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PRINCESA -... Dragón, ¿cómo sabes que hay cosas aterradoras allá afuera? 

DRAGÓN - No lo sé… Me han dicho. 

PRINCESA -¿Quién te ha dicho? 

DRAGÓN -Yo me lo he dicho. 

PRINCESA -¿Y por qué te lo has dicho? 

DRAGÓN -¿Por costumbre? 

PRINCESA -¿Quieres decir que nunca has salido de este castillo? 

DRAGÓN -Este… no. 

PRINCESA -¿Por qué? 

DRAGÓN -¡Porque hay cosas aterradoras!... ¿Qué no me estas entendiendo? 

PRINCESA -Pero no puedes saberlo si nunca has salido. Y no solo te puedes sentar a 

suponerlo y no hacer nada, tenemos que SALIR. 

DRAGÓN -¿A dónde? 

PRINCESA -A donde sea. Vamos a salir, nada más, vamos a atrevernos. 

DRAGÓN -¿Pero y la señal? 

PRINCESA -No hay señal. 

DRAGÓN -¡Pero necesitamos la señal para poder salir! 

PRINCESA -Está bien, está bien, no te pongas así. La señal… la señal es… la señal es … 

¡la vida misma! Tan fácil como eso, si estamos aquí, si vivimos, estoy segura que no es para 

estar encerrados. La vida misma es la señal de que podemos salir. ¡De que debemos salir! 

¿Lo entiendes dragón? 

DRAGÓN -Esteeeee… no. 

 

 

Extracto de: Y colorín colorado este cuento aún no se ha acabado.  

Capítulo 1 de Odin Dupeyron. 

 

 

Brick walls are there for a reason, 

They let us prove how badly we want things. 

 

Randy Pausch 
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El compuesto químico obatoclax, el cual también es conocido como GX15-070, es 

un antagonista de amplio espectro de las proteínas antiapoptóticas de la familia de 

Bcl-2, ya que mimetiza el dominio BH3 de las proteínas de solo el dominio BH3. El 

compuesto químico obatoclax actualmente se encuentra en estudios de fase 

clínica y ha demostrado ser capaz de sensibilizar a células tumorales resistentes a 

apoptosis mediada por la proteína TRAIL. Se ha observado que el mecanismo del 

el compuesto químico obatoclax es vía la liberación de las proteínas Bak y Bim del 

complejo formado con las proteínas anti-apoptóticas Mcl-1, Bcl-2 o Bcl-XL o por la 

activación de la proteína Bax, a través de otros mecanismos que no han sido del 

todo elucidados.  En el presente trabajo, nos preguntamos: podría el compuesto 

químico obatoclax sensibilizar a las células tumorales a la apoptosis mediada por 

la proteína TRAIL y también alterar las vías de la apoptosis?  La línea celular de 

linfoma no-Hodgkin de linfocitos B, Ramos, la cual es resistente a la proteína 

TRAIL fue utilizada como modelo.  El tratamiento de las células Ramos con el el 

compuesto químico obatoclax, inhibe significativamente la expresión de varios 

miembros de la familia de Bcl-2, disocia el complejo Bak-Mcl-1 e inhibe la actividad 

de NF-B.  Las células tratadas con RNA de interferencia pequeños (siRNA) 

dirigidas contra Mcl-1 se hicieron sensibles a la apoptosis mediada por la proteína 

TRAIL. Nosotros analizamos si las células Ramos se volvían sensibles a la 

proteína TRAIL por el efecto del compuesto químico obatoclax vía la señalización 

por los receptores DR4 y/o DR5.  La transfección con siRNA para el receptor DR5, 

pero no con siRNA para el receptor DR4, sensibilizó a las células a la apoptosis 

después del tratamiento con el compuesto químico obatoclax y la proteína TRAIL.  

La señalización vía el receptor DR5 correlacionó con la inhibición inducida por el 

represor del receptor DR5, el factor de transcripción Yin Yang 1 (YY1).  La 

transfección con el siRNA del factor de transcripción YY1 sensibilizó a las células 

a la apoptosis mediada por la proteína TRAIL después del tratamiento con el 

compuesto químico obatoclax y la proteína TRAIL.  En general, los resultados 

revelan un nuevo mecanismo por medio del cual el compuesto químico obatoclax 

sensibiliza a la apoptosis mediada por la proteína TRAIL, además de observar la 

participación en la inhibición de la actividad del factor de transcripción NF-B, la
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expresión de la proteína Mcl-1 y de la expresión y actividad del factor de 

transcripción YY1. 
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The pan Bcl-2 family antagonist Obatoclax (GX15-070) is currently in clinical trials, 

was shown to sensitize TRAIL-resistant tumors to TRAIL-mediated apoptosis via 

the release of Bak and Bim from Mcl-1 or Bcl-2 / Bcl-XL complexes or by the 

activation of Bax, though other mechanisms were not examined. Herein, we 

hypothesize that Obatoclax mediated sensitization to TRAIL apoptosis may also 

result from alterations of the apoptotic pathways. The TRAIL-resistant B cell line 

Ramos was used as a model for investigation. Treatment of Ramos cells with 

Obatoclax significantly inhibited the expression of several members of the Bcl-2 

family, dissociated Bak from Mcl-1 and inhibited the NF-B activity. Cells treated 

with Mcl-1 siRNA were sensitized to TRAIL apoptosis. We examined whether the 

sensitization of Ramos to TRAIL by Obatoclax resulted from signaling the DR4 

and/ or DR5. Transfection with DR5 siRNA, but not with DR4 siRNA, sensitized the 

cells to apoptosis following treatment with Obatoclax and TRAIL. The signaling via 

DR5 correlated with Obatoclax-induced inhibition of the DR5 repressor Yin Yang 1 

(YY1). Transfection with YY1 siRNA sensitized the cells to TRAIL apoptosis 

following treatment with Obatoclax and TRAIL. Overall, the present findings reveal 

a new mechanism of Obatoclax-induced sensitization to TRAIL apoptosis and the 

involvement of the inhibition of NF-B activity and downstream Mcl-1 and YY1 

expressions and activities. 
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5.1. El CÁNCER 
 

De acuerdo a la definición dada por la Organización Mundial de la Salud (OMS), cáncer 

es un proceso de crecimiento y de diseminación incontrolados de células anormales que 

se extienden más allá de sus límites normales y las cuales pueden invadir partes 

adyacentes del cuerpo y a su vez propagarse a otros órganos, en un proceso conocido 

como metástasis. Se ha visto que la metástasis es la principal causa de muerte por 

cáncer. El término cáncer es genérico y designa a un amplio grupo de enfermedades que 

pueden afectar a cualquier parte del cuerpo. (1;2). 

 

5.2. EPIDEMIOLOGÍA DEL CÁNCER 
 

El cáncer constituye la segunda causa de mortalidad a nivel mundial, siendo el 

responsable de 12.6 % de las muertes totales (Tabla 1). A pesar de los esfuerzos y los 

recursos económicos invertidos para la mejora del tratamiento, el cáncer causa más de 7 

millones de muertes al año a nivel mundial (Tabla 1). 

 

PRINCIPALES CAUSAS DE MORTALIDAD POR ENFERMEDAD A NIVEL MUNDIAL 

LUGAR CAUSA DE MUERTE NÚMERO 
DE 

MUERTES* 

% TOTAL 
DE 

MUERTES 

1 ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES 8,953 15.1

2 CÁNCER 7,424 12.6

3 ENFERMEDADES CEREBROVASCULARES 5,712 9.7

4 INFECCIONES RESPIRATORIAS 4,177 7.1

5 CONDICINES PERINATALES 3,180 5.4

6 ENFERMEDAD RESPIRATORIA 
OBSTRUCTIVA CRÓNICA 

3,025 5.1

7 ENFERMEDADES DIARREICAS  2,163 3.7

8 HIV/SIDA 2,040 3.5

9 TUBERCULOSIS 1,464 2.5

10 OTRAS 20,634 35

 TODAS LAS CAUSAS 58,772 100

 

Tabla 1. Principales causas de mortalidad a nivel mundial. Los datos fueron extraídos a 
partir del informe de la Sociedad Americana contra el Cáncer publicado en el 2008. * Número de 
muertes por 1000. 

 

En hombres las 15 principales causas de cáncer de acuerdo a su incidencia y por su 

mortalidad son: el cáncer de pulmón, el de próstata, el cáncer colo-rectal, el de estómago, 
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el de hígado, el de esófago, el de vejiga, el de linfoma no-Hodgkin (LNH), la leucemia, el 

de labio y cavidad oral, el de riñón, el de páncreas, el de laringe, el de cerebro y sistema 

nervios y otras faríngeas. Por otro lado, en mujeres las 15 principales causas de a cuerdo 

a su frecuencia y a su mortalidad por cáncer son debidas a el cáncer de: mama, el 

cérvico-uterino, el de pulmón, el cáncer de estómago, el de cuello uterino, el de ovario, el 

de hígado, el de la tiroides, la leucemia, el de LNH, el de esófago, el de páncreas, el de 

cerebro y sistema nervioso y el de riñón (3) (Figura 1 y Figura 2). El LNH se encuentra 

dentro de las primeras causas de incidencia y mortalidad, ocupando el 12vo lugar a nivel 

mundial; se presenta con mayor frecuencia en hombres que en mujeres, ocupando el 8vo 

y el 11vo lugar respectivamente (3). 

 

Más del 72% de las defunciones por cáncer fueron registradas en países de ingresos 

bajos y medianos. La OMS prevé que entre 2007 y 2030, la mortalidad por cáncer a nivel 

mundial aumentará en un 45%, ya que se estima que pasará de 7.9 a 11.5 millones de 

defunciones por año, debido al crecimiento demográfico y a el envejecimiento de la 

población; además, también se estima que durante el mismo periodo, el número de casos 

nuevos de cáncer aumentará de 11.3 a 15.5 millones (4). 

 

En México, de acuerdo con las defunciones por tumores malignos en 2008, entre los 

hombres, el mayor porcentaje de lesiones malignas fue en la próstata (8.1%), seguido por 

los tumores de tráquea, bronquios y pulmón (7.0%), enfermedad asociada al consumo de 

tabaco; y entre las mujeres, el cáncer de mama (7.6%), seguido por los tumores malignos 

de ovarios (6.4 por ciento) (4) Figura 3. 

 

5.3. LA CÉLULA TUMORAL Y SU TRATAMIENTO 
 

La división desmesurada de las células tumorales es debida a la adquisición de cambios 

en su material genético que le aporta una ventaja en la proliferación comparado con las 

células normales. La célula tumoral en división sufre cambios constantes debido a su 

inestabilidad genética y a su deficiente capacidad de reparación del daño en el DNA (por 

el ingles, Desoxiribonucleic acid), adquiriendo mutaciones que le permiten su evolución a 

célula tumoral (5).     
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TIPO DE CÁNCER  INCIDENCIA  MORTALIDAD 

ASR (W)  ASR (W) 

CAVIDAD ORAL  3.8  1.9   
NASOFARÍNGEO  1.2  0.8   

OTROS FARÍNGEOS  2.0  1.4   

ESÓFAGO  7.0  5.8   
ESTÓMAGO  14.1  10.3   
COLORECTAL  17.3  8.2   

HÍGADO  10.8  10.0   
VESÍCULA  2.0  1.5   

PANCREAS  3.9  3.7   
LARINGE  2.2  1.2   
PULMÓN  23.0  19.4   

MELANOMA  2.8  0.6   
MAMA  39.0  12.5   
CERVIX  15.3  7.8   

CUERPO UTERINO  8.2  2.0   
OVARIO  6.3  3.8   

PROSTATA  28.0  7.5   
TESTÍCULO  1.5  0.3   
RIÑÓN  4.0  1.6   
VEJIGA  5.3  2.0   

CEREBRO SISTEMA 
NERVIOSO 

3.5  2.5   

TIROIDE  3.1  0.5   
LINFOMA DE HODGKIN  1.0  0.4   

LINFOMA NO 
HODGKIN 

5.1  2.7   

MIELOMA MÚLTIPLE  1.5  1.0   
LEUCEMIA  5.0  3.6   
TODOS  181.6  106.1   

 

 
Figura 1. Frecuencia de los principales tipos de cáncer a nivel mundial. Modificado de 

GLOBOCAN 2011 (3). 
 

 
 

 
Figura 2. Gráfica mostrando la incidencia y la mortalidad de los nueve principales tipos de 

cáncer a nivel mundial. Modificado de GLOBOCAN 2011 (3). 
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El objetivo de las terapias contra el cáncer es la eliminación de todas las células 

tumorales sin dañar a las células normales o al resto de los tejidos. En el tratamiento de 

tumores localizados se realiza una extracción total por cirugía antes de que se produzca 

la metástasis. La radioterapia también se utiliza en la práctica clínica para este tipo de 

tumores. Una vez que se genera la metástasis la quimioterapia se convierte en la primera 

línea de tratamiento.  

 

La quimioterápia se basa en utilizar agentes químicos citotóxicos o citostáticos que 

afectan la maquinaria de replicación de las células en división y su selectividad se basa en 

la capacidad de la célula normal en división para reparar el daño generado en su material 

genético. En la mayoría de los casos se utilizan cocteles de quimioterapia para interferir 

en diferentes vías del ciclo celular y del metabolismo de la célula tumoral permitiendo 

administrar dosis más bajas de cada una de ellas, comparado con su uso como agente 

único, y además para prevenir la generación de resistencia (5;6). 

 

La falta en la eficacia de los tratamientos con quimioterapia es debido a la generación de 

resistencia. Las células que sean sensibles al tratamiento serán eliminadas, pero las 

células que han adquirido mutaciones o sobre expresión de un gen poseerán una ventaja 

selectiva, por lo que habrá un enriquecimiento de las células resistentes dentro del tumor 

y generación de un tumor refractario a la quimioterapia original (5;6). Estas mutaciones 

generalmente se dan lugar en genes celulares que involucran a los proto-oncogenes o 

activadores del ciclo celular, los genes supresores de tumores o que son capaces de 

inhibir el ciclo celular y los genes relacionados con la reparación del DNA (7). 
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 TUMORES MALIGNOS

1.6 ENCÉFALO 1.4

1.2 LARINGE 0.2

7 TRÁQUEA, BRONQUIOS

Y PULMÓN 

3.6

0 MAMA 7.6

3.7 HÍGADO 4.3

2.7 PÁNCREAS 3

4.7 ESTÓMAGO 4

1 VÍAS URINARIAS 0.6

8.1 PRÓSTATA OVARIOS 6.4

  CUELLO UTERINO 2.7

3.3 COLON 3.1

3.2 LEUCEMIA 2.7

1.9 LINFOMA NO HODGKIN 1.5

 

 

 Figura 3. Distribución porcentual de las defunciones por tumores malignos para cada sexo. 
INEGI defunciones 2008. Modificado de la página del Instituto Nacional de Estadística y Geografía 
[INEGI] 2011 (4). 

 

 

 

 

 

 Figura 4. Mortalidad mundial por enfermedades hemato-oncológicas según género y grupo 
de edad 2002. Modificado de Tirado-Gomez & Mohar 2007 (8). 
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5.4. ENFERMEDADES HEMATO-ONCOLÓGICAS 
 

Las enfermedades hemato-oncológicas constituyen un grupo de enfermedades de 

elevada incidencia y mortalidad en población infantil y adulta joven, ocupando el 7˚ lugar. 

