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Resumen

NF-«B pertenece a una fomilia de factores de transcripcidn que son
activados por una gran variedad de estimulos extracelulares, incluidos
diversos agentes anfinecpldsicos. En células somaticas no estimuladas,
eslos factores de franscripcion permanecen inactivos en el citoplasma
por interaccién directa con proteinas inhibidoras pertenecientes a la
familic de IKB. Su principal mecanismo de activacion consiste en
permitir sy tfranslocacion nuclear, previa degradacion proteosdémica
inducida por estimulo, de dichos inhibidores. En cambio, en diversos
sisternas tumorales, se ha descrito que la actividod nuclear de estos
factores de franscripcion es consiitutiva, especificamente la del
complejo formado por las proteinas pS0 y pé5. Recientermente se
establecié que la activacion de estos factores de transcripcion se
correlaciona con la capacidad de algunos sistemas celulares para
inhibir apoptosis inducida por diferentes estimulos.,

El objetivo del presente ftrabajo consistic en estudiar la posible
implicacion de NF-xB en la distinta resistencia o sufrir apoptosis inducida
por el antineopldsico Gemcitabina, en los dos sistemas tumorales de
cérvix, SiHa (poco sensible) y Caski {sensible).

Demostramos que existen al menos dos complejos basales
pertenecientes a la familio de Rel en ambos sistemas. Ademdas, que es
en la linea celular CasSki en donde se encuentran los mayores niveles de
activacién de ambos complejos y que es solo en esia linea que la
translocacion de NF-«xB al nicleo es inducida por el fratamiento con
gemcitobina. El fenotipo de resistencia diferencial entre ambas lineas
puede ser explicado, al menos parcicmente, en funcidon a que existen
diferencias en la composicidn molecular del sistema de transduccion
que permite la activacién de NF«B o traves del receptor a TNF-a. De
dichas diferencias, la mas significativa consistido en que 1a linea celular
SiHa presenta mayores niveles de expresidon de diversos inhibidores de la
familia de Rel con respecto a los encontrades en la linea celular CaSki.
Bste estudio demuestra que probablemente el efecto protector contra
apoptosis mediado por estos factores de transcripcion, esié osociado
no solamente a su presencia constitutiva en el nicleo, sino a los niveles y
tiempo de induccion alcanzados en funcidn a delerminado estimulo.



l.- Infroduccion

1.1 - ;Qé es el cancer?

De manera muy simple, una célula tumoeral pierde lka capacidad para
controlar su proliferacion, diferenciacion y muerte. Estas caracteristicas
son generadas esencigimente por combios en la expresidn de dos
clases de genes: los oncogenes y los genes supresores de tumores . La
funcién alterada de las proteinas codificadas en estos genes, producen
una regulacién anormal de las vias de senalizacidén que controlan el
ciclo celular, lo apoptosis, la estabilidad genética, la diferenciacion
celular y la morfogénesis. Los cambios en todos estos procesos son los
responsables de los pasos iniciales para ta transformaciéon neoplasica y
la subsecuente progresion tumoral, resultando en el desarrollo de los
tumores malignos { Kopnin, 2000).

El término oncogen se designd originalmente g elementos genéticos
discretos [genes) de origen viral que poseion la capacidad de
modificar el fenotipo de las células a las cuales infectaban. Esta
transformacién fenotipica de las células | disminucion en el tiempo de
doblaje, cambios en la estructura macroscopica celular, pérdida de la
inhibicion por contacto, entre otas), estaba relacionada con la
integracion del genoma viral al genoma de la céluta huésped.

Estudios posteriores demostraron que estos oncogenes cedificaban para
proteinas {oncoproteinas) . que jugaban un papel iImportanie durante el
ciclo de vida viral. como aquelias relacionadas con el inicio de la
replicaciéon y control transcripcional de genes virales, y parle de la
habilidad de estos oncogenes para transformar a las células parecia ser
consecuencia de estas acfividades.

Con o identificacidon y clonacidon de diversos oncogenes logrd
demostrarse que existen genes homdlogos a los oncogenes en la mayor
parte de los organismos pluricelulares. A estos genes se les denomind
proto-cncogenes u oncogenes celulares (Bishop, 1991 y Rabbits, 1994).
Los oncogenes celulares son genes celulares normales; su conversion o
oncogenes puede ocurir por diversos mecanismos como la
amplificacién y diversas mutaciones.

Los genes supresores de tumores {anti-oncogenes) son también genes
celulares; sv inactivacion aumenta la probabiidad de formaciéon de
tumores. mientras que el restablecimiento de sus funciones suprimen el
crecimiento de las células tumorales.



Algunos de los criterios para caracterizar a genes e incluirlos en alguna
de estas dos categorias {oncogenes o genes supresores de tumores)
son los siguientes: a) cambios en la estructura y/o expresidn del gen en
diversos sistemas turnorales ; b} lo aparicidon de tumores en individuos
muy jovenes asociados a mutociones de tipo germinal del gen en
cuestion; ¢} un incremento en la incidencia de tumores en animales
transgénicos los cuales expresan fa forma activa alterada del gen( en el
case de los oncogenes) o mutaciones tipo “knock-oui” en el caso de
los. genes supresores de tumores; d) lo copacidad para cousar
alteraciones morfoldgicas caracteristicas de transformacién neopldasica
como el crecimiento iimitado (oncogenes) o por el contrario, inhibicion
del crecimiento  en células cultivadas in vitro [genes supresores de
fumores, Kepnin , 2000).

Por lo anterior, es necesaria la eleccidén de un modelo experimental
muy especifico. lo cual permite profundizar en los mecanismos de
transformacion propios del modelo vy con ello mejorar la prevencion y
tfratamiento posteriores de dichg neoplasia. Si bien es cierto que existen
mecanismas comunes y bdsicos de malignizacion o transformacion
neoplasica, cada tipo tumoral presenta particularidades que se ponen
de manifiesto sobre todo, a nivel de su respuesta a los diferentes
tratamienics.

El presente frabajo estd enfocado al modelo de cancer cervicouterino
que primero, €5 un problema de salud publica en México y segundo
presenta como caracleristica importante ser muy resistente o los
diferentes tipos de terapias convencionales actuales.

1. 2.- Cdancer cervicouterino {CaCu). Generalldades

El cancer cervicouterino es una de las principales causas de muerte en
los pafses en vias de desamcllo. En México, esta enfermedad es
responsable de aproximadamente el 33% de las muertes por cancer en
mujeres [Registro Histopatolégico de Neoplasias Malignas. Secretaria de
Salud , 1998).

Como todas las neopiasias malignas, el carcinoma de cérvix  es
consecuencia de una serie de alterociones en genes que regulon lo
proliferacion celular y el proceso apopldtico. La infeccion por el virus
de papiloma humano {VPH) es probablemente el factor mds importante
en su etiopatogenia . El DNA viral se encuentra integrado en el 0% de
los casos diagnosticados como fesiones invasoras. El mecanismo de
transformacién  asociode @ la infeccidon por el VPH, consisie
principalmente en la inactivacion de proteinas celulares que son
producto de genes supresores de tumores como p53 v refinoblastoma
por oncoproteinas virales (E6 y 7).




1.2.1 Epidemiologia

En México. el cancer cervicouterino es la principal causa de muerte en
mujeres entre los 25 y 64 ofios de edad, con mas de 4300 muertes
anuales, por lo gque es considerado un problema grave de salud
publica. Entre 1996 y 1998 se reportaron 58,638 casos de este fipo de
cancer en el registro nacional, de los cuales un 78% se diagnosticd
como carcinoma invasivo (Tapic et of., 1998} .

En el Instituto Nacional de Cancerologia se atienden en promedio 600
nuevos casos al afio v la gron parte de ellos se diagnostican como
lesiones en estadios avanzados{ Registro Histopatoldgico de Neoplasias
Malignas, Secretaria de Salud. 1998)

1. 2.2 Factores de riesgo

-Edad: Lo incidencia de carcinoma cervical se incrementa rapidamente
de! 0.3 antes de los 20 anfos y menos del 2.0 por 100,000 antes de los 25
anos hasta el 16.6 por 100. 000 o los 40 anos. Este porcentgje se
incrementa hasta  un 22.4/ 100,000 a los 8BS afos de edad. La edad
promedio de diagndstico son los 54 afos (Registro Histopatologico de
Neoplasias Malignas. Secretaria de Salud, 1998 ).

-Raza: Las mujeres de raza negra presentan una mayor incidencio que
las caucdsicas, (2.0-2.5 veces mads).

-Patologias ginecclégicas  previas: Comportamiento  sexval:
promiscuidad, temprano inicio de vida sexual activa. Infeccién: Como
en casi todas los regiones del mundo la infeccién por el virus de
papiloma humano (VPH} es e principal factor de resgo. siendo el
subtipe 16 el mas comUnmente identificodo{ 50-65% del total de casos.)
Sin embargo, la infeccidn por el sublipo 18 también es muy frecuente.
La infeccidn por ambos subtipos de papiloma  es considerada de alto
riesgo.

-Tabaquismo. El riesgo a padecer este tipo de cdncer se incrementa
cuairo veces mdas en pacientes fumadcras | Manual Clinico, Lange de
oncologia préctica, 1999).

1. 2.3.- Patrdn melastasico

Se han detectado tres rutas principates de diseminacion: 1) extension
directal crecimiento directo a estructuras contiguas: vagina, vejigq,
recto} 2} Diseminacién linfatica y 3) Diseminacién hematogena, 1a mads
frecuente en estadios avanzados.




Los principales érganos de diseminacion y metastasis son el pulmén, el
hueso e higado (Manual Clinico Lange de oncologia practica, 1999).

1. 2.4 Esquemas de tratamiento

B carcinoma cervical sigue un patrdon de progresion relativamente
ordenado. Se caracteriza primeramente por diseminacién locomegional
a organos pélvicos y ganglios linfaticos regionales y postericrmente g
organos distantes. La eleccidn del tratamiento depende de factores
como el estadio ciinico, el lamario tumoral y/o la presencia de ganglios
pélvicos infiltrados per tumor. En general, los carcinomas microinvasivos
{ Estadio 1A1) se resecan quirdrgicamente, este tratamiento permite la
curacion de practicamente todos los casos.

Los tumores en estadios clinicos tempranos [ 1A2 a IB1) se tratan
habitualmente mediante histerectomia radical  y linfadenectomia
pélvica, lo que produce porcentajes de curacion superiores al 90%. Sin
embargo en estadios avanzadoes, que desafortunadamente son los mads
observados en nuestro pais, el tratamiento consiste en radioterapia
como modalidad Unica, siendo el prondstico de estas pacientes mucho
menos alentador, lograndose porcentajes  de supervivencia a cinco
afos de solo el 15%. Para las pacienies que presentan enfermedaod
metastasica a distancia [ IVB) o aquellas con recunencia o persistencia
de la enfermedad. la supervivencia media es de aproximadamente
ocho meses { Omura GA, 1996).

Un problema grave dentro de los tralomientos convencionales para
cualquier tipo de cdancer 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 la variabilidad
celular intra-lesional que existe en los tumores, es decir, no todas ias
alteraciones moleculares son las mismas en cada una de las celutas 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 medificar esquemas de
fratamiento con terapias adyuvantes que permitan optimizar las
ferapias convencionales.

Actuaimente, la mayor parte de las terapias anti-tumorales estan
dirigidas o tratar de inducir el proceso apoptético en las células blanco
mediante la activacion de diferentes cascadas de senalizacién que
activan dicho proceso. La radiacion ultravioleta, por ejemplo, al alterar
la estructura de los acidos nucleicos. previa formacion de radicales
libres por radidlisis de! agua, genera inestabilidad gendmica la cual se
considera un evento iniciador de apoptosis, via sefializacion nuclear
por p53 (Brisfow et al. 1994). Otros agentes antineopldsicos que generan
tambign inestablidad gendmica como el etopdsido, un inhibidor de




topoisomerasa Il es capaz de inducir la expresidon det ligando de Fas,
evernto que se asocia con apoptosis en linfocitos T. Esta via de
senalizacién para inducir apoptosis ocure o través de receptores a
muerte, en donde estdn incluidos Fas [CD95) y el receptor a
TNF-o ( Kasibhatia ef al., 1998).

Algunos detalles de estos mecanismos de activaciéon apoptdtica se
revisan con mayor detalle en la siguiente seccion.

1.3.- Apoptosis. Generalidades

La muerte celular ha sido  descrita como la pérdida ireversible de la
estructura y funcion celular. La muerte celular ocuire COmMO Proceso
fisiologico normal durante la organogénesis en los embriones y el
recambio celular en organismos aduitos, asi como en procescs
patolégicos en respuesta a diferentes tipos de dano.

La opoptosis es un tipo de muerte celular que a diferencia de la
necrosis, gue se considera un proceso esencialmente accidental que
ocurre como consecuencia de un dafo generalmente  mecanico
grave a la célula. ademas de presentar caracteristicas morfolégicas
especificas, se le considera un proceso genéticamente regutado (Raff
MC. 1992).

Morfolbgicamente la apoptosis se caracteriza por condensacion
citoplasmica y del nicleo , seguida de una pérdida de la membrana
nuclear, fragmentacion de la cromatina y la subsecuente formacién de
multiples  fragmentos rodeados por membrana  plasmdatica  que
contienen material nuclear y citopldsmico, conocidos Como cuerpos
apopldticos (Keret al., 1972) .

Estudios sobre los mecanismos moleculares involucrados en el proceso
apoptdtico han demostrado gue la maquinaria basal para su ejecucion
es constitutiva, es decir, no es eshictomente dependiente de
transcripeion en todas las células de vertebrados { Martin et al , 1990).

Algunos de los elementos moleculares involucrados con dicho proceso,
se han descrito con base a estudios genéticos realizados en el modelo
del nematodo Caenorhabdifis elegans, { Yuan et al., 1990).

Estos estudios demosiraron que mutaciones que generaban pérdida de
la funcién del producto del gen ced-3. provocaban la inhibicién del
programa de muerte en este organismo. Demostraron también, que el
proceso de muerte en este nematodo era inhibido por la sobre-
expresién del producto del gen ced-9. la caraclerizacion de Ia
estuctura y funcion de estas proteinas permitieron identificar a las
picteinas hemdlogas en célulos de mamifero.



