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Resumen

ROL DEL COACTIVADOR DE RECEPTORES NUCLEARES RAC3 EN 

LA SENSIBILIDAD A LA APOPTOSIS 

 

RESUMEN  

 

Los coactivadores de receptores esteroideos (SRC), cumplen un rol importante 

en varios procesos biológicos. En células normales estas moléculas están presentes en 

cantidades limitantes, siendo casi indetectables, sin embargo, en ciertos tumores se 

encuentran sobre-expresadas. RAC3 pertenece a la familia de coactivadores p160 y 

hemos demostrado previamente que es coactivador de NF-κB, un factor de transcripción 

que induce numerosas respuestas biológicas relacionadas con la proliferación, 

diferenciación celular, y protección de apoptosis entre otras. En este trabajo se estudió 

el rol de RAC3 en la sensibilidad a la apoptosis, inducida tanto por vía intrínseca  como 

la vía extrínseca. En la línea celular de riñón embrionario humano (HEK293) 

estudiamos la vía mitocondrial inducida por H2O2 y en células de leucemia mieloide 

crónica humana (K562), la vía extrínseca asociada a receptores con dominios de muerte 

inducida por una citoquina perteneciente a la familia de TNF: TRAIL. Esta línea fue 

descripta como naturalmente resistente al tratamiento con TRAIL.  

Observamos que la línea tumoral K562 posee niveles altos de RAC3 respecto de 

la línea HEK293. La sobre-expresión natural o por transfección del coactivador inhibe 

la apoptosis vía una disminución de la activación de caspasas, aumento de la actividad 

NF-κB, AKT, p38 y disminución de ERK. Lo opuesto fue observado por disminución 

de RAC3 mediante RNAi en K562, sensibilizando a la apoptosis por TRAIL. 

Observamos además, que la sobre-expresión de RAC3 inhibe la translocación de AIF al 

núcleo a través de mecanismos que involucran una interacción física entre RAC3, AIF, 

Hsp90 y proteínas del citoesqueleto.  

Estas observaciones sugieren que RAC3, además de actuar como coactivador a 

nivel transcripcional tendría un rol citoplasmático, participando en las cascadas que 

controlan la muerte celular y contribuyendo de este modo al desarrollo tumoral.  

 

Palabras Clave: Apoptosis, NF-κB, Coactivadores de Receptores Nucleares 



Abstract

ROLE OF NUCLEAR RECEPTOR COACTIVATOR RAC3 IN THE 

SENSITIVITY TO APOPTOSIS 

 

ABSTRACT 

 

The steroid receptor coactivators (SRC) play important roles in many biological 

processes. These molecules are present in limiting quantities in normal cells, but they 

were found over-expressed in several tumors. RAC3 is a member of p160 coactivator 

family and we have previously demonstrated that RAC3 is a NF-κB coactivator. This 

transcription factor induces many biologic responses related to cell proliferation, 

differentiation, anti-apoptotic and others. In this work we analyzed the role of RAC3 in 

the sensitivity to apoptosis, induced by both the intrinsic and the extrinsic pathway. We 

studied the mitochondrial pathway induced by H2O2 in human embryonic kidney 

(HEK293) line and the extrinsic cascade associated to the death receptor induced by 

TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) in the human chronic myelocytic 

leukemia cell line (K562). It has been previously demonstrated that K562 cells are 

naturally resistant to TRAIL-induced apoptosis. 

In this work, we observed that K562 cells have higher levels of RAC3 than 

HEK293 cell line. The natural or transfected coactivator over-expresion inhibits 

apoptosis through a molecular mechanism that involves the reduction of caspase 

activation, the increase on the activity of NF-κB, AKT and p38 and decrease on ERK 

activity. In addition, we also found that K562 cells become sensitive to TRAIL induced 

apoptosis after inhibition of RAC3 levels through siRNA transfection. Moreover, the 

RAC3 over-expression inhibits the AIF nuclear translocation through a physical 

interaction between RAC3, AIF, Hsp90 and cytoskeleton proteins.  

Taken together all these results suggest that RAC3 contributes to tumor 

development exerting an anti-apoptotic role through cytoplasmatic actions in addition to 

its classical genomic effects as nuclear receptor coactivator. 

 

Keywords: Apoptosis, NF-κB, nuclear receptor coactivators 
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ENTRE LA VIDA Y LA MUERTE 

 

 
1. MUERTE CELULAR PROGRAMADA 

 

Lockshin y Williams en 1965 observaron durante el desarrollo un proceso activo 

y altamente controlado de autodestrucción celular , parecido a un suicidio celular y los 

denominaron muerte celular programada1. En 1972, Kerr, Wyllie y Currie  distinguieron 

células que morían de una manera ordenada de aquellas que lo hacían en forma 

catastrófica (necrosis), y al proceso lo denominaron apoptosis (del griego APO: separar, 

PTOSIS: caer)2.  

La muerte celular programada juega un rol clave en procesos fisiológicos como 

en la metamorfosis de insectos y anfibios, en el desarrollo fetal, en el remodelamiento 

de huesos y cartílago, en la eliminación de neuronas que fracasan en la sinapsis o 

maduración de los linfocitos T. También se encuentra altamente ligada a procesos 

patológicos, cuando hay un aumento desregulado en la apoptosis por ejemplo, como es 

el caso de fallas cardíacas, infartos, SIDA, Alzheimer, Parkinson, daño hepático por el 

alcohol, o una disminución en la muerte celular y como consecuencia  se produce un 

aumento en la proliferación, como sucede en el cáncer, herpes y en enfermedades 

autoinmunitarias, como el lupus eritematroso.  

La apoptosis es un proceso que requiere energía en forma de ATP e involucra 

cambios morfológicos característicos como el encogimiento celular, fragmentación del 

ADN y formación de cuerpos apoptóticos, los cuales son fagocitados sin que se desate 

una respuesta inflamatoria, a diferencia de la necrosis que involucra un proceso 

inflamatorio, debido a que el contenido celular es liberado al exterior (Tabla 1). 
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Tabla 1. Diferencias entre Necrosis y Apoptosis 
Características NECROSIS APOPTOSIS 

Respuesta Patológica: alto estrés Fisiológica: genéticamente 
regulada, mediano estrés 

Balance osmótico 
 
 

Importante desequilibrio: entra 
iones (Ca2+). Se activan 
proteasas y fosfolipasas. La 
célula se hincha y se desintegra. 
Hay respuesta inflamatoria. 

Menor desequilibrio: la célula se 
encoge, blebbing de la 
membrana, formación de cuerpos 
apoptóticos, ausencia de 
respuesta inflamatoria. 