En relación a la magnitud de las tasas de incidencia por género, se observó que estas 

fueron mayores en los hombres en las cuatro enfermedades hemato-oncológicas 

principales (Leucemia, LNH, Mieloma múltiple y Linfoma de Hodgkin (LH)). La incidencia a 

nivel mundial por grupo de estas enfermedades tanto en hombres como en mujeres 

mostró que las leucemias y los LNH fueron las enfermedades hemato-oncológicas que se 

presentan con mayor frecuencia en la población (8). El LNH ocupa el 12˚ lugar a nivel 

mundial, 8˚ para hombres y 11˚ para mujeres (3). Se presenta con mayor frecuencia en 

hombres que en mujeres; además la incidencia y la mortalidad presentan un patrón 

ascendente, es decir, que se presenta con mayor frecuencia en grupos de edad de 65 o 

más, Figura 4 (8). 

 

5.4.1. LINFOMAS 

 

El linfoma es la neoplasia primaria del sistema linfo-reticular; la cual ha sido clasificada en 

LH y LNH, estas enfermedades corresponden a entidades totalmente distintas desde el 

punto de vista clínico, histológico y en su respuesta a la terapia. 

 

5.4.2. LINFOMAS NO HODGKIN 

 

Los LNH constituyen un grupo de enfermedades hemato-oncológicas muy relacionadas 

entre sí que se originan en el sistema linfático y habitualmente se diseminan por todo el 

organismo. Se caracterizan por la proliferación neoplásica de las células linfoides y 

presentan, al igual que las leucemias, alteraciones cromosómicas características las 

cuales sirven como apoyo diagnóstico. Los LNH representan un grupo muy heterogéneo 

de proliferaciones malignas que responden a diferentes mecanismos fisiopatológicos y en 

gran parte a esto se debe las numerosas clasificaciones que existen. Algunos de estos 

linfomas son de desarrollo lento, mientras que otros se diseminan rápidamente. El 85% de 

los LNH corresponden a linfomas de linfocitos B y la variedad más común es la de linfoma 

difuso de células B grandes (LDCBG), seguido por el linfoma folicular (LF) que representa 

entre el 35 al 40% de los linfomas adultos. Es especialmente común en gente de edad 
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mayor, presentándose en un estadio avanzado y curso clínico indolente con un periodo 

medio de sobrevida de entre 8 a 10 años (9). Al inicio del tratamiento los pacientes 

responden satisfactoriamente a la terapia convencional (radioterapia y quimioterapia), 

pero la enfermedad comúnmente se presenta en múltiples episodios de recurrencia lo que 

al final puede conllevar a la muerte debido a una enfermedad refractaria, transformación 

en una patología de linfocitos B más agresiva o complicaciones en la terapia. Una vez que 

ocurre una transformación de la enfermedad la media de sobrevida es de menos de un 

año (9). 

 

En la búsqueda de ofrecer mejores opciones de tratamiento a los pacientes, en los últimos 

años se han desarrollado diferentes estrategias terapéuticas con la finalidad de reducir los 

efectos secundarios y con la finalidad de hacer que los tratamientos sean más 

específicos. La disponibilidad del desarrollo de anticuerpos marcó la pauta para la 

búsqueda de blancos moleculares en las células neoplásicas. La tecnología de 

hibridomas permitió la producción de grandes cantidades de anticuerpos monoclonales 

específicos para el antígeno tumoral, su aplicación clínica trajo consigo resultados 

prometedores aunque también algunas decepciones por que las primeras generaciones 

de anticuerpos fueron de origen murino, y esto al final iniciaba una respuesta inmune en 

contra de los antígenos extraños del ratón en el humano y por lo tanto en tratamientos 

consecuentes se observaba una reducción en el tiempo de vida media de esto 

anticuerpos en el organismo. Posteriormente, el desarrollo de anticuerpos quiméricos, 

humanizados y humanos redujo la falta de inmunogenicidad y mejoró la habilidad para 

reclutar células efectoras (10). De manera general el éxito de la inmunoterapia basada en 

anticuerpos monoclonales específicos para los antígenos tumorales ha tenido resultados 

con significancia estadística en lo que se refiere al intervalo libre de enfermedad, la 

prolongación de la sobrevivencia así como en la reducción de la masa tumoral con 

mejorías de aproximadamente 30% con un rango que va desde el 0 al 60% (11). 

 

En 1997 la FDA, aprueba el uso de Rituximab, el cual es un anticuerpo monoclonal cuyo 

blanco es la molécula CD20 encontrada en la superficie del linfocitos B. La indicación 

inicial fue para el tratamiento de pacientes con recaídas o refractarios, de bajo grado o 

folicular, que sean CD20+, con LNH de células B. Posteriormente, se expandió su uso 

como primera línea de tratamiento para LF, CD20+ en combinación con la quimioterapia 

de ciclofosfamida, vincristina y prednisona (CVP), así como para pacientes con LNH de 

linfocitos B de bajo grado CD20+ con enfermedad estable o que hayan alcanzado una 
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respuesta parcial o completa después del tratamiento con CVP, y también como primer 

línea de tratamiento en DLBCL CD20+ en combinación con quimioterapia de 

ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina y prednisona (CHOP) o por otra quimioterapia 

basada en antraciclinas (12). 

 

Otra de las terapias que actualmente ha despertado mucho interés es la relacionada con 

TRAIL, el cual ha emergido como una prometedora terapia contra el cáncer al tener como 

blanco los receptores de muerte y resultando ser un inductor de apoptosis selectivo in vivo 

sin causar toxicidad a las células normales. Actualmente se estudia el uso de la proteína 

TRAIL soluble recombinante así como de anticuerpos dirigidos contra los receptores de la 

proteína TRAIL para la inducción de apoptosis en células tumorales. En la literatura existe 

evidencia controversial acerca de que el tratamiento con la proteína TRAL soluble 

recombinante pudiera ser tóxico. En cultivos primarios de hepatocitos, queratinocitos, y 

astrocitos se ha visto inducción de muerte por apoptosis en células humanas normales 

(13-15). Otros estudios reportan efecto no tóxico en tejido normal de ratones, monos y 

chimpancés después de un tratamiento repetido el TRAIL recombinante (16;17) y 

sostienen que probablemente el efecto que observan en los cultivos primarios de células 

normales sea por la presencia de artefactos relacionados con la especificidad de la 

proteína recombinante utilizada. Una de las TRAIL recombinantes con más auge por su 

significativo efecto en el tumor es Apo2L/TRAIL (AMG-951) el cual ha mostrado tener una 

alta actividad antitumoral in vivo (18). Se ha visto toxicidad asociada al tratamiento tanto 

como agente único o en combinación con quimioterapia o radiación ionizante, en estos 

últimos con un efecto aditivo o sinérgico (19). En estudios de fase I, se observó que al 

tratar 71 pacientes con tumores sólidos avanzados (grado 3 y 4) o con metástasis o con 

LNH con Apo2L/TRAIL, el tratamiento fue seguro y bien tolerado a dosis arriba de 30 

mg/kg diario por 5 días cada 3 semanas. Los efectos adversos mostrados (fatiga, nausea, 

vómito, fiebre, anemia y constipación), fueron abatidos casi en su totalidad con cuidado de 

soporte o tratamiento para los síntomas (20). Se ha observado que los anticuerpos anti 

receptor de la proteína TRAIL tienen un tiempo de vida media biológica mayor 

(aproximadamente de 14 a 21 días) que las formas de recombinantes humanos de la 

proteína TRAIL (30-60 minutos)(17;17). Esto permitirá mejorar su localización dentro de 

los sitios del tumor y así prolongar su efecto, aunque también aumenta el riesgo de 

efectos secundarios tóxicos. Se han generado diferentes anticuerpos anti receptor de la 

proteína TRAIL, dentro de los más destacados se encuentran mapatumumab (anti-TRAIL-
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R1, Human Genome Sciences-HGS), lexatumumab (anti-TRAIL-R2, HGS), AMG-655 

(Anti- TRAIL-R2, Amgen) y apomab (anti-TRAIL-R2, Genentech). 

 

Mapatumumab se ha estudiado en pacientes con LNH así como con tumores sólidos 

(cáncer colo-rectal, cáncer de pulmón de células no pequeñas, cáncer de ovario y de 

próstata), como agente único (21-24), siendo bien tolerado y con pocos eventos 

secundarios como fatiga fiebre, hipotensión, mialgias y trombocitopenia. En un estudio de 

fase 1b/2 con 40 pacientes con LNH refractario o pacientes con enfermedad residual 

Younes y colaboradores (21) observaron que a una dosis de 3 o 10 mg/kg de 

mapatumumab cada 21 días es bien tolerada y no hay presencia de hepato-toxicidad. 

Tres de estos pacientes con LF tuvieron respuesta clínica, dos con respuesta completa y 

uno con respuesta parcial. 

 

En estudios fase I se ha observado que la administración de lexatumumab en pacientes 

con tumores sólidos, puede ser segura al administrarlo cada 14 días a 10 mg/kg (25;26).  

Se ha observado que algunos tumores humanos presentan resistencia a la apoptosis 

mediada por la proteína TRAIL como agente único, por lo que previamente se debe de 

caracterizar los tumores de manera individual y determinar si los pacientes son 

susceptibles o no al tratamiento con la proteína TRAIL. También se ha observado que su 

uso en combinación con otros tratamientos puede sensibilizar a las células malignas y 

revertir la resistencia a la proteína TRAIL. Por ejemplo el mapatumumab está siendo 

combinado con inhibidores de proteínas cinasas como el sorafenib, inhibidores del 

proteasoma como el bortezomib, la quimimioterapia como el carboplatino, inhibidores de 

la tubulina como el paclitaxel etc. Aunque hasta el momento los resultados aún no han 

sido publicados, los resultados preliminares son prometedores (27). 

 

El 85% de los LNH tienen anormalidades citogenéticas, por tanto los defectos 

cromosomales clonales son obligatorios en la linfomagénesis. También se han descrito 

proto-oncogenes y genes supresores involucrados en la patogenia de los LNH, entre ellos 

tenemos el gene bcl-2 (28). El oncogén Bcl-2, fue identificado como un regulador de la 

apoptosis sobre-expresado en el LF debido a una translocación cromosomal. La onco-

proteína actúa incrementando el tiempo de vida de la célula y no debido a un aumento en 

la proliferación celular como es común en otros oncogenes (29). La acumulación celular 

preserva células pre-neoplásicas, con mutaciones que les provee de una ventaja selectiva 
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y conllevando a que rebasen barreras tisulares que facilitan la metástasis, aumentando la 

progresión de la enfermedad, y confiriendo resistencia a la quimioterapia (5;7;30). 

 

A pesar de los avances en el conocimiento de la biología celular del cáncer y el 

incremento en la eficacia del tratamiento, la terapia convencional se ha mantenido con 

pocos cambios por décadas. De manera general el tratamiento involucra  radiación y/o 

cirugía cuando el tumor se encuentra localizado, pero si hay persistencia entonces se 

utiliza una quimioterapia citotóxica y citostática con el objetivo de eliminar a las células 

tumorales del paciente y tratando de no dañar a las células normales . La falla a las 

terapias estándares habla de la importancia de desarrollar nuevas estrategias de 

tratamiento que van de la mano con el conocimiento de los mecanismos involucrados en 

el desarrollo de dichas resistencias. 

 

5.5. APOPTOSIS 
 

La apoptosis es la muerte celular programada en la cual se llevan a cabo una serie de 

eventos que conducirán a la eliminación de las células sin liberar sustancias dañinas a la 

matriz extracelular. La apoptosis es un proceso vital para la embriogénesis, la 

homeostasis de los tejidos y para la defensa contra los patógenos; es necesario que esta 

esté presente y que pase desapercibida de ahí la importancia de que se encuentre 

regulada. Existe una producción en exceso de células en los diferentes organismos, las 

cuales sirven para los procesos de desarrollo durante la embriogénesis y el recambio 

celular continuo de los tejidos. Estas células pasan por estrictos controles de calidad o 

puntos de chequeo, para posteriormente, permitirles llegar hasta la diferenciación, ejercer 

una función por un periodo determinado y posteriormente ser removidas habiendo 

cumplido su ciclo. Aquellas células que no pasen dicho control, así como las células que 

se dañen durante su proceso de maduración por efectos ya sea químicos, físicos o 

biológicos también tendrán que ser removidas. La remoción celular se hará de manera 

silenciosa, dichas células expresarán antígenos en superficie los cuales serán 

reconocidos por fagocitos de la periferia o reclutados en el sitio de muerte celular 

programada sin la generación de citocinas al exterior de la célula que pudieran inducir 

procesos de inflamación (31). 

 

La habilidad de escapar del proceso de apoptosis ha sido relacionada con inflamación no 

resuelta, algunas condiciones de autoinmunidad y en otros casos llegar hasta la aparición 

de mutaciones (32). Las células transformadas o malignas desarrollan ventajas sobre las 
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células normales que recaen sobre las vías de apoptosis, como son la sobre expresión de 

proteínas antiapoptoticas o de oncogenes, la disminución de receptores o de proteínas de 

regulación y al posteriormente presentar resistencia a las terapias convencionales, que 

tiene como mecanismo iniciar la apoptosis en las células malignas (33). El conocer estas 

enfermedades y elucidar los cambios presentes en las células han permitido el 

entendimiento de algunos mecanismos de regulación que la célula utiliza para inducir 

apoptosis. El conocer los mecanismos, en células normales y en células malignas, es 

importante para entender la etiología de la enfermedad y también ofrece grandes 

promesas para desarrollar agentes terapéuticos más selectivos y efectivos dirigidos contra 

blancos específicos. 

  

5.5.1. PRINCIPALES VÍAS PARA MEDIAR LA APOPTOSIS 

 

El inicio de la apoptosis es un proceso heterogéneo, en donde las vías que participan 

dependen del agente inductor. La muerte celular se caracteriza por la activación de 

hidrolasas catabólicas (cistein-proteasas llamadas caspasas y nucleasas) (34). Las 

caspasas son sintetizadas como zimógenos y son activadas por 2 vías principales de 

apoptosis, la vía intrínseca o mediada por la mitocondria y la vía extrínseca o mediada por 

receptores de muerte. 

 

5.5.1.1. VÍA INTRÍNSECA O DE LA MITOCONDRIA 
 

La mitocondria es un organelo compuesto por dos membranas: la membrana interna y la 

membrana externa. La membrana mitocondrial interna rodea a la matriz mitocondrial, se 

empaqueta en crestas que contienen a los complejos moleculares de la cadena de 

transporte de electrones y a través de esta que se genera el gradiente de iones hidrógeno 

necesario para formar adenosín trifosfato (ATP) (35). La membrana mitocondrial externa 

rodea a la membrana interna creando un espacio inter-membranal donde residen muchas 

de las proteínas promotoras de la apoptosis, incluyendo el citocromo C, la proteína 

SMAC/DIABLO, la HtrA2 y el AIF. Diversos tipos de estrés celular causan que la 

mitocondria libere estas proteínas hacia el citosol. Una vez en el citosol, el citocromo C se 

une al carboxilo terminal de la proteína Apaf-1, la cual se oligomeriza en un complejo 

heptamérico capaz de unirse a la pro-caspasa 9 formando una estructura multi-proteica 

conocida como apoptosoma (36). La unión física de Apaf1 con la pro-caspasa 9 está 

mediada por sus dominios de reclutamiento de caspasas (CARD), a través de una unión 
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homotípica CARD-CARD. SMAC/Diablo y HtrA2 contribuyen a la activación de caspasas 

antagonizando a los inhibidores de las proteínas de la apoptosis (IAP), los cuales son una 

familia de inhibidores de las caspasas celulares. Endo G y AIF, contribuyen a la 

degradación del DNA Esta vía conocida como “mitocondrial o intrínseca” es mediada 

principalmente por la familia de proteínas de Bcl-2 (37). 