En estos organismos se encontrd que existen varias proteinas homologas
a CED-3.las cuales hoy se agrupan en una familia denominado “familic
de las caspasas”. Iguaimente los homdlogos en mamiferos de la
proteina CED-9 de C. elegans. constituyen hoy a la familio de Bel-2
(Salvesen et al., 1997).

A la fecha las caspaosas en los mamiferos comprenden un grupo de
rece proteasas que han sido divididas en tres subfamilias : las subfamilia
de’las proteasas “ICE-LIKE" que incluye a las caspasas 1,4,5 y 13, asi
como a las caspasas murinas 11 y 12 para los cuales no se han
identificado homdlogos en humanos. La subfamilic de Ced-3 que
incluye a las caspasas 3,6,7.8.9 y 10. v la Ultima subfamilia que solo
incluye a un miembro que es la caspasa 2 {Chinnaiyan et al., 1996).

Mientras la caspasa | estd principalmente involucrada en la activacion
de pro-citocinas, las caspasas 2.3.6.7.8 y 10 son caracteristicas de la
apoptosis { Nicholson et al,,1997).

Estas proteings tfienen como caracteristica estructural comin una
cisteina en su sitio acfive  y todas cortan a su sustrato con un metivo
consenso comun que incluye un aspartato.  Algunas veces el corte
generado por estas proteinas resulta en la activacién de distintos
blancos, ofras en su inactivacion, pero nunca en la degradacion,

Estas proteinas son sintetizadas de manera constitutiva como zimégenaos,
los cuales son denominados “'pro-caspasqs”’. Existe  evidencia
experimental que sugiere que la activacién de las procaspasas ocure
de manera secuencial, como uno cascada  proteolitica
{Nichelson et al..1997).

Una vez activadas paor corte, las caspasas cortan proteinas blanco que
son indispensables en el mantenimiento de la estructura celular normal
como las laminas nucleares. la actina, ia p-tubulina, asi como de
sustratos que solo son activados durante la apoptoesis como el Factor de
Fragmentacion de DNA { DFF-45, Liv et ol., 1997} vy ol inhibidor de Ia
nucleasa muring ICAD { Enari et al., 1998), los cuales son responsables al
menos en parte, de tos cortes intemucleosdmicos caracteristicos de una
célula apoptdtica (Kidd , 1998},

El orden exacto en el que actuan las caspasas en los diferentes vias de
sefalizacion pro-apoptotica es controversial al igual que la secuencia
temporal con otros eventos caracteristicos del programa de muerte; sin
embargo existen algunas caspasas ya identificadas como especificas
de las diferentes vias de induccidn de muerte celular , como la caspasa
8 relacionada con la activacion de apoptosis via receptores a muerte
(Raff, 1998).




Existen caracterizadas actualmente tres vias de sefalizacion para la
induccion de apoptosis. Todas tienen en comun el permitir la activacion
de las pro-caspasas y con ello la ejecucion del programa de muerte.
Una de ellas es la inferaccion de receptores de superficie con sus
respectivos ligandos, los cuales, a través de moléculas adaptadoras
pueden reclutar vy activar pro-caspasas, especificamente la  pro-
caspasa 8 como es el receptor a el ligando Fas y el receptor a TNF-a,
TNFR!. que se ies ha denominado en conjunto receptores o muerte,
dada su copacidad para activar apoptosis en las células que los
expresan. Este tipo de induccion de apoptosis es el empleado por los
linfocitos normales activados, una vez que hon llevado a cabo su
funcion { Ashkenazi et ol 1998).

La segunda via de sefdlizacidén es iniciada por una gran variedad de
estimulos pro-apoptdticos e involucra dafo mitocondrial en sus pasos
iniciales. Cuando la mitocondria es danada y se dltera su potencial de
membrana.  ésta libera al citoplasma al citocromo C. Esta proteina
funciona normalmente en el proceso de iransporte de electrones
durante la respiracidn celular para la formacién de ATP. Una vez en
citoplasma, esta proteina tiene una funcién muy diferente. Se une a la
molécuta adaptadora APAF-1, que es homdloga a la proteina CED-4 en
C.elegans. Este complejo permite la activacion directa de la pro-
caspasa 9. .la cudl inicia la cascado de caspasas y ia ejecucién de la
apoptosis [ Zou ef al, 1997) Caobe mencionar que estc mecanismo es
activado tanto por sefdles intracelulares y extracelulares, por eso se le
considera un meconismo de amplhficacion de la cascada de caspasas,
lo cual permite aumentar la eficiencia y la velocidad con la que el
proceso de muerte se lleva a cabo.,

La tercera via de sefnalizacidn involucra el dafo directo al DNA. Aungue
es el mecanismo que estd menos caracterizado, se han involucrado
proteinas como pS53, que es producte de un gen supresor de tumor.
Esta proteina que actia comeo factor de transcripcion  es capaz de
activar apoptosis y detener la progresion del ciclo celular {Raff, 1998).

1.3.1- Conlroles sobre el proceso apoptatico.

El inicic ¢ no del programa de muerte es entonces una decisién que no
es trivial para una célula; por lo tanto, es necesario gue dicho proceso
esté regulado de una manera muy estricta.

Dentro del contexto de regulacion, uno de los mas claros es aquel que
se ejerce sobre la actividad de las caspasas. Como cualguier otra
enzima, la actividad de estas proteinas puede modificarse ya sea por
permifir 0 no su activacién { p.ej. controlando el trafico subcelutar de
estas proteinas y/o de sus sustratos) o por inhibicion directa de la
actividad enzimdtica propia de la caspasa una vez que ya ha sido
aciivada, impidicnde que se corte el sustrato siguiente.




Otra forma de regulacién es inhibir la activacion de las caspasas por
competencia del sitio de reclutamiento de la pro-caspasa . como es el
caso especifico de ltos receptores a muerte. En este sistema se han
descrifo proteinas adapiadoras truncas  que se unen al sitio de
reciutamiento o dominio de muerte presente en la regidén intracelular
de estos receptores , impidiendo que se una vy se active a la  pro-
caspasa 8 [ Nicholson et al,,1997).

Se han descrito familias completas de proteinas que foerman parte de los
mecanismos de contfrol sobre la apoptosis mediante la intervencidn
sobre lg acfividad de las caspasas.

Una de estas familias es la familia de proteinas inhibidoras de apoptosis
{IAP). El primer miembro de esta farmilia fue caracterizada en baculovirus
{ virus que infectan a células de insecto) gracias a su capoacidad para
atenuar la apoptosis inducida peor infeccién viral. A la fecho se han
descrito en mamiferos cinco homodlogos de estas proteinas, NAIP, clAP1,
clAP2, XIAP y muy recientemente la proteina survivina, cuya expresion es
regulada a través de las fases del ciclo celular y tiene afinidad por
proteinas de citoesqueleto . A esta proteina se le ho implicado en el
control de la aqpoptosis durante la division celular. El principal
mecanismo de accidén de estas proteinos  consiste en inhibir la
aclivacion de algunas pro-caspasas come la 9, pero tienen ademds la
capacidad de interaccionar con proteinas adaptadoras que permiten
la transduccion de la senal de muerte a iravés de receptores
membranales { Roy el al, 1997; LaCasse et al, 1998).

Oira familia encargada del control del proceso apoptdtico es la familia
de Bcl-2. Se han clonado hasta la fecha 12 proteinas de mamifero con
homologia estructural a la proteina Bel-2. Los miembros de esta familia
se dividen en proteinas pro-apoptdticas y antiapoptdticas. Las proteinas
antiopoptoticas estdn mucho maés relacionadas estructuralmente con
Bcl-2 [ Bclx, Bel-2, Mck-1, Al y Boo) y estructuraimente mas alejodas las
proteinas pro-apoptdticas , Bik, Bk, Hrk, Bim, Bad, Bid y Diva (Green et
al., 1998).

Los miembros de esta familic pueden hetercdimerizar via interacciones
entre motivos estructurcles conocidos como dominios homdloges a
Bcl-2. Dado que se ha descrito que no es la presencia individual de
cada una de ellas la que se correlaciona con determinado efecto,
sino el balance entre las cantidades de proleinas de un tipo v otro, se
ha sugerido que la heterodimerizacion resulta en una neutralizacion de
los efectos y el fenotipo sensible o resistente a sufrir apoptosis se genera
en funcidn a qué grupo de profeinas domine en concentracion. Sin
embargo existen proteinas mutantes en el deminio de dimerizacion que
son copaces de ejercer su efecto pro-d-anfiapoptdtico independiente
a su capacidad de heterodimerizar. Entonces se acepia que hay




mecanismos dependientes y no dependientes de heterodimerizacidn
{Ihu efal., 19%96)

Muchos de los miembros de la familia de BCL-2 contienen en la regidn
carboxilo terminal una regidn hidrofébica capaz de interaccionar con
diferentes membranas intracelulares come la mitocondrial y la de
reticulo endopldsmico y perinuclear. Estudios realizados con proteinas
de fusidn han demostrado que la unidn a membranas por 1os miembros
de esta lamilia es indispensable para su efecto antiapoptotico. La unién
de los miembros de Bcl-2 a la membrana mitocondrial es de particular
interés dado que se ha demostrade que un mecanismo probable de
inhibicidn de apoptosis sea estabilizar la membrana mitocondrial e
impedir lo liberacién de citocromo C al citoplasma, impidiendo la
formacion de complejos de cilocromo C con Apai-1; inhibiendo de
esta manera la activacion de procaspasa ¢ y con ello la cascada de
activacidon de los caspasas efectoras como la 3 v la 7 { Kluck et aol.,
1997).

Es interesante también que Bcl-2, Balx v Bax pueden formar canales
idnicos en membranas bioldgicas. Esta actividad de canales idnicos
mostrada por algunos miembros de la fomilic  podrian controlar
apecptosis al modificar la permeabilidad de membranas intracelulares.

Por ejemplo la interaccion de la proteina Bax con ef canal anionico
dependiente de voltgje (VDAC), un componente de el poro de
fransicion, induce un cambio en la permeabilidad de lo membrana
mitocondrial alterando el potencial y con ello. la liberacién de
citocromo C hacia citosol , induciendo apoptosis.

Esta actividad de Bax es inhibible por Bel-2. Bel-x ., en cambio permite
mantener el recambio mitocondrial ATP/ADP bajo condiciones no
oOptimas para el crecimiento | p.ej deprivacion de suero] al estabilizar la
funcion del translocador de nucledtidos de adenina . €l cual es
dependiente de ta funcion de VDAC. Esto es, que los miembros de la
familic de Bcl-2 controlan la liberacion de citocrome ¢ de la
mitocondria por regulacion de componentes formadores del poro de
transicidbn que se genera en la membrana mitocondrial después de
determinados estimulos pro-apoptoticos.

Otro mecanismo propuesto para la accidn de Bel-2, es la regulacion
pora el mantenimientc homeostdsico de ios flujos de calcio desde
reticulo endopldsmico [ Minn et al., 1997; Schendel et al., 1997 y Narita
et al, 1998).

Finaimente, otro mecanismo importante de regulacion es ef conirol de
la expresion génica de las proteinas que intervienen directamente en el

proceso apoptdtico. En este sentido, 'a participacion de los factores de




transcripcion en la regulacién de dicho proceso resulta critico, tanto en
la regulacidn coma en la ejecucion de todo el proceso.

Un ejemplc muy claro de la importancia de estos factores de
franscripcién en la regulacion del proceso apoptdtico es el caso de la
proteina p53 y el factor de transcripcion NF-kB.

P53 es una proteina producto de un gen supresor de tumor. Esta
proteina estd involucrada en una gran variedad de procesocs fisiclogicos
de " una célula. Enfre éstos se incluyen franscripcion de genes,
reparacién del DNA, control del cicio celular. mantenimiento de la
estabilidad gendmica. envejecimiento y muerte celular, Esta proteina es
activada en respuesta a dano especifico al material genético. Su papel
denfro de la regulacion positiva del proceso apoptético estd ligado a su
actividad franscripcional { Frebourg et al, 1995, Levine ef al, 1995,
Macleod et af.. 1995).

NF-xB es un factor de transcripcion que permanece inactive en el
citoplasma, por interaccion con proteinas inhibidoras especificas. por fo
que sv principal mecanismo de regulacion consiste en permitir © no su
transtocacion nuclear previa degradacion de su inhibidor. Este factor es
activade por una gran variedad de estimulos extracelulares como: el
estrés  oxidatfivo, la luz ultravioleta, TNF-a vy los lipopolisacaridos
(May et al., 1998} . Su papel como regultador negative de la apoptosis se
describio en 1994, en donde se demosird que la restauracién de una de
las subunidades que o conforman(pés) en fibroblastos de ratones
knockout inducia proteccion a sufrir apoptosis mediada por el factor de
necrosis tumoral alfa. Esta actividad antiapoptética esta asociada a su
capacidad para activar la franscripcion de genes antiapoptéticos
como las proteinas 1IAP 1 y 2 y olros genes como la proteina adaptadora
TRAF 2, evento asociado a la inhibicidon de la actlivacion de la
procaspasa 8 via receplores a muerte (Wang ef al..1998).

Sin embargo €l papel como regulador de a apoptosis es controversial,
en algunos sistemas es capaz de inhibir el proceso , mientras que en
algunos otros es un activador especifico de la apoptosis (Wang ef al,
1994).

Y es por esta controversia, asi como su capacidad de ser inducido por
diferentes agentes externos, incluidos algunos antineopldsicos, que
decidimos estudiar el papel que juega este factor de transcripcion en la
sensibilidad diferencial a sufrir apoplosis presente en  dos sistemas
tumorales de cérvix mediada por el agente anti-tumoral gemcitabina.



1.4.- Familla de Rel/NF-«B

Todas las células responden o estimulos externos por generacion de
segundos mensajeros en el citoplasma, 105 cuales son capoces de
enviar sehales al nGcleo, finalizando con la expresion de un conjunto de
genes especificos. Esto es, el proceso de regulacion de la transcripcion
puede determinar los caracteristicas de crecimiento, estado de
diferenciacién, desarrollo e incluso estados patologicos de un tejido. La
expresion de genes estd regulada por elementos tipo cis, los cuales son
reconocidos por los factores de transcripcion, cuya actividad es
modulada a su vez , por una gran cantidad de estimulos. Los principales
mecanismos de regulacién de la actividad de estos factores de
transcripcién  son muy diversos: regulacidn a nivel transcripcional,
modificaciones post-traduccion, interaccidn con otros factores © por
localizacion subcelular,

NF-xB es un factor de transciipcién que fue identificado inicialmente
como una proteina especifica de tejido linfoide que se une a lo
secuencia decamérica GGGACTIICC presente en el “enhancer”
intrdnico de la cadena ligera (k) de las inmunoglobulinas {Sen ef af.,
1984). La actividad de NF-xB es regulada principalmente por su
localizacién subcelular. Este factor de transcripcion estd presente como
un complejo inactivo en el citoplasma de todas las células normales no
estimuladas con su inhibidor kB. Una gran variedad de sefiaies extra e
infracelulares son capaces de modificar a los complejos NF-xB/IkB,
permitiendo la liberacion del inhibidor kB, con la subsecuente
translocacion de NF-xB at ndcleo.

