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Resumen 

NF-.A:S pertenece a una familia de factores de transcripción que son 
activados por una gran variedad de estímulos extracelulores. incluidos 
diversos agentes antineoplásicos. En células somáticas no estimuladas. 
estos factores de transcripción permanecen inactivos en el citoplasma 
por interacción directa con proteínas inhibidoras pertenecientes a la 
familia de IKB. Su principal mecanismo de activación consiste en 
permitir su translocación nuclear. previa degradación proteosómica 
inducida por estímulo. de dichos inhibidores. En cambio, en diversos 
sistemas tumorales. se ha descrito que la actividad nuclear de estos 
factores de transcripción es constitutiva. específicamente la del 
complejo formado por las proteínas pSO y p6S. Recientemente se 
estableció que la activación de estos factores de transcripción se 
correlaciona con la capacidad de algunos sistemas celulares paro 
inhibir apoptosis inducido por diferentes estímulos. 
El objetivo del presente trabajo consistió en estudiar la posible 
implicación de NF-..tB en lo distinta resistencia a sufrir apoptosis inducido 
por el antineoplásico Gemcitobina. en los dos sistemas tumorales de 
cérvix. SiHa (poco sensible) y CaSki (sensible). 

Demostramos que existen al menos dos complejos basales 
pertenecientes o la familia de Re! en ambos sistemas. Además. que es 
en la línea celular CaSki en donde se encuentran los mayores niveles de 
activación de ambos complejos y que es sólo en esta línea que la 
translocación de NF-KB al núcleo es inducida por el tratamiento con 
gemcitabina. El fenotipo de resistencia diferencial entre ambas líneas 
puede ser explicado. al menos parcialmente. en función a que existen 
diferencias en la composición molecular del sistema de transducción 
que permite lo activación de NF-KB a través del receptor a TNF-a. De 
dichas diferencias. lo más significativa consistió en que la línea celular 
SiHa presenta mayores niveles de expresión de diversos inhibidores de la 
familia de Rel con respecto a los encontrados en lo línea celular CaSki. 
Este estudio demuestra que probablemente el efecto protector contra 
apoptosis mediado por estos factores de transcripción. esté asociado 
no solamente a su presencia constitutiva en el núcleo. sino a los niveles y 
tiempo de inducción alcanzados en función a determinado estímulo. 



l.. Introducción 

1.1 • ¿Qué es el cáncer? 

De manera muy simple. una célula tumoral pierde la capacidad para 
controlar su proliferación, diferenciación y muerte. Estas características 
son generadas esencialmente por cambios en la expresión de dos 
clases de genes: los oncogenes y los genes supresores de tumores. La 
función alterada de las proteínas codificadas en estos genes. producen 
una regulación anormal de las vías de señalización que controlan el 
ciclo celular. la apoptosis. la estabilidad genética, la diferenciación 
celular y la morfogénesis. Los cambios en todos estos procesos son los 
responsables de los pasos iniciales para la transformación neoplásica y 
la subsecuente progresión tumoral. resultando en el desarrollo de los 
tumores malignas I Kopnin. 2000). 

El término oncogen se designó originalmente a elementos genéticos 
discretos (genes) de origen viral que poseran la capacidad de 
modificar el fenotipo de las células a las cuales infectaban. Esta 
transformación fenotípica de las células ( disminución en el tiempo de 
doblaje, cambios en la estructura macroscópica celular. pérdida de la 
inhibición por contacto, entre otras), estaba relacionada con la 
integración del genoma viral al genoma de Jo célula huésped. 

Estudios posteriores demostraron que estos oncogenes codificaban pora 
proteínos loncoproteínas} . que jugaban un papel importanle durante el 
ciclo de vida viral. como aquellos relacionadas con el inicio de la 
replicación y control transcripcional de genes virajes. y parte de la 
habilidad de estos oncogenes para transformar a las células parecía ser 
consecuencia de estas actividades. 

Con la identificación y clonación de diversos oncogenes logró 
demostrarse que existen genes homólogos a los oncogenes en la mayor 
parte de los organismos pluricelulares. A estos genes se les denominó 
proto-oncogenes u oncogenes celulares IBishop. 1991 y Rabbits. 1994). 
Los oncogenes celulares son genes celulares normales: su conversión a 
oncogenes puede ocurrir por diversos mecanismos como la 
amplificación y diversas mutaciones. 

Los genes supresores de tumores (anti-oncogenes) son también genes 
celulares; su inactivación aumento la probabilidad de formación de 
tumores, mientras que el restablecimiento de sus funciones suprimen el 
crecimiento de las células tumorales. 
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Algunos de los criterios para caracterizar a genes e incluirlos en alguna 
de estas dos categorías (oncogenes o genes supresores de tumores) 
son los siguientes: aJ cambios en la estructura y/o expresión del gen en 
diversos sistemas tumorales; b) lo aparición de tumores en individuos 
muy jóvenes asociados a mutaciones de tipo germinal del gen en 
cuestión; cl un incremento en la incidencia de tumores en animales 
transgénicos los cuales expresan la forma activa alterada del gen( en el 
caso de los oncogenesJ o mutaciones tipo "knock-out" en el caso de 
los. genes supresores de tumores; dI la capacidad para causar 
alteraciones morfológicos característicos de transformación neoplósico 
como el crecimiento ilimitado (oncogenesJ o por el contrario, inhibición 
del crecimiento en células cultivados in vitro (genes supresores de 
tumores, Kopnin , 2000). 

Por lo anterior, es necesaria lo elección de un modelo experimental 
muy específico, lo cual permite profundizar en los mecanismos de 
transformación propios del modelo y con ello mejorar la prevención y 
tratamiento posteriores de dicho neoplasia. Si bien es cierto que existen 
mecanismos comunes y básicos de malignización o transformación 
neoplósica, cada tipo tumoral presento particularidades que se ponen 
de manifiesto sobre todo. a nivel de su respuesta o los diferentes 
tratamientos. 

El presente trabajo está enfocado al modelo de cáncer cervicouterino 
que primero. es un problema de salud pública en México y segundo 
presenta como característica importante ser muy resistente a los 
diferentes tipos de terapias convencionales actuales. 

1, 2,- Cáncer cervfcoulertno (CaCul, Generalidades 

El cáncer cervicouterino es uno de las principoles causas de muerte en 
los países en vías de desarrollo. En México. esta enfermedad es 
responsable de aproximadamente el 33% de las muertes por cáncer en 
mujeres (Registro Histopatológico de Neoplosios Molignos. Secretaría de 
Salud, 1998). 

Como todas las neoplasias malignas, el carcinoma de cérvix es 
consecuencia de una serie de alteraciones en genes que regulan la 
proliferación celular y el proceso apoptótico. La infección por el virus 
de papiloma humano (VPH) es probablemente el factor más importante 
en su etiopatogenia . El DNA viral se encuentra integrado en el 90% de 
los casos diagnosticados como lesiones invasoras. El mecanismo de 
transformación asociado a la infección por el VPH, consiste 
principalmente en la inactivación de proteínas celulares que son 
producto de genes supresores de tumores como p53 y retinoblastoma 
por oncoproteínos viraleS (E6 y E7). 

3 



1.2.1 Epidemiología 

En México, el cáncer cervicouterino es la principal causo de muerte en 
mujeres entre los 25 y 64 años de edad, con más de 4300 muertes 
anuales, por lo que es considerado un problema grave de salud 
público. Entre 1996 y 1998 se reportaron 58.638 cosos de este tipo de 
cáncer en el registro nacional. de los cuales un 78% se diagnosticó 
como carcinoma invasivo (Topiaetol..1998). 

En el Instituto Nacional de Cancerología se atienden en promedio 600 
nuevos casos 01 año y la gran parte de ellos se diagnostican como 
lesiones en estadios avanzados{ Registro Histopatológico de Neoplasias 
Malignas. Secretoría de Salud. 1998) 

1. 2.2 Factores de riesgo 

~Edad: la incidencia de carcinoma cervical se incrementa rápidamente 
del 0.3 antes de los 20 años y menos del 2.0 por 100.000 anles de las 25 
años hasta el 16.6 por 100. 000 o los 40 años. Esle porcentaje se 
incremento hasta un 22.4/ 100.000 o los 85 años de edad. Lo edad 
promedio de diagnóstico son los 54 años (Registro Histopatológico de 
Neoplasias Malignas. Secretoría de Salud. 1998). 

-Raza: las mujeres de raza negra presentan una mayor incidencia que 
los caucásicos. (2.0-2.5 veces mas). 

-Patologías ginecológicas previas: Comportamiento sexual: 
promiscuidad, temprano inicio de vida sexual activa. Infección: Como 
en casi todas las regiones del mundo Jo infección por el virus de 
papiloma humano (VPH) es el principal factor de riesgo. siendo el 
subtipo 16 el más comúnmente idenlificado( 50·65% del total de cosos.) 
Sin embargo, la infección por el subtipo 18 también es muy frecuente. 
la infección por ambos subtipos de papiloma es considerada de alto 
riesgo. 

-Tabaquismo. El riesgo a padecer este tipo de cáncer se incrementa 
cuatro veces más en pacientes fumadoras ( Manual Clínico, lange de 
oncología práctico. 1999). 

1. 2.3.- Patrón metastóslco 

Se han detectado tres rutas principales de diseminación: 1) extensión 
directa ( crecimiento directo a estructuras contiguos: vagina. vejiga, 
recto) 2) Diseminación linfática y 3) Diseminación hemafógeno. la más 
frecuente en estadios avanzados. 
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Los principales órganos de diseminación y metástasis son el pulmón, el 
hueso e hígado (Manual Clínico longe de oncología práctico, 1999). 

1, 2,4 Esquemas de tratamiento 

El carcinoma cervical sigue un patrón de progreslon relativamente 
ordenado. Se caracteriza primeramente por diseminación locorregional 
a órganos pélvicos y ganglios linfáticos regionales y posteriormente a 
órganos distantes. La elección del tratamiento depende de factores 
como el estadio clínico, el tamaño tumoral y/o la presencia de ganglios 
pélvicos infiltrados por tumor. En general. los carcinomas microinvasivos 
( Estadio lA 1) se resecan quirúrgicamente, este trotamiento permite la 
curación de prácticamente todos los casos. 

Los tumores en estadios clínicos tempranos (IA2 a lB 1) se tratan 
habitualmente mediante histerecfomía radical y linfadenecfomía 
pélvica. lo que produce porcentajes de curación superiores al 90%. Sin 
embargo en estadios avanzados. que desafortunadamente son los más 
observados en nuestro país. el tratamiento consiste en radioterapia 
como modalidad única. siendo el pronóstico de estas pacientes mucho 
menos alentador. lográndose porcentajes de supervivencia a cinco 
años de solo el 15%. Paro las pacientes que presentan enfermedad 
mefastásica a distancia ( IVB) o aquellas con recurrencia o persistencia 
de la enfermedad. la supervivencia media es de aproximadamente 
ocho meses ( Omuro GA. 1996). 

Un problema grave dentro de los tratamientos convencionales para 
cualquier tipo de cáncer es la resistencia mostrada tanto a quimio 
como a radioterapia. Se ha demostrado que parte de los mecanismos 
moleculares involucrados en este proceso. derivan de lo variabilidad 
celular intra~les¡onal que existe en los tumores. es decir. no todas las 
alteraciones moleculares son las mismas en cada una de las células que 
forman parte del tumor. Debido a lo anterior. es necesario seguir 
estudiando mecanismos probables de resistencia que pudieran estar 
involucrados con dicha variabilidad. para modificar esquemas de 
tratamiento con terapias adyuvantes que permitan optimizar las 
terapias convencionales. 

Actualmente. la mayor parte de las terapias anti-tumorales están 
dirigidas a tratar de inducir el proceso apoplótico en las células blanco 
mediante la activación de diferentes cascadas de señalización que 
activan dicho proceso. La radiación ultravioleta. por ejemplo. al alterar 
la estructura de los ácidos nucleicos. previa formación de radicales 
libres por radiólisis del agua. genera inestabilidad genómica la cual se 
considera un evento iniciador de apoptosis. vía señalización nuclear 
por p53(Bristow el 01, 1996), Otros agentes ontíneoplásicos que generan 
también inestab!Hdad genómica como el efopósido. un inhibidor de 
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topoisomerasa 11. es capaz de inducir la expresión del ligando de Fas. 
evento que se asocia con apoptosis en linfocitos T. Esta vía de 
señalización para inducir apoptosis ocurre a través de receptores a 
muerte. en donde están incluidos Fas (CD95) y el receptor a 
TNF-a ( Kasibhatla el al .. 1998). 

Algunos detalles de estos mecanismos de activación apoplótica se 
revisan con mayor detalle en la siguiente sección. 

1.3.- Apoptosls. Generalidades 

la muerte celular ha sido descrito como la pérdida irreversible de lo 
estructuro y función celulor. la muerte celular ocurre como proceso 
fisiológico normal durante la organogénesis en los embriones y el 
recambio celular en organismos adultos. así como en procesos 
patológicos en respuesta a diferentes tipos de daño. 

la apoptosis es un tipo de muerte celular que a diferencia de la 
necrosis. que se considera un proceso esencialmente occidental que 
ocurre como consecuencia de un daño generalmente mecánico 
grave a la célula, además de presentar características morfológicos 
específicas. se le considera un proceso genéticamente regulado (Raff 
Me. 1992). 

Morfológicomente la apoptosis se caracteriza por condensación 
citoplásmica y del núcleo . seguida de una pérdida de la membrana 
nuclear, fragmentación de la cromatina y la subsecuente formación de 
múltiples fragmentos rodeados por membrana plasmática que 
contienen material nuclear y citoplásmico. conocidos como cuerpos 
apoptóticas (Kerr el al .. 1972) . 

Estudios sobre los mecanismos moleculares involucrados en el proceso 
apoptótico han demostrado que la maquinaria basal para su ejecución 
es constitutiva, es decir. no es estrictamente dependiente de 
transcripción en todas las células de vertebradas (Martin el al . 1990). 

Algunos de los elementos moleculares involucrados con dicho proceso. 
se han descrito con base a estudios genéticos realizados en el modelo 
del nemátoda Caenorhabditis elegans. (Yuan el al.. 1990). 

Estos estudios demostraron que mutaciones que generaban pérdida de 
la función del producto del gen ced-3. provocaban la inhibición del 
programa de muerte en este organismo. Demostraron también, que el 
proceso de muerte en este nemátodo era inhibido por la sobre­
expresión del producto del gen ced-9. la caracterización de la 
estructura y función de estas proteínas permitieron identificar a las 
piotefno$ homó!ogos Pon células de mamífero. 
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En estos organismos se encontró que existen varios proteínas homólogas 
a CED·3,las cuales hoy se agrupan en uno familia denominado "familia 
de las casposos". Igualmente los homólogos en mamíferos de la 
proteino CED-9 de C. e/egons. constituyen hoya la familia de Bcl-2 
(Solvesen et 0/ .• 1997). 