 

5.5.1.2. VÍA EXTRÍNSECA MEDIADO POR LOS RECEPTORES DE MUERTE 
 

La “vía extrínseca” se induce por los receptores de muerte celular en superficie al 

asociarse con sus respectivos ligandos, los cuales son miembros de la familia del factor 

de necrosis tumoral (TNF). Los receptores contienen dominios citosólicos de muerte que 

se unen a la proteína adaptadora con dominios de muerte asociada a Fas (FADD), esta 

proteína contiene tanto los dominio de muerte (DD), como los dominio efectores de 

muerte (DED) (38). El DED de FADD se une al DED de las pro-caspasas (caspas 8 o 10), 

formando el complejo de señalización inductor de muerte (DISC). 

 

5.5.1.3. APOPTOSIS INDUCIDA POR LA PROTEÍNA TRAIL 
 

TRAIL es una proteína transmembranal que se expresa en células citotóxicas como 

Linfocitos T citotóxicos, células NK, macrófagos y en algunos tejidos. La proteína TRAIL 

es un miembro de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF), que ha mostrado inducir 

apoptosis en células malignas con una mínima toxicidad en tejido normal (17). 

 

La proteína TRAIL reconoce a los receptores de muerte DR4 también denominada TRAIL-

R1 y DR5 (TRAIL-DR2). La proteína TRAIL también se une a otros receptores llamados 

receptores distractores, los cuales no inducen apoptosis debido a que carecen de 

dominios intracitoplasmáticas para transducir la señal. Estos receptores se expresan en 

mayor concentración en las células normales compitiendo con los receptores de muerte y 

protegiendo a las células normales de la inducción de apoptosis(39). Hay tres receptores 

distractores llamados TRAIL-R3 (DcR1), TRAIL-R4 (DcR2) y el receptor soluble 

osteoprotegerina (OPG) (TRAIL-R5), aunque este último, se ha visto que participa en la 

regulación y formación de los huesos, pero también pudiendo actuar como un receptor 

distractor del la proteína RANKL (40). 

 

Los receptores DR4 y DR5 contienen dominios ricos en cisteína en su dominio 

extracelular causando la trimerización del receptor al unir a la proteína TRAIL, algunos 
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autores han reportado que dicha trimerización puede ser homo o heteromérica. En el 

dominio intracitoplasmático se encuentran los dominios de muerte (DD) con los cuales 

interactúa al reclutar a la proteína FADD, esta proteína, actúa como una proteína 

adaptadora, ya que contiene DD’s así como dominios efectores de muerte (DED) con los 

cuales une a la pro-caspasa 8 o a la pro-caspasa 10 así como también a la proteína 

inhibidora de la proteasa parecida a ICE/CED-3 homóloga a FADD (FLIP) (41). El 

complejo multi-proteíco resultante se conoce como DISC, con ello se promueve la 

conversión de las pro-caspasas a su forma activa para la subsecuente activación de las 

caspasas efectoras 3 y 7. Sin embargo, la proteína FLIP, la cual tiene gran homología en 

secuencia con las caspasas iniciadoras, tiene una función inhibitoria por lo que compite 

con su unión a los DED de FADD, impidiendo que haya una transducción de la señal. En 

la Figura 5 se esquematiza la inducción de apoptosis mediada por esta vía. El 

procesamiento autocatalítico de las caspasas 8 o 10 genera la formación de dos 

subunidades una grande y otra pequeña. Estas subunidades forman heterotetrámeros los 

cuales activan a las caspasas efectoras como: caspasa 3 y 7.  

 

 

 Figura 5.  Esquema de las vías extrínseca o por receptores de muerte e intrínseca o vía 
mitocondrial de apoptosis. Modificada de Henson et. al., 2008 (39). 

 

5.5.1.4. APOPTOSIS DEPENDIENTE DE CASPASAS 
 

Las vías dependientes de cascapas convergen en un punto al procesar a las caspasas 

activadoras. Una vez activadas las caspasas conocidas como activadoras, la 9, la 8 o la 

10, ya sea por la vía intrínseca o extrínseca, se comenzará una cascada de señalización 

en donde se procesará a las caspasas efectoras, las caspasas la 3, la 6 y la 7 las cuales 

llevarán a cabo el desmantelamiento de las estructuras celulares a través del 
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procesamiento de sus substratos, produciendo los cambios fenotípicos característicos de 

la apoptosis, como por ejemplo el corte proteolítico de la proteína ICAD (inhibidor de la 

DNAsa activada por caspasas), la cual liberará a CAD (DNAsa activada por caspasas), y 

una vez activada se dirigirá hacia el núcleo donde se asociará al DNA para realizar cortes 

inter nucleosomal. Al mismo tiempo, la lamina nuclear será procesada por las caspasas, 

debilitándola, permitiendo la fragmentación del núcleo y de las proteínas de la envoltura 

nuclear. También, se procesará a las proteínas en los sitios de adhesión focal y sitios de 

adhesión célula a célula dirigiendo hacia la muerte por desprendimiento y retracción. La 

actividad de las caspasas provocará la exposición del lípido intermembranal, la fosfatdil 

serina y de otras señales fagocíticas en la superficie celular. El procesamiento de la 

proteína Rho por ROCK1 permitará la contracción de la actina del citoesqueleto, la 

formación de las invaginaciones de la membrana plasmática así como la fragmentación 

nuclear. Se procesará a la tubulina, de los microtúbulos asociados y a la de las proteínas 

motoras que conducen a los cambios en el citoesqueleto contribuyendo a la formación de 

los cuerpos apoptóticos (42). En la figura 6 se muestra los mecanismos posteriores de 

degradación celular por apoptosis una vez que se inicia por las caspasas. 

 

Posteriormente habrá un reclutamiento de células fagocíticas, principalmente de los 

macrófagos, los cuales se encargaran de fagocitar y degradar estos cuerpos apoptóticos. 

Se ha visto que algunas células no necesitan llegar al paso de la formación de los cuerpos 

apoptóticos y esto está directamente relacionado con el tamaño celular, ya que las células 

pequeñas puedes ser perfectamente fagocitadas pero es necesario que las células 

grandes formen los cuerpos apoptóticos para poder ser fagocitadas (43).
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 Figura 6. Esquema de la apoptosis coordinada por caspasas que conducen a la 
degradación de diversas estructuras y organelos clave de la célula. Modificado de Taylos et. al. 
2008 (42). 

 

Las dos vías son independientes, pero en ciertos tipos celulares estas pueden activarse al 

mismo tiempo debido a que la caspasa 8 es capaz de procesar a un miembro de la familia 

de Bcl-2, a la proteína Bid (proteína Bcl-2 agonista que interactúa con dominios de 

muerte), a su forma activa truncada tBid (44), que a su vez iniciará la vía mitocondrial. La 

proteína tBid se unirá a la mitocondria activando a Bak y Bax y desestabilizando a la 

membrana externa de la mitocondria.  

 

Para evitar muerte fuera de tiempo ambas vías están estrictamente reguladas en cada 

una de sus etapas, sin embargo, una pérdida del balance entre proteínas pro- y anti- 

apoptóticas ocurre en escenarios de enfermedad, seleccionando células con ventajas de 

sobrevivencia que promueven neoplasias. Las células malignas escapan de los estímulos 

inductores de apoptosis debido a la desregulación en la expresión y/o actividad de los 

genes involucrados en ella, sin embargo, aún en las células malignas el mecanismo en sí 

sigue intacto lo que hace que estos genes se vuelvan blanco para la generación de 

nuevas opciones de tratamiento. 
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5.5.2. RESISTENCIA A LA APOPTOSIS MEDIADA POR LA PROTEÍNA TRAIL 

 

La adición en el tratamiento de terapias utilizando blancos específicos, ha mejorado el 

tiempo de sobrevivencia general de los pacientes así como su calidad de vida. La proteína 

TRAIL y los anticuerpos monoclonales agonistas anti-DR4/DR5 se encuentran en estudios 

de fase clínica, como se ha mencionado anteriormente. La proteína TRAIL puede 

selectivamente inducir apoptosis en enfermedades hematológicas, sin embargo, in vitro se 

ha observado desarrollo de resistencia a la apoptosis mediada por TRAIL, por lo que su 

papel como único agente terapéutico es limitado (39). El uso de la proteína TRAIL en una 

terapia combinada incrementa su toxicidad y especificidad contra las células malignas 

(45-47). 

 

La inestabilidad genética y la falla en la reparación del DNA favorecen a la formación de 

nuevas mutaciones, las cuales les conferirán ventajas de selección, por lo que en el nicho 

tumoral, sobrevivirán aquellas células capaces de mostrar resistencia al tratamiento 

convencional. La proteína TRAIL es tóxica en células malignas sensibles, sin embargo, la 

mayoría de las líneas celulares y tejido fresco derivado de tumores son resistentes a la 

apoptosis mediada por la proteína TRAIL. Varios estudios han reportado diversos 

mecanismos de resistencia y diferentes agentes capaces de revertir dicha resistencia de 

la célula tumoral. En algunos casos la disminución de la expresión de los receptores en 

membrana han mostrado ser la causa de dicha resistencia, aunque otros autores señalan 

la presencia de niveles altos de expresión en membrana lo cual no necesariamente se 

relaciona con sensibilidad a la muerte inducida por la proteína TRAIL, por lo que debe de 

existir un mecanismo adicional de escape a esta apoptosis (39;48). En células de cáncer 

de ovario se ha visto que los bajos niveles de expresión del receptor DR4 son debido a 

que existe hipermetilación en su promotor, y que el tratamiento con agentes desmetilantes 

re-establece dicha expresión sensibilizando a las células a la inducción de apoptosis 

mediada por la proteína TRAIL (49). La resistencia también se ha visto que es mediado 

por una elevada expresión de la proteína inhibidoras que intervienen de manera 

importante en el desenlace de la cascada de señalización como la proteína cFLIP (50;51), 

la familia de proteínas inhibidoras de la apoptosis IAP las cuales actúan como inhibidores 

competitivos de las caspasas como XIAP (52-56) y la familia de proteínas antiapoptoticas 

de Bcl-2. Estudios en nuestro grupo de trabajo y otros, han reportado que una elevada 

expresión de las proteínas anti-apoptóticas como Bcl-2 y Bcl-XL juegan un papel muy 
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importante para la regulación de la resistencia a la proteína TRAIL por la célula maligna. 

La importancia de sobre-expresar estas proteínas anti apoptóticas se refleja en el hecho 

que al inhibir a estos productos génicos pueden revertir la resistencia a la proteína TRAIL 

(47;57). También se ha visto un papel diferencial en el tipo de proteína anti-apoptótica 

expresada por la célula maligna, por lo que su expresión puede jugar un papel crítico. 

 

5.5.3. PROTEÍNAS DE LA FAMILIA DE BCL-2 

5.5.3.1. CLASIFICACIÓN 

 

La familia de proteínas de Bcl-2 regula la integridad y función de la membrana externa de 

la mitocondria (58). Debido a que las proteínas comparten de uno a cuatro dominios 

homólogos de Bcl-2 (BH) Figura 7, se clasifican en tres sub-familias y a la vez con esta 

clasificación también se puede definir la función que tienen. Los miembros con dominios 

de BH1 a BH4 se conocen como proteínas anti-apoptóticas y están representados por 

Bcl-2, Bcl-xL, A1, Bcl-w y Mcl-1 (Figura 7). Las otras dos sub-familias tienen una función 

pro-apoptótica. La sub-familia de múltiples dominios BH (BH1 a BH3) está conformada por 

Bax, Bak y Bok; y finalmente la sub-familia de solo el dominio BH3 está constituida por 

Noxa, Puma, Bad, Harakiri (Hrk), Bik, Bim, Bmf y Bid, entre otras (Figura 7) (58;59).  

 

 

 

Figura 7. 
Esquema de la 
familia de 
proteínas de 
Bcl-2. 
Modificado de 
Walensky LD 
et.al. 2006 
(59).
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5.5.3.2. ACTIVACIÓN E INTERACCIÓN 
 

Anteriormente se pensaba que todas estas proteínas tenían un papel redundante, varias 

proteínas con la misma función pero ahora se ha determinado que cada una cubre 

diferentes espectros funcionales en donde parece resaltar que su expresión es célula 

específica. Algunos de los miembros de esta familia se encuentran ya sea pre-formados 

en la célula, pero de forma inactiva, secuestradas por otras proteínas y localizadas en los 

posibles sitios donde recibirán el estímulo para activarse, como Bad que se encuentra en 

el citoplasma fosforilado y secuestrado por la proteína 14-3-3. Por otro lado, se requiere 

que haya una síntesis de novo mediada por algún factor de transcripción (58;59), ejemplo 

la activación del p53 que induce la síntesis de Noxa y de Puma (Figura 8). También se ha 

reportado que las interacciones entre los miembros de solo el dominio de BH3 y las 

proteínas antiapoptoticas es específica, clasificándose como aquellas proteínas de unión 

potente o fuerte por tener una capacidad de unión a casi todos los miembros de la familia 

de antiapoptóticas (Bim, Puma y tBid) y los de capacidad de unión débil en donde su 

capacidad de unión se ve limitada y tiende a ser más específica es decir que solo se une 

a algunos miembros de la familia de antiapoptóticas, como es el caso de Noxa que se une 

a A1 y Mcl-1; Bad y Bmf a Bcl/2, Bcl-xL y Bcl-w (58;59) (Figura 9). 

 

 

 

 Figura 8. Esquema de los estímulos para activar a las proteínas de solo el dominio de 
BH3. Modificado de Willis & Adams, 2005. 
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Figura 9. Interacciones entre los 
miembros de la familia de Bcl-2. 
Modificado de Willis & Adams, 2005.

 
 

 

5.5.3.2. MECANISMOS DE INTERACCIÓN  
 

Se han descrito dos modelos para el mecanismo de activación de esta familia de 

proteínas: el modelo directo y el modelo jerárquico (Figura 10). El modelo directo consiste 

en dos pasos, una vez detectado el estímulo específico de muerte, las proteínas de solo 

el dominio BH3 se activaran sufriendo un cambio conformacional que consistirá en 

exponer su dominio BH3 y localizarán a las proteínas antiapoptóticas y se unirán a ellas. 

Dicha unión permitirá que se lleve a cabo el segundo paso, desplazar y liberar a las 

proapoptóticas que son las encargadas de oligomerizar y formar los poros en la 

membrana externa de la mitocondria (Figura 10) (58;60;61). Por otro lado el modelo 

jerárquico describe un mecanismo en tres pasos, en donde a diferencia del modelo 

anterior se describe a los miembros de la familia de solo el dominio BH3 en dos grupos 

diferentes. Por un lado las proteínas de solo el dominio BH3 se encontrarán en su forma 

inactiva hasta recibir el estímulo inductor de apoptosis, posteriormente se unirán a las 

proteínas antiapoptoticas, este grupo se designa como las inactivadoras. El otro grupo 

de proteínas de solo el dominio BH3, conocido como activadoras (t-Bid, BIM, PUMA), se 

encontrará de forma basal secuestradas por las antiapoptóticas, al ser desplazadas por 

las inactivadoras, sufrirán un cambio conformacional, se activaran y a su vez serán las 

encargadas de activar a las proteínas multidominios proapoptóticas que formarán los 

poros en la membrana externa de la mitocondria (Figura 10) (58;60;61). Pareciera que 

estos modelos son dependientes del tipo celular del que se trate ya que en la literatura se 

puede encontrar información que apoya a uno u otro modelo.  
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 Figura 10. Mecanismos de activación de la familia de proteínas de Bcl-2. A. Modelo 
directo. B. Modelo jerárquico. Modificado de Galonek HL, 2006 (60). 