Una vez en el nucleo, NF-kB se une a secuencias consenso en el DNA,
regulando la actividad transcripcional de diversos genes responsivos. La
clonacién molecular de los genes gue codifican para NFkB e kB .,
permitieron identificar a una fomilia de genes relacicnados, tanto en el
sistema de Drosophila como en humanos. En ias moscas €l sistema de
NF-xB regula el desarrollo embrionario y o inmunidad de los adultos. En
el hombre, estos factores estan involucrados en Procesos
inmunolégicos, respuestas de fase oguda, control del ciclo celular,
diferenciacion y recientermente se {es ha invelucrado en procesos de
regulacion tanto positiva como negativa de la apopitosis.




Tabla.1 Nomenclatura actual de Ias proteinas involucradas en el sistema
de transduccion Rel/NF-xB.

Gen Proteing

dorsal Dorsal

dif Dif

relish Relish Sistema
cactus Caclus  Drosophiia
v-el vael Viral
crel c-Rel

rela RelA

relb Relt Humano
nikb1 PS0,p105

nfkib2 P52.p10G

Inhibidores

kbo IkBa

ikbft IXBp

Ikbe 1xBe Humano
bel-3 Bcl-3

Cinasas

Ikkex IKKa

lkk IKKB Humano
ikky KKy

1.4.1 Caracteristicas estructurales de la familia de Rel.

La actividad de NF-xB fue idenfificada originalmente en linfocitos B. Sin
embargo. el mismo grupo de Sen y Baltimore demostrd que la actividad
de NF-kB es inducible en otros sistemas celulares por ésteres de forbal.
Demostraron también que esta activacion es independienie de la
sintesis de novo de proteinos. Actualmente se ha demostrade que la
actividad de NF-xB existe en casi todos los sistemas celulares estudiados
y que ios sitios consenso de unidn de estos factores, denominados sitios
kB estan presentes en una gran canfidad de promotores y "enhancers”
de muchos y diversos genes. El rongo de factores bioldgicos y
condiciones ambientales capaces de inducir la actlividad de NF«B
también se encuentrag en expansion.

NF-xB existe en el citoplasma de la mayor parte de los sistemnas celulares
como homo u heterodimeros formados por una familia de proteinas
estructuraimente  relacionadas, denominados  proteings  de  Rel,
Cada una de ios subunidades identificodas hasta la fecha contienen
una regién amine terminal conservada denominada dominio de Rel. El




dominio de homologia de Rel {DHR) contiene los motivos esfructurales
para unién a DNA, dimerizacion y la sefial de localizacidon nuclear. En
células no estimuladas, los complejos de NF-«B estan secuestrados en el
citoplosma en una forma inactiva por interacciéon con proteinas
inhibidoras monoméricas denominadas kB, las cuales por si mismas
pertenecen a otra familio de profeinas funcional vy estructuralimente
relacionadas { May ef al., 1997).

Las dos primeras proteinas purificadas de la familia de Rel presentan
pesos moleculares de 50 y &5 kDa. Empleando cromatografia de
afinidad con el consenso para kB se demostrd que estas dos proteinas
también denominadas NFkB1 (p50) y Rel A (pé5) forman un
heterodimero que es capaz de unirse con alta afinidad a la secuencia
consenso kB del gen para la cadena ligera k de las inmunoglobulings.

La clonacién de fa subunidad p50 permitid demostrar 1a existencia de
una region de 300 aminodcidos en su porcidn amine terminal  que
mostraba atta homologia con la oncoproteina viral v-Rel, su homdlogo
celular c-Rel y la proteina Dorsal en Drosophila. Esta caracteristica
estructural origind gque a esta regidn se le denominara dominio de
homologia de Rel. Asi mismo ya se han identificado otras dos nuevas
proteinas pertenecientes a esta familia: RelB y p52 / N-xB2 { Ryseck ef
al, 1992, Ruben et al., 1992).

Las proteinas Rel/NF-xB estdn relacionadas a través del dominio
conservado de Rel. Sin embargo estas proteinas se han dividide en dos
clases en funcidn a las secuencias que presentan en su regidn carboxilo,

Los miembros de la priimera clase, pl100 y p105 en humanos. Relish en
Drosophilo, contienen regiones corboxilo muy largas que presentan
multiples copias de repeficiones de ankyrina. Los miembros de esta
clase llegan a ser activas después de ser escindidas por protedlisis, la
cual genera proteinas mds pequefias con capacidad para unise af
DNA: la escisidon de p105 genera a la proleina ps0 y el corte de plog
genera a la proteina pS52. Bl mecanismo de protedlisis no es el Unico
mediante el cual se generan las proteinas p50 y p52: se ha demosirado
que existe también control a nivel de fraduccién restringida de los
mensajeros precursores (Chen et al, 1999)

Las profeinas miembro de esta clase, no son activadoras de la
transcripcién , excepto cuando forman dimercs con los miembros de la
segunda clase de proteinas de Rel. Esta segunda clase incluye a las
proteinas c-Rel, Rel B, Rel A { pé5) en humanos, Dorsal y Dif en el sistema
de Drosophila. Estas proteinas contienen en su regidn carboxilo terminal
un dominio de trans-activacion.



Todas las proteinas de la familia de Rel en vertebrados son capaces de
formar dimeros u heterodimeros, exceplo Rel B, la cual solo puede
formar heterodimeros. Esta copacidad de combinacién genera una
gran diversidad, la cual contribuye a  una regulacién distinta de
conjuntos de genes diversos, debido a gque los dimeros individuales
tienen especificidades distintas por las regiones consenso | May ef al,
1997).

Al dimero formado por tas proteinas p5S0-pés es al que comunmente se
le refiere como NF-xB: éste es ademds es el complejo mds comin en la
mayoria de los sistemas celulares.

La actividad de NF-xB es regulada por su interaccion con fa familia de
proteinas inhibidoras kB, laos cuales fienen dofinidades distintas por
complejos individuales, se regulan de manera distinta, ademds de
presentar una expresion tejido especifica. La interaccion Rel-lkB mejor
estudiada es la formada por NF-«B ¢ IxB-a. Esta interaccién bloquea la
capacidad de NF-xB para entrar al ndcleo y unirse al DNA[ Baeuerle et
al., 1994).

La interaccion con las proteinas inhibidoras cubren la secuencia de
tocalizacion nuclear del complejo, asi como algunas regiones esenciales
para ia unidn a DNA (Fig. 1, Chen et al, 1999).




Clasel p50
p52

Unién a DNA
Dimerizacién
Unién a profeinas IkB
Dimerizacion

Dominio
H,N REL coon

Repeticiones

Sedal de de Ankyrina
localizacién
nuclear,
Rel A ( pé35)
Rel B
Clasell c-Rel {p75)
Dorsal { Drosophila)
Dominio LT
H,N ; REL ) )?ecién. cooH

Sefial de
localizacién
nuclear,

Flg. 1 Estructura de las proteinas pertenecientes a la familia de Rel.




1.4.2 Inhibldores de la familia Rel/ NF-«B.

En la mayor parte de los sistema celulares, NF-xB  estG presente en unc
forma lkatente, inoctivo, unido a IkB. Una vez que llega el estimulo
extracelular, Nf-«B se transloca rdpidamente al ndcleo y activae la
expresion génica. Esto es, un paso clave para la regulacion de estos
factores de franscripcion ocume a través de la modulacién de
la interaccion de los complejos con los inhibidores de IkB.

La actividad de inhibicidn por kB, fue descrita bioguimicamente come
dos aciividades inmunologicas distintas,a vy B. con diferentes pesos
moleculares {35 y 43 kDa respectivamente} asi como en su mecanismo
de inactivacion: mientras que la IkB-o purificada podia ser inactivado
por tratamiento con diferentes cinasas, kB-p podia ser inactivada por
tratamiento  con  fosfatasas  (Link ef al, 1992). Otra proteing
perteneciente a esta familia logrd identificarse, kB-¢, la cual controla o
ofro conjunto de complejos de la familia de NF-kB y fambién es
regulada por fosforilacién. Existe la actividad de kB-y que solo estd
presente en sistfemas murinos.

Finalmente existe una proteina que pertenece a esta familia de
inhibidores con localizacion nuclear : Bci-3. Ia cual une especificamente
o los complejos homodiméricos de pS52 y p50. regulando su unidn y
actividad de transactivacion pero a nivel nuclear.

Los diferentes inhibidores miembros de esta famiia presentar
especificidad distinta para unir a los diferentes complejos de g familic
de Rel. Por ejemplo , IkB-a y § interaccionan con heterodimeros de p50 y
p52 con las proteinas Rel A o c-Rel, asi como heterodimeros vy
homedimeros de Rel A y c-Rel. En confraste kB-e parece unirse
solamente a dimeros que contienen  solo RelA yfo c-Rel. Eslc
capacidad de inhibir especificamente a distintos complejos de la familic
de NF-kB se ha asociado con uno regulocion diferencial de conjuntos
de genes distintos que de alguna manera permiten la modulacién de
fos diferentes roles fisicldgicos que juega la familia de factores de
transcripcion NF-«B.

1.4.3. Funclones nucleares de la famllia IkB.

IkB-a,p vy y difieren en su respuesta a los diferentes inductores de o
familia de Rel. {kB-a es degradado rdpidamente en respuesta o todos
los inductores de NF-xB y es sintetizado de nove, rapidamente tambiér
de una manera dependiente de NF-xB . Esto propiedad, asi como Ic
capacidod de remover a los complejos ya activos en el nucleo
permiten establecer la hipdtesis de que este inhibidor estd involucrade
preferentemente en los respuestas de tipo transitorio generados por I
familia de NF-xB, Lo actividad nuctear de IkB podria entonces unirse 4

Tie!




remover a los complejos de NFxB del DNA, gracias a la sefal de
exporte nucleor presente en la estructura de estas proleinas (NES), que
permitira el bombeo de los complejos activos al citoplasma.

Mientras que IkB-a es degradado rdpidamente en respuesta a los
diferentes induciores de la actividad de NF-xB, IkB-p v y 1o hacen mds
lentamente. Se ha propuesto que kB-8 regula un tipo de respuesta mas
persistente  como respuesta a algunos inductores. En células no
estimuladas, NF-kB esta asociado a una forma hiperfosforiiada de IkB-p.
rmientras que en células estimuladas NF-kB se encuentra unide a formas
hipofosforiladas de IkB-B. Estos complejos  tienen expuestas los senales
de transporte nuclear y son insensibles a ia inhibicién por kB-a. En células
estimuladas se han enconifrade en el nicleo complejos ternarios
NF-xB/IkB-B unidos al DNA. Es por esto que se ha propuesto que la forma
hipofosforilada de IkB-p actda como una chaperona, protegiendo alos
complejos de kB-a, permitiendo que NF-kB se tfransicque al nicleo,
permitiendo la persistencia de la respuesta { May et dl., 1997, Suyang H
et al, 1996).

1.4.4 Mecanismos de Acfivacién cie la familia de Rel.

Existen diversos estimulos capaces de aclivar a lps complejos de la
familia de Rel. Algunos de ellos se enlistan en la tabla nimero 2.

L Tipe de agente Inductor Ejemplos
Productos Bacterlanos: LPS, Exotoxina B,
Virus: Hepatitis B, Adenovirus, HIV-1
ChHtocinas: IL-1,2,12,15, TNF-a, TNF-8
Estrés fisiologico: isquemia, hipoglucemia
Estrés mecdnico: Radiacion UV yy.
Estrés Oxidativo: Ozono, Reoxigenacion, Perdxido de
Hidrogeno
Metales pesados: Cr, Co. Ni, Pb.
Agentes terapéuticos: AT, Cisplatino, Daunomicing,
Etoposido.
Mediadores apoptdticos: Anti- Fas /Apo-1.
Hormonas, Factores de crecimiento: GM-CSF, Insutina HGF
Mediadores fisioldgicos: Hemeglobing, ceramida, cotggena
tipol

Tabla No. 2 . Agentes Inductores de la Activacion de NF-x8 (Pahl. 1999).




Todos los estimulos permiten la aclivacion de estos factares de
transcripcion mediante un paso comun dentro del mecanismo de
transduccidn: todos permiten la activacion de cinasas que fosforilan en
residuos especificos de serina presentes en los inhibidores de la familia
de Ik8; esta fosforllacion permite que las moléculas de ikB sean sustato
para ubiguitinacién y poder ser degradadas por la subunidad 26 § del
proteasoma ( Karin, 1999).

De manera general, los mecanismos de activacion de NF-xB pueden ser
divididos en funcidn a su nivel de activacion: es decir, un mecanismo
activado a nivel membranal a través de receptores a muerfe como el
TNF-R1, otro a nivel citoplasmico a fravés de la activacion de cinasas
como isoformas alipicas de PKC y Akt o bien o través de una
senalizacion proveniente del nucleo, la cual es la menos caracterizada
y se ha idenfificado a la proteina cinasa dependiente de DNA como
parte del sistema de fransduccion.
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Fig 2. Meccnismos de activacién descritos para la famiiia de NF-xB/Rel.
1) A través de receptores de muerte. 2) Via de activacion det complejo
de IKK por cinasas citopldsmicas y 3) Activacion desde el nicleo.

El mecanismo mejor descrito para la activacion de NF-xB es a fravés del
recepitor a TNF-a, el receptor fipo | {TNF-R1) , el cual se describird con
mayor detalle en la seccidn siguiente, ya que es éste el implicado en el
papel antiapoptotico mediado por estos factores de transcripcion.