Ocurre en: Grupos celulares Células aisladas 

Organelas citoplasmáticas Se hinchan tempranamente Condensación nuclear y 
citoplasmática 

Núcleo Desaparición Repliegue y ruptura. 
Fragmentación 

Cromatina nuclear Condensación no definida Condensación perinuclear 
Ruptura del ADN Al azar Internucleosomal 

Expresión  génica “de 
novo” No Si (con excepciones) 

 
Pueden diferenciarse varias fases en  la apoptosis: 

A) Fase de señalización iniciadora, durante la cual la célula recibe estímulos 

apoptóticos por: 

-Privación de factores de crecimiento, agentes citotóxicos, radiaciones ionizantes 

-Receptores de muerte: TNF-α, Fas (Apo1/CD95), FADD, TRAIL 

-Inductores fisiológicos: ROS,  Ca2
+, JNK/SAPK activación 

B) Fase de preparación, el tránsito por esta etapa constituye un punto de no retorno. 

-Activación de caspasas iniciadoras: caspasa 8, caspasa 9, caspasa 10, caspasa 12 

-Inductores fisiológicos: Bax, ROS, MMPT, citocromo c, apoptosoma 

-Nucleasas: AIF, endonucleasa G, PARP 

C) Ejecución, en el curso de la cual la célula adquiere la morfología final. 

-Caspasas efectoras: caspasa 3, 6, y 7 

-Cambios fisiológicos: formación de cuerpos apoptóticos,  fragmentación del DNA 

Para que una célula sea inducida a morir por apoptosis se necesita que dicha 

célula deje de recibir señales de supervivencia y comience a recibir señales de muerte. 

Las señales estimuladoras de la supervivencia son necesarias para que las células se 

mantengan vivas. Estas señales deben de ser continuas y proceden de otras células. 

Entre estas señales positivas están los factores del crecimiento y las hormonas. En 

ciertos tipos de células hematopoyéticas, el crecimiento y la supervivencia depende del 

la presencia continua de factores del crecimiento (CSF, factores estimuladores de 
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colonias), y la eliminación de ellos conduce irremediablemente a la apoptosis en lugar 

de a la cesación del crecimiento. 

Las señales de muerte que conducen a la apoptosis son muy diversas: elevados 

niveles de oxidantes en el interior de la célula; lesión del ADN, luz ultravioleta, 

radiaciones ionizantes, fármacos quimioterapéuticos, etc.3; moléculas que se unen a 

receptores específicos en la superficie de la célula y transmiten señales para iniciar el 

programa apoptótico. Entre estos activadores de muerte los más estudiados son el TNF-

α que se une al TNFR y el ligando Fas (FasL) que se une al receptor Fas, denominado 

también CD954, 5. 

Entre los segundos mensajeros  que participan en la muerte celular mas 

estudiados se encuentran el calcio y las especies reactivas del oxígeno, aunque también 

otros como la ceramida, proteínas como p53 y oncogenes (c-myc, familia Bcl-2)6, 7. La 

activación de estos segundos mensajeros suele conducir a la disfunción de organelas 

citoplasmáticas, como mitocondria  y el retículo endoplásmico, o la regulación  de la 

actividad de complejos enzimáticos como quinasa y fosfatasas que a su vez regulan la 

función de otras proteínas8 .  

 

1.1. El gatillo fácil, caspasas 

 

La apoptosis está conducida por dos clases de proteasas especializadas, las 

caspasas iniciadoras y las caspasas efectoras. Las caspasas, verdaderas guillotinas 

moleculares, son cisteína proteasas que se expresan como zimógenos inactivos y que se 

procesan a estado activo por protéolisis9. 

Las caspasas iniciadoras se activan después de un estímulo apoptótico por 

autoproteolisis. Las caspasas efectoras o ejecutoras se activan por las caspasas 

iniciadoras en una cascada amplificadora. La activación de las caspasas es una etapa 

crucial para la activación de la apoptosis, cualquiera que sea el estímulo. Son las 

verdaderas ejecutoras de la apoptosis y presentan las siguientes características: 

1. Son cisteína proteasas específicas de aspartato, porque tienen cisteína como grupo 

nucleofílico para la rotura del sustrato. También tienen un requerimiento específico por 

el residuo aspartato (D) de sus sustratos, que clivan en los enlaces D-X10. 

2. Son sintetizadas como pro-caspasas que adquieren su actividad por proteólisis 

(zymógenos). 
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3. Efectúan la proteólisis en una serie específica de sustratos, proceso que es 

irreversible11.  

4. Las caspasas y sus inhibidores siempre coexisten en las células normales, lo cual 

previene de una activación accidental que supondría una muerte innecesaria de células 

normales. 

Las pro-caspasas (30-50kD) contienen tres dominios: un predominio N- 

terminal, una subunidad grande (p20) y una subunidad pequeña (p10). Hasta la fecha se 

han identificado 14 caspasas de mamíferos. En base a la similitud de la secuencia entre 

los dominios de las subunidades, estas caspasas se dividen en tres grupos: El grupo 

inflamatorio que comprende a las caspasas 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14, el grupo iniciador de 

la apoptosis que incluye las caspasas 2, 8, 9, 10, y el grupo efector o ejecutor de la 

apoptosis que incluye a las restantes 3, 6 y 7 12, 13 (Tabla 2). 

Tabla 2. Rol de las caspasas en la Muerte Celular 

Clase Nombre Sustrato Efecto Biológico 

Caspasa 2 PARP-1 Inactiva la reparación ADN 

Caspasa 8 Procaspasas 
BID 

Activación de la apoptosis 
Degradación de reguladores de 

la apoptosis 
Caspasa 9 Caspasa 3, 9, 7 Activación de la apoptosis 

Iniciadoras 

Caspasa 10 Caspasa 14 Activación de la apoptosis 

Caspasa 3 
Vimentina, 

Fodrina 
p21, p27, Rb 

Degradación del citoesqueleto
Blebbing 

Desregulación del ciclo celular

Caspasa 6 Keratina, Vimentina, 
laminina 

Condensación citoplasmática 
Condensación cromatínica 

Efectoras 

Caspasa 7 PARP, 
Vimentina,  Keratina 

Inactiva la reparación del ADN
Degradación del citoesqueleto

 

Las caspasas inflamatorias y las iniciadoras poseen prodominios largos, excepto 

la caspasa 14. El prodominio largo contiene el dominio efector de muerte (DED) o el 

dominio de reclutamiento de las caspasas (CARD). DED y CARD se parecen al 

dominio de muerte (DD); y los tres pertenecen a la superfamilia de los dominios de 

muerte. Estos dominios median las interacciones proteína-proteína entre las pro-

caspasas y sus adaptadores y juegan importantes papeles en su activación. Por el 
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contrario, los prodominios cortos de las caspasas ejecutoras no es probable que puedan 

mediar interacciones entre proteínas8. 