A lo fecha las casposas en los mamíferos comprenden un grupo de 
trece proteasas que han sido divididos en tres sub familias : las subfamilia 
de . los proteosos "ICE-LlKF' que incluye a los cosposos 1.4.5 y 13. osi 
como a las casposas murinas 11 y 12 para los cuales no se han 
identificado homÓlogos en humanos. La subfamilia de Ced·3 que 
incluye a los cosposos 3.6.7.8.9 Y la. y la última subfomilio que solo 
incluye a un miembro que es la casposa 2 (Chinnoiyon el al .. 1996). 

Mientras la casposa 1 estó principalmente involucrado en la activación 
de pro·citocinas, las casposas 2,3,6,7,8 y 10 son características de lo 
apoptosis ( Nicholson el 0/ .. 1997). 

Estas proteínas tienen como característica estructural común una 
cisteína en su sitio activo y todas cortan a su sustrato con un motivo 
consenso común que incluye un aspartato. Algunas veces el corte 
generado por estas proteínas resulta en la activación de distintos 
blancos, otras en su inactivadón, pero nunca en lo degradación. 
Estas proteínas son sintetizadas de manera constitutiva como zimógenos, 
los cuales son denominados "pro·caspasas". Existe evidencia 
experimental que sugiere que la activación de las procaspasas ocurre 
de manera secuencial. como una cascada proteolítica 
(Nicholson el 01..1997). 
Una vez activadas por corte, los casposas cortan proteínas blanco que 
son indispensables en el mantenimiento de la estructura celular normal 
como las láminas nucleares, la aefina, la p·tubulina, así como de 
sustratos que solo son activados durante la apoptosis como el Factor de 
Frogmentoción de DNA ( DFF-45. Liu el al .. 1997) y al inhibidor de la 
nucleoso murino ICAD ( Enori el al .. 1998). los cuales son responsables al 
menos en parte, de los cortes internucleosómicos característicos de una 
célula apoptótico (Kidd. 1998). 

El orden exacto en el que actúan las casposas en las diferentes vías de 
señalización pro-apoptótica es controversial 01 igual que la secuencia 
temporal con otros eventos característicos del programo de muerte; sin 
embargo existen algunos casposas yo identificados como específicas 
de las diferentes vías de inducción de muerte celular, como la casposa 
8 relacionada con la activación de apoptosis vía receptores a muerte 
(Roff,1998). 
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Existen caracterizadas actualmente tres vías de señalización para la 
inducción de apoptosis. Todas tienen en común el permitir la activación 
de las pro-caspasas y con ello la ejecución del programa de muerte. 
Una de ellas es la interacción de receptores de superficie con sus 
respectivos ligandos, los cuales, a través de moléculas adaptadoras 
pueden reclutar y activar pro-cmpasas, específicamente la pro­
caspasa 8 como es el receptor a el ligando Fas y el receptor a TNF-a, 
TNFR 1, que se les ha denominado en conjunto receptores a muerte, 
dada su capacidad poro activar apoptosis en las células que los 
expresan. Este tipo de inducción de apoptosis es el empleado por los 
linfocitos normales activados, una vez que han llevado a cabo su 
función ( Ashkenazi el 01., 1998). 

la segunda vía de señalización es iniciada por una gran variedad de 
estímulos pro-apoptóticos e involucra daño mitocondrial en sus pasos 
iniciales. Cuando la mitocondria es dañada y se altera su potencial de 
membrana, ésta libera al citoplasma al citocromo C. Esta proteína 
funciona normalmente en el proceso de transporte de electrones 
durante la respiración celular para la formación de ATP. Una vez en 
citoplasma, esta proteína tiene una función muy diferente. Se une a la 
molécula adoptadora AP AF-I. que es homólogo o lo proteino CED-4 en 
C.elegans. Este complejo permite la activación directa de la pro­
casposa 9, .10 cual inicia la cascada de casposas y la ejecución de la 
apoptosis ( Zou et al., 1997) Cabe mencionar que este mecanismo es 
activado tanto por señales intracelulares y extrocelulares, por eso se le 
considera un mecanismo de amplificación de la cascada de casposas, 
lo cual permite aumentar la eficiencia y la velocidad con la que el 
proceso de muerte se lleva a cabo. 

la tercera vía de señalización involucra el daño directo al DNA. Aunque 
es el mecanismo que está menos caracterizado, se han involucrado 
proteínas como p53, que es prOducto de un gen supresor de tumor. 
Esta proteína que actúa como factor de transcripción es capaz de 
activar opoptosis y detener la progresión del ciclo celular (Roff, 1998). 

1,3.1- Controles sobre el proceso apoptóffco. 

El inicio o no del programa de muerte es entonces una decisión que no 
es trivial para una célula; por lo tanto, es necesario que dicho proceso 
esté regulado de una manera muy estricta. 
Dentro del contexto de regulación, uno de los más claros es aquel que 
se ejerce sobre la actividad de las casposas. Como cualquier otra 
enzima. la actividad de estas proteínas puede modificarse ya sea por 
permitir o no su activación ( p.ej. controlando el tráfico subcelular de 
estas proteínas y/o de sus sustratos) o por inhibición directa de la 
actividad enzimática propia de la casposa una vez que ya ha sido 
üctlvüda, impidiendo que se corte el sustrato siguiente. 
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Otra forma de regulación es inhibir la activación de las casposas por 
competencia del sitio de reclutamiento de la pro-casposa, como es el 
caso específico de los receptores a muerte. En este sistema se han 
descrito proteínas adaptadoras truncas que se unen al sitio de 
reclutamiento o dominio de muerte presente en la región intracelular 
de estos receptores , impidiendo que se una y se active a la pro­
caspasa 8 I Nicholson el 01..1997). 

Se .han descrito familias completas de proteínas que forman parte de los 
mecanismos de control sobre la apoptosis mediante la intervención 
sobre la actividad de las casposas. 

Una de estas familias es la familia de proteínas inhibidoras de apoptosis 
(lA?). El primer miembro de esta familia fue caracterizada en baculovirus 
( virus que infectan a células de insecto) gracias a su capacidad para 
atenuar la apoptosis inducida por infección viral. A la fecho se han 
descrito en mamíferos cinco homÓlogos de estas proteínas, NAI?, crA?], 
cIAP2. XIAP y muy recientemente la proteína survivina, cuya expresión es 
regulada a través de los fases del ciclo celular y tiene afinidad por 
proteínas de citoesqueleto . A esta proteína se le ha implicado en el 
control de lo apoptosis durante la división celular. El principal 
mecanismo de acción de estas proteínas consiste en inhibir la 
activación de algunas pro-casposas como la 9, pero tienen además la 
capacidad de interaccionar con proteínas adaptadoras que permiten 
la transducción de la señal de muerte a través de receptores 
membranales I Roy el al. 1997; LaCasse el al. 1998). 

Otra familia encargada del control del proceso apoptótico es la familia 
de Bcl-2. Se han clonado hasta la fecha 12 proleínas de mamífero con 
homología estructural a la proteína Bcl-2. Los miembros de esta familia 
se dividen en proteínas pro-apoptóticas y antiapoptóticas. las proteínas 
antiapoptóticas están mucho más relacionadas estructuralmente con 
Bcl-2 I Bcl-x. BcI-2. Mcl-1. A 1 Y Bao) y estructuralmente más alejadas las 
proteínas pro-apoptéticas . Bik. Blk. Hrk. Bim. Bad. Bid y Diva IGreen et 
al .. 1998). 

los miembros de esta familia pueden heterodimerizar vía interacciones 
entre motivos estructurales conocidos como dominios homólogos a 
Bcl-2. Dado que se ha descrito que no es la presencia individual de 
coda una de ellas la que se correlaciona con determinado efecto, 
sino el balance entre las cantidades de proteínas de un tipo u otro, se 
ha sugerido que la heterodimerización resulta en una neutralización de 
los efectos y el fenotipo sensible o resistente a sufrir apoptosis se genera 
en fundón a qué grupo de proteínas domine en concentración. Sin 
embargo existen proteínas mutan tes en el dominio de dimerización que 
son capaces de ejercer su efecto pro-ó-antiapoptófico independiente 
a su capacidad de heterodimerizar. Entonces se acepta que hay 
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mecanismos dependientes y no dependientes de heterodimerización 
(Zhu et 01., 1996) 

Muchos de los miembros de la familia de BCl-2 contienen en la región 
carboxilo terminal una región hidrofóbica capaz de interaccionar con 
diferentes membranas intracelulares como la mitocondrial y la de 
retículo endoplósmico y perinuclear. Estudios realizados con proteínas 
de fusión han demostrado que la unión a membranas por los miembros 
de esta familia es indispensable para su efecto anfiapoptótico. la unión 
de los miembros de Bcl-2 a la membrana mitocondrial es de particular 
interés dado que se ha demostrado que un mecanismo probable de 
inhibición de apoptosis sea estabilizar lo membrana mitocondrial e 
impedir lo liberación de citocromo C 01 citoplasma. impidiendo la 
formación de complejos de citocromo C con Apof-l; inhibiendo de 
esto manero la activación de procaspaso 9 y con ello lo coscado de 
activación de los casposas efectoras como lo 3 y lo 7 (Kluck et 01 .• 
1997). 

Es interesante también que BcI-2. BcI-x y Bax pueden formar canales 
iónicos en membranas biológicas. Esto actividad de canales jónicos 
mostrada por algunos miembros de lo familia pOdrían controlar 
apopfosis al modificar la permeabilidad de membranas intracelulares. 

Por ejemplo la interacción de lo proteína Bax con el canal aniánico 
dependiente de Yoltoje (VDAC), un componente de el poro de 
transición. induce un cambio en lo permeabilidad de lo membrana 
mitocondrial alterando el potencial y con ello. la liberación de 
citocromo e hacia citosol . induciendo apopfosis. 

Esta actividad de Bax es inhibible por Bcl-2. Bcl-x . en cambio permite 
mantener el recambio mitocondrial ATP/ADP bajo condiciones no 
óptimas para el crecimiento ( p.ej deprivación de suero) al estabilizar lo 
función del translocador de nucleótidos de adenina . el cual es 
dependiente de lo función de VDAC. Esto es. que los miembros de la 
familia de Bcl-2 controlan la liberación de citocromo c de lo 
mitocondria por regulación de componentes formadores del poro de 
transición que se genera en lo membrana mitocondrial después de 
determinados estímulos pro-apoptóticos. 

Otro mecanismo propuesto para lo acción de Bcl-2. es lo regulación 
poro el mantenimiento homeostásico de los flujos de calcio desde 
reticulo endoplásmico (Minn et 01., t997; Schendel et 01., 1997 Y Narito 
et 01 .. t 998), 

Finalmente. otro mecanismo importante de regulación es el control de 
la expresión génica de los proteínas que inteIVienen directamente en el 
proceso apoptótico. En este sentido. !a participación de los factores de 
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transcripción en la regulación de dicho proceso resulta crítico. tanto en 
la regulación como en la ejeCUCión de todo el proceso. 

Un ejemplo muy claro de la importancia de estos factores de 
transcripción en la regulación del proceso apoptótico es el caso de la 
proteína p53 y el factor de transcripción NF-KB. 

p53 es una proteína producto de un gen supresor de tumor. Esta 
proteína está involucrada en una gran variedad de procesos fisiológicos 
de . una célula. Entre éstos se incluyen transcripción de genes. 
reparación del ONA. control del ciclo celular. mantenimiento de lo 
estabilidad genómica. envejecimiento y muerte celular. Esta proteína es 
activada en respuesta a daño específiCO al material genético. Su papel 
dentro de la regulación positiva del proceso apoptótico está ligado a su 
actividad transcripcionol ( Frebourg et al.. 1995. levine el al.. 1995. 
Macleod el al .. 1995). 

NF-KB es un factor de transcripción que permanece inactivo en el 
citoplasma. por interacción con proteínas inhibidoras específicas. por lo 
que su principal mecanismo de regulación consiste en permitir o no su 
translocación nuclear previa degradación de su inhibidor. Este factor es 
activado por una gran variedad de estímulos extra celulares como: el 
estrés oxidativo. la luz ultravioleta, TNF-a y los lipopolisacaridos 
(May et 01 .. 1998) . Su papel como regulador negativo de la opoptosis se 
describió en 1996. en donde se demostró que la restauración de una de 
los subunidades que lo conforman(p65} en fibroblostos de ratones 
knockout inducía protección a sufrir apoptosis mediada por el factor de 
necrosis tumoral alfa. Esta actividad antiapoptótica está asociado o su 
capacidad paro activar la transcripción de genes antiapoptóticos 
como los proteínas IAP 1 Y 2 y otros genes como la proteína adaptadora 
TRAF 2. evento asociado a la inhibición de lo activación de la 
procosposa 8 vía receptores a muerte (Wang el a/ .. 1998). 

Sin embargo el papel como regulador de la apoptosis es controversia!. 
en algunos sistemas es capaz de inhibir el proceso . mientras que en 
algunos otros es un activador específiCO de lo apoptosis (Wang et al. 
1996). 

y es por esta controversia. así como su capacidad de ser inducido por 
diferentes agentes externos. incluidos algunos antineoplásicos. que 
decidimos estudiar el papel que juega este factor de transcripción en la 
sensibilidad diferencial a sufrir opoptosis presente en dos sistemas 
tumorales de cérvix mediada por el agente anti-tumoral gemcitabina. 
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1.4.- Familia de ReI/NF-KB 

Todas las células responden a estímulos externos por generación de 
segundos mensajeros en el citoplasma. los cuales son capaces de 
enviar señales al núcleo, finalizando con lo expresión de un conjunto de 
genes específicos. Esto es. el proceso de regulación de lo transcripción 
puede determinar las características de crecimiento. estado de 
diferenciación, desarrollo e incluso estados patológicos de un tejido. la 
expresión de genes está regulada por elementos tipo cis. los cuales son 
reconocidos por los factores de transcripción, cuya actividad es 
modulada a su vez. por una gran cantidad de estímulos. los principales 
mecanismos de regulación de la actividad de estos factores de 
transcripción son muy diversos: regulación a nivel transcripcionaL 
modificaciones post-traducción. interacción con otros factores o por 
localización subcelular. 