La capacidad de estos factores de transcripeion para modular tantos
tipos de respuestas fisioldgicas en una célulg, pueden explicarse en
funcion a la enorme cantidad { arededor de 150} de genes responsivos
que regulan. A continuacion se enlistan en una labla los diferentes
genes sujetos a regulacion por los factores de transcripcién de la familia
de Rel.
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Tabla No. 3 Genes que responden a NF-«B { Pahl, 1999)

GEN

FUNCION

ChHoclnas: IFN-y, IL-1,2.468y 9. INF-a y B.

Innmunomoduledores

Inmuno-receptores:

CCRS

Codena alfa del receptor a lL-2
MHC clase!

Receptor a citocinas

Reconocimiento antigénico

Moléculas de adhesién:
ICAMA

Reconocimiento Inter-celular

Proteinas de fase aguda:
Angiotensindgeno
Factor tisulari

Factor C4

Proteinag C reacfivg

Precursor de angictensina
Activacion del complemento.
Factor del complemento
Pentraxina

Respuesta a estrés:
Angiotensina ll
Coadena H de ferriting
MnSCD

Fosfolipasa A2

Hormona peptidica

Proteing de almacenamiento de Fe
Superoxido dismutasa

Matabolismo de GCidos grases.

Receptores de superficie celulor:
Al cdenosing

Efectos pleictropicos

Bradicining 81 Efectos pleiotropicos

CDCé? Lecting de superficie de Céluas T
Factores de crecimlento:

G-CSF Factor esfimulante de granulocitos
GM-CSF Factor estimulante de macréfagos
POGF cadena B Factor de crecimiento derivado de ploquetas.
Factores de transcrpcién:

c-myb Proto-oncogén

c-myc Proto-oncogén

crel Proto-oncogén

IRF-1 Factor 1 regulacion de Interferén
junB Proto-oncogén

p53 Gen supresor de tumores

Enzimas:

Ceramida glucosil-tronsferasa
Colagenagsa |

Metabolismo de esfingolipidos
Metaloproteinasa de matriz

Reguladores del ciclo celular:
Ciclina D1

Proliferacion

Cicling D3

Reguladores de la apoptosls:

Al Homdlogos a Bek2. Proteccion apoptosis
BelxL Receptor pro-apoptotico

CDC?5 (Fas) inhibideras de apoplosis

AP
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Como ya se habia mencionado NF-xB en céiulos somdticas no
estimuladas, se encuentra inactivo en el citoplasma por unién a
inhibidores tipo IkB. Sin embargo se ha demostrado que en sistemas
tumorales [ la gran mayoria) se encuentra actividod constitutiva de
NF-xB en el nucleo. Esto, aunado a su capacidad para regular
apoptosis, han sentado ias bases para estudiar el papel de estos
factores de transcripcion en el proceso de ransformacion neopldasica,
especificamente en su papel como mecanismo de resistencia a sulrir
apoptosis.

1.5 Antiapoptosis mediada por NF-«B.

La primera evidencia acerca de la probahilidad de que los factores de
trascripcion de la familia de Rel estuvieran involucrados en el control del
procese apoptdtice, se derivd de los estudios reafizados con la
oncoproteina retroviral v-Rel. v-Rel estd codificada por et retrovirus
Rev-T, que infecta a aves y causa tumores graves de tipo linfoide,
ademds de inmortalizar y transformar a células B en cuilivo.

En 1991 . Neiman ef al.. demostraron que células derivadas de tumores
de pollo eran resistentes a sufrir apoplosis inducida por radiacion y por
dexametasona in  vitro. Posteriormente en 1995 White et af.,
demostraron que este efecto era debido a la presencia de la proteina
v-Rel, en funcidn a que era posible restiluir el fenotipo de resistencia
cuando se tabgjoba o temperaturas permisivas de una mutante
sensible de esta proteina.

1.5.1 Efecto protector de NF-kB en la muerte celular Inducida por TNF-c.

TNF-a fue descrito inicialmente como un factor serico producido por
células tratadas con lipopolisacdridos, capoz de inducir necrosis
hemorrGgica en fumores. TNF-a es una citosina pro-inflamaotoria que es
producida principalmente por macréfagos activados. La produccion de
INF-a es inducida por citocinas y otros activadores , como LPS y algunos
virus. Esta citosina regula una gran cantidad de funciones fisiologicas ,
incluidos procesos inflamatorios. de proliferacién  y respuestas anti-
virales.

Los acciones de esta citosina son mediadas a través de su interaccion
con dos tipos de receptores , TNF-R1 [péQ) y TNF-R2(p80), los cuales
pertenecen a su vez a una gran familia de receptores que es la super-
familia de las inmunogiobulinas. La mayor parte de los tejidos y estirpes
celulares expresan ambos tipos de receptores. La unidon de TNF-a al
receptor TNF-R1 , produce la activacién de los factores de transcripcion
NF-xB y AP-1, o cual desencadena las acciones pro-inflamatorias e
inmunomoduladoras. Sin embargo, en algunos tipos celulares y bajo
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determinadaos  condiciones., TNF- o puede inducir  apoptosis
(Van Antwerp et al., 1998}

La dudlidad de ia sefal medioda por el receptor tipo 1 se explica en
funcion a que se hon identiicado dos vias intracelulares de
transduccion: una via pro-apoptdtica mediada por FADD y ofra ruta
antiapoptotico, mediada por la proteina adaptadora TRAF2 v en
algunos tipos celulares por Akt cinasa { Ozes et al., 1999, Romashkova
and Makarov, 1999}, que permite la activacidén de NF-xB.

Los miembros de la superfamilia de receptores de TNF contfienen un
dominio citopldsmico, denominado dominio de muerte, el cual es un
motivo estructural que permite interacciones proteina-proteina  criticas
para la transduccidon de la senal rio abagjo del receptor. La union de
TNF-a permite la fimerizacidn del receptor, seguida del reclutamiente
de distintas proteinas en el dominio citopldsmico del mismo. En i via de
sefidlizacion  pro-apoptdtica, el receptor recluta a la molécula
adaptadora FADD la cual a traves del dominio estructural de muerte
permife el reclulamiento y aclivacion a su vez, de la pro-caspasa 8,
iniciando asi la cascada de muerte,

Una segunda via pro-apoptética implica el recliutamiento de la proteina
RAIDD/ CRADD, la cual permite el reclutamiento y activacion posterior
de lo pro-caspasa 2.

Dentro del sistema de transduccién del mecanismo antiopoptotico, una
vez activado el receptor, se permite el reclutamiento de lo molécula
adaptadora TRADD al dominio citopldsmico del receptor. TRADD
puede reciutar entonces a la proteing TRAF2 que a su vez une o lo
proteina RIP1 { Receptor interacting Factor) y permiten la activacion de
NF-kB debido al reclutamiento y activacidn de cinasas tipo MAPK como
la cinasa NIK, la cucl fosforila v actliva a su vez a un multicomplejo de
proteinas denominado KK Este complejo es el responsable directo de la
fosforilacion del inhibidor KB-a en los residuos de serina 32 y 36, senal
que la prepara para ser degradada por el proteasoma, permifiendo asi
la translocacion nuclear de NF-xB (Karin, 1999).
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Fig. 3 Vias de regulacion apoptética mediadas por el receptor TNF-R1.

Se han propuesto tres modelos generales mediante los cuales los
miembros de la familia de Rel/NF-xB podrian regular apoptosis: (1) por
regulacidn directo de genes que controlen positiva o negativamenie
dicho proceso, {2} por regulacion del ciclo celutar lo cual sensibiliza o
desensibiliza a la célula a recibir sefales apoptdticas; v (3] por
interaccién con proteinas celulares cuyos niveles afecten el balance
sobrevida-muerte en la célula.

El proceso antiapoptdtico mediado por NF-«xB en o muerte celular
inducida por TNF-a es dependiente de |a sintesis de proteinas y necesita
especificamente la presencia de lo subunidad pés { que es una de las
mas activas transcripcionalmente) en el nicleo. De a misma forma se
ha caracterizado que es un evento multigénico, es decir mds de un gen
debe ser transcritc para poder llevar a cabo el efecto protector. Entre
estos genes se encuentran los proteinags adaptadoras TRAF 1 y 2 vy las
proteinas inhibidoras de apoptosis c-IAP1 y c-HAP2 [ Wang et al. 1998}

Lo proteccion de ia apoptosis mediada por TINF-a en fibroblastos de

ratéon deficientes en Rel A requieren la expresion simultdnea de los
cuatro genes, mientras que ia sobre-expresicn de ¢-lAP) o c-lAP2 e
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suficiente para inhibir la apoptosis inducida por etopdsido. Estos genes
estén involucrados en la resistencia a apoptosis por inhibicion del
reclutamiento y activacion de la procaspasa 8 por el receptor TNF-RE,

Se ho demostrado recientemente que existen ofros sistemas en donde
en la apoptosis inducida por la eliminacién del suero en los medios de
cultivo permite la activacion de una caspasa iniciadora que corta a la
subunidad pé&S5, generando formaos truncas incapaces de  activar
transcripcidn, lo cual permite fa activacion del programa de muerte en
estas células (Levkau ef al., 1999}
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2. Antecedentes

2.1 Gemcilcbina. Propledades farmacodinamicas.

La Gemcitabina [ 2'desoxi-2',2'-diflucrocitiding [isomero @) ; dFDC] &s un
nuevo andlogo a fa desoxicitidinag . La gemcitabina es un profarmaco,
el cual requiere después de su incorporacién a las células, modificarse
por fosforilacién. La gemcitabina es modificada por la desoxicitiding
cinasa a gemcitabina monofosfato, ka cual es convertida a los
compuestos metabdlicamente activos: gemcitabinga di y trfosfato.

NH,

HOCH,

Fig. 4 Esiructura quimica de la Gemcitabina.

Su principal  actividad  farmacoldgica consiste en  inhibir
competifivamente la sintesis de DNA, promoviendo su fragmentacion y
con ello la muerte celular.

Una vez que la gemcitabina trifosfatada ha sido afadida a la cadena
de DNA, la DNA polimerasa solo puede aradir un solo nucledtido
adicional . después de lo cual la elongacion de la cadena se termina. Es
importante mencionar que el hecho de que la gemcitabina trifosfatada
no ocupe una posicion terminal en la cadena recién sintetfizada fa
protege de su defeccidn y remocion por las exonucieasas de
reparacion. La gemcitabina ha mostrado tener efectos citoldxicos en
un gran numerc de lineas celulares in vitro vy actividad antitumoral en
varios modelos animales. Es muy activa en tumores solidos como en
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cancer de células no pequenas de pulmodn [NSCLS), cdancer
pancredtice y cancer de vejiga { Van Moorsel et al., 1997).

En cuanto a su farmacocinética, lka concentracidén maxima alcanzada
en plasma ocume enfre los 15 y 30 minutos posteriores a su
administracidn por via infravenosa, en un rango entre los 10 y tos 40
mg/L. Su unidn a proteinas plasmaticas es minima y su distribucidn no es
muy extendida. & rapidarnente metabolizada intracelularmente. Se
excreta por via renal en orina,

Los principales mecanismos de accién caracterzadeos para  la
gemcitabing se resumen en la siguiente tabla:

Mecanismo Molécula | Efecto primario Efecto secundario
acfiva

Inhibicion GEM-TP | Término de la]Ffragmeniacién vy

competfitiva de elongacion de Ila|muerte celular,

la incorporacién cadena de DNA,

del dCTP a la
cadena de DNA,

Inhibicidn de la|GEM-DP |Reduccion de lg|incrementa la
ribonucledtido sintesis de los | relacion GEM-
reductasa desoxinucledtidos, TP/ACTP, o cual

incluido el dCTP aumenta Ics

probabilidad de
incorporacion de la
gemcitabina a la

cadena.
Inhibicidn de 1a|GEM-TP |Reduce la conversion | Permite mayor
C1P sintetasa de UTP a CTP, con lo|acfivacion por
cual reduce muchoe |fosforilacion de
mdas los niveles de|GEM.

dCITP.

Abreviaturas: CTP= citidina trifosfato; dCTP= desoxicitidina trifosfato; GEM-MP= gemcitabina
monofosfate; GEM-DP= gemcitabina difosfato; GEM-TP = gemcitabina trifosfato; UTP= uridina

inifusfatu (Noble ei al, 1997},
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2.2 Justificacion

Se ha demostrado que la gemcitabina es un excelente agente
anfineopldsico solo, ¢ en combinacidn  con ofros quimioterGpicos,
incluso como terapia adyuvante a la radiacién (Van Moorsel et
al. 1997).

Este antitumoral es capaz de inducir apoptosis en sistemas tumordles in
vifro { Huang et al, 1992). Este efecto ha sido demostrado en cuitivos
celulares tumorales de pulmén y de estormago. Sin embargo, ala fecha
no existen aun reportes en donde se describa el efecfo de gemcitabina
en lineas de cdncer cervicouterino.

£n nuesiro laboratorio se  describid el efecto in vilro en seis lineas de
cancer cervicouterino del antineopldsico Gemcitabina.

Estuclios de viablidad permitieron demoshar que existe diferente
sensibilidad a eslte farmaco entre las lineas y que el efeclo es
dependienie de dosis (datos no mostrados). De estos ensayos pudieron
delimitarse dos grupos de sensibilidad ol famaco gemcitabina: un
grupo muy sensible (CaSki, C33-Ay Hela} y ofro resistente { InBl, Calo y
SiHa).

1
o « JNBL
) -~ CALO
Ty -~ SIHA
= HELA
> B CASKI
13 o T
2 . e
3 )
E 133 %
g A A% Gemitabine()

Fig. § £ efecto de gemcitabina es dependiente de la dosis en lineas de
CaCu. Curvas de viabilidad donde se muestra el efecto de gemcitabina
en cultivos de distintas lineas celuiares expuestas a gemeitahina durante
24 horas a diferentes dosis.
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De manera paralela a los ensayos onteriores, se demostrd que en las
lineas celulares sensibles CasSki y C33-A, la disminucidn de la viabilidad
ocasionada  por la exposicion a gemcitabing, corelacionaba con un
incremento en la fragmentacién del DNA mediante ensayos de TUNEL
{dotos no mostrados). Cabe recordar que los ensayos de TUNEL
permiten la identificacidn de células apoptdticas.

Juntos, los datos anferiores demuestron que la gemcitabina es capoz de
inducir apoptosis solo en Ias lineas celulares CaSki y C33-A.

Uno de los datos moleculares mas importantes como antecedente para
este trabgjo resultd ser la baja expresion de la poteina inhibidora de NF-
8, kB-a, en las fineas mas sensibles Caski y C33-A {dotos no mostrados).