Ha sido determinada la estructura tridimensional de las caspasas 1, 3, y 8. Se 

componen de dos heterodímeros (p10 y p20) que se unen para formar un tetrámero 

dispuesto en dirección opuesa, con las dos subunidades pequeñas adyacentes rodeadas 

por las dos subunidades grandes. Cada heterodímero contiene un sitio activo al que 

contribuyen las dos subunidades con residuos necesarios para la unión al sustrato y la 

catálisis13, 14 (Figura 1). 

 
Figura 1. Activación de pro-caspasas. (A) La pro-caspasa contiene tres dominios: un 

prodominio, una subunidad grande (p20) y otra pequeña (p10). La pro-caspasa inactiva, una vez que sufre 

dos roturas proteolíticas se separan las tres subunidades. La subunidad grande y la pequeña forman un 

heterodímero por unión de sus sitios activos. La unión de dos heterodímeros se verifica en dirección 

opuesta con dos subunidades pequeñas adyacentes rodeadas por las subunidades grandes, por ejemplo 

caspasa 3. (B) La activación inducida por proximidad, por ejemplo la caspasa 8 es activada por 

proximidad a los receptores de muerte. (C) Formación del apoptosoma, necesita de ATP y citocromo c, 

para poder activar a la caspasa 9. Adaptado de Hengartner, M., 20008.  

Apaf-1 
Caspasa 9 Caspasa Activa 

Citocromo c 

Caspasa Activa 



Introducción 7 

La capacidad proteolítica de las caspasas activas conduce a la degradación de 

una serie de proteínas y lleva consigo las siguientes misiones: cortar contactos con 

células vecinas,  reorganizar el citoesqueleto y clivar proteínas como fodrin y gelsolin. 

También activan nucleasas, como por ejemplo la capasa 3 es capaz de clivar al inhibidor 

de la DNAsa activada por caspasas (CAD), dejándola libre para  la fragmentación del 

ADN,  generando el patrón característico de  fragmentación internucleosomal de 180pb 
15. Las caspasas activas pueden desmantelar las láminas nucleares (condensación); 

clivar a PAK2, un miembro de la familia activada por kinasa p21, mediar la formación 

de los característicos cuerpos apoptóticos16, junto a la proteína rock (una kinasa de la 

famila de Rho) 17 ; expresar señales de fagocitosis (fosfatidilserina), y activar proteínas 

específicas que preparan a la célula para el cese de las funciones metabólicas9 (Tabla 2). 

 

1.2. Vías que conducen a la muerte celular 

 

En general, son dos las vías que conducen a la activación de las caspasas (Figura 

2). Una es la mediada por ligandos que se unen a receptores en la superficie celular; y la 

otra es la mediada por estrés celular o por lesión al ADN. Estas dos vías, también 

denominadas extrínsecas e intrínsecas, respectivamente, pueden solaparse, aunque, la 

transducción de señales es diferente y pueden ser disparadas por diversos inductores de 

la apoptosis como muestra la tabla 3. 

 

Tabla 3. Inductores de la apoptosis 

Fisiológicos Asociados al 
daño celular Terapia Toxinas 

TNF Golpe térmico Etanol 
Ligando de Fas Infección viral Beta-amiloide 

TGF-beta Toxinas 
bacterianas 

Veratridina (alcaloide 
de las Liliaceas) 

Neurotransmisores 
(glutamato, 
dopamina) 

Oncogenes: 
myc, rel, E1A 

6-Hydroxydopamine 
(neuro toxina) 

Ausencia de factores 
de crecimiento 

Factores de 
transcripción: 

p53 

Quimioterapéutica 
(cisplatino, 

doxorubicina, 
pleomicina, 

citicina 
arabinosida, 
metotrexato, 
vincristina) 

3-ácido 
nitropropiónico 

(toxina mitochondrial) 
Pérdida de fijación de 

la matriz 
Linfocitos T 
citotóxicos Radiación γ Metanfetamina 

Ca2+ Agentes 
oxidantes 

Glucocorticoides Radicales libres 
Radiación UV Toxinas bacterinas 
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La vía intrínseca, requiere la disrupción de la membrana mitocondrial y la 

liberación de proteínas mitocondriales tales como el citocromo c, smac/DIABLO y AIF. 

El citocromo c se une a Apaf-1 (factor activador de la proteasa apoptótica) para inducir 

la activación de la caspasa 9 y con ello la cascada de activación de caspasas, mientras 

que smac/diablo se une y antagoniza al inhibidor de las proteínas apoptóticas (IAP). La 

permeabilización  de la membrana mitocondrial se regula por acciones opuesta de la 

familia Bcl-23, 8. 

La vía extrínseca se inicia por unión de un ligando con su receptor 

transmembrana (FAS, TNFR, TRAIL) para activar a las caspasas iniciadoras (caspasas 

8 y 10), que a su vez, activan por proteólisis a las caspasas ejecutoras o efectoras, tales 

como las caspasas 3 y 718. Esta vía puede ser regulada por diferentes factores, entre 

ellos el inhibidor de las proteínas apoptóticas (IAP) que afecta a las caspasas iniciadoras 

y a las ejecutoras19. 

 

1.3. La familia de proteínas Bcl-2 

 

El proto-oncogen Bcl-2 se descubrió inicialmente en linfomas humanos de 

células B. La familia de proteínas de Bcl-2 incluye moléculas pro y anti-apoptóticas, de 

hecho la relación entre ambos subtipos ayuda a determinar en parte la suceptibilidad de 

las células a las señales de muerte20.  

Por lo menos 30 miembros de la familia de Bcl-2 se han identificado en células 

de mamíferos y muchas otras en virus21, 22. Todos los miembros de esta familia poseen 

al menos uno de los cuatro motivos conservados, conocidos como dominios de 

homología a Bcl-2 (BH1-BH4) y los que se encuentran anclados a membranas poseen 

dominios de trans-membrana (TM)23 (Figura 3). La mayoría de los miembros anti-

apoptóticos contienen al menos BH1 y BH2, y aquellos más parecidos a Bcl-2 poseen 

los cuatro dominios BH. Las dos subfamilias pro-apoptóticas difieren bastante con 

respecto a Bcl-2. Mientras que Bax, Bak y Bok, contienen BH1, BH2 y BH3, y se 

parecen a Bcl-2, los otros siete miembros pro-apoptóticos poseen sólo una parte central 

del dominio BH324 (Figura 3). 
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Figura 2. Vía extrínseca y vía intrínseca de apoptosis.  
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Figura 3. Miembros de la familia Bcl-2. En círculo se muestran los motivos conservados, BH: 

dominio de homología a Bcl-2 y TM: domio de transmembraba. 