NF-KB es un factor de transcripción que fue identificado inicialmente 
como uno proteína especifica de tejido linfoide que se une a la 
secuencia decamérica GGGACrnCC presente en el "enhancer" 
inlrónico de la cadena ligera (k) de las inmunoglobulinas (Sen el al .. 
1986). la aclividad de Nf.KB es regulada principalmenle por su 
localización subcelular. Este factor de transcripción está presente como 
un complejo inactivo en el citoplasma de todas las células normales no 
estimulados con su inhibidor IkB. Una gran variedad de señales extra e 
intracelulares son capaces de modificar a los complejos NF-KB/lkB. 
permitiendo la liberación del inhibidor IkB, con la subsecuente 
translocación de NF-KB al núcleo. 

Una vez en el núcleo. NF-KB se une a secuencias consenso en el ONA. 
regulando la actividad transcripcional de diversos genes responsivos. la 
clonación molecular de los genes que codifican para NF-KB e IKB , 
permitieron identificar a una familia de genes relacionados, tanto en el 
sistema de Drosophilo como en humanos. En las moscas el sistema de 
NF-KB regula el desarrollo embrionario y la inmunidad de los adultos. En 
el hombre. estos factores están involucrados en procesos 
inmunológicos, respuestas de fase aguda. control del ciclo celular, 
diferenciación y recientemente se les ha involucrado en procesos de 
regulación tanto positiva como negativa de la apoptosis. 
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Tabla.l Nomenclatura actual de las proteínas involucradas en el sistema 
de transducción Rel/NF-KB. 

Gen 
dorsal 
dif 
relish 
caclus 

v-rel 

c-rel 
reto 
relb 
nfkbl 
nfkb2 

Inhlbldores 

"bu 
IkbP 

'",' bcl-3 

Clnasas 

Ikka 
IkklJ 
;k>Y 

Proteína 
0=01 
Dif 

Relish SIstema 
Cactus DtosophBo 

v-rel VIral 

c-Rel 
RelA 
RelB Humano 
P50,pl05 
P52.plOO 

IkBa 
IkSIJ 
IkBr: 
Bcl-3 

IKKa 
IKKI} 
IKKl 

Humano 

Humano 

1.4.1 Caracteñstlcas estructurales de la familia de Rel. 

La actividad de NF-KB fue identificada originalmente en linfocitos B, Sin 
embargo. el mismo grupo de Sen y Baltimore demostró que la actividad 
de NF-KB es inducible en otros sistemas celulares por ésteres de forbo!. 
Demostraron también que esta activación es independiente de la 
síntesis de novo de proteínas. Actualmente se ha demostrado que la 
actividad de NF-KB existe en casi todos los sistemas celulares estudiados 
y que los sitios consenso de unión de estos factores, denominados sitios 
ka estón presentes en una gran cantidad de promotores y "enhancers" 
de muchos y diversos genes. El rango de factores biológicos y 
condiciones ambientales capaces de inducir la actividad de NF-KB 
también se encuentra en expansión. 

NF-"B existe en el citoplasma de la mayor parte de los sistemas celulares 
como horno u heterodímeros formados por una familia de proteínas 
estructuralmente relacionadas, denominadas proteínas de Rel. 
Cada una de ¡os subunidades identificadas hasta la fecha contienen 
una región omino terminal conservada denominada dominio de Rel. El 
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dominio de homología de Rel (DHR) contiene los motivos estructurales 
para unión a DNA, dimerización y la señal de localización nuclear. En 
células no estimuladas, los complejos de NF-KB están secuestrados en el 
citoplasma en una forma inactiva por interacción con proteínas 
inhibidoras monoméricas denominadas IkB, las cuales por si mismas 
pertenecen a otra familia de proteínas funcional y estructuralmente 
relacionadas ( May et al., 1997). 

las dos primeras proteínas purificadas de la familia de Rel presentan 
pesas moleculares de 50 y 65 kDa. Empleando cromatografía de 
afinidad con el consenso para kB se demostró que estos dos proteínas 
también denominadas NFKB 1 (p50) y Rel A (p65) forman un 
heterodímero que es capaz de unirse con alta afinidad a la secuencia 
consenso kB del gen para la cadena ligera k de las inmunoglobulinas. 

la clonación de la subunidad pSO permitió demostrar la existencia de 
uno región de 300 aminoácidos en su porCión omino terminal que 
mostraba alta homología con la oncoproteína viral v-Re!, su homólogo 
celular c-Rel y lo proteína Dorsal en DrosophiJo. Esta característica 
estructural originó que a esta región se le denominara dominio de 
homología de Rel. Así mismo yo se han identificado otros dos nuevas 
proteínas perteneCientes a esta familia: RelB y p52 I N-KB2 ( Ryseck ef 
01.. 1992, Ruben et al .. 1992). 

las proteínas Rel/NF-KB están relacionadas a través del dominio 
conservado de Rel. Sin embargo estas proteínas se han dividido en dos 
clases en función a las secuencias que presentan en su región carboxilo. 

Los miembros de lo prtmera clase, pi 00 Y P 105 en humanas, Relish en 
Drosophifa. contienen regiones carboxilo muy largas que presentan 
múltiples copias de repeticiones de ankyrina. Los miembros de esta 
clase llegan a ser activas después de ser escindidas por proteólisis, la 
cual genera proteínas mós pequeñas con capacidad para unirse al 
DNA: lo escisión de pi 05 genera a la proteína p50 y el corte de p 100 
genera a la proteína pS2. El mecanismo de profeólisis no es el único 
mediante el cual se generan los proteínas p50 y p52; se ha demostrado 
que existe también control a nivel de traducción restringida de los 
mensajeros precursores (Chen et 01 .. 1999) 

las proteínas miembro de esta clase, no son acfivadoros de la 
transcripción, excepto cuando forman dímeros con los miembros de la 
segunda clase de proteínas de Re!. Esta segunda clase incluye a las 
proteínas e-Re!. Rel B, Rel A ( p65) en humanos, Dorsal y Dif en el sistema 
de Drosophilo. Estas proteínas contienen en su región carboxilo terminal 
un dominio de trans-activación. 
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Todas las proteínas de la familia de Rel en vertebrados son capaces de 
formar dímeros u heterodímeros, excepto Rel B, la cual solo puede 
formar heterodímeros. Esta capacidad de combinación genera uno 
gran diversidad, la cual contribuye a una regulación distinto de 
conjuntos de genes diversos, debido a que los dímeros individuales 
tienen especificidades distintas por las regiones consenso I May et 01., 
1997). 

Al dímero formado por las proteínas pSO-p65 es al que comúnmente se 
le refiere como NF-KB: éste es además es el complejo más común en la 
mayoría de los sistemas celulares. 

La actividad de NF-KB es regulada por su interacción con la familia de 
proteínas inhibidoras IKB, las cuales tienen afinidades distintas por 
complejos individuales, se regulan de manera distinta, además de 
presentar una expresión tejido especifica. la interacción Rel-IKB mejor 
estudiada es la formada por NF-KB e IKB-a. Esta interacción bloquea la 
capacidad de NF-KB paro entrar al núcleo y unirse 01 DNAI Baeuerle et 
al .. 1996). 

La interacción con las proteínas inhibidoras cubren la secuencia de 
localización nuclear del complejo, así como algunas regiones esenciales 
para la unión a DNA (Flg. 1, Chen el 0/.1999). 
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Clase I p50 
p52 

Unión a DNA 
Dlmenzaclón 
Unión a proteínas IKa 
Dlmerizaclón 

Dominio 
REL 

Rel A (p65) 
RelB 

Clase 11 c·Rel (p75) 
Dorsal ( Drosophila) 

Dominio 
REL 

Seilalde 
localizadón 
nuclear. 

Señal de 
localización 
nuclear. 

Flg. 1 Eslrucluro de las proleínas perlenecienles a la lomilia de Rel. 
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1.4.2 Inhlbldores de la lamllla Rell NF·KB. 

En la mayor parte de los sistema celulares, NF-AB está presente en uno 
torma latente. inactivo. unido a [kB. Una vez que llega el estímulo 
extra celular. NF-KB se transJacQ rápidamente 01 núcleo y activa lo 
expresión génica. Esto es, un poso clave para la regulación de estos 
factores de transcripción ocurre a través de la modulación de 
la interacción de los complejos con los inhibidores de IkB. 

La actividad de inhibición por IkB, fue descrita bioquímica mente como 
dos actividades inmunológicas distintas, o. y p. con diferentes pesos 
moleculares (35 y 43 kDa respectivamente) así como en su mecanismo 
de inactivación: mientras que la [kB-a. purificada pOdía ser inactivada 
por tratamiento con diferentes cinosas, IkB-13 podía ser inoctivodo por 
tratamiento con fosfatasos (Link el al. 1992). Otra proteino 
perteneciente a esta familia logró identificarse, IkB-E, la cual controla o 
aira conjunto de complejos de la familia de NF-kB y también es 
regulada por fosforilación. Existe la actividad de IkB-y que solo está 
presente en sistemas murinos. 

Finalmente existe una proteína que pertenece a esta familia de 
inhibidores con localización nuclear: Bcl-3, la cual une específicamente 
a los complejos homodiméricos de p52 y p50, regulando su unión y 
actividad de fronsacfivación pero a nivel nuclear. 

Los diferentes inhibidores miembros de esta familia presentar. 
especificidad distinta para unir a los diferentes complejos de la familie 
de Re!. Por ejemplo. IkB·" Y P interaccionan con heteradimeros de p50 \' 
p52 con las proteínas Rel A o c-Re!. así como heterodímeros y 
homodímeros de Rel A V c-Rel. En contraste IkB-E parece unirse 
solamente a dímeros que contienen solo RelA vIo c-Re!. Este 
capacidad de inhibir específicamente a distintos complejos de la familie 
de NF-kB se ha asociado con uno regulación diferencial de conjuntos 
de genes distintos que de alguna manera permiten la modulación de 
los diferentes roles fisiológicos que juega la familia de factores de 
transcripción NF-KB. 

1.4.3. Funciones nucleares de la lamllla IkB. 

IKB-a, 13 y y difieren en su respuesta a los diferentes inductores de le 
familia de Re!. IKB-a es degradado rápidamente en respuesta a todos 
los inductores de NF-KB V es sintetizado de novo, rápidamente tambiér. 
de una manera dependiente de NF-KB . Esta propiedad, así como le 
capacidad de remover a los complejos ya activos en el núcleo 
permiten establecer la hipótesis de que este inhibidor está involucradc 
preferentemente en las respuestas de tipo transitorio generados por le 
familia de NF-KB. 1.0 actividad nuclear de IKB podría entonces unirse ~ 
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remover a los complejos de NF-KB del DNA, gracias a la señal de 
exporte nuclear presente en la estructura de estas proteínas (NES). que 
permitiría el bombeo de los complejos activos al citoplasma. 

Mientras que IKB-a es degradado rápidamente en respuesta a los 
diferentes inductores de la actividad de NF-KB. IKB-13 Y Y lo hacen más 
lentamente. Se ha propuesto que IkB·p regula un tipo de respuesta más 
persistente como respuesta a algunos inductores. En células no 
estimuladas. NF-KB está asociado a una forma hiperfosforilada de heS-p. 
mientras que en células estimuladas NF-ICB se encuentra unido a formas 
hipofosforiladas de IkB-p. Estos complejos tienen expuestas las señales 
de transporte nuclear y son insensibles a la inhibición por IkB-a. En células 
estimuladas se han encontrado en el núcleo complejos ternarios 
NF-KB/lkB-P unidos al ONA. Es por esto que se ha propuesto que la forma 
hipafosforilada de IkB-p actúa cama una chaperono, protegiendo a los 
complejos de IkB-a. permitiendo que NF-ICB se transloque al núcleo. 
permitiendo la persistenCia de la respuesta ( May et al., 1997, Suyang H 
eta/,1996). 

1.4,4 Mecanismos de Acflvaclón de la familia de Rel, 

Existen diversos estímulos capaces de activar a los complejos de la 
familia de Re!. Algunos de ellos se enlistan en la tabla número 2. 

Tipo de agente Inductor 

Productos Bacterianos: 
Virus: 
Cltoclnas: 
Estrés nslológlco: 
Estrés mecánico: 
Estrés Oxldaflvo: 

Metales pesados: 
Agentes ferapéuHcos: 

Ejemplos 

LPS, Exotoxina B. 
Hepatitis B, Adenovirus, HIV-l 
IL-1,2, 12, 15, TNF-a, TNF-p 
Isquemia, hipoglucemia 
Radiación U.V y y. 
Ozono, Reoxigenación, Peróxido de 
Hidrógeno 
Cr, Co, Ni, Pb. 
AZT, Cisplotino, Dounomicina, 

Etapósida. 
Mediadores apoptóflcos: Anti- Fas / Apo-I , 
Hormonas, Factores de crecimiento: GM-CSF. Insulina.HGF 
Mediadores nslológlcos: Hemoglobina, cera mida, colágena 

tipo I 

Tabla No, 2 . Agentes Inductores de la Activación de NF-KB (Pahl, 1999). 
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Todos los estímulos permiten la activación de estos factores de 
transcripción mediante un paso común dentro del mecanismo de 
fransducción: todos permiten la activación de cinasas que fastonlan en 
residuos específicos de serina presentes en los inhibidores de lo familia 
de 'KB; esta fosforilación permite que las moléculas de heS sean sustrato 
para ubiquitinación y poder ser degradadas por la subunidad 26 S del 
proteasama ( Karin. 1999). 

De manera general, los mecanismos de activación de NF·KB pueden ser 
divididos en función a su nivel de activación; es decir, un mecanismo 
activado a nivel membranal a través de receptores a muerte como el 
TNF-Rl. otro o nivel citoplásmico a través de la activación de cinasas 
como isotormas atípicas de PKC y Akt o bien a través de una 
señalización proveniente del núcleo, la cual es la menos caracterizada 
y se ha identificado a la proteína clnasa dependiente de DNA como 
parte del sistema de transducclón. 
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Flg 2. Mecanismos de activación descritos para la familia de NF-KB/Rel. 
1) A Iravés de receplores de muerle. 2) Vio de aclivación del complejo 
de IKK por cinasas citoplásmicas y 3) Activación desde el núcleo. 

El mecanismo mejor descrito pora la activación de NF-KB es a través del 
receptor a TNF-a, el receptor tipo I (TNF-R 1) , el cual se describiró con 
mayor detalle en la sección siguiente. ya que es éste el implicado en el 
papel antiapoptótico mediado por estos factores de transcripción. 