SiHa Hela InBL Calo CaSki C33-A

Control o~ — o — —— —

Tratadas con Gemcitabina —— —

Fig.6 La expresion del inhibidor de NF-xB, IxB-a &5 menor en las lineas
celulares CaSki y C33-A. Western blot donde se muestran los niveles de
expresion de la proteina inhibidora lkB-a en seis lineas de CaCu. Notese
que la expresion de esta proteina es baja en las lineas celulares CaSkl y
C33-A, las cudles ademds son las mds sensibles al efecto de
gemcitabing. La sefal obtenida para este inhibidor en el carril control
de la linea celular $iHa es un defecto en la carga. Esto es que no existe
un aumento real de o proteina es estas células por tratamiento con
gemcitabina.

En estos ensayos se demuestra también que el tratamiento con
gemcitabina durante 24 horas disminuye aon mads la cantidad de kB-a
presente en los extractos totales obtenidos de cullivos de las lineas
celulares mas sensibles: CaSki { marcado con una flechaj y C33-A.

Existe evidencia experimental en donde se demuestra que diversos
antineoplasicos de manera independiente a su mecanismo de accion,
son capaces de induchr la traslocacién nuclear de NF-kB | Das et of,
1998). Estos estudios revelan que el Paclitaxel (taxol), que es un
estabilizador de microtubulos por o cual es capoz de inhibir el proceso
de mitosis, induce la produccion de TNF-a vy de lipopolisacdridos. Ambos
tipos de moléculns son capaces de activar la translocacidn nuclear de
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NF-xB vy se ha sugerido que ésta podria funcionar como un mecanismo
de resistencia a este farmace en la linea celular AS49 de
adenocarcinoma de pulmon (Das et al., 1998)

De la misma manera se ha demostrado que vincristing, vinblasting,
cisplatino vy especificarnente el etopdsido son capaces de activar un
mecanismo similar para modular lg translocacion al ndcleo de los
miembros de la familia de Rel { Das ef of., 1998}.

Por lo anterior, decidimos estudiar en los modelos celulares de cancer
de cérvix SiHa y CaSki, que en el panel de lineas estudiadas representan
los exiremos en sensibiidad o sufir apoptosis por gemcitabina, a
moléculas involucradas en ic activacidn de este factor de transcripcion
a kavés del receptor a TNF-a, por analogia con el mecanismo de
accidn del efopdsido y el cisplatine gue se asocian o la generacion de
alteraciones sobre el metabolismo y/o dofo directo al DNA,
respectivamente.

Adernds, en funcién a que el factor de transcripcidn NF-xB ha sido
involucrado en un proceso anfiapoptotfico, el presente Irabgjo tiene
como objetivo principal, establecer el papel de la ruta antiapoptdtica
mediada por NF-48 en el fenotipo diferencial de resistencia a suirir
apoptosis en los modelos celulares antes mencionados.
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3.- Hipotesis

La distinta suscepftibilidad a sufrir apoptosis inducida por gemcitabina,
mostrada por las dos lineas celulares de CaCu: SiHa { poco sensible) vy
CaSki {muy sensible}, se comelaciona con la activacién diferencial de
complejos de la familia Rel/NF-xB, generada por alteraciones en los
niveles de expresion de proteinas involucradas en el sistema de
transduccion TNF-R1-/ NF-kB existentes entre estas dos lineas.

3l




4.- Objelivo General

Andllizar los niveles de activacion basal e inducibles por el tralamiento
con gemcifabina de complejos pertenecientes a lo familia de Rel/ NF-
«B, asi como lo expresion de proteinas clave en el sistema de
fransduccion para la activacion de esta familia de factores de
tfranscripcidn @ través del receptor o TNF-a y determinar si existe
comelacion entre éstos vy la suscepfibilidad diferencial a sufrr apeptosis
por las lineas celulares SiHa y Caski.
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5.- Objetivos particulares

5.1.- Establecer los niveles de activacién basal de los complejos de la
famiia Rel/NF-«xB por ensayos de retardamiento en la movilidad
electroforética (EMSA].

5.2 -verificar ia capacidad de activacién de los complejos de la familia
de Rel por gemcitabina medianie cursos temporales por la técnica de
EMSA .

5.3.- Medir los niveles de expresién mediante ensayos de "Western blot”
de proteinas involucradas en la movilizacion al nicleo de complejos de
Rel/NF-xB, ¢ través de la activacion del receptor a TNF-a:

Proteinas de la familia de Rel: pS0. péS, c-Rel
Receptores: TNFRI

Cinasas: IKK—a, IKK-f v NIK.

Inhibidores citoptasmicos: IkB-a, IkB-pB, kB¢
Inhibidores nucleares: Bcl-3

Genes responsivos: c-IAP1 y c-IAP2

5.4.-Llevar a cabo la identificacion de los complejos de ta familia de Rel
presentes en ambas lineas por la técnica de "Western Blot™,
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4 .- Materlal y Méfodos

Cultivos Celulares.

Células SiHo y CaSki fueron cultivadas a semiconfluencia {60-80%) en
monocapo en medio DMEM alta glucosa, adicionado con 8% de suero
fetal bovine v se incubaron a 37°C en atmodsfera htmeda con 5% de
COs. El medio DMEM vy el suerc fetal boving se obtuvieron de la
compafia GIBCO BRL.

Lineas Celuiares.

Caski. Linea celular humana derivada de un carcinoma epidermoide
de cérvix [ Numero. ATCC CRL-1550). Esta linea contiene integrado a su
genoma cerca de s00 copias por célula del DNA del virus de papiloma
humano vy algunas otras copias de secuencias relacionadas con el tipo
18. { Patitilo et al., 1977).

SiHa. tinea celular humana derivada de carcinoma epidermoide de
cérvix {Numero: ATCC HIB-35), Tumorigénica en ratones desnudos.
Forma tumores epidermoides poco diferenciados grado Il Esta linea
confiene integrado a su genoma de 1 o 2 copias por célula de DNA del
virus del papiloma humano tipo 146 { Scheffner et a.l, 1991).

Preparacién de Exfractos nucieares.

Las células fueron recolectadas de las cajas por raspado con gendarme
y concentradas por centrifugacion. Estas se lavaron con PBS. E botén
celular se resuspendid en 300 pl de amortiguador A {10mM HEPES |, pH
7.5), 2mM de MgClz, 15 mM KCI, 0.1 mM EDTA, 0.1mM EGTA, 1mM DTT,
0.5 mM PMSF, 2 pg/ml de leupeptina y 2ug/ml de aprofininal y se
incubaron en hielo durante 15 minutos, se agregaron 25 pl de NP40 al
10% vy se centrifugaron o 3000 x g. Se descartd el sobrenadante y el
botdn nuclear se resuspendié en 100 pl de amertiguador C { 25 mM
HEPES {pH 7.5). 400 mM NaCl, ImM EDTA, 20% glicerol, 1mM DT, 0.1%
NP40, 0.5mM PMSF, 2 pg/ml de leupeptina v 2 pg/ml de aprotining,
{Frantz et al., 1994, Zabel et af., 1991},

La mezcla anterior se incubd 30 min en hielo y se recolectd el
sobrenadante por centrifugacién a 3000 x g durante 1) minutos.
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Ensayos de refardo en movilidod electroforética.

Aproximadaomente 2 ug de proteina nuclear diluida en buffer de unién
(20 mM HEPES, pH 7.9, 1 mM MgClz, 4% glicerol, 0.5 mm DTT, 0.05 ug/ul
de poli didC y S0mMm de KCI) suficiente para completar 18 ul, se
incubaron con 2 pl de oligonucledtido marcado (aprox. 2 ng) durante
30 minutos en hielo. Los complejos DNA-proteina se resclvieron en un gel
de poliacriomida al 6% { 0.5X TBE), las muestras se cargaron sin
colorante. Después de precomido el gel 15 minutos a 150V, se cargaron
las muestras y entraron al gel @ este mismo voltgje, después de 5 minutos
el voltaje se cambid a 85 V {12 mA) durante toda la corrida. $e cormieron
paralelomente reacciones de competencia con oligonuciedtido no
marcado en exceso 100 y 200X [ Dent et al., 1993).

Marcaje de oligonucledtide:

Secuencia especifica xB presente en el promotor de colagenasa | de
Cuyo :

5'-GGGICACCTTAAGGGGTCGGAACGGAT -3
3'-CCAGIGGAATTCCCCAGCCTIGCCTACGTACG-5'

Secuencia especifica kB presente en el promotor del gen IkB-a
humano:

S-AGITCGATGGGACTITCCCACATCGGTA-3
3'- CTACCCTIGAAAGGGIGTAGCCATGCCTTIG-5

H oligonucledtido se marcd en el extremo 5 empleando el fragmento
Klenow de la DNA polimerasa | de E.coli. S mezclaron 50 ng del
oligonucledtido alineado, junto con 20 uCi [ 3P | dCTP, 1mM de dATP,TTP
y dGTP. en buffer de reaccién Klenow. Se le adiciond 1 unidad de
enzima. La reaccién se incubd a 37°C durante media hora. La reaccién
se detuvo por Ia adicidn de EDTA 0.5mM. Para eliminar el exceso de
nucledtido sin incorporar se purificd la sonda mediante cenkrifugacién a
4000 rpm por una columna de Sephadex G-50 [ Dent ef af.,1993}.

Cursos femporales.
Se obtuvieron extractos nucleares empleondo el método descrito
anteriorments, de cultivos celulares al 70% de confluencia, expuestos

durante fos diferentes tiempos a una conceniracion de 10 pM de
gemcitabina y TNF-a a una concentracion final de 10 ng/ml.

35



Preparacion de exiractos proteinicos foilales.

Se extrajeron proteinas totales mediante Iisis 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 botdn celular se resuspendid en
I mide P8BS 1Xy las células se recolectaron por centrifugacion. El botén
se resuspendid en el volumen adecuado de buffer RIPA (10x 10¢
celulas/500 pl de buifer RIPA). Los nicleos se lisaron por homogenizacion
durante diez minutos pasando por una jeringa de insulina varias veces.
Las muestras se incubaoron durante 30 minutos en hielo y posterior a esta
incubacion los exfractos de proteinas se obtuvieron por centrifugacion
a 15 000 x g durante 20 minutos. Los extractos se guardaron a -20°C
hasta su uso | Carey, 1991},

Ensayos de “Weslern blot”

Confidades iguales de proteing (20-40pg) oblenidas medianie
exfraccidon con e buffer RIPA, se fraccionaron en geles de
SDS- poliacrilamida al 10% y electro transferidos (camara semi-seca} a
membranas de PVDF (Millipore}. Las membranas fueron blogqueadas
durante dos horas a temperaturg eambiente con buffer TBS (Tris buffer
saline, TRIS 20mM y NaCl 8g/L) que contenia leche en polvo al 5%, azida
de sodio 0.02% y antifoam al 0.33%. La incubacion con el anticuerpo
primario se llevo a cabo toda la noche a 4°C a la concentracion
indicada en !a tabla 4. los lavados postericres a las distintas
incubaciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente en buffer TBS,
La incubacidn con anficuerpo secundario se llevé g cabo en una
solucidn de leche al 5% en TBS durante dos horas a temperaturg
ambiente en el caso de los policlonales anfi-ligG de conejo. Los
policlonales anti-igG  de cabra se incubaron durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

La reaccién de deleccidn se llevd a cabo por quimicluminiscencio
{Amersham Life Science Inc., Cleveland , OH).

Coniroles de carga y fransferencia para los ensayos de Western Blot.
Se cuantificd lo proteina en los diferentes extractos {nucleares y totales)
mediante la técnica de Bradford. Se cargaron al gel lo equivalente a 20

ng de proteina para los ensayos con proteing total y de 50 a 80 ug de
proteina para ensayos con extractos nucleares.
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Posterior a la eleclrotransterencia de las proteinas o membranas de
PYDF, los geles fueron tefidos con Coommassie y posterior al ensayo de
deteccién, las membranas se tifieron con tinta china para verificar la
equivalencia en carga de proteings,

Marcador

B,

B

ks

Gel de acrilamida
tenido con azul de
commassie.

L1 g
}IRERS

Membrana de PVDF
tenida con finta

Ensayos de Northern bilot.

Se extrgjo RNA total de culiives celulares al 70% de confluencia con el
reaclivo TRIZOL* GIBCO. Inc.

Las muestras se resolvieron en geles desnaturalizantes {formaldehido al
1%) de agarosa al 1.5%. Estos geles fueron fransferidos por capilaridad
en membranas de Nylon. Las condiciones de hibridacién fuercn de alta
astringencia (65°C). Se llevaron a cabo 3 tavados de 20 min ¢fu con una
solucidn de NaCl 150mM, citrato de sodio 15 mM, pH 7.4y SDS 0.2% a
60° C. Las sondas se marcaron con 20uCi P2P]dCTP segun instrucciones
del fabricante; RTS Rad Prime DNA Labeling System GIBCO. Inc.

Las membranas se expusieron en placas de autoradiografia X-O- MAT.
Kodak, todala noche a -70°C [ Sambrook et al., 1989).
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Tabia No. 4. Anficverpos empleados.

Nombre Marca y No. |Origen Cat. No [JFinat
Empleada

P50 Santa  Cruz. |Policlonal, SCli4 T ug/mL
Biotechnologies | Conejo
{NLS}

P45 Santa  Cruz.|Policlonal. SC372 1 pg/mL
Biotechnologies | Conejo
C-20

c-Rel Santa Cruz, | Policlonal SC-070 1 ug/mt
Biolechnologies | Conejo
{N)

teB-ax Santa  Cruz. |Policlonal $C-203 1 pg/mi
Biotechnologies | Conejo
C-15

IkB-p Santa  Cruz. |Policlonal 5C-945 1 pgfmt
Biotechnologies | Conejo
C-20

IkB-g Santa  Cruz.|Policdonal SC-7155 1 pg/mt
Bictechnologies | Conejo
M-364

Bcl-3 Santa  Cruz.|Poloclonal SC-185 1 ug/mL
Biolechnologies [ Conejo
C-14

NIK Santa  Cruz. | Policlonal SC-7211 1 pg/mL
Biotechnologies Conejo
H-248

IKKT {ct} Santa  Cruz. | Policlonal SC-3425 1 ug/mlL
Biotechnologies | Conejo

IKK2(B) Santa  Cruz.jPoliclonal SC-945 1 pg/mlL
Biotechnolagies | Conejo
C-20

TNFR1 Santa  Cruz. |Policlonal SC-1067 1 ug/mL
Biotechnologtes | cabra
N-20

TNFR2 Santa Cruz. |Policlonal SC-1071 1 pg/mL
Biotechnolegies | cabra
N-18

CIAPI] Santa  Cruz. | Paliclonal SC-18467 1.4 yg/mL
Biotechnologi |Cabra
es
N-19

ClAP2 Santa  Cruz. [ Policlonal SC-1957 1.4 pg/mL
Biotechnologies | Cabra

L F-20
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7.- Resuttados.