 

Una característica importante de los miembros de esta familia es su capacidad de 

formar homo- y heterodímeros, lo que sugiere una competencia neutralizante entre 

ambos subtipos. Hay evidencias que sugieren que la heterodimerización no es requerida 

para las funciones anti-apoptóticas de esta familia25, mientras que es esencial para las 

actividades pro-apoptóticas a través de las interacciones entre los dominios BH326. 

Otra característica de algunos de los miembros de esta familia como Bcl-xl, Bcl-

2 y Bax corresponde a su habilidad de formar canales en bicapas lipídicas in vitro. 

Asimismo se vio que los canales creados por Bax y Bcl-2 tienen distintas características 

incluída la selectividad de algunos iones. 

Los miembros pro- y anti-apoptóticos de esta familia se localizan en 

compartimentos sub-celulares distintos en ausencia de una señal de muerte. Los 

miembros anti-apoptóticos son inicialmente proteínas integrales de membrana que se 

encuentran en mitocondria, retículo endoplasmático o membrana nuclear, mientras que 

algunos de los miembros pro-apoptóticos se encuentran en el citoplasma o en el 

citoesqueleto. Luego de una señal de muerte, los miembros pro-apoptóticos que han 

sido analizados hasta el momento sufren un cambio conformacional que les permite 

llegar e integrarse en las membranas, especialmente en la membrana externa de la 

mitocondria8. 

 
 
Bcl-2, Bcl-xl, Mcl-1 
 
Bcl-w, A-1 
 
 
 
Bax, Bak, Bok 
 
 
Bcl-xs 
 
Bik, Hrk, Bim, Blk 
 
 
Bid, Bad 

Familia Bcl-2 
Anti-apoptóticos 

Pro-apoptóticos 



Introducción 11 

Existen varios mecanismos posibles de acción para los distintos miembros de 

esta familia:  

1) La relación de los miembros pro- y anti-apoptóticos es muy importante para 

determinar la suceptibilidad de una célula a sufrir apoptosis, por ejemplo la relación de 

Bcl-2/Bax varía durante el desarrollo de distintos linajes celulares. 

2) Hay evidencias que muestran que los miembros anti-apoptóticos de esta 

familia están involucrados en la mantención de la integridad de las organelas. Por 

ejemplo, Bcl-2 directa o indirectamente previene la liberación de citocromo c de la 

mitocondria el cual, junto a ATP, pueden facilitar el cambio estructural de Apaf-1 lo 

que a su vez permite el reclutamiento de pro-caspasa 9 y su activación27, 28 (Figura 6). 

3) Asimismo existen evidencias bioquímicas que sugieren que los miembros 

anti-apoptóticos podrían funcionar inhibiendo directamente la habilidad de ciertas 

moléculas de activar caspasas. Por ejemplo, Bcl-xL puede inhibir la asociación de Apaf-

1 con la pro-caspasa 9 y de esta manera impedir la activación de esta caspasa29. Por otro 

lado una señal de muerte puede provocar la interacción de un miembro de la familia 

BH3 o de un miembro de la familia Bax con Bcl-xL, impidiendo entonces la 

neutralización de Apaf-130 31. 

4) Si bien la mayoría de las proteínas pro-apoptóticas antagonizan directamente 

con las proteínas anti-apoptóticas, el grupo de proteínas Bax puede provocar la muerte 

independientemente de la activación de caspasas a través del daño de organelas, siendo 

la mitocondria un blanco posible. Esto probablemente esté mediado por su capacidad 

formadora de poros, los cuales podrían alterar la permeabilidad mitocondrial32, 33.  

La familia de proteínas Bcl-2 es regulada por citoquinas, por señales de muerte y 

por señales de sobrevida a distintos niveles. Varios genes anti-apoptóticos son inducidos 

transcripcionalmente por ciertas citoquinas34. Sin embargo se ha observado que las 

señales de sobrevida inducidas por citoquinas involucran una regulación post-

traduccional. La fosforilación de los miembros anti-apoptóticos, puede aumentar o 

inhibir su actividad. La activación sostenida de quinasas, algunas de las cuales se 

describen más adelante, luego de la activación de caspasas se ha relacionado con 

apoptosis, y la fosforilación de los miembros de la familia de Bcl-2 podrían ser sus 

blancos35. Sin embargo, la mayoría de los eventos de fosforilación parecen ser 

inactivantes y entonces promovedores de la muerte celular. 

 

 



Introducción 12 

1.4. Proteína supresora de tumor 

 

La proteína supresora de tumor p53, es un factor de transcripción que  es 

activado en respuesta a daño en el ADN, estrés celular, radiación gamma y fármacos 

genotóxicos 36. Este daño es detectado por proteínas que se encuentran en  los puntos de 

chequeo Chk1 y 2, y que fosforilan a p53 activando su translocación al núcleo. El 

aumento en los niveles de p53 conduce a la inducción en la transcripción de otros genes 

como p21/WAF1/Cip1, un inhibidor de proteínas quinasas reguladas por ciclinas, 

inhibiendo la fase S del ciclo celular y el gen 14.3.3. La célula frena el ciclo celular en 

G1, de esta manera puede parar la replicación del genoma potencialmente dañado, si la 

célula no puede reparar el daño, p53 induce la muerte celular, aumentando la síntesis de 

Noxa, puma y Apaf-1 y disminuyendo la de Bcl-2 y Map4, produciendo la liberación de 

Bax desde la mitocondria 7. En células normales la concentración de p53 es baja, porque 

se encuentra altamente regulada por MDM2, que es capaz de ubiquitinarlo para la 

degradación vía proteosoma 37. Un mal funcionamiento o mutación de p53 puede 

promover el desarrollo de tumores al permitir la proliferación de células que no han 

completado la reparación del ADN. Hoy en día sabemos que muchos tumores presentan 

algún tipo de mutación en p5338.  

