún no 

se ha reportado el papel que pudiera desempeñar en el crecimiento tumoral. 

Lamentablemente, no pudimos analizar la localización de esta proteína en las 

poblaciones del esferoide, estos datos podrían ayudar a esclarecer su papel en 

algunos procesos celulares. 

Dentro del esferoide, al aumentar el número de células y 

compartamentalizarse, se incrementa también su resistencia al efecto de 

diversos fármacos, tal y como sucede in vivo. Esto se conoce como resistencia  

multicelular. Se han descrito dos tipos: la resistencia adquirida y la resistencia 

intrínseca o inherente a la estructura del esferoide. La resistencia adquirida es 

generada por diversos factores relacionados con la hipoxia y asociados con el 

crecimiento tridimensional. La segunda, es la resistencia intrínseca que 

desarrolla el tumor desde su origen [100]. 

Para determinar si las células cultivadas en esferoide, permanecían con esta 

resistencia multicelular, obtuvimos la LD50 de la Staurosporina, del Cisplatino y 

del Etopósido. Posteriormente, las células se cultivaron en esferoide, se 

disgregaron, se cultivaron en monocapa y se observó si se había modificado la 

LD50, haciendo más resistentes a las células.  

Se podría decir que la resistencia en nuestras células se mantuvo. En 

general, hubo una tendencia al aumento de la viabilidad al exponerse a los 

fármacos y al compararse con las células control, aunque estos cambios no 

fueron significativos. 

Quisimos analizar qué pasaba con la expresión de las isoformas de la 

survivina en este tipo de células, que ya habían sido cultivadas en un modelo 

tridimensional y que tenían mayor resistencia a los fármacos. Nuevamente, 

cultivamos a las células en esferoide, disgregamos y sembramos en monocapa. 
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Después de tres pasajes, analizamos la expresión de las variantes de la 

survivina. 

Los niveles de expresión de la survivinas 2B y 3B fueron muy similares a los 

niveles antes obtenidos del cultivo en monocapa, mientras que la expresión de 

la survivina DeltaEx aumentó considerablemente, lo que sugiere un mecanismo 

epigenético para la regulación de la survivina en un modelo tridimensional. 

Para determinar si la inhibición de alguna de las diferentes isoformas de 

survivina, modificaba la sensibilidad de los esferoides a la apoptosis inducida 

por antineoplásicos, diseñamos RNAs de interferencia dirigidos contra la 

survivina tipo y la survivina DeltaEx3. Decidimos enfocarnos a estas isoformas 

debido que están diferencialmente desreguladas durante el crecimiento de los 

esferoides. 

Las células con las isoformas inhibidas se expusieron a las LD50 de los 

antineoplásicos mencionados anteriormente. Se ha reportado que las variantes 

tipo y DeltaEx3 son proteínas antiapoptóticas y su sobreexpresión en los 

cánceres se ha relacionado con un mal pronóstico. Es por esto que al inhibir a 

las isoformas, lo más probable es que hubiera un aumento en la sensibilidad a 

estos fármacos y que las células fueran menos viables, pero en ningún 

experimento encontramos mayor sensibilidad a los estímulos expuestos y ésto 

probablemente se deba a una sustitución de papeles con estas isoformas, ya 

que los RNAis utilizados en este proyecto son específicos para la survivina tipo o 

para la survivina DeltaEx3.  

Finalmente, para determinar si la inhibición específica de estas isoformas 

modificaba la cinética de crecimiento del esferoide, cultivamos esferoides con 

las células establemente transfectadas y realizamos ensayos de 

clonogenicidad. 

Los esferoides con la survivina DeltaEx3 inhibida crecieron más rápidamente 

y las células fueron más clonogénicas, mientras que en los esferoides con el 

RNAi de la survivina tipo, no hubo cambios significativos. Por lo que decidimos 

sobreexpresar a la proteína survivina DeltaEx3 para corroborar algunos 

resultados y ayudarnos a esclarecer el papel que esta isoforma estaba 
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desempeñando en el crecimiento del esferoide. Para ésto, sobreexpresamos a 

esta variante de la survivina y realizamos ensayos para analizar procesos 

importantes en el crecimiento del esferoide, como proliferación, 

clonogenicidad y el ciclo celular. 

Las células con la survivina DeltaEx3 sobreexpresada (pcSurDelta), y las 

usamos para cultivar esferoides. Interesantemente, las células no fueron 

capaces de formar estructuras propias de un esferoide y solamente se 

formaron algunos pequeños agregados. 

Posteriormente, analizamos si esta sobreexpresión modificaba la 

proliferación y la clonogenicidad de las células, ya que son procesos 

involucrados en el crecimiento y remodelaje del esferoide. 

Nuestros resultados muestran que el crecimiento celular se inhibió 2.25 veces 

y también se redujo la capacidad clonogénica, lo cual concuerda con el 

aumento de la clonogenicidad en las células con la survivina DeltaEx3 inhibida. 