7.1 Complejos de Rel presentes en las lineas celulares SIHa y Caski,

Bl objetivo central de este trabajo consistio en andlizar la posible
implicacion de los factores de transciipcion pertenecientes a la familia
de Rel en el fenotipo de resistencio diferencial a sufrir apoptosis inducida
por el frmaco gemcitabina en dos lineas de cdncer cervicouterino,

La gemcitabina es un andlogo estuctural a la desoxicitiding, cuye
mecanismo de accidn estd asociado a dafo al DNA. En nuestro
laboratorio s& analizaron los efectos in vifro de este antineopidsico en
seis lineas de cancer cervicouterino, Demostramos que existen dos
grupos de sensibilidad a este farmaco: un grupo sensible y otro
resisiente. Solo en el grupe sensible el efecto de gemcitabina es
dependiente de dosis y la disminucidn de 1o viabilidad corelaciona con
un incremento en la fragmentacién del DNA. Esto es, la gemcitabina es
capaz de inducir apoptosis solo en las lineas celulares sensibles.

Demostramos también que es solo en el Wllimo grupo que los niveles del
inhibidor de NF-«B, IkB-a estan disminuidos con respecto a fas lineas
celulares resistentes.

En funcidn a que el factor de franscripcién NF-«B esta implicado en un
mecanismo de resistencia a sufiir gpoptosis. decidimes analizar la
posible asociacion de este factor en lo distintg sensibilidad a Ia
apoptosis inducida por gemcitobina en las dos lineas de cdéncer
cervicouterino, SiHa (resistente} y CaSki (sensible).

El primer paso consistio en identificar a los complejos pertenecientes a la
familia de Rel en los sistemas celulares SiHa y CaSki empleando la
jécnica de retardo en la movilidad electroforética, EMSA  (Fig.l).
Logramios identificar dos complegjos de retardamiento asociados a NF-«B
en ambas lineas|Fig.2). Estos complejos ademds, no se encuentran en
cantidades equimolares [ Fig. 3).

La familia de Rel esta conformada por diversas subunidades que al
combinarse entre si, generan compiejos diméricos con  distintas
afinidades por 1os sitios de vnidén y con capacidades transcripcionales
distintas. De lo anterior se genera la necesidad de identificar todas ias
actividades presentes en las lineas SiHa y Calki.

Para analizar el numero de complejos asociados a la familia de Rel en
las dos lineas estudiadas, empleamos dos sondas con la finalidad de
poner de manifiesto la mayor cantidad de complejos presentes en estos
sistemas. Cmpleamos conio sondas ai sitio xB dei gen de cotagenasa de
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cuyo y la regién kB del gen Ikp-a de humano. Con ambas sondas fue
posible identificar los dos complejos antes mencionados ( Fig.2 Pane! B).
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Competidor
200X

Complejo de
retardo 1

Complejo de —»
retardo 2

. 4—— Sonda libre

Fig. No 1. Ensayo de retardo en la movifidad electroforética: EMSA. Ejemplo.
Esta técnica nos permite reconocer proteinas con actividad de unién a DNA,
El complejo DNA-proteina “retarda" su migracion en un gel . en comparacion
con la sonda libre.

Para estos ensayos la secuencia de DNA empleada comoe sonda comresponde
al sitio de unidn para los factores de franscripcidn de Ia familia de Rel.

La especificidad de la reaccidén de unién se verificéd empleando la misma sonda
sin marcar como competidor.
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A B 1 2 3
Complejo1 =p —> f S
Complejo2 =P - i‘ﬂ ”

Fig.No.2. En las lineas celulares SiHa y CaSki existen dos complejos basales
pertenecientes a la familia de Rel constitutivos en el nicleo: Cly C2.
Panel A. Ensayos de retardo en la movilidad electroforética (EMSA).
Extractos de proteinas nucleares de células SiHa (carril 1) y CaSki
{carril 2} sin fratamiento, se incubaron durante 30 minutos en hielo con una sonda
marcada con *P. Esta sonda contiene lao secuencia del sitic de unidn a NF-xB que se
encuentra en el promotor del gen de colagenasa | de cuyo.
Panel B, Estos ensayos de retardamiento se realizaron empleando como sonda
¢l sitio de union a NF-kB presente en el promotor del gen IkB-a de humano
Canil 3: Competidor homdslogo 100X.
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Analsis densitométrico de las actividadades basales de NF-«xB
en las lineas celulares SiHa y CaSki.

_ 0.25, T
Q

a8 0.2

S 1.7 Veces

=3 0.15- T 2.5 Veces

C

s 0.1

=

§ 0.05-

o=

0 _

Complejo 1 Complejo 2

Fig.No.3 La linea celular CaSki es la que presenia los mayores niveles de
activacién basal de los dos complejos pertenecientes a la familia de Rel,

en comparacion con los encontrados en la linea celular SiHa.

Se presenta el andlsis densitométrico de las actividades basales de los
Complejos de Rel en las lineas celulares SiHa (M} y CaSki { M

Los experimentos se realizaron por friplicado con extractos nuevos cada vez,
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7.2 Induccién de la transiocacién nuclear de NF-«xB por gemcitabina.

Una caracteristica importante del sistema NF-xB, es que su activacion es
inducible, lo cual le permite modular tronscripcionalmente  a
determinado conjunto de genes y dirigir diferentes respuestas en funcion
al estimulo en la célula. Como ha sido descrito en ofros sistemas
celulares, el efecto de proteccién contra qgpoptosis por NF-«xB estd
asociado a la capacidad del estimulo para lograr su franslocacién al
nucleo. Como se muestra en la figura nimero 4, solo en la linea celular
Caski la gemcitabina es capaz de modificar los niveles nucleares de los
dos complejos de Rel ya descritos. Lo accidn de gemcitabing a las 24
horas posteriores al tratamiento produce en las células CaSki un
aumento de 4.3 veces del complejo C2 y la disminucién de 1.6 veces
del complejo C! en el nicleo. con respecto a célvlas no tratadas
(Fig. 5).

A diferencia del comportamiento de las distintas actividades de Rel en
células Caski, la accidn de gemcitabing no produce cambios en las
actividades de los complejos Rel en la tinea cetular SiHa (Fig. 4.

CG C G

Cl .p
C= Extractos obtenidos de
cultivos sin exposiclén a
gemcitabina.

c2—

G= Extractos obtenidos de
cultivos expuesios a gemcitabina
durante 24h, a una concentraclén
de 10 pM.

Fig. No 4. £l tratamiento con gemcitabina produce cambios enias actividades
basales de los complejos de NF-xB solo en el sistema celular CaSki.
EMSA, Exiractos nucleares de células SiHa y CasSki sin tfratameinto vy los obtenidos de
cultivos pretratados con gemcitabinag a una concentraciéon de 10pM durante
24 horas, fueron incubados durante 30 minutos en hielo con una sonda que
comresponde a el sitio de unidn a NF-xB presente en el gen de IxB-a de humano.
Nétese que la aclividad C1 disminuye 1.6 veces en los extractos de células Caski y
al mismo flempe la actividad C2 se incrementa 4.3 veces (densitometrias fig. 5).




Induccién de NF-xB 24 H Posteriores al tratamiento
con Gemcitabina [10 pM |.
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B Actividad en célvlas confrol C1= Complejo 1

O Actividad en células tratadas C2= Complejo 2

Fig. No.5. Andlsis densitométrico de las actividades de NF-xB en
extractos nucleares de células SiHa y CaSki pretratadas con gemcitabing
durante 24 horas a una concentracidn 10 uM. Estos ensayos demuestran

que s6lo la linea celular Caski es capaz de inducir la activacion de
NF-xB por accion de gemcitabina [ 4.3 veces con respecto al basal)

B Actividad en células control. O Actividad en células tratadas.

Los valores de densidad éptica son los promedios de tres experimentos
independientes con extractos nueves cada vez,
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Para establecer si la incopacidad de las células SiHa para activar a
NF-xB por accién de la gemcitabina es especifica de estimulo o no, las
células fueron tratadas con TNF-a a una concentracidn de 10 ng/mL y
se andlizaron las actividades de unidn relacionadas a NF-kB en extractos
nucleares a diversos tiempos {Fig. 4).

mnh 0 5 15 30 ¢ 15 ap Competidor 100X

C2 - p

|
I I

SiHa Caski

Fig. No. é. EMSA . Cursos temporales de induccién de la actividad de NF-«xB en
células tratadas con TNF-a a una concentracion final de 10 ng / ml. Estos
ensayos demuestran que la linea SiHa es capaz de activar a NF-xB (C2 Ja

tiempos cortos (5min} y que esta activacidon es transitoria.

En cambio la linea celular CaSki no modula la actividad de NF-xB por accion

del TNF-a en ninauno de los tiempos analizados.

Estos ensayos demosiraron que, ai confrario de lo que ocurme con
gemcitabina, SiHa es capaz de modular la activacion de NF-xB por
accién del TNF-a, mientras que CasSki es incapaz de hacero. Estos
resultados indican que existen diferencias en la capacidad para activar
a los complejos de Rel vy que esta capocidad es dependiente de
estimulo.

En funcidn a lo anterior, decidimeos estudiar a proteinas importantes parg
{a activacion de NF-kB a través del receptor a TNF-a , primero, porque
es la wta de activacidn mejor caracterizada melecularmente vy
segundo, debido a que ofros anfinecpldsices con un Mmecanismo de
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accidén homologe al de gemcitabing, son capaces de activar o NF-xB a
través de este mecanismo { Das et al.,1998).

7.3 Composicién molecular de la ruta TNF-NF-xB en las lineas celulares
SIHa y Caski

En cenjunto, los ensayos anteriores demuestran que existen diferencias
significativas en la capacidad de ambos sistemas celulares para inducir
la actfivacién de NF-xB y que esta capacidad es dependiente de
estimulo: mientras que gemcitabina es incopaz de inducir la
translocacion nuclear de NF-xB en las células SiHa, o accidon de TNF-a
en este mismo sistema si lo hace. El fenctipo anterior se invierte en el
sistema celular CaSki.

En funcion a los resultados anteriores, decidimos andalizar los niveles de
expresion de las principales proteinas involucradas directamente en la
via de fransduccion para activar a NF-xB a través del receptor a TNF-a v
tratar de establecer alguna conelacion entre dichos niveles y la distinta
capacidad para activar a este factor,

7.3.1- Niveles de expreslén basal de proteinas clave en la activacion de
NF-«B o través del receptor a TNF-a.

Las acciones de TNF-a son mediadas o través de dos tipos de
receptores el TNF-R1 y el TNF-R2. El receptor TNF-R1 es el mds ubicue de
los dos receplores en el organismo y es a ravés de éste que NF-xB es
activado para inhibir apoptosis.

Mediante ensayos de “Western blot” fue posible identificar la expresion
del receptor TNF-R1 {60 kDa) en laos dos lineas celulares estudiadas

(Fig.7).

SiHa CaSki

SRV < cokoa

Fig. No. 7 Las lineas celulares SiHa y CasSki expresan el receptor a TNF-a,
“Western blot" donde se muestran los niveles de expresion del receptor a
TNF-a, en extractos de proteina total de cultivos celulares de SiHa y Cadki sin
fratamiento.
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La fosforilacion directa de los inhibidores de la famific de Rel a traveés del
receptor a TNF-a, ocurre principalmente mediante el reclutamiento de
diversas proteinas en la region intracelular amino- terminal del receptor
TNFR1. NIK es una proteina cinasa perteneciente a la fomilia de los MEK,
la cual es reclutada en esta porcidn amino de receptor y es responsable
directa de fosforilar y activar a las IKK in vivo e in vilro [Malinin et al,1997).

Como se muestra en la figura No. 8, la linea celular Caski contiene
mayores niveles de expresion de esta cinasa, ademds de demosirar
una senal doble lo cual podria deberse a la presencio de la forma
fosforilada de esta proteina { Fig. 8, panel CJ.

£n esta misma figura se muestran también que los niveles de ias cinasa
KK-a ( Fig. 8, panel A) no son muy distintos entre ambas lineas y que
estos niveles no se modifican por el tratamiento con gemcitabina.
Finalmente es la linea celular Caski, ka que presenta niveles mads altos de
expresion de la cinasa IKKB (Fig.8. panel B}

kDa

A)  IKK-a 85

$= Exiractos confrol SiHa
C= Extractos control CaSki
G= Exiractos prefratados con gemcitabina 24 horas.

Fig 8A. Las lineas celulares SiHa y Caski expresan la cinasa IKK-c.
Ademas estos niveles no se modifican por la accién de gemcitabina.
La proteina IKK-a es una cinasa que forma parte del multicomplejo
que permite 1a fosforilacion det inhibidor (kB-a para activar a NF-xB o
través del receptor a TNF-a.

8 KK 87

Fig 8 B. Las lineas celulares SiHa y Caski expresan la proteina IKKB. Como
los extractos fueron obtenidos con inhibidores de fosfatasas | la presencia
del doblete en la sefial podria deberse a la presencia de la forma
fosforiada de esta proteina,
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<) NIK

Fig.8C. Western blot donde se muestran los niveles de expresidn basal de
la cinasa NIK en los sistemas celutares SiHa y Caski, En todos los ensayos
anteriores la cantidad de extracto de proteina total fue la misma: 60 ng
por carri,

7.3.2 Expresldn de inhibldores de NF-«B.

El mecanismo mediante el cual los complejos de la familia de Rel
pueden translocarse al nuicleo, contempla la modificacidn  por
fosforilacion de tos inhibidores citoplasmicos. Dicha modificacion facilita
la disociacién de los dimeros actives, lIos cuales se fransiocan al nicleo.
Una vez en el nucleo, estos dimeros pueden actuar como faciores de
tfranscripeidn por unién a las secuencias especificas, denominadas kB,
Una parte muy importante de ia regulacidn de las funcicnes de esia
familia, es entonces la presencia de distinfos inhibidores, con
localizaciéon subcelular especifica vy una cinética de degradacion
diferente,

En funcidn a lo anterior es que decidimos analizar los niveles de
expresion de los inhibidores mds comunes en células somaticas
pertenecientes a la familia de kB y correlacionar, tanto sus niveles de
expresion, 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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Fig. No ¥ Western blot. Panel A se demuestran los niveles de expresion basal
de los principales inhibidores de la familia de Rel en las lineas SiHa (5) y
Caski {C ). Panel B, Northern blot donde se muestra los niveles de
RNA mensajero del inhibidor IkB-¢ en arnbas lineos. Estos ensayos
permitieron demaostrar que en la linea celular Caski los niveles disminuidos
en la expresidon del inhibidor IKB-a se modulan desde un nivel franscripcional.