 

5.5.4. ESTRATEGIAS TERAPÉUTICAS USANDO COMO BLANCO A LA FAMILIA 
DE PROTEÍNAS DE BCL-2 

 

Se ha reportado que la expresión de proteínas anti-apoptóticas de la familia de Bcl-2 se 

encuentra incrementada en diferentes tumores sólidos y hematológicos: Bcl-2 en el 70% 

de cáncer de mama, del 30-60% en cáncer de próstata, 80% en linfomas de linfocitos B, 

90% en adenocarcinomas, colo-rectales, y en muchos otros (62). Estas proteínas son 

capaces de regular la respuesta contra los tratamientos convencionales contra el cáncer, 

debido al incremento en su resistencia a la muerte (63-67). Por ello se han desarrollado 

diferentes estrategias dirigidas contra la inhibición de la función de dichas proteínas. Las 
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estrategias pueden dirigirse a diferentes niveles: en la transcripción del gen, induciendo la 

degradación del RNA mensajero, o inhibiendo a la proteína. 

 

5.5.4.1. INHIBICIÓN DE LAS PROTEÍNAS DE LA FAMILIA DE BCL-2 

 

Actualmente hay gran interés en el desarrollo de inhibidores químicos que mimeticen el 

dominio BH3 las proteínas de solo el dominio de BH3, y que sean capaces de unirse ya 

sea de uno o más miembros de la familia de Bcl-2, y así neutralizando su función (68;69). 

El interés es debido a que los tumores tienen defectos en la vía de p53 y muchos sobre-

expresan Bcl-2 u otra proteína de función parecida, como Bcl-xL (30;70;71), y la vía 

apoptótica permanece intacta. Por lo que si una droga es capaz de unirse al surco de las 

proteínas anti-apoptóticas e inactivarlas sería un agente antitumoral más efectivo que las 

drogas inespecíficas utilizadas en la quimioterapia. Debido a que el dominio BH3 se une 

preferentemente a las proteínas anti-apoptóticas aumenta las posibilidades de utilizarlo 

como un blanco específico para las proteínas parecidas a Bcl-2.(72) Esa especificidad 

hace que se seleccionen solo las células tumorales y que tengan una cito-toxicidad 

reducida sobre las células normales.  

 

Los primeros compuestos fueron productos naturales utilizados como agentes con 

propiedades anti cancerígenas. La semilla de algodón se utiliza en la medicina herbal 

China (73;74), el compuesto químico aislado recibió el nombre de gossypol. Se ha 

reportado que este compuesto es capaz de unirse al surco hidrofóbico que se encuentra 

en la superficie de la familia de proteínas anti-apoptóticas de la Bcl-2, el Bcl-XL, el Bcl-B y 

el Bfl-1 inhibiendo su actividad protectora. En estudios in vitro se observó que gossypol 

tiene un efecto citotóxico con las células de crecimiento rápido (75). Algunos autores 

reportaron que el enantiómero de gossypol tenía una actividad superior, utilizándose 

actualmente en estudios preclínicos (76). Sin embargo, en estudios de fase I se ha 

reportado como un compuesto altamente reactivo produciendo toxicidad en los pacientes. 

Posteriormente se produjo un análogo semi-sintético que retuviera la actividad contra Bcl-

2 pero que fuera menos tóxico, al cual llamaron apogossypol (77). 

 

A el té verde se le atribuyeron propiedades anti-inflamatorias, anti-cancerígenas, a partir 

de él se aisló al compuesto epigalecatequinas (EGCG) (78). Se ha utilizado in vitro para el 

tratamiento de cáncer de mama, y en la hepatocarcinogénesis (79) con buenos 

resultados. En modelos murinos de cáncer humano gástrico, cáncer de vejiga y de 
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próstata se ha visto que EGCG inhibe el crecimiento tumoral al reducir la producción de 

VEGF y la angiogénesis, así como la capacidad de migración (80-82). EGCG tiene unión 

directa con el DNA y el RNA protegiéndolo de la ruptura de las hebras generada por 

agentes tóxicos (83), existe cierta controversia entre si el papel de EGCG es 

neuroprotector o si induce la muerte en líneas celulares de neuroblastoma (84;85). Se ha 

reportado que el resultado con el tratamiento es dosis dependiente, debido a que se 

observa apoptosis a bajas dosis y necrósis en dosis elevadas (86). La cascada apoptótica 

involucra la activación de JNK, mayor expresión de Bax, disminución en los niveles de 

Bcl-2, cambios en el potencial de membrana de la mitocondria y actividad de las caspasas 

9 y 3 (86;87). La desventaja de este compuesto es que bajo condiciones fisiológicas es 

inestable además de tener poca bio-disponibilidad debido a que sufre reacciones de 

biotransformación que lo metilan, este cambio disminuye su actividad (88;89). La 

cristalización de varios de los miembros de la familia de Bcl-2 permitió tener acceso a la 

estructura tridimensional de las proteínas anti-apoptóticas como Bcl-XL, (62) y de esta 

manera los inhibidores se empezaron a desarrollar a partir de modelos computacionales 

que predecían la unión que tendrían con Bcl-2, como es el caso de HA14-1 (ethyl 2-

amino-6-bromo-4-(1-cyano-2-ethoxy-2-oxoethyl)-4H-chromene-3-carboxylate) (90). Esta 

molécula induce apoptosis en líneas celulares de leucemia mieloide, líneas celulares de 

cáncer de mama (91), en leucémia mielocítica aguda (92), líneas celulares y células de 

pacientes con leucemia linfocítica crónica, linfomas de células del manto y linfomas de la 

zona marginal del bazo (93), cáncer de en colon (94), linfoma folicular (95), entre otros. 

HA14-1 puede inducir la liberación de citocromo C de mitocondrias de células intactas 

pero no de mitocondrias aisladas siendo necesario la adición de calcio para conseguirlo; 

esto nos habla de la relación en las señales que tienen el retículo endoplásmico y la 

mitocondria sugiriendo que ambos organelos son cruciales para la inducción de apoptosis 

por este compuesto (96). Se ha reportado que el mecanismo por medio del cual HA14-1 

induce apoptosis es mediante: liberación de calcio intracelular, la translocación de Bax del 

citosol a la mitocondria, donde Bax juega un papel importante ya que células deficientes 

de esta proteína son más resistentes a la apoptosis (97); seguido de disminución del 

potencial de membrana, generación de especies reactivas de oxigeno ROS, liberación de 

citocromo C y activación de la caspasa 9 y 3.(90;96), este último paso es controversial ya 

que se ha reportado que la inducción de apoptosis puede ser por una vía independiente 

de caspasas (97). El uso de H414-1 en combinación con otros tratamientos, como 

agentes anti-microtúbulos en células de cáncer de mama (91), con un inhibidor de la 

MAPK MEK (PD184352) en leucemia mielocítica aguda (92), con quimioterapia en linfoma 
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folicular (95) o sensibilizando líneas celulares de cáncer de próstata a la radioterapia, 

potencian la actividad apoptótica. Se ha planteado la exposición secuencial en 

combinación con HA14-1 para conducir a un efecto sinergístico en donde el orden si 

afecta el resultado, en células de mieloma utilizando primero el inhibidor de proteasoma 

bortezomib y posteriormente de HA14-1 (98) y en células de cáncer de mama en donde la 

secuencia es contraria, primero HA14-1 y posteriormente transtuzumab anticuerpo 

monoclonal dirigido contra el receptor Her2 (99). El espectro de inhibición se reduce a 

aquellos tipos de cáncer que tengan mayor expresión de Bcl-2 y Bcl-xL. 

 

El ABT-737 (Abbot Laboratorios, North Chicago) (100) es una molécula pequeña 

inhibidora de las proteínas anti-apoptóticas Bcl-2, Bcl-xL y Bcl-w. Este compuesto actúa 

mimetizando el dominio BH3 de la proteína Bad, por lo que también es capaz de unirse al 

el surco hidrofóbico de la familia de proteína antiapoptóticas de Bcl-2 (101). El ABT-737 

es citotóxico a las líneas celulares de mieloma múltiple e incluso para las líneas de 

mieloma resistentes a la terapia convencional y para las células de tumores primarios 

(102;103), líneas de leucemia mielocítica crónica y de carcinoma pulmonar de células 

pequeñas. Se ha reportado que tiene un efecto sinergístico cuando se combina con la 

quimioterapia (103;104), o con el inhibidor del proteasoma, bortezomib. En CLL se ha 

reportado que Bcl-2 secuestra a la proteína de solo el dominio BH3, Bim, la administración 

del ABT-737 es capaz de desplazar a Bim, y así se permite la activación directa de Bax 

por Bim, induciendo permeabilización de la mitocondria y rápido compromiso de la células 

de CLL hacia la apoptosis (105). En estudios in vivo se ha observado que el ABT-737 

reduce los niveles circulante de plaquetas y esto se mantiene durante el transcurso de la 

terapia, hay recuperación del nivel plaquetario varios días después de que ha cesado la 

administración (106). En modelos murinos con tumores humanos causa regresión 

completa del carcinoma pulmonar de células pequeñas, pero su actividad es limitada 

debido a que el ABT-737 no es capaz de inhibir la función anti-apoptótica de la proteína 

Mcl-1 (107). Mcl-1 es el factor principal que causa la resistencia a el ABT-737 en las 

células malignas derivadas de tumores, por lo que la combinación de agentes que 

disminuyan la expresión de Mcl-1 con el ABT-737 será un potente agente terapéutico 

(108). 

 

Posteriormente, se generaron inhibidores que tuvieran un espectro de inhibición más 

amplio de unión con las proteínas de la familia anti-apoptótica del Bcl-2. El compuesto 

químico Obatoclax (Gemin X Pharmaceuticals, Inc., Montreal Canadá/ Cephalon) (109), 
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también conocido como GX15-070, puede inhibir a Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w y Mcl-1. Se ha visto 

que induce apoptosis en células de pacientes con leucemia linfocítica crónica (CLL) (93), 

en células no pequeñas de cáncer de pulmón (110), en líneas celulares y células 

primarias de pacientes con linfoma de células del manto (111), en células de mieloma 

múltiple (112), tiene efecto sinergístico con la quimioterapia (93;110;112), y con el 

inhibidor del proteasoma, bortezomib (111;112). En cáncer de mama se ha reportado que 

un bloqueo simultaneo del receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR o Her2) 

junto con el compuesto químico obatoclax pueden ser beneficioso (113). GX15 es capaz 

de interferir en la interacción Mcl-1- Bak (110), induciendo cambios conformacionales en 

Bax y Bak, presentándose una despolarización de la membrana de la mitocondria y 

activación de caspasa 3 (111). En la Figura 11 se muestra la estructura de los diferentes 

inhibidores de la familia de Bcl-2. 

 

Estudios in vitro de células de pacientes sanos y en modelos murinos de tumores indican 

que el uso de estos inhibidores tiene un efecto mínimo a no citotóxico, cuando se utiliza 

las concentraciones a las cuales es letal para la línea celular (111;114;115)  

 

 

 

 

Figura 11. Fórmulas químicas de diferentes inhibidores químico pequeños de la familia de Bcl-
2. Modificado de Vogler et. al. 2009 (116). 
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El régimen estándar de tratamiento para pacientes con LNH es quimioterapia, en donde 

se presentan diversos problemas secundarios, como son recaídas de los pacientes que 

se deben a la generación de resistencia al tratamiento. Las nuevas opciones de 

tratamiento, como la inducción de apoptosis mediada por la proteína TRAIL, han sido de 

gran interés debido a la alta expresión de sus receptores en células malignas y no en las 

células normales, lo cual conlleva a contar con un tratamiento selectivo y también 

específico. A pesar de ello, las células malignas desarrollan mecanismos de evasión y al 

final generan resistencia al tratamiento. El estudio de estos mecanismos de acción ha 

permitido elucidar la presencia de una alta expresión de proteínas anti-apoptóticas (Bcl-2 

y Bcl-xL), las cuales juegan un papel importante en la resistencia a terapias contra el 

cáncer. Aproximadamente el 80% de los LNH expresan cantidades elevadas de estas 

proteínas, representando un importante blanco molecular para el desarrollo de nuevas 

estrategias terapéuticas (64;109). El compuesto químico obatoclax tiene la capacidad de 

mimetizar el dominio BH3 y neutralizar la función anti-apoptótica de las proteínas Bcl-2 y 

Bcl-xL. Por lo anterior, la finalidad de este estudio fue demostrar que la neutralización de 

las proteínas antiapoptóticas revertiría la resistencia al tratamiento con la proteína TRAIL 

y cuál es el mecanismo implicado. 
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7. HIPÓTESIS 
 

El tratamiento de líneas celulares de LNH resistentes a la proteína TRAIL con el inhibidor 

obatoclax, sensibilizará a las células tumorales a la apoptosis inducida por la proteína 

TRAIL. 

 

 

 

8. OBJETIVO GENERAL 
 

Determinar el mecanismo por el cual el compuesto químico obatoclax sensibiliza a líneas 

celulares de LNH a la apoptosis mediada por la proteína TRAIL. 

 

 

 

8.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

Determinar la sensibilización a la apoptosis mediada por la proteína TRAIL a través del 

tratamiento con el compuesto químico obatoclax en líneas celulares de LNH. 

 

Determinar el mecanismo mediado por el compuesto químico obatoclax en la reversión de 

la resistencia a la apoptosis mediada por la proteína TRAIL en líneas celulares de LNH.
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9. MATERIALES Y MÉTODOS 
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9.1. Líneas celulares 
 

Las líneas celulares de Linfoma No-Hodgkin: Ramos, Daudi, Raji, DHL4; de cáncer de 

próstata PC3; de cáncer de colon SW620 y Jurkat fueron compradas en el American Type 

Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA). La línea de LNH, 2F7 fue amablemente 

proporcionada por el Dr. Otoniel Martínez-Maza (Jonsson Comprehensive Cancer Center, 

Los Angeles, CA). Las líneas se mantuvieron en medio RPMI (PAA Laboratories GmbH. 

Haidmannweg) al 10 % de suero fetal bovino inactivado por calor (PAA Laboratories 

GmbH), complementado con antibióticos/antimicótico 10,000 U/ml penicilina G, 10 mg/ml 

streptomicina, y 25 μg/ml Fungizone (PAA Laboratories GmbH), además de aminoácidos 

no esenciales, piruvato de sodio, hepes, glutamina, y micokill. Las células se mantuvieron 

en condiciones constantes de temperatura y dióxido de carbono en incubación (37C y 5 

% de CO2). 

 

9.2. Determinación de la viabilidad celular 
 

En una placa de 96 pozos 0.060 x 106 células Ramos en 100 l de medio complementado 

fueron pre-tratadas a diferentes concentraciones del compuesto químico obatoclax. 

Después de 24 h se adicionaron diferentes concentraciones de la proteína TRAIL (Pepro-

Tech); y después de 48 h, tiempo total, se determinó la viabilidad utilizando el colorante 

vital, azul tripano bajo el microscopio. La viabilidad de las células no tratadas se tomó 

como el 100 %. El experimento se realizó por triplicado. 