 

1.5. Apoptosis desencadenada por señales internas: vía intrínseca o 

mitocondrial 

 

En la apoptosis inducida por señales intrínsecas o apoptosis inducida por estrés, 

la mitocondria juega un rol central en la integración y propagación de señales de muerte 

originadas en el interior celular, como daño en el ADN, estrés oxidativo, o drogas 

quimioterapéuticas39, 40 (Tabla 3). Los mecanismos de lesión mitocondrial en respuesta 

a diferentes situaciones de estrés es un tema que se encuentra en debate, se inicia con la 

despolarización de la membrana mitocondrial (∆Ψm) y la formación de poros que 

permiten la salida de moléculas menores a 1,5 kDa41. Sin embargo, la activación de 

Bax, mediada por p53, parece que en la actualidad está ganando adeptos, y puede servir 

como paradigma para explicar la alteración mitocondrial activada por estrés. Se ha 

demostrado que Bax se asocia con el complejo de poro mitocondrial de permeabilidad 

transitoria (MPTPC), que se forma por el transportador de adenín nucleótido (ANT), el 

canal aniónico mitocondrial dependiente de voltaje (VACN) y la ciclofilina D. El poro 
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MPTPC participa en la regulación del calcio, el pH, el potencial de la membrana (∆Ψm) 

y del volumen mitocondrial, funcionando como un canal aniónico. Se ha demostrado 

que la proteína pro-apoptótica Bax puede inducir la apertura del poro al formar un 

complejo con ANT que se localiza en la membrana interna mitocondrial41, 42. La 

apertura del poro trae consigo un descenso en ∆Ψm y la salida de factores apoptóticos 

entre los que se incluye: al citocromo c, que desencadena la activación de las caspasas; 

smac/diablo, que bloquea la acción de las proteínas inactivadotas de la apoptosis (IAP) 

y el factor inductor de la apoptosis (AIF) que estimula la apoptosis a nivel nuclear 

independientemente de las caspasas3, 43 (Figura 2). 

 

1.6.1. Estrés oxidativo 

 

Existen suficientes evidencias dónde el estrés oxidativo juega un rol importante 

en la inducción de la apoptosis. Los sistemas biológicos continuamente están expuestos 

a oxidantes, generados endogenamente por reacciones metabólicas (por ej. Generados 

por la cadena respiratoria en la mitocondria o durante la activación de fagocitos), o 

exógenamente, como la contaminación ambiental. 

Especies reactivas del oxígeno (ROS) como el anión superóxido (O2
-) o el 

radical oxidrilo (.OH) son especies muy inestables con electrones desapareados, capaces 

de iniciar la oxidación. ROS causa la oxidación de proteínas, ADN, lípidos que pueden 

causar daño pulmonar o inducir una variedad de respuesta celular, a través de la 

generación de metabolitos secundarios de las especies reactivas 44. 

Las especies reactivas del oxigeno están implicadas en varias patologías en 

enfermedades humanas. Hay evidencias que sugieren que una concentración moderada 

de ciertas formas de ROS como el H2O2 actúan como mensajeros en la traducción de 

señales45. ROS puede alterar la remodelación de la matriz extracelular, los glóbulos 

rojos, estimular la secreción mucosa, causar la apoptosis y regular la proliferación 

celular.  

O2
- y H2O2 son producidos por un amplio número de células del sistema inmune. 

En cambio, otros tipos celulares, como del músculo liso, condorcitos y fibroblastos 

producen bajas cantidades de éstas moléculas. Este mecanismo oxidativo cumple un rol 

importante en la traducción de señales relacionadas con los factores de trascripción NF-

κB y AP-1. También se conoce que el estrés oxidativo y el estado redox de las células 

pueden modificar el remodelamiento de la cromatina, acetilando o des-acetilando las 
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histonas conducidas por la expresión de genes mediadores pro-inflamatorios. Una 

concentración alta de radicales libres, activa endonucleasas y contribuye a la 

apoptosis46.  

NF-κB y AP-1, están regulados por el estado redox intracelular y están 

implicados en inducir la expresión de genes mediadores de la inflamación47, siendo AP-

1 un importante mediador de la progresión tumoral. Varios proto-oncogenes son 

activados transcripcionalmente por un aumento en la oxidación celular. Por ejemplo, se 

expusieron células normales y transformadas a UV o H2O2 y se vió aumentada la 

expresión de jun-B, jun-D, c-fos y fos-B48. 

El H2O2 cumple un rol como segundo mensajero en la transducción de señales 

desde la mitocondria al núcleo, activando genes como TGF-β1 y PDGF en células 

humanas49. 

ROS induce la expresión de genes asociados a la reparación del ADN, pudiendo 

ocurrir sin que haya daño en el ADN. La respuesta celular derivada de estímulos por 

ROS o especies reactivas de nitrógeno, pueden dividirse en cinco categorías: 1- 

modulación de citoquinas, factores de crecimiento, secreción y acción de hormonas; 2- 

transporte de inones; 3- transcripción; 4- neuromodulación y 5- apoptosis50.  

La activación de la respuesta antioxidante es mediada parcialmente por NF-κB y 

se ha encontrado que es uno de los factores involucrados en la regulación 

transcripcional de SOD-2 y γ-glutamilcisteina sintetasa. ROS activa a NF-κB causando 

la liberación de la subunidad inhibitoria IκB del complejo, por ejemplo el H2O2, la luz 

UV y la radiación ionizante estimulan la degradación de IκB. El H2O2 activa a la IKK, 

mediante la fosforilación de los residuos de serina51. Nuevos datos demuestran un 

mecanismo adicional aumentando la actividad de NF-κB por medio de la fosforilación 

de p65/RelA por varias quinasas52. En cambio los antioxidantes disminuyen la actividad 

y tanslocación de NF-κB al núcleo53. 

ROS, además de aumentar la actividad de NF-κB, también modula la activación 

de las MAPKs y la vía de esfingomielinasa-ceramida, que aumenta la transcripción de 

genes que regulan la respuesta pro-inflamatoria, pro-apoptótica y anti-proliferativa54.  

El H2O2 dependiendo de las concentraciones usadas, los tiempos y del tipo 

celular puede inducir estímulos de supervivencia, apoptosis o necrosis. Concentraciones 

bajas activan la vía de Akt y NF-kB que son factores anti-apoptóticos. En células 

HEK293 concentraciones en el orden del mM inducen apoptosis activando caspasa 9 y 
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3, como el clivado de PARP, concentraciones mayores de H2O2 pueden inducir 

necrosis55-59. 

 

1.6. Apoptosis independiente de caspasas (AIF) 

 

Recientemente se ha clonado una flavoproteína mitocondrial de 67-kDa que 

posee actividad dependiente de FAD oxidoreductasa, y se encuentra anclada en el 

espacio intermembrana de la mitocondria, denominada factor inductor de la apoptosis 

(AIF)60. Fue la primer proteína identificada en la muerte celular independiente de 

caspasas43.  