La capacidad de estos factores de transcripción para modular tantos 
tipos de respuestas fisiológicas en una célula, pueden explicarse en 
función o lo enorme cantidad ( alrededor de ISO) de genes responsivos 
que regulan. A continuación se en listan en una tabla los diferentes 
genes sujetos a regulación por los factores de transcripción de lo familia 
de Re!. 
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Tabla No. 3 Genes que responden a NF'KB ( Pahl. 1999) 

GEN FUNC10N 

CHoclnas: IFN--y. Il-l,2,6,B 9. TNf-a. ,O. Inmunomodulodores 
Inmuno-receptores: 
CCR5 Receptor o citocinas 
Cadena alfo del receptor o Il-2 
MHC clase I Reconocimiento onfigénico 

Moléculas de adhesl6n: 
ICAM-I Reconocimiento lnfer-celular 

Proteínas de fase aguda: 
Angiotensinógeno Precursor de ongíotensino 
Factor tisular I Activación del complemento. 
Factor C4 Factor del complemento 
Proteína e reactiva Pentraxino 
Respuesta a estrés: 
Angiotensina ti Hormona peptidico 
Cadena H de ferrilino Proteína de almacenamiento de Fe 
MnSOD Superóxido dismutosa 
Fosfoliposo A2 Metabolismo de ócidos grosos. 

Receptores de superficie celular. 
Al adenosino Efectos pleiotrópicos 
Bradicinino B 1 Efectos pleiolrópicos 
CDC69 leclina de superficie de Células T 
factores de crecimIento: 
G-CSF Factor estimulante de granulocitos 
GM·CSF Factor estimulante de macrófagos 
POGF cadena B Factor de crecimiento derivado de plaquetas. 

Factores de transcripción: 
c-myb Proto-oncogén 
c-myc Proto-oncogén 
c-rel Proto-oncogén 
IRF-l Factor 1 regulación de Interferón 
¡un8 Proto-oncogén 

) p53 Gen supresor de tumores 
Enzimas: 
Ceramida glucosil-tronsferosa Metabolismo de esfingolipidos 
Colagenasa I Metoloproteinaso de matriz 

Reguladores del ciclo celular. 
Ciclino DI Proliferación 
Ciclino 03 
Reguladores de lo apoptosls: 
Al Homólogos a Bcl-2. Protección apoplosis 
Bcl-xl Receptor pro-apoptótico 
CDC95IFas) Inhibidoros de opoptosis 
IAP 
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Como ya se había mencionado NF-K6 en células somóticas no 
estimuladas. se encuentra inactivo en el citoplasma por unión a 
inhibidores tipo IK6. Sin embargo se ha demostrado que en sistemas 
tumorales ¡ la gran mayoría) se encuentro actividad constitutiva de 
NF-KB en el núcleo. Esto. aunado o su capacidad puro regular 
apoptosis. han sentado los bases para estudiar el papel de estos 
factores de transcripción en el proceso de transformación neoplásica, 
específicamente en su papel como mecanismo de resistencia o sufrir 
apoptosis. 

1.5 AnHapoptosls mediada por NF·KB. 

lo primero evidencia acerca de la probabilidad de que los factores de 
trascripción de la familia de Rel estuvieran involucrados en el control del 
proceso apoptótico, se derivó de los estudios realizados con la 
oncoproteína retrovirol v-Re!. v-Rel está codificada por el retrovirus 
Rev-T, que infecta a aves y causa tumores graves de tipo linfoide, 
además de inmortalizar y transformar o células 6 en cultivo. 

En 1991 , Neiman et al., demostraron que células derivadas de tumores 
de pollo eran resistentes o sufrir apoptosis inducido por radiación y por 
dexametasona in vitre. Posteriormente en 1995, White et al .. 
demostraron que este efecto ero debido a la presencia de la proteína 
v-Re!. en función a que era posible restituir el fenotipo de resistencia 
cuando se trabajaba a temperaturas permisivos de uno mutante 
sensible de esta proteína. 

1.5.1 Efecto protector de NF'KB en la muerte celular Inducida por TNF·u. 

TNF-a fue descrito inicialmente como un factor sérico producido por 
células tratadas con lipopolisacóridos, capaz de inducir necrosis 
hemorrágica en tumores. TNF-a es una citosina pro-inflamatorio que es 
producido prinCipalmente por macrófagos activados. la producción de 
TNF-a es inducido por citocinas y otros acfivadores , como lPS y algunos 
virus. Esto citosina regulo una gran cantidad de funciones fisiológicos, 
incluidos procesos inflamatorios, de proliferación y respuestos anfi­
virales. 

Los acciones de esta citosina son mediadas o través de su interacción 
con dos tipos de receptores • TNF·R 1 [p60) y TNF·R2[p80), los cuales 
pertenecen o su vez a una gran familia de receptores que es la super­
familia de las inmunoglobulinas. La mayor parte de los tejidos y estirpes 
celulares expresan ambos tipos de receptores. Lo unión de TNF--a al 
receptor TNF-R 1 , prOduce la activación de los factores de transcripción 
NF-K6 y AP-l, la cual desencadena las acciones pro-inflamatorias e 
inmunomoduladoras. Sin embargo, en algunos tipos celulares y bajo 
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determinadas condiciones, TNF- a puede inducir apoptosis 
(Van Anlwerp et al .. 1998). 

La dualidad de la señal mediado por el receptor tipo I se explica en 
función a que se han identificado dos vías intracelulares de 
transducción: una vía pro-apoptótica mediada por FADO y otra ruta 
antiapoptótica. mediada por la proteína adaptadora TRAF2 y en 
algunos tipos celulares por Akt cinosa ( Ozes et al.. 1999; Romashkova 
and Makarov. 1999). que permite la activación de NF-KB. 

Los miembros de lo superfamilia de receptores de TNF contienen un 
dominio citoplásmico, denominado dominio de muerte, el cual es un 
motivo estructural que permíte interacciones proteína-proteína críticos 
para la transducción de la señal río abajo del receptor. La unión de 
TNF-a. permite la trimerízación del receptor, seguida del reclutamiento 
de distintas proteínas en el dominio citoplásmico del mismo. En la vía de 
señalización pro-apoptética, el receptor recluta a la molécula 
adaptadora FADO la cual a través del dominio estructural de muerte 
permite el reclutamiento y activación a su vez, de la pro-casposa 8, 
iniciando así la cascada de muerte. 

Una segunda vía pro-apoptótica implica el reclutamiento de la proteína 
RAIDD/ eRADD. la cual permite el reclutamiento y activación posterior 
de la pro-casposa 2. 

Dentro del sistema de transducción del mecanismo antiapoptótico, una 
vez activado el receptor, se permite el reclutamiento de la molécula 
adaptadora TRADD al dominio citoplósmico del receptor. TRADD 
puede reclutar entonces a la proteína TRAF2 que a su vez une a la 
proteína RIP 1 ( Receptor Interocting Factor) y permiten la activación de 
NF-KB debido al reclutamiento y activación de cinasas tipa MAPK como 
la cinasa NIK, la cual fosforila y activa a su vez a un multicomplejo de 
proteínas denominado IKK .Este complejo es el responsable directo de la 
fosforilación del inhibidor IKB-a. en los residuos de serina 32 y 36, señal 
que lo prepara para ser degradada por el proteasoma, permitiendo así 
la translocación nuclear de NF-KB (Karin. 1999). 
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Flg. 3 Vías de regulación apoplólica mediadas por el receptor TNF-R l. 

Se han propuesto tres modelos generales mediante los cuales los 
miembros de la familia de Rel/NF-KB podrían regular apoptosis: (1) por 
regulación directo de genes que controlen positiva o negativamente 
dicho proceso, (2) por regulación del ciclo celular lo cual sensibiliza o 
desensibiliza a la célula a recibir señales apoptéticas; y {3J por 
interacción con proteínas celulares cuyos niveles afecten el balance 
sobrevida-muerte en la célula. 

El proceso antiapoptótica mediado por NF-KB en la muerte celular 
inducida por TNF-a es dependiente de la síntesis de proteínas y necesita 
específícamente la presencia de la subunidad p65 ( que es una de las 
más activas tronscripcionalmenfe) en el núcleo. De la misma forma se 
ha caracterizado que es un evento multigénico, es decir más de un gen 
debe ser transcrito pora poder llevar a cabo el efecto protector. Entre 
estos genes se encuentran las proteínas adaptadoras TRAF 1 Y 2 Y las 
proteínas inhibidoras de apoptosís c-IAP 1 y c-IAP2 ( Wang et al. 1998) 

La protección de la apoptosis mediada por TNF-a en fibroblastos de 
ratón deficientes en Rel A requieren la expresión simultánea de los 
cuatro genes. mientras que IU sobre-6xpíesión de c-!.A.P 1 o c-IAP2 es 
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suficiente para inhibir la apoptosis inducida por etopósido. Estos genes 
están involucrados en la resistencia a apoptosis por inhibición del 
reclutamiento y activación de la procaspasa 8 por el receptor TNF-R l. 

Se ha demostrado recientemente que existen otros sistemas en donde 
en la apoptosis inducida por la eliminación del suero en 105 medios de 
cultivo permite lo activación de uno casposa iniciadora que corto a lo 
subunidad p65. generando formos truncas incapaces de activar 
transcripción. lo cual permite la activación del programa de muerte en 
estás células (Levkau el al.. 1999). 
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2. Antecedentes 

2.1 Gemcltablna. Propiedades farmacodlnámlcas. 

La Gemcilabina [2·desoxi-2'.2'-difluorocitidina {isómero PI; dFdC] es un 
nuevo análogo a la desoxicitidino. la gemcítabina es un profármaco. 
el cual requiere después de su incorporación a las células. modificarse 
por fosforilación. la gemcitabina es modificada por la desoxicitidina 
cinasa a gemcitabina mono fosfato. la cual es convertida a los 
compuestos metabólica mente activos: gemcitabino di y trifosfato. 

NH¡ 

HOCH¡ 
o 

Flg. 4 Estructura quimica de la Gemcitabina. 

Su principal actividad farmacológica consiste en inhibir 
compefitivamente la síntesis de DNA, promoviendo su fragmentación y 
con ello la muerte celular. 

Una vez que la gemcitabina frifosfatada ha sido añadida a la cadena 
de DNA. la DNA polimerasa solo puede añadir un solo nucleótido 
adicional, después de lo cual la elongación de la cadena se termina. Es 
importante mencionar que el hecho de que la gemcitabina trifosfatada 
no ocupe una posición terminal en la cadena recién sintetizada la 
protege de su detección y remoción por las exonucleasas de 
reparación. La gemcitabina ha mostrado tener efectos cito tóxicos en 
un gran número de líneas celulares in vitro y actividad antitumoral en 
varios modelos animales. Es muy activa en tumores sólidos como en 
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cáncer de células no pequeñas de pulmán (NSCLS). cáncer 
pancreático y cáncer de vejiga (Van Moorsel el al.. 1997). 

En cuanto a su formacocinética. la concentración máxima alcanzado 
en plasma ocurre entre los 15 y 30 minutos posteriores a su 
administración por vía intravenoso, en un rango entre los 10 y los 40 
mg/l. Su unión a proteínas plasmáticas es mínima y su distribución no es 
muy extendida. Es rápidamente mefabolizada intracelularmente. Se 
excreta por vía renal en orina. 

Los principales mecanismos de acción caracterizados para la 
gemcitabina se resumen en la siguiente tabla: 

Mecanismo Molécula Efecto primario 
activa 

Efecto secundario 

Inhibicián GEM-TP 
competitivo de 
la incorporación 
del dCTP a la 
cadena de DNA. 

Inhibicián de la GEM-DP 
ribonucleótido 
reductaso 

Inhibicián de la GEM-TP 
CTP sinletasa 

Término de 
elongación de 
cadena de DNA. 

la Fragmentación 
lo muerte celular. 

y 

Reducción de la Incrementa la 
síntesis de los relación GEM-
desoxinucleátidos. TP/dCTP. la cual 
incluido el dCTP aumenta la 

probabilidad de 
incorporación de la 
gemcitobino o la 
cadena. 

Reduce la conversión Permite 
de UTP a CTP. con la activacián 
cual reduce mucho fosforiloción 
mós los niveles de GEM. 
dCTP. 

mayor 
por 
de 

Abreviaturas. CTP- Cludm8 tnfosfato. dCfP= desoxlclhdma tnfosfato, GEM·MP" gemcltabma 
monofosfato; GEM-DP- gemcitabina difosfato; GEM-TP = gerncitabina trifosfato; UTp:::: uridina 
iriíu::;falu (l"':oble ei al., 1997). 
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2.2 Justificación 

Se ha demostrado que la gemcitabina es un excelente agente 
antineopfósico soro. o en combinación con otros quimioterápicos. 
incluso como terapia adyuvante a la radiación (Van Mool1iel et 
0/..1997). 

Este antitumoral es capaz de inducir apoptosis en sistemas tumorales in 
vitro (Huang et al. 1992). Este efecto ha sido demostrado en cultivos 
celulares tumorales de pulmón y de estómago. Sin embargo. a la fecha 
no existen aún repartes en donde se deSOloo el efecto de gemcitabina 
en lineas de cáncer cervicouterino. 

En nuestro laboratorio se describió el efecto in vilro en seis líneas de 
cáncer cervicautenno del antineoplásico Gemcitabina. 

Estudios de viabilidad permitieron demostrar que existe diferente 
sensibilidad a este fármaco enlre las líneas y que el efecto es 
dependiente de dosis (datos no mostrados). De estos ensayos pudieron 
delimital1ie dos grupos de sensibilidad al fármaco gemcitabina: un 
grupo muy sensible (CaSki. C33-A y HeLa) y olro resistente ( In81. CaLo y 
SiHa). -
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Fig. 5 El efecto de gemcitabina es dependiente de la dosis en líneas de 
CaCu. Curvas de viabilidad donde se muestra el efecto de gemcitabina 
en cultivos de distintas lineas celulares expuestas a gemcitabina durante 
24 horas a diferentes dosis. 



De manera paralela a los ensayos anteriores, se demostró que en las 
lineos celulares sensibles CaSki y C33-A, la disminución de la viabilidad 
ocasionada por la exposición a gemcitabina. correlacionaba con un 
incremento en la fragmentación del DNA mediante ensayos de TUNEL 
(datos no mostrados). Cabe recordar que los ensayos de TUNEL 
permiten la identificación de células apoptéticas. 

Juntos. los datos anteriores demuestran que la gemcitabina es capaz de 
inducir apoptosis solo en las líneas celulares CaSki y C33-A. 

Uno de los datos moleculares más importantes como antecedente para 
este trabajo resultó ser la baja expresión de lo poteína inhibidora de NF­
.tIl, IkB-a, en las lineas más sensibles CaSki y C33-A (datos no mostrados). 

SIHa Hela I"Bl Calo CaSkI C33-A 

Control ~---

t 
Tratadas con Gemcltablna ----

t 

Flg.6 La expresión del inhibidor de NF-KB. IKB-a es menor en las líneas 
celulares CaSki y C33-A. Western blol donde se mueslran los niveles de 
expresión de la proteína inhibidora IKB-a en seis líneas de CaCu. Nótese 
que la expresión de esta proteína es bajo en las líneas celulares Coski y 
C33-A, las cuales además son los más sensibles al efecto de 
gemcitabina. la señal obtenida para este inhibidor en el carril control 
de la línea celular Si Ha es un defecto en la carga. Esto es que no existe 
un aumento real de la proteína es estas células por tratamiento con 
gemcitabina. 