 

9.3.  Determinación de la apoptosis 
 

En una placa de 24 pozos fueron sembradas 0.3 x 106 células Ramos en 500 l 

complementado fueron pre-tratadas a diferentes concentraciones del compuesto químico 

obatoclax. Después de 24 h se adicionaron diferentes concentraciones de la proteína 

TRAIL. A las 48 h, tiempo total se determinó el porcentaje de apoptosis por medio de una 

tinción para caspasa 3 activa asociado al fluorocromo ficoeritrina (phycoeritrina PE, BD 

Pharmingen), por medio de citometría de flujo. Utilizando la herramienta estadística por 

isobolograma se determinó si el efecto, por el uso de la combinación del tratamiento, fue 

sinérgico o aditivo. De manera similar, se determinó la apoptosis en células Ramos 

tratadas o no con el inhibidor de NF-B, DHMEQ (117) utilizando diferentes 

concentraciones (1.25-10 M) por 24 h, posteriormente las células se trataron con la 
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proteína TRAIL (2.5-20 ng/ml) por 18 h adicionales para finalmente determinar la 

activación de caspasa 3 presente por citometría. 

 

9.4.  Análisis por “western blot” 
 

Las células Ramos a una densidad de 0.6 x 106 fueron tratadas con el compuesto químico 

obatoclax a 37C después de 24 h se adicionó o no la proteína TRAIL. Las células fueron 

cosechadas a las 24 h con solo el tratamiento del compuesto químico obatoclax o a las 48 

h tiempo total utilizando la combinación, posteriormente fueron lisadas con 100 l de 

buffer RIPA frío (1 % NP40, 0.1 % SDS, 0.5 % ácido deoxycolico, y “cocktail” de 

inhibidores de proteasas (Roche Diagnostic Co.) y 1 X de PBS). Las células lisadas 

fueron transferidas a tubos de microcentrifuga, con tres pases por nitrógeno líquido y 

agitación fuerte por 10 segundos entre cada pase. Los lisados se centrifugaron a 12,000 

X g a 4 oC por 5 min. La concentración de proteínas se determinó por el método de 

Bradford utilizando el kit de marca Bio-Rad para cuantificar proteínas (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules CA). Se adicionó buffer muestra a los lisados “Gel loading buffer 

Bio-Rad” (Bio-Rad Laboratories) a una concentración 1:1 en volumen. Las muestran 

fueron hervidas de 5-10 min y posteriormente cargadas en un minigel al 12 % de SDS-

poliacrilamida para su separación, al final fueron transferidas a membranas de 

nitrocelulosa HybondTM ECLTM (Amersham Pharmacia Biotech, Germany). Las 

membranas fueron bloqueadas con leche baja en calorías al 5% e incubadas con el 

anticuerpo primario correspondiente toda la noche a 4 oC. Los anticuerpos primarios 

utilizados fueron: Bcl- XL, Mcl-1, p50, p65, fosfo p65 (serina 536), IB, fosfo- IB, IKK, 

DR4, YY1, caspasa 3, caspasa 8, caspasa 9, c-IAP1/2, Bad, Bim, Bid Bax, Bak (Santa 

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), XIAP (Cell Signalling, Beverly, MA), Actina 

(Chemicon, Temecula, CA) y DR5 (Scientific, Poway, CA). Las membranas fueron 

reveladas con el reactivo Luminol y peróxido (Santa Cruz Biotechnology) y expuestas a 

películas de Hyperfilm ECL (Amersham Pharmacia Biotech). 

 

9.5.  Análisis por “EMSA” 
 

Las células Ramos a una densidad de 0.6 x 106 fueron tratadas con el compuesto químico 

obatoclax a 37C por 24 h y posteriormente analizadas en un gel de retardamiento 

(EMSA). Las células fueron lavadas con solución Dulbeco frío (Invitrogen) y lisadas con el 

buffer de lisis NP40 (10 mM de Tris-HCl pH 7.5, 10 mM de NaCl, 3 mM de MgCL2 y 0.5 % 

de NP40), incubadas por 5 min en hielo y centrifugadas a 300 x g a 4oC por 5 min. Las 
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pastillas fueron lavadas dos veces con el buffer NP40 para después adicionar una 

solución de extracción de núcleos (20 mM HEPES pH 7.9, 25 % de glicerol, 0.42 mM de 

NaCl, 1.5 mM de MgCl2, 0.2 mM de EDTA, 0.5 mM de Fluoruro de fenilmetil sulfonil, 0.5 

mM de DTT y “cocktail” de inhibidores de proteasas). Las muestras fueron pasadas tres 

veces por nitrógeno líquido y agitadas fuertemente entre cada pase. La concentración de 

las proteínas fue determinada con el método descrito anteriormente. 10 g de las 

proteínas nucleares fueron mezcladas por separado con las sondas marcadas con biotina 

para cada uno de los siguientes factores de trascripción: NF-B y YY1, empleando el kit 

para EMSA de PanomicsTM, siguiendo las instrucciones del protocolo comercial. 10 l de 

las muestras fueron separadas en un minigel al 5 % de poliacrilamida y transferidas a una 

membrana de Nylon (Hybond-N+, de Amersham). Las membranas se expusieron a la luz 

ultravioleta por 3 min para su entrecruzamiento. La detección de cada uno de los factores 

de trascripción se realizó de acuerdo a las instrucciones del protocolo comercial. 

Finalmente las membranas fueron reveladas con el reactivo Luminol y peróxido (Santa 

Cruz Biotechnology) y expuestas a películas de detección de quimioluminiscencia 

(Hyperfilm ECL de Amersham Pharmacia Biotech). 

 

9.6.  Expresión en membrana de los receptores de la proteína TRAIL  
 

En una placa de 24 pozos fueron sembradas 0.3 x 106 células Ramos en 500 l de medio 

complementado fueron pre-tratadas a diferentes concentraciones del compuesto químico 

obatoclax. Después de 24 h se cosecharon las células y se realizaron tinciones con 

anticuerpos conjugados a fluoresceína mediante un citómetro de flujo FACScan (Becton 

Dickinson), para detectar la expresión en superficie de los receptores DR5 y DR4. El 

análisis fenotípico de la población celular fue realizado por medio de la determinación de 

la intensidad media de fluorescencia. 

 

9.7. Despolarización de la membrana de la mitocondria 
 

En una placa de 24 pozos fueron sembradas 0.3 x 106 células Ramos en 500 l de medio 

complementado fueron pre-tratadas a diferentes concentraciones del compuesto químico 

obatoclax, después de 24 h se cosecharon y se realizaron tinciones utilizando el colorante 

específico 3,3’-dihexyloxacarbocyanine (DiOC6; Molecular Probes) para posteriormente 

medir la fluorescencia emitida mediante un citómetro de flujo FACScan (Becton 

Dickinson). 
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9.8.  Inmunoprecipitación 
 

Las células Ramos fueron incubadas a 37 °C por 24 h con el compuesto químico 

obatoclax. Las células fueron lisadas con buffer RIPA frío (1 % NP40, 0.1 % SDS, 0.5 % 

ácido deoxycolico, y “cocktail” de inhibidores de proteasas (Roche Diagnostic Co.) y PBS 

1 X), lisadas e incubadas con 10 l de anticuerpo anti Mcl-1 (Santa cruz Biotechnology) 

durante toda la noche a 4°C en agitación constante. Se adicionaron 100 l de suspensión 

conjugada de agarosa y se incubó por 1 h a 4°C en agitación contante. Los complejos 

inmunoprecipitados fueron colectados por centrifugación a 3000 X g por 2 min a 4°C. La 

pastilla fue lavado tres veces con 1 ml de Dulbeco frío. Se adicionó buffer de carga “Gel 

loading buffer Bio-Rad” (Bio-Rad Laboratories) a una concentración 1:1 en volumen. Las 

muestras fueron hervidas de 5 a 10 min, cargadas en un minigel al 12 % de SDS-

poliacrilamida para su separación, y transferidas a membranas de nitrocelulosa HybondTM 

ECLTM (Amersham Pharmacia Biotech, Germany). Posteriormente fueron incubadas con 

anticuerpo anti Mcl-1 y Bak (Santa Cruz Biotechnology) durante toda la noche a 4 °C. 

Finalmente las membranas fueron incubadas con el anticuerpo secundario 

correspondiente, reveladas con el reactivo Luminol y peróxido (Santa Cruz Biotechnology) 

y expuestas a películas de detección de quimioluminiscencia (Hyperfilm ECL de 

Amersham Pharmacia Biotech, Germany). 

 

9.9. Ensayo de plásmido reportero 
 

Se realizaron transfecciones transitorias con los plásmido reporteros para YY1-Luc o para 

NF-B-Luc. La construcción para el plásmido reportero de YY1 asociado a luciferasa 

contiene la secuencia completa del promotor de YY1 (118). El plásmido pNF-B-Luc fue 

comprado en Invitrogen (Carlsbad, CA). La línea celular de cáncer de próstata, PC3, fue 

sembrada en una placa para cultivo de seis pozos e incubada a 37 °C con 5% de CO2 

hasta alcanzar una confluencia del 80% (118). Las transfecciones fueron llevadas a cabo 

utilizando el reactivo Transfectol Transfection Kit (Gene Choice) como se describe en el 

inserto. Se preparó una solución de transfección en 1 ml de medio libre de antibióticos por 

5 h, posteriormente se reemplazó el medio por medio fresco complementado conteniendo 

las diferentes concentraciones del compuesto químico obatoclax y con 10 g/ml de 

DHMEQ utilizado como control positivo, incubándose por 20 h adicionales. La actividad de 

la luciferasa en los extractos de proteína fue cuantificada utilizando un contador de 

luminiscencia de acuerdo al protocolo (BD Biosciences). Los datos obtenidos fueron 
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normalizados utilizando los niveles de proteína determinados con el kit de detección de 

Bio-Rad. 

 

9.10. Transfección con “siRNA” 
 

Las células Ramos fueron pre-incubadas por 24 h en medio complementado sin 

antibiótico, lavadas con medio OPTIMEM, plaqueadas en pozos de seis a una densidad 

de 2.5x105 en 800 l. Por otro lado, se prepararon 40 pmol o 4 l en 100 l de medio 

OPTIMEM de los siRNA Scrambled RNA, Mcl-1, DR4, DR5 y YY1 (Santa Cruz 

Biotechnology) y 6 l de Lipofectamina 2000 (Invitrogen, Invitrogen Life Technology, 

Carlsbad, CA) en 100 l de medio OPTIMEM. Ambos fueron mezclados e incubados por 

30 minutos a temperatura ambiente. La mezcla pre-incubada se adicionó a las células 

plaqueadas para tener un volumen final de 1 ml. Las células fueron homogeneizadas e 

incubadas por 6 h a 37º C y 5 % de CO2. Después de 24 h de transfección, las células 

fueron tratadas con diferentes concentraciones de la proteína TRAIL por 18 h adicionales. 

Las células Ramos fueron colectadas y analizadas por “western blot” o por citometría de 

flujo como se describe arriba. 

 

9.11. Análisis estadístico 
 

Todos los resultados se expresaron de acuerdo a la media obtenida por el triplicado con 

su respectiva desviación estándar (±SD), de tres experimentos por separados. El análisis 

estadístico fue llevado a cabo utilizando el Graph Pad Prism-4. Las diferencias 

estadísticamente significativas entre la media de los grupos fue determinada utilizando 

ANOVA de una cola para comparar la varianza. Las diferencias significativas fueron 

consideradas si la probabilidad es <5% (p<0.05). 
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10. RESULTADOS Y ANÁLISIS 
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10.1 El tratamiento de las células Ramos con el compuesto químico 
obatoclax inhibe la expresión de las proteínas antiapoptóticas 

 

El compuesto químico obatoclax fue creado y producido con la función de mimetizar el 

dominio BH3, por lo que su principal función fue la de inhibir a las proteínas anti-

apoptóticas; se ha reportado que el compuesto químico obatoclax es capaz de inhibir la 

actividad de los miembros de la familia de Bcl-2, incluyendo a Mcl-1, en tumores sólidos 

(119;120). Para examinar los efectos del compuesto químico obatoclax en las células de 

LNH, la línea celular Ramos fue tratada con 14 y 28 nM del compuesto químico obatoclax, 

por 24 h y mediante “western blot” se evidencio la presencia de las proteínas problema. Al 

determinar la expresión de algunas de las proteínas anti-apoptóticas en las células 

Ramos después del tratamiento observamos que la adición del compuesto químico 

obatoclax tiene un efecto de inhibición concentración dependiente de las proteínas anti-

apoptóticas Mcl-1 y Bcl-XL (no se realizó la búsqueda de Bcl-2 porque esta línea celular 

carece de ella), así como de algunos miembros de la familia de CIAP, XIAP y de CIAP 1 y 

2 (Figura 12 A), así como lo confirma el análisis densitométrico de las muestras (Figura 

12 A, panel derecho).Ya se ha reportado anteriormente que El compuesto químico 

obatoclax es capaz de inhibir la función de las proteínas anti-apoptóticas sin ser necesario 

que se disminuya la presencia de dichas proteínas, pero nuestros resultados sugieren que 

el tratamiento con el compuesto químico obatoclax en las células Ramos es capaz de 

disminuir la presencia de proteínas anti-apoptóticas Mcl-1 y Bcl-XL. Por otro lado, el 

compuesto químico obatoclax también es capaz de disminuir la presencia de las proteínas 

inhibidoras de las caspasas, observádose un posible efecto adicional. Además, el efecto 

sobre las proteínas anti-apoptóticas es capaz de mantenerse hasta por 48 h. 

 

Asimismo era importante determinar si el inhibidor tenía algún efecto sobre algunos de los 

otros miembros de la familia de proteínas pro-apoptóticas. Esto lo evidenciamos por 

medio de “western blot” para observar su expresión. Pudimos observar que la adición del 

inhibidor actúa de diferentes maneras sobre estas proteínas ya que por un lado puede 

disminuir los niveles de las proteínas como Bax, Bad y Bid, o aumentar de forma no 

significativa los de Bim y mantener sin cambio alguno, los de Bak al compararlo con las 

células control (Figura 12 B). En el panel derecho se muestra el análisis densitométrico. 
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Figura 12. Perfil de expresión de proteína en las células Ramos tratadas con el 
compuesto químico obatoclax. A) La expresión de proteínas antiapoptóticas fueron 
determinadas por “western blot” después de 24 h de exposición a diferentes concentraciones del 
compuesto químico obatoclax. La expresión de actina fue utilizada como control de carga, también 
se muestra el análisis densitométrico. B) Los productos de los genes antiapoptóticos fueron 
medidos después de 24 h de exposición a diferentes concentraciones del compuesto químico 
obatoclax en las células Ramos. 

 

Anteriormente se describió que las proteínas efectoras de la vía de la mitocondria (Bak, 

Bax, Bok), se encuentran secuestradas por las proteínas anti-apoptóticas, esto no permite



_____________________________________________________________________________________RESULTADOS 

 44

la formación de los poros de la membrana de la mitocondria y la liberación de 

componentes de la membrana interna de ésta, para continuar con la apoptosis iniciada. 

Algunos reportes han demostrado que el compuesto químico obatoclax es capaz de 

interrumpir la asociación del complejo entre las proteínas Mcl-1 y Bak (121). Se realizó un 

análisis por inmunoprecipitación de las células Ramos  tratadas o no con el compuesto 

químico obatoclax por 24 h. La inmunoprecipitación de la proteína Mcl-1 con un 

anticuerpo monoclonal evidenció la existencia de una interacción entre la proteína Mcl-1 y 

Bak en la línea celular Ramos, la cual se ve interrumpida por la adición del compuesto 

químico obatoclax (Figura 13). Esto, resalta la importancia del papel de la proteína Bak, 

en esta línea celular para la formación de homodímeros que forman los poros en la 

membrana de la mitocondria (Figura 13). 