La ausencia de AIF causa neurodegeneración, ceguera61, atrofia muscular y 

cadiomiopatía dilatada debido a defectos en la mitocondria en los complejos  I y III, 

aumentando la generación de ROS y la sensibilidad a la apoptosis62. Ante un estímulo, 

AIF cliva su péptido amino terminal adquierendo un peso molecular  de 57kDa y se 

transloca al núcleo43 (Figura 2). 

Aparentemente, la salida de AIF de mitocondria es anterior a la de citocromo c y 

requiere de la activación de la poli-ADP-ribosa-polimerasa (PARP-1), una enzima 

nuclear que responde al daño a ADN y facilita su reparación63. En condiciones in vitro y 

en núcleos purificados  AIF provoca la condensación de la cromatina y la ruptura del 

ADN en fragmentos aproximadamente de 50kb, de manera independiente a caspasa64. 

Este año se encontró que AIF recombinante se puede unir directamente al ADN y ARN, 

teniendo preferencia por las simples cadenas, promoviendo la condensación de la 

cromatina65. 

Fue descripta que existe una interacción directa entre AIF y Hsp70. Por otro 

lado, esta chaperona tiene la capacidad de antagonizar el efecto pro-apoptótico de AIF66.  

En el 2006 se encontró una nueva isoforma corta de AIF, denominada AIFsh 

(short), la cual pierde la fracción N-terminal, pero no su capacidad apoptótica de clivar 

el ADN en fragmentos largos. Por lo tanto, al carecer de la señal de localización 

mitocondrial, se encuentra en el citoplasma y su acción no se encuentra regulada por la 

familia Bcl-2. En experimentos in vitro Hsp70 falla en inhibir el efecto apoptogénico de 

AIFsh. También se encontró esta isoforma fuertemente regulada negativamente en 

células tumorales derivadas de riñón, vulva, piel, tiroides y páncreas. Esto estaría 

indicando un rol potencial de AIF en cáncer67. 
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1.7. Disparadores de la vía extrínseca  

 

1.7.1. Receptores de muerte 

 

Los mamíferos han evolucionado otro tipo de mecanismo que le permite al 

organismo dirigir a una sola célula a su propia destrucción. Este tipo de apoptosis 

“instructiva” es muy importante especialmente en el sistema inmune. Los receptores de 

muerte, localizados en la superficie celular son los encargados de transmitir las señales 

apoptóticas iniciadas por la unión con sus ligandos específicos. Estos detectan la 

presencia de señales extracelulares de muerte y en respuesta, activan rápidamente la 

maquinaria apoptótica ocasionando la muerte específica de la célula dentro de horas. 

Estos receptores pertenecen a la superfamilia de receptores de TNF, por lo tanto 

poseen dominios extracelulares ricos en cisteínas68. Así mismo poseen secuencias 

citoplasmáticas idénticas llamadas dominios de muerte (DD) (Figura 4). 

Los receptores de muerte mejor caracterizados son CD95 (también llamado Fas 

o Apo 1)69 y TNFR1 (también llamado p55)68. Otros receptores de muerte son CAR170; 

DR3 (receptor de muerte 3) también llamado Apo3, WSL-1, TRAMP, o LARD71 ; los 

pertenecientes a la familia de TRAIL como DR472 y DR573. El receptor del factor de 

crecimiento nervioso (NGFR) también contiene un dominio de muerte 74. Los ligandos 

que activan a estos receptores con excepción de NGFR, son moléculas estructuralmente 

relacionadas que pertenecen a la superfamilia de TNF. El ligando CD95 (CD95L) se 

une al CD95; TNF y la linfotoxina α se unen al TNFR1; el ligando Apo3 se une al DR3; 

el ligando Apo2 se une a DR4 y DR5. 

Un aspecto importante a considerar en estas cascadas, es que pocas células son 

sensibles naturalmente a la muerte inducida por estas vías. En el caso particular del 

TNF-α por ejemplo, si bien fue descubierto por su capacidad de inducir necrosis en 

tumores sólidos de ratón75, casi ningún tipo celular es sensible a la apoptosis por TNF-α 

(con excepción la de la línea celular de ratón L-929 y WEHI que constituyen un blanco 

de acción para esta citoquina y se usan en ensayos de titulación) a menos que se inhiba 

la actividad de NF-κB75-79. 

Por esta razón, en general para el estudio de estas cascadas suelen emplearse 

distintos agentes sensibilizadores como la actinomicina D, la cicloheximida, 

sulfazalacina o flavopiridol.  
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Figura 4. Receptores de muerte. Ashkenazi, A. and Dixit, V., 199819. 

 

La actinomicina D y la cicloheximida, como antibióticos inhibidores de la 

transcripción y la traducción respectivamente actuarían inhibiendo la expresión de genes 

anti-apoptóticos75. Muchos de estos genes son controlados por NF-κB, cuya actividad 

puede ser inhibida por sulfazalacina, que es un inhibidor específico de la IKK80, 81. 

 

En cuanto al Flavopiridol (FP) que fue utilizado en este trabajo de tesis como un 

agente sensibilizador de la apoptosis combinado con la citoquina TRAIL (que luego 

detallamos) en células leucémicas, es un flavonioide sintético que inhibe las ciclinas 

dependiente de quinasas (CDKs). Los anillos aromáticos del inhibidor  se unen al 

bolsillo de unión a adenina de las CDKs y el grupo fenol es capaz de inhibir el contacto 

con la enzima,  compitiendo por el sitio activo de unión a ATP de estas quinasas 82 

(Figura 5).  

Consistente con esta acción, FP arresta al ciclo celular en G1 y G2. Por esta 

cualidad suprime el crecimiento tumoral de  carcinoma de mama, carcinoma de pulmón, 

de leucemia crónica de células B y linfomas, múltiples mielomas y carcinoma de células 

escamosas de cabeza y cuello.83. Actúa como un potente modulador transcripcional 

inhibiendo a CDK-7 y CDK-9, las cuales son responsables de fosforilar el dominio 
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carboxiterminal de la RNA polimerasa II 84. FP puede arrestar el ciclo celular por tres 

diferentes mecanismos: primero, por la inhibición directa de las CDKs; segundo, por 

prevenir la fosforilación necesaria en la treonina 160 de las CDKs, inhibiendo a CDK7 

y finalmente por disminuir la expresión de ciclina D1 y ciclina D3, cofactores 

importantes para la activación de CDK4 y CDK6 y la progresión del ciclo celular 

(Figura 5). 