Cabe mencionar que resultados previos de Noton y col., [47], demostraron 

que, en contraste a nuestros resultados, la sobreexpresión de la survivina 

DeltaEx3 en las células de osteosarcoma U2OS, no causaba un alteración en la 

proliferación celular, ni en los defectos del ciclo celular. 

Esta diferencia se puede deber a un efecto específico de tejido del 

transgén, ya que nosotros utilizamos una línea de cáncer cérvicouterino para 

nuestros experimentos. 

Además, no hay estudios que sugieran la participación de la survivina 

DeltaEx3 en la progression del osteosarcoma, en donde la sobrexpresión de 

esta isoforma ha sido solamente reportada en estadios avanzados del tumor 

[76]. Estos escenarios de la survivina Delta Ex3 en diferentes tipos de cáncer, 

necesitan más investigación. 

Una posible explicación para nuestros resultados es el efecto potencial de 

dominante negativo de la isoforma sobreexpresada. Se ha mostrado que las 

isoformas de la survivina pueden interactuar directa o indirectamente entre 

ellas [38,72,101]. Estos heterodímeros se han detectado en nuevas 

localizaciones celulares, lo que podría darles la capacidad de desarrollar 
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nuevas funciones [38]. Esto también está apoyado por un reporte previo en 

donde la sobreexpresión de la survivina DeltaEx3 no puede complementar la 

pérdida de la capacidad proliferativa, debido a la deficiencia de la survivina 

[47].  

Nuestros datos se asemejan a resultados obtenidos con una mutante de la 

survivina pseudo-fosforilada [102]. La fosforilación de la survivina en la Thr34 por 

la cinasa mitótica Cdk1 es requerida para mantener la estabilidad de la 

survivina, y la inhibición de esta fosforilación resulta en un incremento en la 

sensibilidad a los estímulos apoptóticos y a la muerte celular mediada por 

casapasas, sugiriendo una relación entre la apoptosis y el ciclo celular [55,103]. 

La mutación de la THr34 con una alanina no fosforilable, disminuye su 

estabilidad y suprime su acitividad citoprotectiva [55,103]. Barret y col., [102] 

reportaron que la mutación, fosfo-mimética, Thr34E, permite el crecimiento e 

incrementa la resistencia a la muerte inducida por varios estímulos. 

Definitivamente, se requieren estudios adicionales para describir el papel de 

la survivina y de sus isoformas en la proliferación. Además, recientemente se 

han descubierto nuevos roles fisiológicos y patológicos, incluída la 

angiogénesis, mantenimiento de células stem y resistencia a las drogas [104], 

haciendo de esta proteína un interesante blanco para la intervención 

terapéutica. Varios estudios han demostrado que el silenciamiento de la 

survivina previene el crecimiento del tumor en algunos tipos de cáncer [105-

108].  
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CONCLUSIONES 

 

 

En conclusión, con este estudio proporcionamos evidencia de que las 

isoformas de la survivina se regulan diferencialmente en el esferoide. Más 

específicamente la survivina DeltaEx3. 

Presentamos evidencia de que la survivina DeltaEx3 tiene funciones pro y 

anticáncer. 

Demostramos que la expresión ectópica de la survivina DeltaEx3 reduce la 

proliferación, la clonogenicidad y la capacidad de crecimiento en un cultivo 

tridimensional, todos estos importantes procesos para el desarrollo del cáncer. 

Estos resultados añaden complejidad al rol de este gen en la progresión del 

tumor. 
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ANEXO 1 

 

Abreviaturas 

 

ADN/DNA Ácido desoxirribonucleico 

AIF Factor inductor de apoptosis 

Apaf-1 Factor 1 activador de caspasa apoptótica 

ARN/RNA Ácido ribonucleico 

ATP Adenosín trifosfato 

Bcl-2 Leucemia de células B-2 

BIR Repetición IAP baculoviral 

BRUCE/BIRC6 Enzima conjugadora de ubiquitina que contiene una 

repetición BIR 

CARD Dominio de reclutamiento para caspasas 

CARPs Proteínas RING asociadas a las caspasas 8 y 10 

Cdc2 Cinasa dependiente de ciclina 2 

CDE/CHR Elemento dependiente del ciclo celular/Región de 

homología a genes del ciclo celular 

c-FLIP Proteína inhibidora de FLICE celular 

cIAP1/BIRC2 IAP celular 1 

cIAP2/BIRC3 IAP celular 2 

FADD Proteína asociada a Fas vía dominio de muerte 

HBXIP Proteína que interactúa con la proteína X de la hepatitis B 

IAPs Proteínas Inhibidoras de la Apoptosis 

ILP-2/BIRC8 Proteína 2 tipo IAP 

INCENP Proteína interna del centrómero 

JNK Cinasa amino terminal de c-Jun 

ML-IAP/BIRC7 IAP de melanoma 

MTS Esferoides tumorales multicelulares 

NAIP/BIRC1 IAP neuronal 

Omi/HtrA2 Proteína A2 que requiere alta temperatura 
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RING Nuevo gen realmente interesante 