 

 

 

Figura 13 Mcl-1 se encuentra secuestrando  a la proteína Bak de forma basal en 
células de LNH. Las células Ramos fueron tratadas o no con el compuesto químico obatoclax por 
24 h, con 14 y 28 nM. Se realizó una inmunoprecipitación utilizando el anticuerpo anti-Mcl-1 y por 
“western blot” se identificó a la proteína Bak. Los lisados completos fueron utilizados como control. 

 

10.2. El compuesto químico obatoclax inhibe la vía canónica constitutiva de 
NF-B 

 

En la Figura 1 observamos que el tratamiento de las células de LNH Ramos con el 

compuesto químico obatoclax induce la inhibición tanto de proteínas antiapoptóticas de la 

familia de Bcl-2 así como de la familia de los inhibidores de las caspasas, lo cual indica 

que probablemente hay una vía en común en estas dos familias de proteínas. En diversas 

publicaciones se ha mostrado que el factor de transcripción NF-B tiene sitios de unión en 

los promotores de estas proteínas regulando, en parte, su síntesis, por lo que 
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probablemente esta vía podría estar involucrada. (122;123). El análisis por “western blot” 

de células Ramos tratadas con el compuesto químico obatoclax por 24 h, mostró una 

disminución en la expresión de la proteína IKK, así como también inhibición en la 

fosforilación de p65 en la serina 536 y en la fosforilación de la proteína IB, lo cual indica 

una disminución en la señal para la forma activa del dímero p65-p50, lo cual conlleva a 

una inhibición de la translocación al núcleo de dicho dímero (Figura 14 A). Por lo tanto el 

tratamiento de células Ramos con el compuesto químico obatoclax afecta la vía de NF-

B.  

 

Debido a que el tratamiento de las células Ramos con el obatoclax muestra una ausencia 

de función del factor de transcripción NF-B se determinó su actividad utilizando un 

plásmido reportero basado en luciferasa con sitios de unión en el promotor para el factor 

de transcripción NF-B. Debido a las dificultades para realizar las transfecciones del 

plásmido reportero en células no adherentes y a que las concentraciones resultaban 

tóxicas para la línea celular Ramos, se utilizó la línea celular de cáncer de próstata PC3 

para realizar el ensayo. Previamente se determinaron las concentraciones óptimas de 

tratamiento con el compuesto químico obatoclax para que no se produjera muerte por 

apoptosis significativa, seleccionándose 156, 312.5 y 625 nM para la realización del 

ensayo. Una vez realizada la transfección se adicionó el obatoclax a las células PC3 a 

diferentes concentraciones por 24 h. El tratamiento con varias concentraciones del 

compuesto químico obatoclax mostró una disminución significativa de la actividad de 

luciferasa la cual fue además, dependiente de la concentración (Figura 14 B). La 

actividad fue comparada utilizando como control positivo el tratamiento con un inhibidor 

químico de NF-B, DHMEQ, el cual inhibe a NF-B impidiendo su translocación al núcleo 

y por tanto no es capaz de unirse a los sitios de reconocimiento en el promotor del 

plásmido reportero (Figura 14 B). 

 

También se analizó la capacidad de unión al DNA del factor de transcripción NF-B por 

medio de ensayos de geles de retardamiento (EMSA). Extractos nucleares de las células 

Ramos tratadas o no con diferentes concentraciones del obatoclax se hicieron interactuar 

con sondas marcadas de secuencias consenso para NF-B, así como controles con 

secuencias en desorden para determinar si la unión es específica y finalmente se corrió 

un gel y se analizó el blot para evidenciar la unión de la proteína al DNA. Se observa que 

el compuesto químico obatoclax es capaz de disminuir la capacidad de unión al DNA del 

factor de transcripción NF-B (Figura 14 C), lo cual indica que este factor disminuye su 



_____________________________________________________________________________________RESULTADOS 

 46

activación constitutiva si lo comparamos con el control, afectando a los genes que 

requieran de la actividad de dicho factor nuclear para su transcripción en la célula, como 

muy probablemente es el caso de las proteínas anti-apoptóticas e inhibidoras de las 

caspasas observadas en la Figura 2 A.  

 

10.3. Sensibilización de células Ramos por el compuesto químico obatoclax 

a la apoptosis mediada por la proteína TRAIL y el mecanismo molecular 

involucrado 

 

10.3.1. El compuesto químico obatoclax sensibiliza a las células tumorales a la 

apoptosis mediada por la proteína TRAIL afectando la vía de NF-B 

 
El tratamiento con el inhibidor químico DHMEQ ha mostrado inhibir los productos 

regulados por el NF-B como son las proteínas antiapoptóticas (124;125). Para confirmar 

que el efecto observado era debido a la inhibición de la función de NF-B se utilizó al 

inhibidor químico DHMEQ. Las células Ramos fueron tratadas con diferentes 

concentraciones de DHMEQ (1, 3, 5 y 10 g/ml) por 24 h y posteriormente por otras 18 

horas adicionales con la proteína TRAIL (2.5, 5, 10 y 20 ng/ml), se determinó la apoptosis 

midiendo el porcentaje de caspasa 3 activa presente en las diferentes condiciones. En la 

Figura 14 D observamos sensibilización de las células Ramos a la apoptosis mediada por 

la proteína TRAIL debido a que los niveles de caspasa 3 activa aumentan a medida que 

se aumenta la concentración del inhibidor químico obatoclax así como la concentración de 

la proteína TRAIL. Por tanto, los mecanismos por medio del cual las células Ramos se 

sensibilizan es mediante la inhibición de la actividad de la vía de NF-B, la cual es 

responsable en parte, de la sensibilización de las células Ramos a la apoptosis mediada 

por la proteína TRAIL. 

 

 

 



_____________________________________________________________________________________RESULTADOS 

 47

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. El compuesto químico obatoclax inhibe la actividad de NF-B. A) Inhibición 

de la activación de NF-B por el compuesto químico obatoclax. Las células Ramos fueron tratadas 
con el compuesto químico obatoclax por 24 h, los lisados totales fueron analizados por “western 

blot” para determinar la expresión de las siguientes proteínas p50, p65, fosfo p65, IB, fosfo IB 
e IKK. La proteína actina fue utilizada como control de carga, se realizó un análisis densitométrico. 

B) Las células PC3 fueron transfectadas con el plásmido reportero NF-B-Luc durante 24 h y 
tratadas con DMSO o con el compuesto químico obatoclax por 24h adicionales. Posteriormente se 
midió la actividad de la luciferasa como se describe en la metodología. Las células tratadas con 10 
g/ml del inhibidor químico DHMEQ, fueron utilizadas como control positivo. C) El compuesto 
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químico obatoclax inhibe la actividad de unión del factor nuclear-B a el DNA. Los extractos 
nucleares de las células Ramos tratadas con el compuesto químico obatoclax por 24 horas fueron 
analizados por “EMSA” para ver la actividad de unión del factor nuclear -B al el DNA. D) Las 

células Ramos fueron tratadas o no con el DHMEQ (1, 3, 5 y 10 g/ml) por 24 h y posteriormente 
con el TRAIL (2.5, 5, 10 y 20 ng/ml) por 18 h más y se analizó el porcentaje de caspasa 3 activa 
presente por citometría de flujo. Los datos representan la desviación estándar de tres experimentos 
independientes. *p<0.05, **p<0.001. 

 

Los inhibidores del factor NF-B como el DHMEQ han mostrado ser capaces de 

sensibilizar a células resistentes a la apoptosis mediada por la proteína TRAIL, como se 

muestra en la Figura 14 D. La inhibición mediada por el compuesto químico obatoclax de 

la vía del NF-B puede sensibilizar a las células Ramos resistentes a la apoptosis 

mediada por la proteína TRAIL, para investigar esto, primero se determinó si la 

combinación podría disminuir la viabilidad celular. Las células Ramos fueron tratadas con 

la combinación del obatoclax y con el TRAIL, y posteriormente se determinó su viabilidad 

utilizando el ensayo de exclusión con azul tripano. En la Figura 15 A podemos observar 

que la combinación afecta la viabilidad celular y que el efecto observado es dependiente 

de la concentración.  

 

Posteriormente se determinó si la disminución de la viabilidad estaba asociada con 

inducción de apoptosis, así que se trataron las células utilizando la combinación y se 

determinó la presencia de caspasa 3 activa por citometría de flujo. En la Figura 15 B en 

la parte superior observamos que hay un aumento en el porcentaje de apoptosis 

dependiente de la concentración cuando se utiliza la combinación, pero el uso de estos 

compuesto por separado este efecto no se observa, lo cual nos sugiere que el uso de la 

combinación del tratamiento el obatoclax y la proteína TRAIL inducen un aumento 

significativo en la inducción de apoptosis al compararlo con el efecto observado sobre las 

células control. El análisis estadístico por isobolograma, cuyo método ofrece una 

evaluación de la interacción entre dos substancias ya que permite definir una simple 

adición de los efectos individuales (efecto aditivo), una atenuación (efecto subaditivo o 

antagónico) o un sinergismo (efecto superaditivo) entre ellas; mostró que la combinación 

de tratamiento sobre las células Ramos tiene un efecto sinérgico (Figura 15 B, panel 

inferior).  

 

Para determinar si el efecto es duradero se hizo una cinética de tiempo donde se analizó 

a las células a las 24 y 48 h más de la adición de la combinación del tratamiento y se 

midió la cantidad de caspasa 3 activa presente en la célula pudiéndose observar un 
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efecto duradero (Figura 15 C). Por otro lado, para determinar si estas mismas 

concentraciones del compuesto químico obatoclax a las cuales las células tumorales son 

sensibles, afectaban también a células normales, probamos el efecto del tratamiento 

sobre leucocitos humanos. Se obtuvieron leucocitos de cuatro donadores sanos y para 

asegurarnos de que estuvieran proliferando los cultivos primarios se les adicionó IL-4. 

Estas células fueron tratadas con diferentes concentraciones del compuesto químico 

obatoclax y a las 24 h se determinó su viabilidad utilizando un ensayo colorimétrico del kit 

XTT. Se observa que concentraciones más elevadas a las requeridas para la 

sensibilización de las células de LNH no muestran ningún efecto citotóxico sobre los 

leucocitos humanos ya que no disminuye su viabilidad (Figura 15 D). 

 

10.3.2. El compuesto químico obatoclax induce la activación de la vía de 

apoptosis mediado por la mitocondria 

 

Para elucidar el mecanismo por medio del cual el compuesto químico obatoclax 

sensibiliza a las células Ramos a la apoptosis mediada por la proteína TRAIL, se 

determinaron algunas características esperadas para lo que el inhibidor fue creado. Se 

trataron las células Ramos por 24 h con el compuesto químico obatoclax a 28 nM y 

posteriormente se midió por citometría de flujo la despolarización de la membrana de la 

mitocondria mediante el empleo del colorante DiCO6. En condiciones de inducción de 

apoptosis cuando se activa la vía intrínseca se espera que haya un aumento en la 

despolarización de la membrana con parado con células viables. Se pudo observar que el 

uso de los agentes por separado no es capaz de inducir una disminución significativa de 

la despolarización de la membrana de la mitocondria, lo cual indica que la célula se 

encuentra en buenas condiciones. Sin embargo, la combinación del tratamiento disminuye 

significativamente la despolarización lo cual nos indica que el tratamiento afecta la 

estabilidad de la membrana mitocondrial. (Figura 16 A). Esta disminución observada por 

el uso de la combinación del tratamiento incluso llega a disminuir hasta por 46% 

comparada con el control al determinar la intensidad media de fluorescencia (Figura 16 

B). 
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Figura 15. El compuesto químico obatoclax induce la sensibilización de las células 
Ramos a la apoptosis mediada por la proteína TRAIL. A) El tratamiento con el compuesto 
químico obatoclax induce citotoxicidad en las células Ramos. Las células Ramos fueron tratadas 
con diferentes concentraciones del compuesto químico obatoclax por 24 h. La viabilidad fue 
determinada microscópicamente por exclusión con azul tripano. B) El compuesto químico obatoclax 
sensibiliza a las células malignas a la apoptosis mediada por la proteína TRAIL. Las células Ramos 
fueron pre-tratadas por 24 h con concentraciones crecientes del compuesto químico obatoclax 
seguidas de un tratamiento con la proteína TRAIL (2.5, 5, 10 o 20 ng/ml) por 18 h. Posteriormente 
se determinó la actividad de caspasa 3 como se describe en materiales y métodos. Los datos 
representan la desviación estándar de tres experimentos independientes *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001. C) El efecto del compuesto químico obatoclax se mantiene hasta por 48 h. D) El 
compuesto químico obatoclax no tiene efecto en células de sangre periférica normales. Cuatro 
muestras de donadores sanos fueron tratadas con diferentes concentraciones del compuesto 
químico obatoclax por 24 h y no tuvieron un efecto citotóxico significativo. Análisis por 
isobolograma del efecto entre la combinación del compuesto químico obatoclax y la proteína 
TRAIL, se observa un efecto sinérgico. F.I.C. Concentración Inhibitoria Fraccional. 

 

10.4 El compuesto químico obatoclax activa tanto a la vía dependiente de 

caspasa 8 como a la vía de la mitocondria 

 

Lo anterior sugiere que el tratamiento con el compuesto químico obatoclax afecta la vía 

de la mitocondria conduciendo a la activación de la cascada de las caspasas. Debido a 

que la combinación del tratamiento empleado activa tanto la vía extrínseca como la vía 

intrínseca activando la cascada de las caspasas, determinamos la activación de las 
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caspasas 3, 8 y 9. Observamos que el tratamiento con el compuesto químico obatoclax 

sobre la línea de LNH Ramos a 14 y 28 nM tienen un efecto muy pobre sobre el 

zimógenos de las caspasas 8, 9 y 3, aunque sobre esta última caspasa el procesamiento 

es mayor y en donde incluso se puede observar la aparición de la forma activa. Se 

observa que no hay ningún efecto de la proteína TRAIL sobre las caspasas cuando es 

adicionada de manera individual. La combinación del tratamiento nos permite ver que el 

procesamiento se da en los zimógenos de las caspasas 8, 9 y 3 al compararlas con el 

control. Los zimógenos de las caspasas 3 y 9 desaparecen casi por completo al utilizar 

las concentraciones más elevadas (28 nM del obatoclax y 10 ng/ml de TRAIL). El 

zimógeno de la caspasa 8 se reduce casi por completo al compararlo con el control 

cuando se utilizan las concentraciones 14 nM del obatoclax y 10 ng/ml de TRAIL, pero 

pareciera presentar síntesis de novo ya que a las concentraciones más elevadas el 

zimógeno vuelve a aparecer (28 nM del obatoclax y 10 ng/ml de TRAIL). Por lo tanto, el 

pre-tratamiento con el compuesto químico obatoclax vuelve sensibles a las células Ramos 

a la apoptosis dependiente de caspasas, mediada por la proteína TRAIL como se ve por 

el procesamiento y activación de las caspasas relacionadas con la vía extrínseca e 

intrínseca (Figura 17). 

 

 

 
CONDICIÓN MFI % PMM

SIN TRATAMIENTO 2100 100

TRAIL 2290 109
OBATOCLAX 1974 94
OBATOCLAX + TRAIL 1050 54

 

Figura 16. El compuesto químico obatoclax despolariza la membrana de la 
mitocondria. Las células Ramos fueron o no tratadas por 24 h con el obatoclax, la proteína TRAIL 
(10 ng/ml), o con la combinación de estos. A) La despolarización de la membrana de la mitocondria 
fue medida tiñendo con DiOC6 y luego determinado por citometría de flujo. Los datos representan 
los valores expresados en porcentaje de la despolarización de la membrana de la mitocondria en 
relación con el control y representa la media +/- la desviación estándar de al menos tres 

A B
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experimentos independientes donde *p<0.05: células tratadas vs no tratadas. B) Histograma de la 
despolarización de la membrana de la mitocondria. 