 

 
 

Figura 5. Estructura molecular y mecanismos de arresto en G1/S por Flapiridol. 

 

 

El FP también tiene la capacidad de unirse directamente al ADN, inhibiendo la 

síntesis de ARN y aumentando los niveles de p53. De este modo el FP estaría actuando 

como un intercalante del ADN y podría ser una de las explicaciones de porque esta 

droga puede matar células tumorales no cíclicas85, 86. 

Se ha descripto a FP como un agente antitumoral debido a que induce arresto en 

el ciclo celular y apoptosis en varias células tumorales87. Ha sido demostrado que FP 

aumenta la actividad de otros agentes supresores del crecimiento, como TNF, 

doxorubicina y etopósido88. 

El mecanismo por el cual FP induce apoptosis no ha sido del todo esclarecido. 

En los últimos años se observó que FP suprimía la expresión de genes como Bcl-2, Mcl-

1, ciclina D1 y el factor vascular endotelial. La letalidad en células leucémicas humanas 

mediada por FP, esta asociado con una disminución de la expresión de ciertas proteínas 
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anti-apoptóticas, como Mcl-1 y XIAP89. Todos estos genes se sabe que están regulados 

por NF-κB. Ha sido demostrado que FP suprime la inflamación y regula el sistema 

inmune90, acorde con ésto, recientemente se ha descripto que FP inhibe la activación de 

NF-κB inducida por distintos agentes como H2O2, ácido okadaico, agentes inflamatorios 

como TNF, PMA y carcinógenos. Esto lo hace a través de la inhibición de la quinasa 

IκBα y la fosforilación de p6591. 

 

Trabajos en células de leucémia crónica mieloide (K562), muestran que el FP no 

induce apoptosis, pero como se explicó anteriormente, en general se usa combinándolo 

con otras drogas o citoquinas que disparan apoptosis por las vías clásicas de 

activación92, 93. 

 

1.7.1.1. TRAIL 

 

Usando bases de datos de secuencias conservadas contenidas en varios 

miembros de la familia TNF, fue identificado el ligando TRAIL o Apo-2 94.  TRAIL es 

una proteína de membrana tipo II, la cual posee una porción amino-terminal intracelular 

y una porción  carboxi-terminal extracelular. Es clivado por cistein proteasas de la 

membrana, generando un ligando soluble a partir de monocitos y neutrófilos activados.  

El domino extracelular es muy similar al de Fas ligando (28%) y al de  TNF-α  (23%). 

Su mayor función es inducir apoptosis y activar la transcripción de NF-κB. 

Se observó que TRAIL induce muerte celular solo en células tumorales o 

transformadas, pero no en células normales, contrario a los otros miembros de la familia 

TNF, cuya expresión es poco regulada y transientemente expresado en células 

activadas. Este hallazgo parecía ser la solución al tratamiento de células tumorales 

versus normales, pero hoy en día es controversial el tratamiento con TRAIL, ya que las 

células hepáticas normales son sensibles a esta citoquina, provocando una potencial 

toxicidad en hepatocitos humanos95. Se ha encontrado que no todas las células 

tumorales son sensibles a TRAIL, por ejemplo varios melanomas, linfomas, carcinomas 

de colon y líneas leucémicas (K562 y HL-60) son resistentes96.  

El ARNm de TRAIL fue detectado en un amplio rango de tejidos, incluyendo 

linfocitos periféricos, bazo, timo, próstata, ovario, intestino delgado, colon y placenta, 

pero no en cerebro, hígado o testículos94. 
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La verdadera función de TRAIL en condiciones fisiológicas normales no está 

todavía muy clara. TRAIL fue unos de los primeros candidatos en la selección negativa 

de timocitos inmaduros y se observó que en ratones mutantes para TRAIL presentan el 

timo agrandando, atribuido a la muerte deficiente por apoptosis de los timocitos. Los 

ratones TRAIL -/-  muestran un aumento en timocitos inmaduros y fallan en inducir la 

apoptosis de las células T activadas tanto in vitro como in vivo, también tienen 

aumentada la susceptibilidad de desarrollar artritis y diabetes97. Estas evidencias no son 

del todo claras, debido a que otro trabajo donde usaron cuatro modelos diferentes  de 

selección negativa en ratones, argumenta que TRAIL no tiene ningún rol en la selección 

temprana de los timocitos98. Nuevas evidencias atribuyen propiedades angiogénicas a 

TRAIL, contrarias a su rol antitumorigénico99. 

 

1.7.1.1.1. En búsqueda del recetor de TRAIL 

 

A principios de 1997, usando la secuencia del dominio de muerte (DD) del 

receptor 1 de TNF (TNF-R1),  se identifico el receptor DR4 (TRAIL-R1). Esta proteína 

de 468 aminoácidos, posee muchas de las características de los receptores de la familia 

de TNF. DR4 pertenece al tipo I de proteínas de membranas, contiene dos dominios 

extracelular ricos en cisterna, el dominio citoplasmático contiene DD similares a TNF-

R1, DR3, Fas y CAR1. Interesantemente, análisis de Northen blot indican que el ARNm 

de DR4 es expresado en los mismos tejidos que el ARNm de TRAIL. Fueron 

encontradas varias mutaciones de DR4 en células tumorales como por ejemplo, un 

polimorfismo en el dominio de unión del ligando de DR4 que está  ligada al la 

incidencia de cáncer de vejiga100 y su expresión al pronóstico favorable de cáncer de 

colon101.  

Luego de la identificación del receptor de DR4, otro grupo descubrió el receptor 

DR5 (TRAIL-R2/KILLER) con 58% de homología a DR4 y a diferencia de este último, 

DR5 presenta dos isoformas derivadas del splicing alternativo: la forma corta 

DR5A/TRICK2A y la larga DR5B/TRICK2B, sin aparente diferencia en la función 73 

(Figura 6).  

La sobre-expresión transiente de DR5 causa muerte celular espontánea debido a 

la agrupación de los dominios de muerte. Ha sido reportado un aumento en la 

regulación de DR5 como respuesta a tratamientos con drogas terapéuticas, que causan 

daño al nivel del ADN102 y la pérdida de funcionalidad de DR5 en cuello, cabeza y 
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carcinomas gástricos, disminuyendo la actividad apoptótica mediada por una 

proliferación descontrolada103. Estas evidencias le confieren a DR5 el rol de regulador 

tumoral. 