En estos ensayos se demuestra también que el tratamiento con 
gemcitabina durante 24 horas disminuye aún más la cantidad de IkB-a 
presente en los extractos totales obtenidos de cultivos de las lineas 
celulares más sensibles: CaSki ( marcado con una flecha) y C33-A. 

Existe evidencia experimental en donde se demuestra que diversos 
antineoplásicos de manera independiente a su mecanismo de acción, 
son capaces de inducir la traslocación nuclear de NF-kB (Das et 01., 
1998). Estos estudios revelan que el Paclitaxel (taxol), que es un 
estabilizador de micro tú bulos por lo cual es capaz de inhibir el proceso 
de mitosis, induce la producción de TNF-a, y de lipopolisacáridos. Ambos 
tipos de moléculas son capaces de activar !o trons!ocación nuclear de 
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NF-KB Y se ha sugerido que ésta podría funcionar como un mecanismo 
de resistencia a este fármaco en la línea celular A549 de 
odenocorcinomo de pulmón (Dos et al., 1998) 

De la misma manero se ha demostrado que vincristina. vinblostina. 
cisplatino y específicamente el etopósido son capaces de activar un 
mecanismo similar poro modular la translocación al núcleo de los 
miembros de la familia de Rel ( Das el al .. 1998). 

Por lo anterior. decidimos estudiar en los modelos celulares de cáncer 
de cérvix SiHa y CaSki. que en el panel de líneas estudiados representan 
los extremos en sensibilidad o sufrir opoptosis por gemcitabina. o 
moléculas involucrados en la activación de este factor de transcripción 
a través del receptor a TNF-a. por analogía con el mecanismo de 
acción del etopósido y el cisplatino que se asocian a la generación de 
alteraciones sobre el metabolismo y/o daño directo 01 DNA. 
respectivamente. 

Además. en función a que el factor de transcripción NF-AB ha sido 
involucrado en un proceso antiapoptótico. el presente trabajo tiene 
como objetivo principal. establecer el papel de la ruto antiapoptótica 
mediada por NF-KB en el fenotipo diferencial de resistencia o sufrir 
opoptosis en los modelos celulares antes mencionados. 

JO 



3.- HIpótesIs 

la distinta susceptibilidad a sufrir apoptosis inducida por gemcitabina, 
mostrada por las dos líneas celulares de CaCu: Si Ha I poco sensible) y 
CaSki (muy sensible). se correlaciono con la activación diferencial de 
complejos de la familia Rel/NF-I(B. generada por alteraciones en los 
niveles de expresión de proteínas involucrados en el sistema de 
transducción TNF-R 1-/ NF-KB existentes entre estos dos líneas. 
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4.- ObjeHvo General 

Analizar 105 niveles de activación basal e inducibles por el tratamiento 
con gemcitabina de complejos pertenecientes a la familia de Rel! NF­
teS. así como la expresión de proteínas clave en el sistema de 
transducción para la activación de esta familia de factores de 
transcripción o través del receptor a TNF-a y determinar si existe 
correlación entre éstos y la susceptibilidad diferencial a sufrir apoptosis 
por las líneas celulares Si Ha y CaSki. 
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5.- ObJeHYos parflculares 

5.1.- Establecer los niveles de activación basal de los complejos de la 
familia Rel/NF-KB por ensayos de retardamiento en lo movilidad 
electraforética (EMSA). 

5.2 .-Verificar la capacidad de activación de los complejos de la familia 
de Rel por gemcitabina mediante cursos temporales por la técnica de 
EMSA. 

5.3.- Medir los niveles de expresión mediante ensayos de "Western blof" 
de proteínas involucradas en la movilización al núcleo de complejos de 
Rel/NF-KB, a través de la activación del receptor a TNF-a: 

Proteínas de la familia de Rel: p50, p65, c-Rel 
Receptores: TNFR 1 
Cinasas: IKK-a, IKK-p y NIK. 
Inhibidores citoplásmicas: IkB-a, IkB-p, IkB-e 
Inhibidores nucleares: Bcl-3 
Genes responsivos: c-IAP 1 y c-IAP2 

5.4.-Uevar a cabo la identificación de los complejos de la familia de Rel 
presentes en ambas líneas por la técnica de "Western Blof'. 
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6 .- Matertal y MétodoS 

Cultivos Celulares. 

Células SiHa y CaSki fueran cullivadas a semiconlluencia (60-80%) en 
monocapo en medio DMEM alta glucosa, adicionado con 8% de suero 
fetal bovino y se incubaron a 37°C en atmósfera húmeda con 5% de 
C02. El medio DMEM y el suero fetal bovino se obtuvieron de la 
compañía GIBCO BRl. 

lineas Celulares. 

CaSki. Línea celular humana derivada de un carcinoma epidermoide 
de cérvix (Número: ATCC CRl-IS50). Esta línea contiene integrado a su 
genoma cerca de 600 copias por célula del DNA del virus de papiloma 
humano y algunas otras copias de secuencias relacionados con el tipo 
18. (Patitillo el al .. 1977). 

SiHo. Línea celular humana derivada de carcinoma epidermoide de 
cérvix (Número: ATCC HTB-3S). Tumorigénica en ratones desnudos. 
Formo tumores epidermoides poco diferenciados grado 111. Esto línea 
contiene infegrado a su genomo de 1 a 2 copias por célula de DNA del 
virus del papiloma humano tipo 16 ( Scheffner el 0.1. 1991). 

Preparación de Extractos nucleares. 

las células fueron recolectadas de las cajas por raspado con gendarme 
y concentradas por centrifugación. Estas se lavaron con PBS. El botón 
celular se resuspendió en 300 ~I de amortiguador A (lOmM HEPES . pH 
7.5), 2mM de MgCI,. 15 mM KCI, 0.1 mM EDTA, O.lmM EGTA. ImM Dn, 
0.5 mM PMSF. 2 ~g/ml de leupeptina y 2~g/ml de aprotinino) y se 
incubaron en hielo durante 15 minutos. se agregaron 25 ~I de NP40 al 
10% Y se centrifugaron a 3000 x g. Se descartó el sobrenadante y el 
botón nuclear se resuspendió en 1 00 ~I de amortiguador C ( 25 mM 
HEPES (pH 7.5). 400 mM NaCl. ImM EDTA. 20% glicerol. lmM Dn. 0.1% 
NP40. O.SmM PMSF. 2 ~g/ml de leupeptina y 2 ~g/ml de aprotinina. 
(Frantz et al., 1994. Zabel eta/ .. 1991). 
la mezcla anterior se incubó 30 min en hielo y se recolectó el 
sobrenadante por centrifugación a 3000 x g durante 1 O minutos. 
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Ensayos de retardo en movilidad electroforétlca. 

Aproximadamente 2 J.lg de proteína nuclear diluida en buffer de unión 
(20 mM HEPES. pH 7.9. 1 mM MgCI2, 4% glicerol. 0.5 mM DTT, 0.05 ~g/~l 
de poli dldC y SOmM de KCI) suficiente paro completar 18 ~1. se 
incubaron con 2 ¡.tI de oligonucleótido marcado (aprox. 2 ng) durante 
30 minutos en hielo. Los complejos ONA-proteína se resolvieron en un gel 
de pOliacrilamida al 6% ( O.SX TBE), las muestras se cargaron sin 
colorante. Después de precorrido el gel 15 minutos a IS0V, se cargaron 
las muestras y entraron al gel o este mismo voltaje, después de 5 minutos 
el voltaje se cambió a 85 V (12 mAl durante toda la corrida. Se corrieron 
paralelamente reacciones de competencia con oHgonucleótido no 
marcado en exceso 100 Y 200X ( Dent el al.. 1993). 

Marcaje de ollgonucleótido: 

Secuencia específica KB presente en el promotor de coJagenasa I de 
cuyo: 

5' ·GGGTCACCTT AAGGGGTCGGAACGGAT ·3' 
3·-CCAGTGGAATTCCCCAGCCTTGCCTACGTACG·S· 

Secuencia específica KB presente en el promotor del gen IKB-a 
humano: 

S··AGTTCGATGGGACmCCCACATCGGTA·3' 
3'- CTACCCTGAAAGGGTGTAGCCATGCCTTG·5' 

El oligonucleótido se marcó en el extremo 5' empleando el fragmento 
Klenow de la DNA polimerasa I de E.coli. Se mezclaron 50 ng del 
oligonucleótido alineado, junto con 20 ~Ci [32P 1 dCTP, ImM de dATP,TTP 
y dGTP, en buffer de reacción Klenow, Se le adicionó 1 unidad de 
enzima. la reacción se incubó a 37°C durante media hora. la reacción 
se detuvo por la adición de EDTA 0.5mM, Para eliminar el exceso de 
nucleótido sin incorporar se purificó la sonda mediante centrifugación a 
4000 rpm por una columna de Sephadex G-SO ( Dent el 01.,1993), 

Cursos temporales. 

Se obtuvieron extractos nucleares empleando el método descrito 
anteriormente, de cultivos celulares 01 70% de confluencia. expuestos 
durante los diferentes tiempos a uno concentración de 10 ¡..tM de 
gemcitabina y TNF-a a una concentración final de 10 ng/ml. 
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Preparación de extraclos proleínlcos lolales. 

Se extrajeron proteínas fatales mediante lisis celular con el amortiguador 
RIPA ( 1% NP40, 0.5% desoxicolato de sodio y 0.1% de SDS). Las células se 
rasparon de la caja con gendarme, el botón celular se resuspendió en 
1 mi de PBS 1 X Y las células se recolectaron por centrifugación. El botón 
se resuspendió en el volumen adecuado de bufler RIPA (lOx lO' 
células/500 ~I de bufler RIPA). Las núcleas se lisaron por homogenización 
durante diez minutos pasando por una jeringa de insulina varias veces. 
Las muestras se incubaron durante 30 minutos en hielo y posteñor a esta 
incubación los extractos de proteínas se obtuvieron por centrifugación 
a 15 000 x 9 durante 20 minutos. los extractos se guardaron a -20°C 
hasta su uso ( Carey, 1991). 

Ensayos de ·Weslern blol" 

Cantidades iguales de proteina (20-40~g) obtenidas mediante 
extracción con el buffer RIPA. se fraccionaron en geles de 
SDS- poliacrilamida al 10% y electro transteridos (cámara semi-seca) a 
membranas de PVOF (Millipore). las membranas fueron bloqueadas 
durante dos horas a temperatura ambiente con buffer TBS (Tris bufler 
saline, TRIS 20mM y NaCl 8g/L) que contenia leche en polvo al 5%, Olida 
de sodio 0.02% y antifoam al 0.33%. La incubación con el anticuerpo 
primario se llevó a cabo toda la noche a 4°C a la concentración 
indicada en la tabla 4. Los lavados posteriores a las distintas 
incubaciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente en buffer lBS. 
La incubación con anticuerpo secundario se llevó a cabo en una 
solución de leche al 5% en lBS durante dos horas a temperatura 
ambiente en el coso de los policlonales antHgG de conejo. Los 
policlonales anti-lgG de cobra se incubaron durante 30 minutos a 
temperatura ambiente. 
La reacción de detección se llevó o cabo por quimioluminiscencio 
(Amersham Life Science Inc .. Cleveland ,OH). 

Controles de carga y transferencia para los ensayos de Weslern Blol. 

Se cuantificó la proteína en los diferentes extractos (nucleares y totales) 
mediante lo técnica de Bradford. Se cargaron al gel lo eqUivalente a 20 
~g de proteina para los ensayos con proteina total y de 50 a 80 ~g de 
proteína para ensayos con extractos nucleares. 
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Posterior a la electro transferencia de las proteínas o membranas de 
PVDF, los geles fueron teñidos con Coommassie y posterior al ensayo de 
detección, las membranas se tiñeron con tinta chino paro verificar lo 
equivalencia en carga de proteínas. 

_.-.>-
~r: :< 
~.,~ 

!!i .---
Gel de acrilamido 
teñido con azul de 
commassie. 

Ensayos de Norlhern blof. 

Marcador 

Membrana de PVDF 
teñida con finta 

Se extrajo RNA total de cultivos celulares al 70% de confluencia con el 
reactivo TRIZOL' GISCO.lnc. 
Las muestras se resolvieron en geles desnaturalizantes (formaldehído al 
1 %) de agorosa al 1.5%. Estos geles fueran transferidos por capilaridad 
en membranas de Nylon. Las condiciones de hibridación fueron de alta 
astringencia (65'CJ. Se llevaron a cabo 3 lavados de 20 min c/u con una 
solución de NaCI 150mM. citrato de sodio 15 mM. pH 7.4 Y SDS 0.2% a 
60" C. Las sondas se marcaron con 20~Ci (32PJdCTP según instrucciones 
del fabricante: RTS Rad Prime DNA Lobeling System GISCO. Inc. 
Las membranas se expusieron en placas de autorodiografía X-O- MAl. 
Kodak. toda la noche a -70'C ( Sombrook et al .. 1989). 
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Tabla No. 4. Anticuerpos empleados. 

Nombre Marca y No. Origen Cat. No [)Final 
Empleada 

PSO Santa Cruz. Palielonal. SCI14 I ~g/mL 
Biotechnologies 

I (NLS) 
Conejo 

P6S Santa Cruz. Policlonal. SC372 I ~g/mL 
Biotechnologies Conejo 
C·20 

e·Rel Santa Cruz. Polielonal SC-070 I ~g/mL 
Siotechnologies 

IIN) 
Conejo 

IKB-a Santa Cruz. Paliclonal SC·203 I ~g/mL 
Biolechnologies Conejo 
C-IS 

IKB-p Santa Cruz. Polielonal SC-94S I ~g/mL 
Biotechnologies Conejo 
C-20 

IKB-!; Santa Cruz. Policlonal SC-7ISS I ~g/mL 
Biolechnologies Conejo 
M·364 

BcI-3 Santa Cruz. PolocJonal SC·18S I ~g/mL 
Biolechnologies Conejo 
C·14 

NIK Santa Cruz. Polielonal SC·72 I I I ~g/mL 
Biotechnologies Conejo 
H-248 

IKKI (a) Santa Cruz. Polielonal SC·342S I ~g/mL 
Siotechnologies Conejo 

IKK2(P) Santa Cruz. Ponelonal SC-94S I ~g/mL 
Biotechnologies Conejo 
C-20 

TNFRI Santa Cruz. Poticlonal SC·I067 I ~g/mL 
Siolechnologies cabra 
N·20 

TNFR2 Santa Cruz. Policlonal SC·I07l I ~g/mL 
Siotechnologies cabra 
N-lB 

CIAPI Santa Cruz. Paliclonal SC-IB67 lA ~g/mL 
Biotechnologi Cabra 
es 
N·19 

CIAP2 Santa Cruz. Polielonal SC·19S7 1.4 ~g/mL 
BiotechnoJogies Cabra 
F-20 
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7.- Resultados. 