 

 

Figura 17. El compuesto químico obatoclax activa a la procaspasa 8 y a la vía de la 
mitocondria. Los lisados proteicos de células Ramos tratadas con el obatoclax (14 o 28 nM) solas 
o en combinación con la proteína TRAIL (10 ng/ml) fueron analizados por “western blot” para 
determinar la presencia de los zimógenos de las caspasa 3, 8 o 9. La proteína actina sirvió como 
control interno de carga. 
 

10.5. El compuesto químico obatoclax inhibe a la proteína antiapoptótica Mcl-

1 mediando así la sensibilización a la apoptosis por la proteína TRAIL 

 

Como observamos en la Figura 13, el compuesto químico obatoclax es capaz de 

desplazar la unión de la proteína efectora Bak con la proteína antiapoptótica Mcl-1 y 

también disminuye los niveles presentes de la proteína Mcl-1. Para poder elucidar el 

papel que Mcl-1 juega en la resistencia a la apoptosis mediada por la proteína TRAIL en 

las células Ramos, se realizaron transfecciones con RNA de interferencia para disminuir 

los niveles presentes de dicha proteína antiapoptótica esto se realizó por 48 h y 

posteriormente las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de la proteína 

TRAIL (2.5-20 ng/ml) por 24 h adicionales. Como se puede observar en la Figura 18 A, el 

uso del siRNA disminuyó de manera significativa los niveles presentes de la proteína Mcl-

1 al compararlo con el control. La adición de la proteína TRAIL nos permitió observar que 

bajo la ausencia casi en su totalidad de la proteína Mcl-1 en las células Ramos hay un 

aumento dependiente de la concentración de la apoptosis de células de hasta un 50 %, lo 
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que nos permite concluir que la resistencia a la apoptosis mediada por la proteína TRAIL 

en las células Ramos en parte se debe a la presencia de la proteína anti-apoptotica Mcl-1 

(Figura 18 B).  

 

 

 

Figura 18. La inhibición de Mcl-1 sensibiliza a las células resistentes a la apoptosis 
mediada por la proteína TRAIL. Las células Ramos fueron tratadas con siRNA para Mcl-1 y con 
siRNA control como se indica en materiales y métodos. A) A las 24 h se determinó la expresión de 
la proteína Mcl-1 por “western blot”, la proteína actina sirvió como control interno de carga. B) 
Posteriormente las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de la proteína TRAIL 
(2.5-20 ng-ml) por 24 h adicionales. Se determinó la actividad de caspasa 3 como se describe en 
materiales y métodos. 

 

10.6. El compuesto químico obatoclax inhibe al factor de transcripción YY1 y 

media la sensibilización de la apoptosis por la proteína TRAIL 

 

10.6.1.  El compuesto químico obatoclax inhibe la expresión y la actividad del 

factor de transcripción YY1 

 

Previamente en el grupo de trabajo en colaboración con la Universidad de California se ha 

demostrado que la inhibición de la actividad de NF-B disminuye al represon de la 

transcripción Ying Yang 1 (YY1), el cual es responsable de la inhibición del receptor para 
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la proteína TRAIL, el DR5, ya que su promotor cuenta con sitios de unión para dicho 

factor de transcripción y esto a su vez es responsable en gran medida de la reversión de 

la resistencia a la apoptosis mediada por la proteína TRAIL (45;46). Debido a que la 

adición del compuesto químico obatoclax a las células Ramos disminuye la actividad y 

expresión del factor nuclear B, determinamos si la adición del obatoclax tenía como 

resultado algún efecto en el factor YY1 así como en el receptor DR5. Adicionamos el 

obatoclax a las células Ramos por 24 h a 14 y 28 nM, posteriormente se realizó un 

análisis por “western blot”. En la Figura 19 A se observa que la adición del obatoclax a 

las células Ramos disminuye los niveles de YY1 presentes en la célula al compararlo con 

los niveles observados en los lisados de la células control. Posteriormente, se observó si 

existía correlación con una disminución en la actividad de unión de la proteína al DNA. 

Utilizando sitios consenso para el YY1 se estimularon a las células por 24 h y se 

analizaron los extractos nucleares utilizando geles de retardamiento, obteniéndose una 

disminución en la actividad de unión con el DNA, lo que correspondería a bajos niveles 

del YY1 translocados al núcleo (Figura 19 B). Por otro lado, también se determinó si 

había una disminución en la actividad de YY1. Utilizando un plásmido reportero se 

transfectó a las células PC3, se adicionó el obatoclax a 156, 312.5 y 625 nM y después de 

24 h, se determinó la actividad de luciferasa. Se utilizó al inhibidor químico DHMEQ como 

control positivo y se compararon los resultados con respecto al control. Encontramos una 

disminución dependiente de la concentración en la cantidad de luz producida por las 

células tratadas con el obatoclax parecida a la que se observa en el control positivo 

DHMEQ, esto al ser comparado con el control (Figura 19 C).  



_____________________________________________________________________________________RESULTADOS 

 56

 

 

 

Figura 19. El compuesto químico obatoclax media la inhibición de la expresión y la 
actividad del factor de transcripción YY1. A) Las células Ramos fueron tratadas con el obatoclax 
por 24 h los lisados totales fueron analizados por “western blot” para medir la presencia del factor 
YY1. La proteína actina fue utilizada como un control de carga, y se realizó el análisis 
densitométrico. B) El obatoclax inhibe la actividad de unión del YY1 al DNA. Los extractos 
nucleares de células Ramos tratadas con el obatoclax por 24 h fueron analizados por EMSA para 
ver la actividad de unión del YY1 al DNA. C). Las células PC3 fueron transfectadas con el plásmido 
reportero NF-B-Luc durante 24 h, para luego adicionarles el DMSO o el obatoclax a las 
concentraciones indicadas por 24 h adicionales. Posteriormente se midió la actividad de luciferasa 
como se describe en la metodología. Células tratadas con 10 g/ml del inhibidor químico DHMEQ, 
fueron utilizadas como control positivo.  
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10.6.2.  El compuesto químico obatoclax induce la inhibición del YY1 

aumentando la sensibilización de las células Ramos en la apoptosis 

mediada por la proteína TRAIL 

 

Con el objeto de analizar el papel directo de YY1 en la reversión de la apoptosis por el 

TRAIL, utilizamos RNA de interferencia para apagar la expresión del factor de 

transcripción. Las células Ramos fueron transfectadas por 48 h con siRNA y por medio de 

“western blot” observamos si esto inducía cambios en los niveles de ciertas proteínas; 

podemos observar en la Figura 20 A una disminución de la proteína Mcl-1, de la proteína 

fosforilada p65 y del factor de transcripción YY1. Además, se determinó si había un efecto 

sobre los niveles de los receptores para la proteína TRAIL, observándose un aumento en 

los niveles del receptor DR5 pero no del receptor DR4. Además, la adición del TRAIL a 

estas células transfectadas con el siRNA para YY1 mostró aumento en el porcentaje de 

muerte celular determinado por la cuantificación de caspasa 3 activa (Figura 20 B).  

 

 

 

Figura 20. La inhibición del factor de transcripción YY1 sensibiliza a las células 
resistentes a la apoptosis mediada por la proteína TRAIL. Las células Ramos fueron tratadas 
con siRNA para el YY1 y con siRNA control como se indica en materiales y métodos. A) A las 24 h 
se determinó la expresión de las proteínas YY1, DR4, DR5, Mcl-1 y Fosfo p65 por “western blot”, la 
proteína actina se utilizó como control interno de carga. B) Posteriormente las células fueron 
tratadas con diferentes concentraciones del TRAIL (5-10 ng/ml) por 24 h adicionales. Se determinó 
la actividad de caspasa 3 como se describe en materiales y métodos. 

 

 

El YY1 es un factor nuclear que tiene una función dual, la cual depende del promotor del 

gen que se trate, ya que en algunas ocasiones puede activar y en otras reprimir la 

transcripción del gene. De manera interesante, se ha mostrado anteriormente que el 



_____________________________________________________________________________________RESULTADOS 

58 
 

receptor para la proteína TRAIL, el DR5, tiene sitios en su promotor que son regulados de 

manera negativa por YY1 (45;46). 

 

10.6.3.  La sensibilización mediada por el compuesto químico obatoclax a la 

apoptosis por la proteína TRAIL induce un aumento de expresión del 

receptor DR5, pero no del receptor DR4 

 

10.6.3.1.  El obatoclax inhibe al factor de transcripción YY1 y aumenta la 

expresión del receptor DR5 

 

La ausencia o disminución del factor de transcripción YY1 permite que el promotor se 

pueda activar y por tanto que el gene se transcriba, traduciéndose en un aumento en la 

concentración de la proteína y aumento de su expresión en superficie. Si la adición del 

obatoclax a las células Ramos hace que se disminuyan los niveles de expresión y 

translocación al núcleo de YY1 entonces probablemente habrá un aumento en la 

transcripción del receptor para DR5. Por estas razones determinamos los niveles de 

expresión de los receptores del TRAIL, el DR4 y el DR5, por medio de “western blot”. Los 

resultados indicaron que hay un aumento evidente del receptor DR5 dependiente de la 

concentración, pero no así de DR4, después de 24 h de haber adicionado el obatoclax a 

las células Ramos (Figura 21 A panel superior). Esos datos también están 

representados por su respectivo análisis densitométrico (Figura 21 A panel inferior). 

Posteriormente, se determinó la expresión en superficie del receptor DR5 por medio de 

citometría de flujo, después de estimular a las células por 24 h, en la Figura 21 B se 

presenta un histograma representativo en el cual se observa que el receptor DR5 también 

presenta un aumento en superficie (Figura 21 B). Tanto en el “western blot” como por 

citometría de flujo se puede observar que el aumento es dependiente de la concentración, 

observándose mayor cantidad de proteína y expresión en superficie al adicionar 28 nM 

del obatoclax. Este aumento observado sólo en el receptor de DR5 pero no en el receptor 

DR4 por el tratamiento con el obatoclax, también se presentó en otras líneas celulares de 

LNH (2F7 y DHL4) de cáncer de próstata (PC3), cáncer de cólon (SW620) y células 

Jurkat además de las células Ramos (Figura 21 C). Por lo anterior, podemos concluir que 

el mecanismo por medio del cual el obatoclax sensibiliza a las células de LNH a la 

apoptosis mediada por el TRAIL es debido a que de manera indirecta desreprime al 

promotor del receptor DR5.  
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Figura 21. El compuesto químico obatoclax aumenta la expresión del receptor DR5. 
A) Las células Ramos tratadas con 14 y 28 nM de obatoclax por 24 h fueron analizados por 
“western blot” para determinar la expresión de los receptores DR4 y DR5. La proteína actina fue 
utilizada como un control de carga y se realizó un análisis densitométrico. Los datos representan el 
promedio +/- la desviación estándar de tres experimentos independientes *p<0.01. B) La expresión 
en superficie del receptor DR5 fue analizada. Se muestra un histograma representativo de células 
Ramos tratadas con el obatoclax al ser analizadas por citometría de flujo. C) La expresión del 
receptor DR5 se muestra en diferentes líneas celulares. Los lisados totales fueron analizados por 
“western blot” después de tratar a las células con las concentraciones indicadas de obatoclax por 
24 h, se muestra la expresión de los receptores DR4 y DR5. La proteína actina fue utilizada como 
un control de carga. 
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10.6.3.2.  El compuesto químico obatoclax sensibiliza a las células 

Ramos a la apoptosis mediada por la proteína TRAIL a través de la 

activación del receptor DR5 pero no del receptor DR4 

 
Para determinar el papel directo de los receptores DR4 y DR5 en su participación como 

responsables de la sensibilización de las células a la apoptosis mediada por el TRAIL, las 

células Ramos fueron transfectadas con siRNA para DR4 y DR5. El siRNA disminuye de 

manera específica la presencia de la proteína DR4 o de la proteína DR5 sin afectar otras 

proteínas como se observa por la presencia constante de la proteína actina (Figura 22 A 

análisis por “western blot”). En un histograma representativo que ejemplifica células 

Ramos tratadas con siRNA, observamos una disminución en la tinción de superficie del 

receptor DR5 al compararlo con el control, lo cual indica que se disminuye la cantidad de 

receptor presente en la célula. Posteriormente, las células transfectadas fueron tratadas 

por 24 h con 14 y 28 nM del obatoclax y luego se adicionó 10 ng/ml del TRAIL por 18 h 

adicionales. En ellas se determinó el porcentaje de apoptosis presente en la célula 

midiendo la cantidad de caspasa 3 activa. Como se puede observar, aquellas células con 

cantidades disminuidas del receptor DR5 pierden la posibilidad de volverse sensibles a la 

apoptosis mediada por el TRAIL, pero aquellas a las que se les disminuyó el receptor 

DR4, donde se observa que los niveles de apoptosis son muy parecidos a los niveles de 

las células control. Lo anterior sugiere que el obatoclax media la sensibilización a la 

apoptosis por la proteína TRAIL en las células Ramos a través de la activación de la vía 

de señalización mediada por el receptor DR5 pero no por el receptor DR4 (Figura 22 B). 
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Figura 22. La inhibición del receptor DR5, pero no del DR4, no permite la 
sensibilización de las células resistentes a la apoptosis mediada por la proteína TRAIL. Las 
células Ramos fueron tratadas con siRNA para los receptores DR4, DR5 y con siRNA Control 
como se indica en materiales y métodos. A) A las 24 h se determinó la expresión de la proteína 
DR4 y DR5 por “western blot”, la expresión de la proteína actina fue utilizada como control interno 
de carga. B) Muestra el análisis por citometría de flujo de la expresión en superficie del receptor 
DR5 en las células Ramos tratadas con siRNA para el DR5. C) Células tratadas con 14 y 28 nM de 
obatoclax por 24 h y posteriormente con la proteína TRAIL (10 ng/ml) por 18 h adicionales. Se 
determinó la actividad de caspasa 3 como se describe en materiales y métodos. 
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Las células tumorales desarrollan resistencia al tratamiento convencional. Existen otras 

opciones de tratamiento como lo es la inmunoterapia, donde el auge de anticuerpos 

específicos permitió dar una mejor calidad de vida al paciente. Lamentablemente, también 

este tipo de tratamiento ha encontrado ya problemas en la clínica, también debido al 

desarrollo de resistencia a la inmunoterapia. Actualmente, se buscan alternativas que 

permitan su uso en combinación con inmunoterapia e incluso la quimioterapia. El 

desarrollo de resistencia es variado, pero principalmente la célula maligna utiliza las 

propiedades propias de la célula para utilizarlo a su conveniencia. Por ejemplo, un 

aumento en concentración y en función de proteínas antiapoptóticas, lo que evita que la 

inducción de apoptosis se lleve a cabo aún cuando toda la maquinaria esté presente; 

también se puede presentar una disminución de receptores de superficie los cuales son 

esenciales para la comunicación del exterior como es el caso de los receptores de muerte 

que al estar disminuidos no se activan aunque el ligando esté presente. 

 

Es necesario el desarrollo de otras opciones terapéuticas que puedan utilizarse ya sea 

solas o en combinación con la posibilidad de volver a sensibilizar a las células al 

tratamiento convencional. En general estas opciones terapéuticas podrían tener como 

mecanismo la inhibición específica directa o indirectamente de la presencia de proteínas 

antiapoptóticas que se encuentren en exceso en la célula maligna, o por otro lado que 

esta terapia permita el aumento de los receptores blanco.  