Como puede apreciarse en la figura No. ¢ panel A, es la linea celular
SiHa la que presenta de manera global mayor cantidod a nivel basal de
los inhibidores kB-a, £ y Bcl-3. Debido a que uno de los inhibidores mas
abundantes y mayoritariamente responsables de las actividades de lo
familia de Rel en célulos somdticas es el inhibidor kB-a, decidimos
verificar los niveles de RNA mensgjero de este inhibidor presentes en
ambas lineas celulares. Como puede verse en la figura 9 panel B, los
niveles disminuidos de IkB-a en la linea celular CaSki pueden deberse en
parte a que este gen se expresa menos que en la linea celular SiHa. El
panel C de la figura 9, muesira ios controles para el ensayo de Northern
blot, con el gel de RNA tefiido con bromuro de efidio v la hibridacion
con una sonda para el mensaiero ribcsomal 18 s.

7.3.3 Proteinas de la familia de Rel.

Como ya hemos mencionado, la familia de Rel estd compuesta por dos
claoses de proteinas con caracteristicas estructurales especificas. las
cuales permiten la formacidn de distintos dimeros  activos
transcripcionalmente. La asociacion de los distintos complejos con los
inhibidores e incluse su capacidad de fransactivar genes depende
directamente de las subunidades que forman los complejos.
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Como se muestra en la figura No.10 panel A, la linea celular SiHa
rmuestra niveles menores con respecto a la linea celular CaSki de  1as
profeinas pS0 y Rel- A. En cambio tiene niveles mds altos de la proteina
c-Rel. Como la senal por western blot para la proteing p50 es muy
confusa, fue necesario la identificacién por northem blot de! RNA
mensajero para esta proteina ( Fig.10, panel B). Este ensayo permitio
demostrar que los niveles de la proteina pS50 son muy bajos en la linea
celular SiHo.

Fig No. 10 Panel A. Western blot demostrando los niveles de expresion de
proteinas perfenecientes a la familic de Rel. Panel B. Ensayo tipo northern contra
unha sonda para Ia proteina p50 en muestras de RNA total de células SiHa sin
tratamiente. Panel C: Controles de carga para los ensayos fipo northern blot.
Hibridacién contra la subunidad 185 ribosomal y gel de agarosa tenido con
bromuro de etidio. $= SiHa C= CaSki

Dentro de la ruta de transduccidén para permitir la transiocacion nuclear
de los complejos de Rel hacia el nicleo y ejercer un efecto prolector, se
encuentra coma paso final la franscripcion de genes especificos

. asociados a la inhibicién del proceso apoptdtico como son las proteinas
inhibidoras de apoptosis denominadas 1AP,

Ensayos de western blot sobre extractos totales de proteinas obtenidos
de culfivos celulares sin tratamiento de céluias SiHa y CaSki demostraron
que la proteina clAP -1 se expresa en cantidades semejantes en ambas
lineas celulares ( Fig. No.11}.
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SiHa CaSki

Bl ¢ 63 KDa

Fig No 11. Las lineas celulares SiHa y CasSki expresan cantidades equivalentes
de la proteina c-IAP}. Ensayos de Western blot realizados sobre
extractos de proteinas totales oblenidos de cultivos de células $SiHa y CaSki
sin tratamiento contra la proteina c-IAP1. Se cargaron al gel cantidades
equivalentes de proteina en ambos carriles: 60 ng/carmil.

Este ensayo permite demostrar que no es la expresion basal dilerencia!
de estas proteinas inhibidoras las que pudieran estar involucradas en la
susceplibilidad que muesiran ambas lineas parg sufrir apoptosis.  Sin
embargo, dadas las caracteristicas de inducibilidad de NF-«8 hubiera
side interesante estudiar las variaciones en la expresién de estas
proteinas por accion de la gemcitabina, en funcidn a que alteraciones
en estos niveles pudieran haoblar de un mecanismo de resistencia
adquirido por estas células inducido por el antineopldsico .
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Todos los resultados anteriores se resumen en la siguiente tabla.

SiHa Casld Nivel de andlisis
TNFR1 + + Proteina
IKK & +++ ++ Proteing
IKK p ++ 444 Profeina
NIK ++ ++ Proteina
Bcl-3 +++ + Profeina-RNA
IkBo. +++ + Proteina-RNA
kBB - . Proteina
kB ++ + Proteina
P50 + +44 Proteina-RNA
P45 + +++ Proteina
cRel +++ ++ Proteina
P50n + + Proteina
P&Sn ++ +++ Proteina
cReln - - Proteina
IAP-1 * - Proteina
IAP-2 . Proteina

Tabla No. 5 No existen diferencias en la composicién molecular de la via
de transduccion para activar a NF-xB a través del receptor o TNF-a. Al
parecer las diferencias mds significativas se encuentran a nivel de
canfidad de expresidn.
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7.4 |dentidad de los complejos de Rel presentes en las lineas celulares
SiHa y CaSkl.

Se ha demostrado que los distintos complejos que componen a la
famiia de Rel presentan copacidades franscripcionales diferentes
ademds de mostrar afinidades distintas por los sitios consenso. Una vez
demostrado gue no es posible asociar direckamente la falta o presencia
de alguna profeina para activar a NF-kB a través del receptor a TNF-
con el fenotipo de resistencia diferencial a suffir gpoptosis por las fineas
SiHa y CaSki, ofra de las opciones viables seria la de varaciones en la
composicion de los complejos de Rel encontrados en las lineas.

Por ello, estudiamos la presencia de los diferentes proteinas
pertenecientes a o familia de Rel por western blot en extractos
nucleares de células sin tratamiento y tratadas con gemcitabina
durante 24 horas, para relocionar su presencia en el nicleo con la
composicion de las dos actividades de Rel encontradas en las células
SiHo y CaSki.

Como se muestra en la figura No. 12, tanto la proteing pS0 como la
proteina pé5 se encuentran presentes en extractos nucleares de células
SiHa y CaSki sin tratamiento, indicando gue ambas subunidades
conforman alguna de las actividodes de Rel encontradas en ambas
lineas celulares. Llama la atencion gue no se detecltd sefial por western
blot de lo proteina ¢c-Rel en extractos nucleares en ninguna de ias dos
lineas, indicando posiblemente que los complejos no  estén
conformados por esta proteina o que sea el complejo mincritario (C1) el
que esté compuesto por esta subunidad. Para descartar la existencia de
error técnico en este experimento, se realizd simultaneamente lg
deteccion de la proteina c-Rel en exiractos de profeina total como
confrol  positivo, Como puede verse en el inserto de la figura 12,
obtuvimos sefial positiva para ia proteinag ¢-Rel solo en exiractos de
proteina total,
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Exroctos Nuclecres Toldles

Fig No.12 Las complejos de Rel presentes en las lineas celulares SiHa y
Caski estan compuestos principalmente por las subunidades pa0 y pés.
Ensayos de western blot sobre extractos nucleares de células sin
tratamiento {C) vy pretratadas con gemcitabina {G) durante 24 horas.
Se emplearcn extractos de proteina total como conirol positivo.,
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8.-Andlisis de Resultados.

El objetivo central de este trabajo consistid en analizar la posible
implicacién de los factores de transcripcion pertenecientes a la familia
de Rel en el fenotipo de resisiencia diferencial a suftir apoplosis inducida
por el farmaco gemcitabina en dos lineas de cancer cervicoulterino.

Estudios redlizados en et laboratorio demaostraron que en las lineas
celulares sensibles a sufrir apoptosis mediada por gemcitabina, los
niveles del inhibidor de NF-xB, IxB-a estan disminuidos con respecto a las
ineas celulares resistentes y que eslos niveles disminuyen adn mas
después del pre-fratamiento con gemcitabina.

En funcidén a que el factor de transcripcidn NF-kB estd implicado en un
mecarnisme de resistencia a la apoptosis, decidimos analizar la posible
asociocidon de este factor en la distinta sensibilidad para sufrir apoptosis
inducida por gemcitabina en las dos lineas de cancer cervicouterino
SiHa ([resistente) y Caski {sensible).

8.1 Complejos de la familia de Rel presentes en los sistemas celulares
SlHa y CaSkl.

NF-kB es un factor de franscripcién que forma parte de la familia de Rel.
Esta familia estd conformada por diversas subunidades que al
combinarse entre si, generan complejos diméricos con distintas
afinidades por los sitios de unidn y con capacidades franscripcionales
distintas también. De lo anterior se genera la necesidad de identificar
todas las actividades presentes en las ineas SiHa y Caskl.

La presencia de diferentes complejos entre los lineas podra ser una
caracteristica molecular que permitiera la expresion selectiva de genes
en cada una de ellas, adn con el mismo estimulo y confribuir de esta
manera ol establecimiente del fenotipo diferenciat a apoptosis
mostrado por las lineas por accidén de gemcitabina.

Sin embargo. al parecer este no es el caso debido a que en ambas
lineas los complejos encontrados co-migran en los geles; si bien es cierfo
que podrio tratarse de complejos distintos, al onalizar la presencia
nuclear de las diferentes subunidades (pS0.pé5.c-Rel) capaces de
formar dimeros funcionales, no encontramos diferencias en el tipo de
proteinas presentes; mas bien, estas diferencios son notables en niveles
de expresion .

56




Por ejemplo, no enconframos niveles detectables de la proteina c-Rel
en el nucleo de estas células, lo cual permite inferir que 1os complejos
enconkadas en ambas lineas, al menos los complejos mayoritarios (C2)
no estén compuestos por esta proteina.

8.2 Induccion de la franslocacion nuclear de NF-xB por gemcitabina.

El hecho de haber enconifrado diferencias en los niveles de activacion
basales de las actividades de NF-xB es interesante {Fig. 2}, porque se ha
postulado que lo presencia constitutiva de actividades de NF«B en el
noclec de todos los sistemas celulares tumorales, podria ser un
mecanismo de resistencia intrinseco en las células para sufrir apoptosis
por trans-activacidn continua de genes involucrados en la inhibicién de
dicho proceso. Sin embargo, en Caski los mayores niveles basales de las
actividades de NF-xB con a SiHa , al parecer no son suficientes para
protegerla de sufrir apoptosis.

Sin embargo, gemcitabina es capaz de inducir cambios en los
actividades de los complejos de la familia de Rel a nivel nuclear solo en
el sistema celular CaSki. La actividad Cl1 disminuye en funcidon ail
fratamiento con gemcitabing, mientras que la aclividad C2 aumenta
de manera dramdtica. En cambio, 1o gerncitabina no produce
cambios en los niveles de aclividad nuclear de NF-«B en SiHa.

Este dato es muy importante debido a que ol parecer en el mecanismo
de resistencia mostrado por $iHa no estd asociado la capacidad de
gemcitabina para lograr lo activacion de NF-xB. En este sentido SiHa es
un sistema celular en donde los niveles nucleares basales constitutivos
de NF-xB la protegen contra lo apoptosis. Ademas esta linea celular
expresa a la proteina c-1AP1, la cual esta involucrada en ia inhibicién de
apoptois mediada por TNF-a.

Otro supuesto interesante que se genera en funcion a la movilizacion de
complejos mostrada por CaSki @ la accién  de gemcitabing, es la
posibiidad de la existencic de complejos pro-apoptdticos o
antiapoptoticos dentro de la familic de Rel y que sea la capacidad
para activar unos u otros lo que permila el fenotipo de resistencia o
apoptosis.

Como hemos demostrado en este frabajo, la gemcitabina es capaz de
provocar la translocaciéon nuclear de un complejo de Rel [C2) en CaSki
y sin embargo estas célulos sufren apoptosis por la accidén de este
farmaco. Esto demuestra, que no s solo la presencia nuclear de NF-xB
ni la capacidad de determinado estimulo para activar a los complejos
lo que genera resistencia a agpoptlosis en esta finea celular. Aungue
creemos que CaSki es un sistema particular por no comportarse de
acuerdo a los modelos en donde se establecid el papel antiapoptdlico
de los complejos de Rel. los resulfados aue enconiromos abren la

57




posibilidad de que sean los niveles de activacion inducidos por el
estimulo, el fiempo en los que se alcance el “nivel &plimo” de esta
activacion e incluso el tipo de complejos que se transloquen 1o que
realmente determine el efecto de NF-«xB como agente protector.

Lo que resulta interesante también en el sistermna celular Caski, es el
hecho de que ésta es incapaz de modular la actividad de NF-«xB por
accién de TNF-a, porque a pesar de tener la via de activacién a través
de! receptor aparentemente comgpletq, la accidn sobre el receptor
TNFR-1 no medifica los niveles nucleares de los complejos de Rel en esta
inea. Una manera de poder explicar lo anterior seria que la vio de
activacion de NF-«B a través del receptor TNFR-1 estd constitutivamenie
activada, en funcidn a que encontramos en esta linea celulor
cantidades aumentadas de las cinasas NIK e [kB-B. ambas cinasas
responsables directas de la fosforilacién de los distintos inhibidores de
Rel. O bien que esta vig este activada siempre al maximo y sea
imposible modulara positivamente por estimulo.

Otra circunstancia que sugiere esle resullado, es que el farmaco
gemcitabina es capaz de modular a NF-xB en el sistema celular Caski
por un mecanisme diferente y alterno al de retroalimentacién positiva
de la activacion via receptor a TNF-a. Otros posibles mecanismos que
que podrian ser los responsables de la activacién de NF-«xB por accidn
de la gemcitabina y gue resultan muy interesantes de estudiar son la
activacion via cinasas citopldsmicas del tipo PKC { Lallena et al., 1999) o
vio DNA-PK { Basu et al, 1998} las cudles son capaces de fosforilar al
complejo KK, el cual a su vez es el responsable de la fosforilacion
directa de los inhibidores kB-cy f.