7.1 Complejos de Rel presentes en las líneas celulares SI Ha y CaSId. 

El objetivo central de este trabajo consistió en analizar la posible 
implicación de los factores de transcripción pertenecientes a la familia 
de Rel en el fenotipo de resistencia diferencial a sufrir apoptosis inducida 
por el fármaco gemcitabina en dos líneas de cáncer cervicouterino. 

La gemcitabina es un análogo estructural a la desoxicitidina, cuyo 
mecanismo de acción está asociado a daño al DNA. En nuestro 
laboratorio se analizaron los efectos in vitro de este anfineoplósico en 
seis líneas de cáncer cervicouterino. Demostramos que existen dos 
grupos de sensibilidad a este fármaco: un grupo sensible y otro 
resistente. Solo en el grupo sensible el efecto de gemcitabina es 
dependiente de dosis y la disminución de ta viabilidad correlaciona con 
un incremento en la fragmentación del DNA. Esto es, la gemcitabina es 
capaz de inducir opoptosis solo en tos líneas celulares sensibles. 

Demostramos también que es solo en el último grupo que los niveles del 
inhibidor de NF-KB, IKB-a están disminuidos con respecto a las líneas 
celulares resistentes. 

En función a que el factor de transcripción NF-KB está implicado en un 
mecanismo de resistencia a sufrir apoptosis, decidimos analizar la 
posible asociación de este factor en la distinta sensibilidad a la 
apoptosis inducida por gemcitabina en los dos líneas de cáncer 
cervicouterino. SiHo (resistente) y CoSki (sensible). 

El primer paso consistió en identificar a los complejos pertenecientes a la 
familia de Rel en los sistemas celulares SiHa y CaSki empleando la 
técnica de retardo en la movilidad electrolarética. EMSA (Fig.l). 
logramos identificar dos complejos de retardamiento asociados o NF-KB 
en ambas líneasIFig.2). Estos complejos además, no se encuentran en 
cantidades equimolares ( Fig. 3). 

La familia de Rel está conformada por diversas subunidades que al 
combinarse entre sí, generan complejos diméricos con distintas 
afinidades por tos sitios de unión y con capacidades transcripcionales 
distintas. De lo anterior se genera lo necesidad de identificar todas los 
actividades presentes en tos líneas SiHa y CaSki. 

Para analizar el número de complejos asociados a la familia de Rel en 
tos dos líneas estudiadas, empleamos dos sondas con la finalidad de 
poner de manifiesto la mayor cantidad de complejos presentes en estos 
sistemas. Empleamos COIIIU sondas ai sitio KB dei gen de colagenosa de 
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cuyo y la región teB del gen IkJ3-a de humano. Con ambas sondas fue 
posible identificar los dos complejos antes mencionados I Fig.2 Panel BJ. 
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Complejo de 
retardo 1 .. 

Complejo de ~ 
retardo 2 

Sonda libre 

FIg. No 1. Ensaya de retardo en la movilidad electroforética: EMSA. Ejemplo. 
Esta técnica nos permite reconocer proteínas con actividad de unión a DNA. 
El complejo DNA-proteína "retarda" su migración en un gel. en comparación 
con la sonda libre. 

Para estos ensayos la secuencia de DNA empleada como sonda corresponde 
al sitio de unión para los factores de transcripción de la familia de Re!. 
La especificidad de la reacción de unión se verificó empleando la misma sonda 
sin marcar como competidor. 
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Carril 

A 2 B 1 2 3 

, . , 

Complejo 1 ... ... 
CompleJo 2 ... ... 

Flg.No.2. En las líneas celulares SiHa y CaSki existen dos complejos basales 
pertenecientes a la familia de Rel constitutivos en el núcleo: C I y C2. 
Panel A. Ensayos de retardo en la movilidad electroforética (EMSA). 

Extractos de proteínas nucleares de células SiHa (carril 1) Y CaSki 
(carril 2) sin tratamiento. se incubaron durante 30 minutos en hielo con una sonda 

marcada con "P. Esta sonda contiene la secuencia del sitio de unión a NF-KB que se 
encuentra en el promotor del gen de colagenasa I de cuyo. 

Panel B. Estos ensayos de retardamiento se realizaron empleando como sonda 
el sitio de unión a NF-KB presente en el promotor del gen IKB-a de humano 

Carril 3: Competidor homólogo IOOX. 
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Análsis densitométrico de las actividadades basales de NF-KB 
en las líneas celulares SiHa y CaSki. 

0.25 

O 

1.7 Veces 
0.15 2.5 Veces 

0.1 

0.05 

O 
Complejo 1 CompleJo 2 

Flg.No.3 La línea celular CaSki es la que presenta las mayores niveles de 
activación basal de los dos complejos perlenecientes a la familia de Rel. 
en comparación con los encontrados en la línea celular SiHa. 
Se presenta el anólsis densitométrico de las actividades basales de los 
Complejos de Rel en las líneas celulares SiHa {-¡ y CaSki { O ¡. 
Los experimentos se realizaron por triplicado con extractos nuevos cada vez. 
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7.2 Inducción de la Iranslocaclón nuclear de NF'KB por gemcitablna. 

Una característico importante del sistema NF-KB. es que su activación es 
inducible, lo cual le permite modular trcnscripciona!mente a 
determinado conjunto de genes y dirigir diferentes respuestas en función 
al estímulo en la célula. Como ha sido descrito en otros sistemas 
celulares. el efecto de protección contra apoptosis por NF-KB está 
asociado a la capacidad del estímulo para lograr su trans!ocación al 
núcleo. Como se muestra en la figura número 4. solo en la línea celular 
CaSki la gemcitabina es capaz de modificar los niveles nucleares de los 
dos complejos de Rel ya descritos. la acción de gemcitabina o las 24 
horas posteriores al tratamiento produce en las células CaSki un 
aumenta de 4.3 veces del complejo C2 y la disminución de 1.6 veces 
del complejo e 1 en el núcleo, con respecto a células no tratadas 
(Fig.5). 

A diferencio del comportamiento de las distintas actividades de Rel en 
células CaSki, la acción de gemcitabina no produce cambios en las 
actividades de los complejos Rel en la línea celular Si Ha (Fig. 4). 

e G e G 

c= Extractos obtenidos de 
cultivos sin exposición a 
gemcltablna. 

G= Extractos obtenidos de 
cultivas expuestos a gemcHablna 
durante 24h, a una cancenlraclón 
de 10 j1M. 

Flg. No 4. El fratamiento con gemcitabina produce cambios en las actividades 
basales de los complejos de NF-KB solo en el sistema celular CaSki. 

EMSA. Extractos nucleares de célulos Si Ha y CaSki sin tratameinto y los obtenidos de 
cultivos pretratados con gemcitabina a una concentración de 1 O¡..tM durante 
24 horas, fueron incubados durante 30 minutos en hielo con una sonda que 

corresponde a el sitio de unión a NF-KB presente en el gen de heB-a de humano. 
Nótese que la actividad e 1 disminuye 1.6 veces en los extractos de células Ca ski y 

al mismo tiempo la aclividad C2 se incrementa 4.3 veces (densitometrios fig. 5). 
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Inducción de NF-KB 24 H Posteriores al tratamiento 
con Gemcitabina (lO I-lM ). 
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CaSki 

Cl C2 

Cl = Complejo 1 
C2= Complejo 2 

Flg. No.5. Anólsis densilométrico de los octividodes de NF-KB en 
extroctos nucleores de células SiHo y CoSki pretrotodas con gemcitabina 
durante 24 horas a una concentración 10 11M. Estos ensayos demuestran 

que sólo la línea celular CaSki es capaz de inducir la activación de 
NF-KB por acción de gemcitabina ( 4.3 veces con respecto al basal) 

• Actividad en células control. O Actividad en células tratados. 
Los valores de densidad óptica son los promedios de tres experimentos 

independientes con extractos nuevos cada vez. 
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Poro establecer si la incapacidad de las células SiHa para activar a 
NF-KB por acción de la gemcitobino es específica de estímulo o no. las 
células fueron tratadas con TNF-a a una concentración de 10 ng/ml Y 
se analizaron las actividades de unión relacionadas a NF-KB en extractos 
nucleares a diversos tiempos (Fig. 6). 

mln 
Cl _ 

C2_ 

SIHa 

Competidor IOOX 

CaSkI 

Fig. No. 6. EMSA . Cursos temporales de inducción de la actividad de NF-KB en 
células tratadas con TNF-a o una concentración final de 10 ng / ml. Estos 
ensayos demuestran que la linea SiHa es capaz de activor a NF-KB IC2 Jo 

tiempos cortos (5min) y que esta activación es transitoria. 
En cambio la linea celulor CaSki no modula la actividad de NF-KB por acción 

del TNF-a en ninauno de los tiemoos analizados. 

Estos ensayos demostraron que. al contrario de lo que ocurre con 
gemcitabina. SiHa es capaz de modulor la activación de NF-KB por 
acción del TNF-a, mientras que CaSki es incapaz de hacerlo. Estos 
resultados indican que existen diferencias en la capacidad para activar 
a los complejos de Rel y que esta capacidad es dependiente de 
estímulo. 
En función a lo anterior. decidimos estudiar a proteínas importantes para 
la activación de NF-KB a través del receptor a TNf-a. . primero. porque 
es la ruta de activación mejor caracterizada moleculormente y 
segundo. debido a que otros antlneop!áslcos con ün mecanismo de 
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acción homólogo al de gemcitabina. son capaces de activar a NF-KB a 
través de este mecanismo ( Das el 01..1998). 

7.3 Composición molecular de la ruta TNF-NF-KB en las líneas celulares 
SIHa yCaSkI 

En conjunto. los ensayos anteriores demuestran que existen diferencias 
significativas en la capacidad de ambos sistemas celulares para inducir 
la activación de NF-KB y que esta capacidad es dependiente de 
estímulo: mientras que gemcitabina es incapaz de inducir la 
translocación nuclear de NF-KB en las células SiHa, la acción de TNF-a 
en este mismo sistema si lo hace. El fenotipo anterior se invierte en el 
sistema celular CaSki. 

En función a los resultados anteriores. decidimos analizar los niveles de 
expresión de los principales proteínas involucradas directamente en la 
vía de fransducción para activar o NF-KB o través del receptor o TNF-a y 
trotar de establecer alguna correlación entre dichos niveles y la distinta 
capacidad poro activar a este factor. 

7.3.1- Nlveles de expresión basal de proteínas clave en la actfvaclón de 
NF-KB a través del receptor a TNF-a. 

Las acciones de TNF-a son mediadas a través de dos tipos de 
receptores el TNF-R I Y el TNF-R2. El receptor TNF-R I es el mós ubicuo de 
los dos receptores en el organismo y es a través de éste que NF-KB es 
activado para inhibir apoptosis. 

Mediante ensayos de "Western blof" fue posible identificar la expresión 
del receptor TNF-RI (60 kDa) en las dos líneas celulares estudiadas 
(Fig.7). 

SIHa CaSkI 

~ 60kDA 

F1g. No. 7 Las líneas celulares SiHa y CaSki expresan el receptor a TNF·a. 
"Western blof" donde se muestran los niveles de expresión del receptor a 

TNF·a. en extractos de proteína total de cultivos celulares de Si Ha y CaSki sin 
tratamiento. 
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La fosforilación directa de los inhibidores de la familia de Rel a través del 
receptor a TNF-a. ocurre principalmente mediante el reclutamiento de 
diversas proteínas en la región intracelular amino- terminal del receptor 
TNFRl. NIK es una proteína cinasa perteneciente a la familia de las MEK. 
la cual es reclutado en esta porción omino de receptor y es responsable 
directa de fosforilar y activar a las IKK in vivo e in vitro (MaHnjn et 0/.1997). 

Como se muestra en la figura No. 8. la línea celular CaSki contiene 
mayores niveles de expresión de esta cinasa, además de demostrar 
una señal doble lo cual podría deberse a la presencia de la forma 
fasforilada de esta proteína I Fig. 8. panel C). 

En esta misma figura se muestran también que los niveles de los cinasa 
IKK-a (Fig. 8. panel A) no son muy distintos entre ambas líneas y que 
estos niveles no se modifican por el tratamiento con gemcitabina. 
Finalmente es la línea celular CoSki. la que presento niveles más altos de 
expresión de la cinasa IKKB (Fig.8. panel B). 

Al !KK-a 
130 

77 

S= Extractos control SIHa 
C= Extractos control CaSkl 

S G e G 

G= Extractos pretratados con gemcHablna 24 horas. 

kDa 

Flg 8A. las líneas celulares SiHa y CaSki expresan la cinasa IKK-a. 
Además estos niveles no se modifican por la acción de gemcitabina. 
Lo proteína IKK-a es una cinasa que forma parte del multicomplejo 
que permite la fosforilación del inhibidor IkB-a para activar a NF-KB a 
través del receptor a TNF-a. 

Bl IKK-J3 ~_87 
Flg 8 B. las lineas celulares SiHa y CaSki expresan la proteína IKKB. Como 
los extractos fueron obtenidos con inhibidores de fosfatasas , la presencia 
del doblete en la señal podria deberse a la presencia de la forma 
fosforilada de esta proteína. 
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s e 
C) NIK 

'" 130 

Flg.8C. Western blof donde se muestran los niveles de expresión basal de 
[a cinasa N1K en los sistemas celulares SiHa y CaSki. En todos los ensayos 
anteriores la cantidad de extracto de proteína total fue la misma: 60 ng 
por' carril. 

7.3.2 Expresión de Inhlbldores de NF·KB. 

El mecanismo mediante el cual los complejos de la familia de Re! 
pueden translocarse al núcleo, contempla la modificación por 
fosfori!ación de los inhibidores citoplásmicos. Dicha modificación facilita 
la disociación de los dímeros activos, los cuales se translocan al núcleo. 
Una vez en el núcleo. estos dímeros pueden actuar como factores de 
transcripción por unión a las secuencias específicas. denominados KB. 
Una parte muy importante de la regulación de las funciones de esta 
familia, es entonces la presencia de distintos inhibid ores, con 
localización subcelular específica y una cinética de degradación 
diferente. 