 

En esta tesis encontramos que existe un mecanismo de sensibilización de las células 

tumorales mediado por el uso del compuesto químico obatoclax en la regulación de 

genes, lo cual conduce en una reversión de la resistencia a la apoptosis mediada por la 

proteína TRAIL. El mecanismo por medio del cual el obatoclax sensibiliza a estas células 

es debido a una inhibición en la función y presencia de la proteína antiapoptótica Mcl-1 y 

adicionalmente por un efecto indirecto del represon de la transcripción YY1, el cual al 

afectar su presencia en la célula muy probablemente está asociado a que se des-reprima 

el promotor del receptor de TRAIL, conllevando un incremento en la expresión de DR5 en 

la superficie celular para, de esta manera, volver sensibles a las células malignas a la 

apoptosis mediada por el TRAIL, aunque se necesitan realizar más experimentos como 

es la sobreexpresión de la proteína Mcl-1.  
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El compuesto químico obatoclax fue diseñado principalmente para mimetizar el dominio 

BH3 de las proteínas de sólo el dominio de BH3 y de esta manera afectar a las proteínas 

antiapoptóticas ya que al unirse directamente o por activación directa de las proteínas 

efectoras, es capaz de inhibir los efectos antiapoptóticos. El obatoclax compite en el 

mercado con otros compuestos de actividad parecida pero con un efecto mayor en lo que 

se refiere al espectro de actividad sobre las proteínas antiapoptóticas, siendo una de los 

principales en inhibir a la proteína Mcl-1, cuya importancia ha destacado en diferentes 

tipos de cáncer a los cuales confiere resistencia, como en cáncer de cabeza y cuello, y en 

el de mama (119;120). El efecto de este tipo de compuestos puede afectar la expresión 

de las proteínas antiapoptóticas, como se observa en las células de linfoma en donde hay 

una disminución en la expresión de proteínas de la familia de Bcl-2 (Figura 12A). Sin 

embargo, al elucidar el mecanismo de sensibilización mediado por el obatoclax pudimos 

determinar efectos adicionales. Los resultados obtenidos señalan que el efecto adicional 

en la actividad del obatoclax involucra a la familia de proteínas CIAPs disminuyendo su 

expresión. Además, el obatoclax también fue capaz de interrumpir la vía constitutiva de 

NF-B de la cual se ha señalado que en diferentes tipos de cáncer se encuentra activa 

induciendo proliferación, ya que sus blancos están representados por genes que 

proporcionan resistencia a la apoptosis y conllevan a la proliferación celular. 

 

El obatoclax, también, tiene un efecto indirecto sobre el represor YY1 en el cual disminuye 

su presencia y así también su actividad, permitiendo que el promotor del gen se 

desreprima y permita la transcripción y tranducción del receptor DR5. En células malignas 

de tumores sólidos se ha visto que también hay una sensibilización a la apoptosis 

mediada por la proteína TRAIL, pero los mecanismos por medio de los cuales ocurre 

dicha sensibilización son diferentes a los reportados por nosotros. A pesar de que la 

célula también expresa el receptor DR4, éste no pareciera tener una actividad primordial 

en la sensibilización de las células tumorales utilizadas aquí en combinación con el 

obatoclax. Sin embargo, en otros estudios que utilizan al inhibidor ABT-737, el cual 

también mimetiza el dominio de BH3, en combinación con el TRAIL se observó un papel 

importante del receptor DR4 en células de cáncer de próstata, lo cual indica que estos 

compuestos no necesariamente activan el mismo mecanismo para la sensibilización a la 

apoptosis mediada por el TRAIL o de un posible efecto asociado a la estirpe celular. 

Anteriormente, en el grupo de trabajo, ya se había demostrado el papel del YY1 

revirtiendo la resistencia a la apoptosis mediada por el TRAIL (39 41), pero aquí 

mostramos que esta inhibición del YY1 por el obatoclax juega un papel clave para permitir 
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la expresión del receptor DR5, el cual es el responsable de la reversión de la resistencia 

como se mostró en los ensayos de RNA de interferencia.  

 

Como hemos visto, el obatoclax pareciera tener varias actividades ocurriendo en la célula, 

que incluyen un efecto directo e indirecto, afectando la vía de sobrevivencia mediada por 

el NF-B y genes que confieren resistencia a la apoptosis. Otros autores han reportado la 

sensibilización por el obatoclax a la apoptosis mediada por la proteína TRAIL en células 

de cáncer de páncreas (126). Huang y colaboradores reportaron que el mecanismo de 

sensibilización era debido a la liberación de la proteína Bak y Bim de Bcl-2, Bcl-XL o de 

Mcl-1, pero en su modelo ellos observan que no hay alteraciones en la expresión de Mcl-

1. Smoot y colaboradores reportaron que el obatoclax era capaz de incrementar los 

niveles de Bax al tratar células de colangiocarcinoma y además observan translocación 

de Bax a la mitocondria para inducir apoptosis (127). Con lo anterior podemos concluir 

que estos efectos son tumor específico. 

  

Debido a que el obatoclax de forma directa o indirecta es capaz de inhibir la vía 

constitutivamente activa de NF-B, provoca que también haya inhibición de los genes 

regulados por NF-B como lo son Mcl-1, Bcl-XL cIAP y XIAP. A pesar de que, se esperaría 

que se disminuyeran los niveles de la proteína Bax, aquí podemos observar que hay una 

inhibición modesta de Bax por efecto de el obatoclax, posiblemente, debido a la 

regulación diferencial de sus promotores por la falta de actividad del factor NF-B o a la 

participación de otros factores de transcripción como p53. Se ha observado que la 

disminución de los niveles de NF-B correlacionan con la estabilización de p53, 

inhibiendo así la proliferación celular en cáncer oral (128), aunque otros estudios señalan 

que el uso del obatoclax induce una disminución en los niveles de p53 en líneas celulares 

de LNH y p53 regula los niveles de expresión de Bax (129). 
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Nuestros resultados indican que el obatoclax es capaz de inhibir la actividad de NF-B por 

medio de un mecanismo desconocido. Podría tratarse de un mecanismo directo sobre los 

factores de transcripción o a nivel de los promotores inhibiendo su función y/o 

transcripción. Algunos autores señalan que existe una interacción entre las proteínas de la 

familia de Bcl-2 y factores de transcripción como p53 y NF-B, por lo que al formar estos 

complejos pueden inhibir su translocación al núcleo. Dicha unión se ha visto en la región 

del dominio regulador del asa flexible (FLD) de Bcl-2 conformada por los dominios BH4 y 

BH3 cuando se encuentra desfosforilada (129-131).  

 

Estas diferentes posibilidades requieren de futuras investigaciones. Además, mostramos 

que el obatoclax inhibe diferentes miembros de la familia de únicamente el dominio de 

BH3 como Bid y Bad, los cuales de acuerdo al modelo jerárquico(60;132), pertenecen a 

subgrupos cuyos mecanismos para inducir apoptosis tienen vías y funciones diferentes 

para lograr inducir apoptosis; por un lado pueden activar directamente a las proteínas 

efectoras (Bax y Bak) por lo que son conocidos como activadores, o por el otro lado 

pueden funcionar como sensibilizadores donde pueden desplazar a la proteína efectora 

del secuestro mediado por las proteínas antiapoptóticas (133). Sin embargo, no está claro 

cuál es la vía que el obatoclax utiliza para inducir la inhibición de las proteínas 

antiapoptóticas, aunque ya se ha visto que algunos miembros son regulados por otros 

factores de transcripción como es el caso de p53 (134;135). Nuestros resultados sugieren 

que el obatoclax puede afectar diferentes factores de transcripción implicados en la 

regulación de estas proteínas. 

 

El obatoclax inhibe varias proteínas antiapoptóticas, tanto en función como en expresión. 

Originalmente ya se reportó que este inhibidor desplaza a las proteínas efectoras de las 

proteínas antiapoptóticas Bax y Bim de Mcl-1 o Bcl-XL para permitir su activación. 

Nuestros resultados confirman que estas proteínas antiapoptóticas están presentes lo que 

permite la sobrevivencia celular, pero cuando éstas se ven afectadas por el obatoclax a 

las concentraciones utilizadas, se observa liberación de las proteínas efectoras y también 

una disminución de las proteínas antiapoptóticas Mcl-1y Bcl-XL, permitiendo su 

sensibilización a la apoptosis mediada por el TRAIL. Además, se demostró que dicha 

sensibilización se puede lograr al disminuir la presencia de Mcl-1, utilizando el RNA de 

interferencia, marcando un papel clave de dicha proteína en la resistencia de estas 

células. En otros estudios también han mostrado el papel de Mcl-1 en conferir resistencia. 

Nguyen y colaboradores han reportado que el antagonismo ejercido por el tratamiento con 
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el obatoclax al inhibir la función de Mcl-1, permite que células de cáncer de mama mueran 

por apoptosis (121). El uso de ABT 737 se ha visto afectado en la inducción de apoptosis, 

ya que no puede inhibir la presencia de Mcl-1 en diferentes tipos de cáncer, pero al abatir 

su presencia, la célula se vuelve sensible al tratamiento, confirmando su papel clave en la 

resistencia celular. 

 

Nuestros resultados muestran que tanto la proteína YY1 como Mcl-1 juegan un papel 

importante para poder revetir la resistencia a la apoptosis mediada por la proteína TRAIL 

después de tratarlo con el obatoclax. El mecanismo por medio del cual el obatoclax inhibe  

a Mcl-1 ya estaba descrito, ya que fue creado con esa finalidad. Sin embargo, nuestros 

estudios muestran que además, interfiere con otros factores de transcripción como los de 

la vía del NF-B, y como resultado, también afecta la expresión de Mcl-1 por contener 

sitios de unión para ese factor de transcripción en su promotor. Los resultados también 

muestran que la inhibición del YY1 conlleva a una disminución en la activación de NF-B, 

por lo que probablemente existe una relación directa entre estos factores transcripcionales 

que a su vez involucran la expresión de Mcl-1, aunque se requieren estudios adicionales 

para poder elucidar la vía. El mecanismo de señalización propuesto en este trabajo, por 

medio del cual actúa el obatoclax en estas líneas celulares resistentes a la inmunoterapia 

se ejemplifica en la Figura 23. 

 

El compuesto químico obatoclax podría ser utilizado en la clínica en combinación con el 

TRAIL. Nuestros resultados también muestran que se requiere de concentraciones 

elevadas para llegar a tener un efecto citotóxico en las células normales, como se observó 

al tratar leucocitos humanos con las combinación utilizada para las células malignas, por 

lo que obatoclax se podría considerar como tratamiento potencial en pacientes que 

presenten resistencia a la inmunoterapia desde el inicio o que la desarrollen durante su 

tratamiento. En la clínica, el obatoclax se encuentra en estudios de fase II para cáncer de 

pulmón, fase I para tumores sólidos avanzados y fase II para pacientes con mielo fibrosis, 

utilizándolo como único tratamiento (136;137). En estos estudios se reporta una toxicidad 

baja, muy parecidos a los obtenidos con otras drogas terapéuticas. 

 

Este estudio ofrece la posibilidad de utilizar al obatoclax en combinación con el 

tratamiento con quimioterapia para las enfermedades hematológicas, en aquellos 

pacientes que presenten resistencia al tratamiento, donde probablemente la vía de NF-B 

se encuentra constitutivamente activa y de esta manera pueda revertir la resistencia. 
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Figura 23. Diagrama esquemático del mecanismo de acción del compuesto químico 
obatoclax para sensibilizar a las células a la apoptosis mediada por la proteína TRAIL. Las 
células B de LNH mantienen su resistencia a la apoptosis mediada por el TRAIL a través de la 
activación constitutiva del factor nuclear B y del factor nuclear YY1, este último regula 
negativamente la expresión del receptor DR5. El tratamiento de las células con el obatoclax inhibe 
la actividad tanto de NF-B como de YY1 permitiendo así, que los niveles del DR5 se incrementen. 
De forma paralela el obatoclax inhibe la función de la proteína antiapoptótica Mcl-1 y además 
permite la liberación de la proteína Bak, además induce la activación de las procaspasas 9,3 y 8 
resultando en la sensibilización de las células de linfoma a la apoptosis mediada por el TRAIL.
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13. ABREVIATURAS  
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A1 del ingles, Bcl-2 related protein A1 
AIF del ingles, Apoptosis-Inducing Factor 
APAF-1 del ingles, Apoptotic Protease Activating Factor 
ATP adenosín trifosfato 
Bad del ingles, Bcl-2-associated death promoter 
Bak del ingles, Bcl-2 antagonist Killer 1 
Bax del ingles, Bcl-2 associated X protein 
Bcl-2 del ingles, B cell CLL/Lymphoma 2 
Bcl-w del ingles, BCL2-like 2 
Bcl-XL del ingles, B-cell lymphoma-extra large 
BH del ingles, Bcl-2 homology 
BH3 del ingles, Bcl-2 homology region 3 
Bid del ingles, BH3 interacting domain death agonist 
Bik del ingles, Bcl-2 interacting killer 
Bim del ingles, Bcl-2 interaacting mediator of cell death 
Bmf del ingles, Bcl-2 modified factor 
Bok del ingles, Bcl-2 related ovarian killer 
CAD del ingles, DNAsa activada por caspasas 
caspasas del ingles, Cysteine Aspartyl-specific Proteases 
CLL del ingles, chronic lymphocytic leukemia  
DD del ingles, Death Domain 
DED del ingles, Death Effector Domain 
DIABLO del ingles, Direct IAP-binding protein with low pI 
DISC del ingles, Death Inducing Signaling Complex 
DLBCL del ingles, Diffuse Large B-cell Lymphoma 
DNA del ingles, Deoxyribonucleic Acid 
DR4 del ingles, Death Receptor 4 
DR5 del ingles, Death Receptor 5 
EGCG epigalecatequinas 
EGFR del ingles, epidermal growth factor receptor  
FADD del ingles, Fas-associated death domain 
FDA del ingles, Food and Drug Administration 
FLIP del ingles, FLICE-like inhibitory protein 
HA14-1 ethyl 2-amino-6-bromo-4-(1-cyano-2-ethoxy-2-oxoethyl)-4H-

chromene-3-carboxylate 
Hrk Harakiri 
HtrA2 del ingles, High temperature requirement protein A2 
IAP del ingles, Inhibitor of Apoptosis 
ICAD inhibidor de la DNAsa activada por caspasas 
ICE del ingles, interleukin-1b–converting enzyme 
LDCGB Linfoma Difuso de Células B Grandes 
LF Linfoma Folicular 
LH Linfoma de Hodgkin 
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LNH Linfoma No Hodgkin 
Mcl-1 del ingles, Myeloid Cell Leukemia sequence 1 

NF-B del ingles, Nuclear Factor kappa B 
Noxa Latin for damage 
OBATOCLAX O GX15-070 , 2-[5[(3,5-Dimethyl-1H-pyrrol-2-ylmethylene)-4-

methoxy-5H-pyrrol-2-yl]-1H-indole  
OMS Organización Mundial para la Salud 
Puma del ingles, p53 upregulated modulator of apoptosis 
RNA del ingles, Ribonucleic Acid 
Smac del ingles, Second Mitochondria-Derived Activator of Caspases
TNF del ingles, Tumor Necrosis Factor 
TRAIL del ingles, Tumor Necrosis Factor related apoptosis inducing 

ligand 
XIAP del ingles, X-linked IAP 
YY1 Ying Yang 1 
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