Lo cierto es que estos experimentos pusieron de manifiesto que existen
diferencias en la capacidad para modular la translocacion de NF-xB al
nucleo entre las dos lineas celulares vy esta capacidad al parecer es
dependiente de estimulo. Debido a lo anterior decidimos estudiar la
composicion de la via para activar a NF-xB vig el receptor a TNF-a, que
es la via mejor caracterizada a nivel molecular.

8.3 Composiclon molecular de la ruta TNF-NF-xB en las {ineas celulares
SiHa y CaSki

Ensayos de Western blot demostraron que existen diferencias en los
niveles de expresion de proteinas pertenecientes a la familio de Rel
entre |gs dos lineas. La linea celukar CaSki es la que presenta en general,
niveles mayores de las proteinas p50 v pé5 en exiractos de proteinas
totales, a diferencia de SiHa que presenia niveles altos de la proteing
c-Rel {Fig 9}.
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Si bien es cierto que la presencia de determinadas proteinas asi como
de sus concentraciones. habla de cierta fendencia a formar
determinados complejos, es decir CaSki podria formar complejos
preferentemente conformados por las subunidades p50 y pé5 | dimeros
pS0-pS0. p65-p6S, PSO-P6S. etc.) , exisle mayor probabilidaod de que en
SiHa los complejos formados estuvieran conformados por c-Rel. sin
ermbargo este parece no ser el caso debide a que no pudimos detectar
la presencia de la proteing ¢-Rel en el nicleo de ninguno de los dos
sistemas celulares estudiados, Este resultado podria sugerir que ninguna
de las actividades de Rel enconfradas en SiHa y CaSki estuvieran
formadas por c-Rel o que solo la actividad minoritaria C1 estuviera
compuesta por esta subunidad.

Por ofro lado, es posible observar ia presencia de un doblete en la senial
para la deteccion nuclear de la proteina ps0 { Fig. 12) solo en la linea
celular CaSki. Este dato podra ser significativo en el sentido de que
diferentes grados de fosforilacidén de cada una de los subunidades que
forman el complejo altera su capacidad para unirse a DNA y para
transactivar genes [ Kushhner et al., 1999). En el caso especifico de la
subunidad p50 por ejemplo, la fosforlacion disminuye su capacidad
para unirse @ DNA lo que modifica directamente su capacidad
transcripcional  y su afinidad por distinias variantes de la regidn
consenso lo cual permite modulacidn distinta de genes. Este fendmeno
si podria estar implicado en el tipo de genes que son inducidos en
funcién al estimulo con gemcitabina entre las lineas e implicarse de
esta manera directamente con el fenotipo diferencial de resistencia.

La presencia de determinada clase de proteinas en estas células, habla
de la tendencia g formar sclo cierlos complejos, sin embargo, esta
tendencia es un evento independiente a la activacién individual de
cada uno.

La fosforilacion directa de los inhibidores de la familio de Rel a través del
receptor a TNF-a, ocurre principalmente mediante el reclutamiento de
diversas proteinas en la regién intracelular amino- terminal del receptor
TNFRI1. NIK es una proteina cinasa perteneciente a la fomilia de las MEK,
la cual es recivtada en esta porcidn amino de receptor y es responsable
directa de fosforilar vy activar o los IKK in vivo e in vilro (Malinin et
al,1997). Como se muestra en la figura No. 8, ka linea celular CaSki
contiene niveles de expresion aumentados de esta cinasa, ademads de
mostrar una sefal doble lo cual podria deberse a la presencia de la
forma fosforilada de esta proteina.

En esta misma figura se muestran también gue os niveles de las cinasa
IKK-a no son significativamente distintas entre ambas lineas y que estos
niveles no se modifican por el tratamiento con gemcitabina, Finalmente,
es la linea celular Caski la que presenta mavyores de expresion de la

59




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 varacién en peso es minima) en ambas
lineas vy la relacidon enfre formas fosforiadas y no fosforiladas es al
parecer equimolar, Es necesario hacer notar lo anterior en funcion G
que la actividad de estas proteinas es regulada por fosfeorilacién, por 1o
tanto cambios en la relacion entre las isoformas también habla de
niveles de activacion distintos de estas proteinas entre Jas lineas, lo cual
podria modificar la cinética de degradacidon de los inhibidores
respectivos y con ello la movilizacidn de los complejos de Rel hacia el
nucleo. Sin embargo, para concluir lo anterior es necesaro redlizor
experimentos enfocados a la demostracion de formas fosforitadas y no
fosforitadas de estas proteinas.

Uno de los datos que consideramos mds relevantes del trabgjo es lo
caracterizacion de los diferentes niveles de expresidon de los inhibidores
de la familia de Rel{ Fig. No. ?). Es la linea celular SiHa la que presenta
de manera global los niveles mas altos de expresion de tres de los
cuatro inhibidores analizados en este frabajo. Este dato es importante
debido a que estos inhibidores son los responsables de la movilizacion y
accién nuclear de los complejos de Rel, Por lo tanto, la variacion en los
niveles de expresion de estos inhibidores se puede asociar directamente
con la capacidad distinta que existe entre Ios lineas para modular o
franslocacion de los complejos de Rel al nucleo, qué complejos son los
que se activan & incluso que genes se transcriben en funcidn af estimulo,

Esta apreciacién acerca de la importancia de los niveles distintos de
expresion de los inhibidores se basa principalmente  en que estos
inhibidores presentan una distribucion tisular caracteristica, lo cual se ha
asociado dl tipo de complejos ¥y a genes que se modulan por la familia
de Rel en cada sistema celular; pero ademads, al presentar una cinélica
de degradacién distinta, asi como una diferente aofinidad por
determinados complejos, permiten una regulacion mucho mds fina de
las acciones de estos tactores de transcripeion { Karin et al., 1998).

El inhibidor IkB-a por ejemplo , es el mds abundante en la mayoria de los
sistemas celulares estudiados y es el que presenta una cinélica de
degradacion mds rapida aclivada por todos ios inductores de NF-«xB,
Por lo tanto la degradacion selectiva de este inhibidor se ha asociado
con lgs respuestas de tipo transitorio e inmediato que modula NF-«B.

Ademas se ha demostrade que este inhibidor se resintetiza répidamente
y que en el nicleo es capaz de unirse a complejos ya activos de Rel
unidos a DNA v bombearlos hacia el citosol por la presencio de sefiales
de retencién citopl@smica que este inhibidor posee( Zabel U et al, 1990,
Brown K et af 1993). Esta cinética permite entonces asegurar el cardcter
transitorio de algunas acciones de NF-xB.




El inhibidor 1kB-p en cambio, se degrada mds lentamente. Adernads, se
han encontrado, complejos ternarios NF-xB/ 1kB-B en el nicleo unidos a
DNA, los cuales al parecer impiden que actie IkB-a en el nicleo
permitiendo una accidn mds prolongada de los complejos de Rel como
activadores transcripcionales, lo cual permite una respuesta de tipo mas
persistente (Thompson JE et al., 1995).

El caso del inhibidor Bcl-3, a diferencia de los antes mencionados, es
interesante debido a que presenta una localizacion nuclear y tiene una
alta afinidad por los homodimeros de p50 y p52, los cuales son los menos
activos transcripcionalmente y al parecer impiden, al favorecer la union
de estos dimeros al DNA, la accidn de otros dimeros mds activos
atenuandoe la respuesta | Caamano ef al, 1996).

Por ofro lado, ensayos de Northern blot demostraron que los niveles de
mensajero de kB-a estdn disminuidos en lo linea celular CaSki,
implicando con esto que los niveles de proteina bagjos mostrados por
esta lineo pueden deberse a deficiencias en la regulacién
franscripcional de este gen, lo cudl resulta muy interesante porgue el
gen kB-a se ha caracterizado como un supresor de fumores. Lo anterior
abre la expectativa de que la disminucion en la expresidn de este gen
sea al menos un mecanismo parcial responsable de la transformacién
neopldsica en este tipo de tejido.

Debido a lo anterior, creemos que 1as variaciones en expresion de estas
proteinas que estdn involucradas con la activacion de los complejos de
la familia de Rel . pueden explicar la distinta capacidad de ambas
lineas para modular la franslocacion nuclear de los distintos complejos,
modificando la respuesta transcripcional global modulada por estos
factores, repercutiendo dramdticamente en o respuesta celular
induccién de apoptosis o resistencia.

El proceso antiapoptdiico mediado por NF-«B depende de su actlividad
transcripcional. Algunos de los productos génicos modulados por NF-xB
que han sido involucrados en este proceso son las proteinas 1AP
(clAP-1 y ClIAP-2), asi como las moléculas transductoras TRAF1 y TRAF2
{ Wang et al., 1998).

Mediante ensayos de Western blot fue posible identificar la expresion
basal de lo proteina cIAP-1, sin encontrar diferencias entre las dos lineas.

Este ensayo permite demostrar que no es la expresidn basal diferencial
de estas proteinas inhibidoras las que pudieran estar involucradas en la
susceptiblidaod que muestran ambas lineas para sufrir apoptosis.  Sin
embargo, dadas las caracteristicas de inducibilidad de NF-xB, hubiera
sido interesante estudiar las variaciones en la expresidon de estas
proteinas por accién de la gemcitabina, en funcién a que alteraciones
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en estos niveles pudieran hablar de un mecanismo de resistencia
adqguirido por estas células inducido por el antineopldsico .

E presente trabajo dermuestra también que la linea celular SiHa es un
sistema celular muy resistente a o accion de distintos agentes anti-
neopldsicos. Este modelo resula entonces muy interesante para poder
estudiar mecanismos diverses mediante los cuales una célula es capaz
de evadir las sefiales pro-apoptélicas. Al parecer no es el sisterna NF-kB
el principal responsable de este efecto protector, sin embargo existen
muchos ofros mecanismos que pudieran estar implicados en la
resistencia, como por ejemplo algunas cinasas relacionadas a sobrevida
celular come la cinasa Akt { Delhase et of., 2000}.

Finamente, el presente trabajo mas bien descripfivo que mecanistico,
permite involucrar al sistema NF-xB en el procesc de resistencia a
antfineopldsicos en el sistema tumoral de cérvix. Esto es importante a
nivel clinico en funcién de que uno de los principales problemas en el
katamiento de estos tumores es precisamente la alta resistencia a una
gran variedad de antineopldsicos.
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Fig. No 13. Modelo experimental propuesto para la accidén de NF-xB en las dos lineas celulares SiHa y CaSki.,

El efecto de resistencia mostrada por la linea SiHa para el efecto de gemcitabina es independiente a su capacidad para inducir la
translocacién nuclear de NF-xB por la accién de este firmaco. Posiblemente los niveles basales nucleares en estas células son suficientes para
inducir proteccién. En cambio en la linea celular CaSki, la activacién de NF-xB promovido por la accidén de gemcitabina no es suficiente
para protegerla apoptosis. El evento de proteccién debe depender, més que de la capacidad para activar a NF-xB, de los niveles de
induccién alcanzados, el complejo que se transloque y la funcidn transactivadora de éstos.
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¢ . Conclusiones

1.-La capacidad parae inducir la activacién de complejos de la familia
de Rel por la linea celular Caski, se asocia con cierta resistencia a sufrr
apoptosis mediada por el fGrmaco gemcitabing

2.- Proponemos que la gemcitabing debe emplear un mecanismo
alterno a la activacidon de NF«B via receptor a TNF-a debido a que el
prefratomeinto de estas células con esta citocina no induce la
translocacion de NF«xB el nucleo presumiblemente por activacion
constitutiva de la ruta, 1o cual no permite que ésta sea modulable.

3- En el mecanismo de resistencio a apoptosis inducida por
gemcitabine en la linea celular SiHa no estd implicado la activacion de
NF-xB. Esta linea celular es resistente a suirr apoptosis inducida por
gemcitabina, a pesar de que este fdimaco no es capaz de promover la
translocacién de NF-xB al nicleo de estas células. Probabiemente los
niveles basales de activacidn sean sufucientes para promover la
resistencia a apoptosis.

4.- No existen diferencias en la composicién de 1a via TNF /NF-xB enfre
ambas lineas celulares, la diferencia pensamos mas significativa ocurre
a nivel de contidad de expresion: la linea celular SiHa , la mas resistente,
presenta en general niveles aumentados de los inhibidores de la familic
de Rel. Esta diferencia podria estar comelacionada con las distintas
capacidades para inducir a los diferentes complejos de lo familia de
Rel.

5.- La activacidon constitutiva de NF-kB en lineas tumorales de cérvix no
es un mecanismo universal de proteccidn a sufrir apoptosis | el efecto es
tipo celular especifico y dependiente de estimulo.

§.- Finalmente, este estudio permite suponer que el sistema NF-xB podria
estar implicado como mecanismo molecular de variacién intra-lesional
(heterogeneidad celular en los tumores} en cancer de CaCu. Por lo
tanto, el bloqueo de su activaciéon podria funcionar como tratamiento
adyuvante para abatir la resistencia a quimioterdpicos mostrada por
este tipo de tumores.
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11. GLOSARIO

APAF-1 Apoptotic Protease Activating Factor-1
CAD Caspase activated DNAse

DNA-PK DNA dependent Protein Kinase

EMSA Electrophoretic Mobility Shift Assay
FADD Fas-associated death domain protein
G-CSF Granulocyte Colony Stimulating Factor
GM-CSF Granulocyte and Macrophage Colony Stimulating Factor
c-lAP Cellular Inhibitor of apoptosis Protein
ICAD Inhibitor of Caspase Activated DNAse
ICE Interleukin-1B-converting enzyme
kB-a Inhibitor of NF-xB alpha

IKK IkB kinases

IL-1,2 Interleucinas 1y 2

LPS Lipopolisacaridos

NF-«<B Nuclear Factor kappa Binding Protein
NIK NF-xB inducing kinase

PDGF Platelet Derivated Growth Factor
PI(3)K Phosphatidylinositol-3-OH-kinase

PKB Protein Kinase B

PKC Protein Kinase C

TNF Tumor Necrosis Facter

TNFRY Tumor Necrosis Factor Receptor
TRADD TNFR1-associated Death Domain Protein
TRAF TNFR1-associated Factor

TUNEL Terminal dUTP Nick End Labeling
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