En función a lo anterior es que decidimos analizar los niveles de 
expresión de los inhibidores más comunes en células somáticas 
pertenecientes a la familia de IkB y correlacionar, tanto sus niveles de 
expresión, como el tipo y variedad de estos inhibidores presente en las 
células SiHa y CaSki y tratar de asociar eslos datos con la distinta 
capacidad de ambos sistemas celulares para activar a miembros de la 
familia de Rel. 
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S e 

B 
kDa S e 

IkB-a (37) .ala!+- 1.8 kb 

e 

IkB-E (45) I -1 18 S 

~} BcI-3 (46-56) 

4_9 

1-9 Kb 

Flg. No 9 Western blof. Panel A se demuestran los niveles de expresión basal 
de los principales inhibidores de la lamilia de Rel en las líneas Si Ha (SI y 

eaSki (e l. Panel B. Northern blol donde se muestra los niveles de 
RNA mensajero del inhibidor IkB-o' en ambas líneas. Estos ensayos 

permitieron demostrar que en la línea celular CaSki los niveles disminuidos 
en la expresión del inhibidor IKB-a se modulan desde un nivel franscripcional. 

Como puede apreciarse en la figura No. 9 panel A. es la línea celular 
SiHa la que presenta de manera global mayor cantidad a nivel basal de 
los inhibidores IkB-a. E y Bcl-3. Debido a que uno de los inhibidores más 
abundantes y mayoritariamente responsables de las actividades de la 
familia de Rel en células somáticas es el inhibidor IkB-a, decidimos 
verificar los niveles de RNA mensajero de este inhibidor presentes en 
ambas líneas celulares. Como puede verse en la figura 9 panel B, los 
niveles disminuidos de IkB·a en la línea celular CaSki pueden deberse en 
parte a que este gen se expresa menos que en la línea celular SiHa. El 
panel e de la figura 9. muestra los controles para el ensayo de Northern 
blot. con el gel de RNA teñido con bromuro de etidio y la hibridación 
con una sonda para el mensajero ribosomal 18 s. 

7.3.3 Proteínas de la lamllla de Rel. 

Como ya hemos mencionado, la familia de Rel está compuesta por dos 
clases de proteínas con características estructurales específicas. las 
cuales permiten la formación de distintos dímeros activos 
transcripcionalmente. la asociación de los distintos complejos con los 
inhibidores e incluso su capacidad de transactivar genes depende 
directamente de las subunidades que forman los complejos. 

so 
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Como se muestra en la figura No.] O panel A. la línea celular Si Ha 
muestra niveles menores con respecto a la línea celular CaSki de las 
proteínas p50 y Rel- A. En cambio tiene niveles más altos de la proteína 
c-Rel. Como lo señal por western blot paro lo proteina p50 es muy 
confusa. fue necesario la identificación por northern blot del RNA 
mensajero poro esto proteína ( Fig.l0. panel Bj. Este ensayo permitió 
demostrar que los niveles de la proteína pSO son muy bajos en la línea 
celular SiHa. 
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p50 I "1 18 

~ }, Rel A (65 kDa) 

~ 
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Flg No. 10 Ponel A. Westem blot demoslrando los niveles de expresión de 
proteínas pertenecientes o la familia de Rel. Panel B. Ensayo tipo northern contra 

uno sonda poro lo proteína p50 en muestras de RNA total de células SiHa sin 
tratamiento. Panel C: Controles de corga para los ensayos tipo northern blot. 
Hibridación contra lo subunidad 185 ribosomal y gel de agorosa teñido con 

bromuro de etidio. S= SIHa C= CaSkl 

Dentro de lo ruta de transducción para permitir la translocación nuclear 
de los complejos de Rel hacia el núcleo y ejercer un efecto protector. se 
encuentra como paso final la tranSCripción de genes específicos 

. asociados a la inhibición del proceso apoptótico como son las proteínas 
ínhibidoras de apoptosis denominadas IAP. 

Ensayos de wesfern blof sobre extractos totales de proteínas obtenidos 
de cultivos celulares sin frotamiento de células SiHa y CaSki demostraron 
que la proteína dA? -1 se expresa en cantidades semejantes en ambas 
lineas celulares ( Fig. NO.ll j. 
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SiHa CaSki 
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Flg No 11. Las lineas celulares SiHa y CaSki expresan cantidades equivalentes 
de la proteína c-IAP l. Ensayos de Western blot realizados sobre 

exlractos de proteínas totales obtenidos de cultivos de células SiHa y CaSki 
sin tratamiento contra la proteína c-JAP 1. Se cargaron al gel cantidades 

equivalentes de proteína en ambos carriles: 60 ng/carril. 

Este ensayo permite demostrar que no es la expresión basal diferencial 
de estas proteínas inhibidoras las que pudieran estar involucradas en la 
susceptibilidad que muestran ambas líneas para sufrir apopt05is. Sin 
embargo, dadas las características de inducibilidad de NF-KB hubiera 
sido interesante estudiar las variaciones en la expresión de estas 
proteínas por acción de la gemcitabina, en función a que alteraciones 
en estos niveles pudieran hablar de un mecanismo de resistencia 
adquirido por estas células inducido por el antineoplásico . 
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Todos los resultados anteriores se resumen en lo siguiente tabla. 

SIHa Caskl NIvel de análisIs 

TNFRl + + Proteína 

IKKa ++. ++ Proteína 

IKKp ++ ++++ Proteína 

NIK ++ ++. Proteína 

BcI-3 +++ + Proteína-RNA 

IkBa +++ + Proteína-RNA 

IkBp 
Proteína 

IkB. ++ + Proteína 

P50 + ++. Proteíno-RNA 

P65 • ••• Proteína 

eRel ••• •• Proteína 

P50n • • Proteína 

P65n •• • •• Proteína 

eReln 
Proteína 

IAP-l • Proteína 

IAP-2 
Proteína 

Tabla No. 5 No existen diferencias en la composición molecular de la vía 
de transducción para activar a NF-KB a través del receptar a TNF-a. Al 
parecer las diferencias más significativas se encuentran a nivel de 
cantidad de expresión. 
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7.4 Identidad de los complejos de Rel presentes en las líneas celulares 
SIHa y CaSkl. 

Se ha demostrado que los distintos complejos que componen a lo 
familia de Rel presentan capacidades transcripcionales diferentes 
ademós de mostrar afinidades distintas por los sitios consenso. Una vez 
demostrado que no es posible asociar directamente la falta o presencia 
de alguna proteína para activar Q NF-KB a través del receptor a TNF-Q 
con el fenotipo de resistencia diferenciol o sufrir apoptosis por las líneas 
SiHa y CaSki. otra de las opciones viables sería la de variaciones en la 
composición de los complejos de Rel encontrados en las líneas. 

Por ello, estudiamos la presencia de las diferentes proteínas 
pertenecientes a lo familia de Rel por western blof en extractos 
nucleares de células sin fratamiento y tratadas con gemcitabina 
durante 24 horas. poro relacionar su presencio en el núcleo con la 
composición de las dos actividades de Rel encontradas en los células 
Si Ha y CaSki. 

Como se muestra en la figuro No. 12 , tanto lo proteína p50 como la 
proteína p65 se encuentran presentes en extractos nucleares de células 
Si Ha y CaSki sin tratamiento. indicando que ambas subunidades 
conforman alguna de las actividades de Rel encontradas en ambas 
líneas celulares. llamo la atención que no se detectó señal por western 
blof de la proteína c-Rel en extractos nucleares en ninguna de las dos 
líneas. indicando posiblemente que los complejos no estén 
conformados por esto proteína o que seo el complejo minoritario IC I ) el 
que esté compuesto por esta subunidad. Para descartar la existencia de 
error técnico en este experimento. se realizó simultáneamente la 
detección de la proteína c-Rel en extractos de proteína fatal como 
control positivo. Como puede verse en el inserto de lo figura 12. 
obtuvimos señal positiva para la proteína c-Rel solo en extractos de 
proteína total. 
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Flg NO.12 Los complejos de Rel presentes en las líneas celulares SiHo y 
CoSki están compuestos principalmente por las subunidades p50 y p65. 
Ensayos de western blot sobre extractos nucleares de células sin 
tratamiento le¡ y pretratadas con gemcitabina IG) durante 24 horas. 
Se emplearon extractos de proteína total como control positivo. 
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B.-Análisis de Resultados. 

El objetivo central de este trabajo consistió en analizar la posible 
implicación de los factores de transcripción pertenecientes a la familia 
de Rel en el fenotipo de resistencia diferencial a sufrir apoptosis inducida 
por el fármaco gemcitabina en dos líneas de cáncer cervicouterino. 

Estudios realizados en el laboratorio demostraron que en las líneas 
celulares sensibles a sufrir apoptosis mediada por gemcitabina, los 
niveles del inhibidor de NF-KB, IKB-a están disminuidos con respecto a los 
líneas celulares resistentes y que estos niveles disminuyen aún mós 
después del pre-tratamiento con gemcitabino. 

En función a que el factor de transcripción NF-KB estó implicado en un 
mecanismo de resistencia a la apoptosis. decidimos analizar la posible 
asociación de este factor en la distinta sensibilidad para sufrir apoptosis 
inducida por gemcitabina en las dos líneas de cáncer cervicouterino 
SiHa (resistente) y CaSki (sensible). 

B.1 Complejos de la tomillo de Rel presentes en los sistemas celulares 
SIHa y CaSId. 

NF-KB es un factor de transcripción que forma parte de la familia de Re!. 
Esta familia está conformado por diversas subunidades que al 
combinarse entre si. generan complejos diméricos con distintas 
afinidades por los sitios de unión y con capacidades transcripcionales 
distintas también. De 10 anterior se genera la necesidad de identificar 
todas las actividades presentes en las líneas SiHa y CaSki. 

la presencia de diferentes complejos entre las líneas podria ser una 
característica molecular que permitiera la expresión selectiva de genes 
en cada una de ellas. aún con el mismo estímulo y contribuir de esta 
manera al establecimiento del fenotipo diferencial a apoptosis 
mostrado por las líneas por acción de gemcitabina. 

Sin embargo. al parecer este no es el caso debido a que en ambas 
líneas los complejos encontrados ca-migran en los geles; si bien es cierto 
que podria tratarse de complejos distintos. al analizar la presencia 
nuclear de las diferentes subunidades (p50.p65.c-Rel) capaces de 
formar dímeros funcionales. no encontramos diferencias en el tipo de 
proteínas presentes: más bien. estas diferencias son notables en niveles 
de expresión. 
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Por ejemplo. no encontramos niveles detectables de la proteína c-Rel 
en el núcleo de estas células. lo cual permite inferir que los complejos 
encontradas en ambas líneas. al menos los complejos mayoritarios ¡C2) 
no estén compuestos por esta proteína. 

8.2 Inducción de la tran,locaclón nuclear de NF-d por gemcltablna. 

El hecho de haber encontrado diferencias en los niveles de activación 
basales de las actividades de NF-KB es interesante (Fig. 2). porque se ha 
postulado que la presencia constitutiva de actividades de NF-KB en el 
núcleo de todos los sistemas celulares tumorales. podría ser un 
mecanismo de resistencia intrínseco en las células para sufrir apoptosis 
por trans-activación continua de genes involucrados en la inhibición de 
dicho proceso. Sin embargo. en CaSki los mayores niveles basales de las 
actividades de NF-KB con a SiHa . al parecer no son suficientes para 
protegerla de sufrir apoptosis. 

Sin embargo. gemcitabina es capaz de inducir cambios en las 
actividades de los complejos de la familia de Rel a nivel nuclear solo en 
el sistema celular CaSki. la actividad C 1 disminuye en función 01 
tratamiento con gemcitabina. mientras que la actividad C2 aumenta 
de manera dramática. En cambio. la gemcitabina no produce 
cambios en los niveles de actividad nuclear de NF-KB en SiHa. 
Este dato es muy importante debido a que al parecer en el mecanismo 
de resistencia mostrado por SiHa no está asociado la capacidad de 
gemcitabina para lograr la activación de NF-KB. En este sentido SiHa es 
un sistema celular en donde los niveles nucleares basales constitutivos 
de NF-KB la protegen contra la apoptosis. Además esta linea celular 
expresa a la proteína c-IAP 1. la cual está involucrada en la inhibición de 
apoptois mediada por TNF-a. 

Otro supuesto interesante que se genera en función a la movilización de 
complejos mostrada por CaSki a la acción de gemcitabina. es la 
posibilidad de la existencia de complejos pro-apoptáticos o 
antiapoptóticos dentro de la familia de Rel y que sea la capacidad 
para activar unos u otros lo que permita el fenotipo de resistencia o 
apoptosis. 

Como hemos demostrado en este trabajo. la gemcitabina es capaz de 
provocar la translocación nuclear de un complejo de Rel (C2) en CaS.i 
y sin embargo estas células sufren apoptosis por la acción de este 
fármaco. Esto demuestra. que no es solo la presencia nuclear de NF-KB 
ni la capacidad de determinado estímulo paro activar a los complejos 
lo que genera resistencia a apoptosis en esta línea celular. Aunque 
creemos que CaSki es un sistema particular por no comportarse de 
acuerdo a los modelos en donde se estableció el papel antiapoptótico 
de los complejos de Rel, los reslJltndo$ fll le encontrQrnos abren !a 

57 



posibilidad de que sean los niveles de activación inducidos por el 
estímulo. el tiempo en los que se alcance el "nivel óptimo" de esta 
activación e incluso el tipo de complejos que se transloquen lo que 
realmente determine el efecto de NF-ICB como agente protector. 

lo que resulta interesante también en el sistema celular CaSki, es el 
hecho de que ésta es incapaz de modular la actividad de NF-KB par 
acción de TNF-a, porque a pesar de tener la vía de activación a través 
del receptor aparentemente completa. la acción sobre el receptor 
TNFR-l no modifica los niveles nucleares de los complejos de Rel en esta 
línea. Una manera de poder explicar lo anterior sería que la vía de 
activación de NF-KB a través del receptor TNFR-l está constitutivamente 
activada. en función a que encontramos en esta línea celular 
cantidades aumentadas de las cinasas NIK e IkB-p, ambas cinasas 
responsables directas de la fosforilación de los distintos inhibidores de 
Re!. O bien que esta vía esté activada siempre al máximo y sea 
imposible modularla positivamente por estímulo. 

Otra circunstancia que sugiere este resultado, es que el fármaco 
gemcitabina es capaz de modular a NF-KB en el sistema celular CaSki 
por un mecanismo diferente y alterno 01 de retroalimentación positiva 
de lo activación vía receptor a TNF-a. Otros posibles mecanismos que 
que podrían ser los responsables de la activación de NF-KB por acción 
de lo gemcitabina y que resultan muy interesantes de estudiar son la 
activación vía cinasas citoplásmicas del tipo PKC ( Lallena el al.. 1999) o 
vía DNA-PK ( Basu el al.. 199B) las cuales son capaces de loslarilar al 
complejo IKK. el cual a su vez es el responsable de la fosfarilación 
directa de los inhibidares IkB-a y p. 

lo cierto es que estos experimentos pusieron de manifiesto que existen 
diferencias en la capacidad para modular la Iranslocación de NF-KB al 
núcleo entre las dos líneas celulares y es lo capacidad al parecer es 
dependiente de estímulo. Debido a lo anterior decidimos estudiar la 
composición de la vía para activar a NF-KB vía el receptor o TNF-a. que 
es lo vía mejor caracterizada a nivel molecular. 