RNAi RNA de interferencia 

SIDA Síndrome de inmunodeficiencia adquirida 

Smac/DIABLO Segundo activador de caspasas derivado de 

mitocondria/Proteína de unión directa a IAP de bajo 

punto isoeléctrico 

TRAFs Factores asociados al receptor de TNF 

TNF Factor de necrosis tumoral 

TRAIL Ligando inductor de apoptosis relacionado al TNF 

UBC Conjugadora de ubiquitina 

XIAP/BIRC4 Inhibidor de apoptosis unido al cromosoma X 

 

 

Abreviaturas de medidas 

 

h Horas 

kDa Kilodaltones 

min Minutos 

ml Mililitro 

mM Milimolar 

nM Nanomolar 

nm Nanómetros 

pb Pares de bases 

pM Picomolar 

rpm Revoluciones por minuto 

seg Segundos 

g Microgramos 

l Microlitros 

M Micromolar 
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ANEXO 2 

 

RNA de interferencia 

El silenciamiento por RNA de interferencia (RNAi), es una respuesta biológica 

conservada en diferentes organismos multicelulares, la cual media la resistencia 

a ácidos nucleicos patógenos y regula la expresión de genes que codifican 

proteínas [109].  

Esta técnica se basa en un silenciamiento génico post-transcripcional muy 

eficiente basado en la degradación de RNA mensajeros específicos por medio 

de pequeños RNAs de 21-23 nucleótidos [109]. En la célula, un RNA de doble 

cadena (RNAdc) es reconocido por una maquinaria que comienza con una 

ribonucleasa RNasa III denominada Dicer, esta enzima corta RNAdc generando 

pequeños RNA de interferencia (siRNAs) los cuales son RNAs dúplex de 

aproximadamente 22 nucleótidos. A continuación, estos siRNAs son 

incorporados a una nucleasa multicomponente efectora llamada RISC 

(Complejo de Silenciamiento Inducido por RNA), la cual deshebra a los siRNAs 

por medio de una helicasa, con el siRNA de una sola hebra en conjunto con el 

RISC reconoce y destruye RNAm blanco secuencia-específico [110].  
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ANEXO 3 

 

Mecanismos de acción de los fármacos 

Estaurosporina 

La estaurosporina es un potente inhibidor de proteínas cinasa. Ha sido 

ampliamente utlizado in vitro como un inductor de apoptosis en muchas líneas 

celulares. Sin embargo, los mecanismos por los cuales induce apoptosis, aún no 

se conocen con exactitud. Se ha sugerido que la vía intrínseca tiene un papel 

importante en la apoptosis inducida por estaurosporina. Sea reportado el 

requerimiento de activación de caspasas para la muerte inducida por 

estaurosporina, pero también se han sugerido mecanismos independientes de 

caspasas. La vía dependiente de caspasas se asocia a la activación de Bax y 

liberación de Smac/DIABLO y del citocromo c, mientras que en la vía 

independiente de caspasas podría estar involucrado AIF [111]. 

 

Cisplatino 

El cisplatino se une covalentemente al ADN con preferencia a la posición N-

7 de la guanina y la adenina. En consecuencia, se produce una unión cruzada 

entre dos bases de ADN mediante el desplazamiento del otro ligando cloro 

[112]. El cisplatino interfiere en la construcción del ADN a través de distintos 

mecanismos, alterando la mitosis celular. El ADN dañado dispara mecanismos 

de reparación, lo que acaba generando la apoptosis celular cuando esta 

reparación resulta imposible. Recientemente se ha demostrado que la 

apoptosis inducida por el cisplatino en las células del cáncer de colon humano 

depende de la serina-proteasa mitocondrial Omi/Htra2 [113]. 

 

Etopósido 

El etopósido es un importante agente antineoplásico utilizado para el 

tratamiento de una amplia gama de tumores. El blanco principal del etopósido 

es la topoisomerasa II. Esta enzima remueve el sobreenrollamiento del genoma 

al introducir cortes transitorios en la doble hebra del ADN. El etopósido estabiliza 
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al complejo covalente enzima-ADN cortado, que es un intermediario en el ciclo 

catalítico de la topoisomerasa II. La acumulación de estos complejos de corte 

en células tratadas, conduce a la generación de cortes permanentes en el 

material genómico, lo cual dispara las vías de recombinación/reparación, 

mutagénesis y translocaciones cromosomales. Si los cortes permanecen, la 

célula puede iniciar las vías de muerte [114]. En este caso, el daño al ADN 

activa a la proteína DNA-PK, que a su vez fosforila y activa a p53. La 

fosforilación de p53 resulta en la regulación positiva de proteínas implicadas en 

el control del ciclo celular y  la apoptosis [115]. 
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ANEXO 4 
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