8.3 Composlcfón molecular de la ruta TNF-NF-d en las líneas celulares 
SIHa yCaSkI 

Ensayos de Weslern blol demostraron que existen diferencias en los 
niveles de expresión de proteínas pertenecientes a la familia de Rel 
entre las dos líneas. La línea celular CaSki es la que presenta en general, 
niveles mayores de las proteínas p50 y p65 en extractos de proteínas 
totales, a diferencia de SiHa que presenta niveles altos de la proteína 
c-Rel (Fig 9). 
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Si bien es cierto que la presencio de determinadas proteínas así como 
de sus concentraciones, habla de cierta tendencia a formar 
determinados complejos, es decir CaSki podría formar complejos 
preferentemente conformados por tos subunidades pSO y p6S I dimeros 
pSo-pSO. p6S-p65. p5Q-p65. etc.} . exisle mayor probabilidad de que en 
SiHa los complejos formados estuvieran conformados por c-ReL sin 
embargo este parece no ser el caso debido a que no pudimos detectar 
la presencia de la proteína c-Rel en el núcleo de ninguno de los dos 
sist?mas celulares estudiados. Este resultado pOdría sugerir que ninguna 
de las actividades de Rel encontradas en Si Ha y CaSki estuvieran 
formadas por c-Rel o que solo la actividad minoritaria e 1 estuviera 
compuesta por esta subunidad. 

Por otro lodo. es posible observor lo presencio de un doblete en lo señal 
paro lo detección nuclear de lo proteína pSO I Fig. 12) solo en lo lineo 
celular CaSki. Este dato pOdría ser significativo en el sentido de que 
diferentes grados de fosforilación de cada una de las subunidades que 
forman el complejo altera Su capacidad para unirse a DNA y para 
transactivar genes I Kushhner et 01.. 1999). En el coso especifiCO de la 
subunidad p50 por ejemplo. la fosforilación disminuye su capacidad 
para unirse a ONA lo que modifica directamente su capacidad 
transcripcional y su afinidad por distintos variantes de lo región 
consenso lo cual permite modulación distinta de genes. Este fenómeno 
si podría estar implicado en el tipo de genes que son inducidos en 
función al estímulo con gemcitabina entre las lineas e implicarse de 
esta manera directamente con el fenotipo diferencial de resistencia. 

la presencia de determinada clase de proteínas en estas células, habla 
de la tendencia a formar solo cierlos complejos, sin embargo, esta 
tendencia es un evento independiente a la activación individual de 
cada uno. 

La fosforilación directa de los inhibid ores de lo familia de Rel a fravés del 
receptor a TNF-a., ocurre principalmente mediante el reclutamiento de 
diversas proteínas en la región intracelular amino- terminal del receptor 
TNFR 1. N1K es uno proteína cinasa perteneciente a la familia de las MEK. 
la cual es reclutada en esta porción omino de receptor y es responsable 
directa de fosforilar y activar a los IKK in vivo e in vitro (Molinin et 
01.1997). Como se muestra en lo figura No. 8. la línea celular CaSki 
contiene niveles de expresión aumentados de esta cinasa, además de 
mostrar uno señal doble lo cual podría deberse a la presencia de la 
forma fosforilada de esta proteína. 

En esta misma figura se muestran también que los niveles de las cinasa 
IKK-a. no son significativamente distintas entre ambos líneas y que estos 
niveles no se modifican por el tratamiento con gemcitabína. Finalmente, 
es la línea celular CaSki la que presenta mayores de expresión de lo 
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cinasa IKK-p. También puede notarse la presencia de posibles formas 
fosforiladas de esta cinasa (los extractos fueron obtenidos empleando 
inhibidores de fosfatasas y la variación en peso es mínima) en ambas 
líneas y la relación entre formas fosforiladas y no fosforiladas es al 
parecer equimolar. Es necesario hacer notar lo anterior en función a 
que la actividad de estas proteínas es regulada por fosforilación, por lo 
tanto cambios en la relación entre las iso formas también habla de 
niveles de activación distintos de estas proteínas entre las líneas, lo cual 
podría modificar la cinética de degradación de los inhibidores 
respectivos y con ello la movilización de los complejos de Rel hacia el 
núcleo. Sin embargo, para concluir lo anterior es necesario realizar 
experimentos enfocados o la demostración de formas fosforiladas y no 
fosforiladas de estas proteínas. 

Uno de los datos que consideramos más relevantes del trabajo es la 
caracterización de los diferentes niveles de expresión de los inhibidores 
de la familia de Rell Fig. No. 9). Es la línea celular Si Ha la que presenta 
de manera global los niveles más altos de expresión de tres de los 
cuatro inhibidores analizados en este trabajo. Este dato es importante 
debido a que estos inhibidores son los responsables de la movilización y 
acción nuclear de los complejos de Re!. Por lo tanto, la variación en los 
niveles de expresión de estos inhibidores se puede asociar directamente 
con la capacidad distinta que existe entre los líneas para modular Jo 
translocación de los complejos de Rel al núcleo, qué complejos son los 
que se activan e incluso que genes se transcriben en funci9n al estímulo. 

Esta apreciación acerca de la importancia de los niveles distintos de 
expresión de los inhibid ores se basa principalmente en que estos 
inhibidores presentan una distribución tisular característico, lo cual se ha 
asociado al tipo de complejos y a genes que se modulan por la familia 
de Rel en cada sistema celular; pero además, al presentar una cinética 
de degradación distinta, así como una diferente afinidad por 
determinados complejos. permiten una regulación mucho más fina de 
las acciones de estos factares de transcripción I Karin el 0/ .. 1998). 

El inhibídor IkB-a por ejemplo. es el mós abundante en la mayoría de los 
sistemas celulares estudiados y es el que presenta una cinética de 
degradación más rápida activada por todos los inductores de NF-KB. 
Por lo tanto la degradación selectiva de este inhibidor se ha asociado 
con tos respuestas de tipo transitorio e inmediato que modula NF-KB. 

Además se ha demostrado que este inhibidor se resintetiza rápidamente 
y que en el núcleo es capaz de unirse a complejos ya activos de Rel 
unidos a ONA y bombearlos hacia el citosol por la presencia de señales 
de retención ciloplósmica que este inhibidor poseel Zabel U el al. 1990. 
Brown K et al 1993). Esta cinética permite entonces asegurar el carácter 
transitorio de algunas acciones de NF-KB. 
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El inhibidor IkB-p en cambio. se degrada más lentamente. Además. se 
han encontrado, complejos ternarios NF-KBI IkB-P en el núcleo unidos a 
ONA. los cuales al parecer impiden que actúe IkB-a en el núcleo 
permitiendo una acción más prolongada de los complejos de Rel como 
acfivadores transcripcionales, lo cual permite uno respuesta de tipo más 
persistente (Thompson JE el al .. 1995). 

El caso del inhibidor Bcl-3, a diferencia de los antes mencionados, es 
interesante debido a que presenta una localización nuclear y tiene una 
alta afinidad por los homodímeros de pSO y p52, los cuales son los menos 
activos transcripcionalmente y al parecer impiden. al favorecer lo unión 
de estos dímeros al DNA, la acción de afros dímeros más activos 
atenuando la respuesta (Caamaño el al, 1996). 

Por otro lado. ensayos de Norfhern blot demostraron que los niveles de 
mensajero de IkB-a están disminuidos en la línea celular CaSki. 
implicando con esto que los niveles de proteína bajos mostrados por 
esta línea pueden deberse a deficiencias en la regulación 
transcripcional de este gen, lo cual resulta muy interesante porque el 
gen IkB-a se ha caracterizado como un supresor de tumores. lo anterior 
abre la expectativa de que la disminución en la expresión de este gen 
sea al menos un mecanismo parcial responsable de la transformación 
neoplásica en este tipo de tejido. 

Debido a lo anterior, creemos que las variaciones en expresión de estas 
proteínas que están involucradas con la activación de los complejos de 
la familia de Rel , pueden explicar la distinta capacidad de ambas 
líneas para modular la translocación nuclear de los distintos complejos, 
modificando la respuesta transcripcional global modulada por estos 
factores. repercutiendo dramáticamente en lo respuesta celular : 
inducción de apoptosis o resistencia. 

El proceso antiapoptótico mediado por NF-KB depende de su actividad 
transcripcional. Algunos de los productos génicos modulados por NF-KB 
que han sido involucrados en este proceso son las proteínas IAP 
(cIAP-1 y cIAP-2). asi como las moléculas transductoras TRAFl y TRAF2 
(Wang el al.. 1998). 

Mediante ensayas de Western blot fue posible identificar la expreSlon 
basal de la proteína clAP-l. sin encontrar diferencias entre las dos líneas. 

Este ensayo permite demostrar que no es la expresión basal diferencial 
de estas proteínas inhibidoras las que pudieran estar involucradas en la 
susceptibilidad que muestran ambas líneas paro sufrir apoptosis. Sin 
embargo, dadas los caractensficas de inducibilidad de NF-KB, hubiero 
sido interesante estudiar las variaciones en la expresión de estos 
proteínas por acción de lo gemcitabina. en función o que alteraciones 
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en estos niveles pudieran hablar de un mecanismo de resistencia 
adquirido por estas células inducido por el anfineoplósico . 

El presente trabajo demuestra también que la línea celular SiHa es un 
sistema celular muy resistente a la acción de distintos agentes anti­
neoplásicos. Este modelo resulta entonces muy interesante para poder 
estudiar mecanismos diversos mediante los cuales una célula es capaz 
de evadir las señales pro-apopléticas. Al parecer no es el sistema NF-kB 
el principal responsable de este efecto protector, sin embargo existen 
muchos otros mecanismos que pudieron estar implicados en lo 
resistencia. como por ejemplo algunas cinasas relacionadas a sobrevida 
celular como lo cinosa Akt ( Delhase el 01 .. 2000). 

Finalmente, el presente trabajo más bien descriptivo que mecanístico, 
permite involucrar al sistema NF-KB en el proceso de resistencia a 
antineoplásicos en el sistema tumoral de cérvix. Esto es importante a 
nivel clínico en función de que uno de los principales problemas en el 
tratamiento de estos tumores es precisamente la alta resistencia a una 
gran variedad de antineoplásicos. 
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Fig. No 13. Modelo experimental propuesto para la acción de NF-KB en las dos lineas celulares SiHa y CaSki. 
El efecto de resistencia mostrada por la línea SiHa para el efecto de gerncitabina es independiente a su capacidad para inducir la 

translocación nuclear de NF-xB por la acción de este fármaco. Posiblemente los niveles basales nucleares en estas células son suficientes para 
inducir protección. En cambio en la línea celular CaSki, la activación de NF-xB promovido por la acción de gerncitabina no es suficiente 

para protegerla apaptosis. El evento de protección debe depender, más que de la capacidad para activar a NF-KB, de los niveles de 
inducción alcanzados, el complejo que se transloque y la función transactivadora de éstos. 
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9 . Conclusiones 

l.-La capacidad para inducir la activación de complejos de la familia 
de Rel por la línea celular Caski . se asocia con cierta resistencia a sufrir 
apoptosis mediada por el fármaco gemcitabina 

2.- Proponemos que la gemcitabina debe emplear un mecanismo 
alterno a la activación de NF-KB vía receptor a TNF-a debido a que el 
pretratameinto de estas células con esta citocina no induce la 
translocación de NF-KB el núcleo presumiblemente por activación 
constitutiva de la ruta. lo cual no permite que ésta sea modulable. 

3.- En el mecanismo de resistencia a apoptosis inducida por 
gemcitabina en lo línea celular SiHa no está implicado lo activación de 
NF-KB. Esto línea celular es resistente a sufrir apoptosis inducida por 
gemcitabina. a pesar de que este fármaco no es capaz de promover la 
translocación de NF-KB al núcleo de estas células. Probablemente los 
niveles basales de activación sean sufucientes para promover la 
resistencia a opoptosis. 

4.- No existen diferencias en la composición de la vía TNF jNF-KB entre 
ambas líneas celulares. la diferencia pensamos más significativa ocurre 
a nivel de cantidad de expresión: la línea celular SiHa . la más resistente. 
presenta en general niveles aumentados de los inhibidores de la familia 
de Re!. Esta diferencia podría estar correlacionada con las distintas 
capacidades poro inducir a los diferentes complejos de lo fomilia de 
Re!. 

5.- La activación constitutiva de NF-KB en líneas tumorales de cérvix no 
es un mecanismo universal de protección a sufrir apoptosis: el efecto es 
tipo celular específico y dependiente de estímulo. 

6.- Finalmente. este estudio permite suponer que el sistema NF-KB podría 
estar implicado como mecanismo molecular de variación intra-Iesional 
(heterogeneidad celular en los tumores) en cáncer de CaCu. Por lo 
tanto. el bloqueo de su activación podría funcionar como tratamiento 
adyuvante para abatir la resistencia a quimioterápicos mostrada por 
este tipo de tumores. 
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11. GLOSARIO 

APAF·I 
CAD 
DNA·PK 
EMSA 
FADD 
G·CSF 
GM·CSF 
c·IAP 
ICAD 
ICE 
IkB·u 
IKK 
IL·1,2 
LPS 
NF'KB 
NIK 
PDGF 
PI(3)K 
PKB 
PKC 
TNF 
TNFRI 
TRADD 
TRAF 
TUNEL 

Apoptotic Protease Activating Factor-l 
Caspase activated DNAse 
DNA dependent Proteio Kinase 
Electrophoretic Mobility Shift Assay 
Fas-associated death dornajo proteio 
Granulocyte Colony Stimulating Factor 
Granulocyte and Macrophage Colony Stimulating Factor 
Cellular Inhibitor of apoptosis Protejo 
Inhibitor of Caspase Activated DNAse 
Interleukin-l~-converting enzyme 
Inhibitor of NF'KB alpha 
IkB kinases 
Interleucinas 1 y 2 

Lipopolisacáridos 
Nuclear Factor kappa Binding Protejo 
NF-KB inducing kinase 
Platelet Derivated Growth Factor 
Phosphatidylinositol-3-0H-kinase 
Protejo Kinase B 
Proteio Kinase e 
Tumor Necrosis Factor 
Tumor Necrosis Factor Receptor 
TNFRl-associated Death Dorna¡o Protejo 
TNFRl-associated Factor 
Terminal dUTP Nick End Labeling 
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