La diferencia en la sensibilidad a la citotoxicidad de TRAIL de las células 

tumorales versus células normales, podría deberse a las dos isoformas adicionales de 

receptores, DcR1 (TRID/TRAIL-R3) y DcR2 (TRAIL-R4)104, 105. Estos receptores 

poseen una alta homología con DR4 y DR5 en el dominio extracelular, pero en el 

dominio intracelular son muy diferentes. DcR2 contiene una porción truncada del 

dominio de muerte y luego de unirse al ligando no puede inducir apoptosis. DcR1 no 

posee el dominio citoplasmático de muerte, por lo tanto al unirse el ligando no puede 

inducir muerte celular106 (Figura 6). Análisis de ARNm demostraron que el número de 

tejidos que expresan constitutivamente a DcR2 es tan amplio como el  de DR4 y DR5, 

pero el rango de tejidos que expresan DcR1 es más limitado. Se describió un quinto 

receptor osteoprotegerina (OPG), que existe como dímero y es soluble107. 

Recientemente se ha encontrado que este receptor estaría asociado al desarrollo tumoral, 

por unión a TRAIL e inhibición de la apoptosis inducida por este ligando. 

Una alta expresión del OPG endotelial correlaciona con un alto grado del tumor 

y vascularización, confiriéndole un rol en la angiogénesis y progresión tumoral. 

Sorpresivamente, OPG se encuentra ausente en células endoteliales de tumores 

benignos y tejidos normales108. Ratones deficientes de OPG, presentan defectos en 

células B, indicando un rol importante en el desarrollo y maduración de este tipo 

celular109. 

Los cuatro primeros receptores se encontraron expresados en tejido normal 

como tumoral, la gran duda todavía es la diferencia en la sensibilidad tanto entre 

distintos tipos de células tumorales, como en células normales. Una de las primeras 

hipótesis planteadas fue que los receptores truncados actuaban como “decodificantes” 

de la señal apoptótica inducida por el ligando TRAIL, y este podría haber sido unos de 

los  mecanismos de resistencia (Figura 6A). De acuerdo con esta hipótesis se 

transfectaron células sensibles a TRAIL con los receptores decodificantes DcR1 o 

DcR2, resultando en una reducción de la muerte celular inducida por TRAIL, y DcR2 

parecía ser más protector que DcR1105. Luego, sorpresivamente análisis de Northen blot 

de varias líneas celulares revelaron que la expresión de los receptores decodificantes no 

coincidía con la sensibilidad o resistencia celular a la apoptosis inducida por TRAIL110. 

Una segunda hipótesis es que los receptores decodificantes son capaces de formar 
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complejos con DR4 y DR5, anulando la formación del complejo de señalización 

inductor de muerte (DISC) y siendo ineficiente en inducir la apoptosis (Figura 6B). 

 

 

 
 

Figura 6. Receptores TRAIL, modelo de los receptors “decodificantes”. (A) Teoría de 

competencia por el ligando por los receptores DcR1/2 y DR4/5. (B) Formación de los receptores mixtos 

entre DcR y DRs, bloquea la inducción de apoptosis. (C)  La activación de NF-κB por DcR2  podría 

inducir señales anti-apotóticas; la señalización de NF-κB a través de los receptores de muerte  podría 

regular positivamente DcR1. Kimberley, F., et al. 2004111. 
 

 

 

 

Algunas evidencias muestran que como DcR2 no puede inducir apoptosis, éste 

podría activar a NF-κB, aumentando la trascripción de genes anti-apoptóticos y de esta 

forma antagonizar la muerte celular105(Figura 6C). 
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Otra hipótesis planteada en 1997 y que sigue vigente, es una expresión 

diferencial de las proteínas intracelulares inhibitorias de la apoptosis. La activación del 

proceso apoptótico requiere de la unión al receptor de la proteína asociada al dominio de 

muerte Fas (FADD) o de la proteína asociada al dominio de muerte de TNF-R1 

(TRADD) y de la proteína de interacción con el receptor (RIP), para luego activar a la 

caspasa 8 e inducir la activación del resto de la cascada apoptótica72(Figura 7).  

Cuando se examinaron los niveles de los inhibidores de la apoptosis, se encontró 

que los melanomas resistentes a TRAIL contenían altos niveles de la proteína 

inhibitoria semejante a FLICE (FLIP). Los niveles de FLIP bajan cuando se crecen las 

células con Actinomicina D y se vuelven mas sensibles a TRAIL96. FLIP podría ser una 

de las móleculas que protegen a las células de la citoquina TRAIL. También se observó 

que células deficientes en FADD son resistentes a la apoptosis inducida por TRAIL. 

Ensayos de inmunoprecipitación de los componentes endógenos del DISC, en distintas 

líneas celulares, mostraron que FADD/caspasa 8 son reclutados por DR4 y DR5 en 

células que pierden la resistencia a la apoptosis inducida por TRAIL112(Figura 7). 

Ha sido demostrado que TRAIL es capaz de activar JNK vía MEKK, de manera 

caspasa-dependiente e independiente113. La inducción de JNK amplifica el efecto 

apoptótico de TRAIL, a través de la vía intrínseca. Hay evidencias de que la activación 

de JNK es iniciada por DR5 y no DR4 y está es la única evidencia que diferencia la 

capacidad de señalización entre los receptores con dominio de muerte114(Figura 7).  

El tratamiento de tumores es mucho más efectivo al combinar TRAIL y un 

agente que cause daño al ADN. Tal como se señaló anteriormente, uno de los agentes 

sensibilizadores utilizados como intercalante del ADN, entre  sus otras funciones, es el 

FP. Las células K562 son resistentes a la apoptosis inducida por FP o TRAIL, pero  se 

observó al igual que en otras líneas leucémicas como U932 y Jurkat, cuando se 

combinan ambos estímulos hay un aumento en la sensibilidad a la apoptosis inducida 

por ambas vías92. 
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Figura 7. Señalización vía receptores DR4 y DR5. 
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VIAS DE LAS MAPK Y AKT 

 

Existen muchas vías sensibles a la activación por H2O2 y por citoquinas 

inflamatorias, relacionada con la apoptosis y proliferación celular. Varios de estos 

procesos en la célula son mediados directa o indirectamente por las MAPKs115. Algunas 

de ellas están directamente relacionadas con la proliferación y supervivencia, mientras 

que otras se las asocia a señales pro-apoptóticas, como por ejemplo el H2O2 activa 

rápidamente a ERK2, mientras que activa moderadamente los niveles de p38 y JNK54, 

59. En cambio la citoquina TRAIL induce la rápida activación de JNK, amplificando la 

apoptosis vía mitocondrial113. A continuación detallamos las cascadas de MAPK, cuya 

activación varía dependiendo del tipo celular y su entorno. 

 

 

2. CASCADA DE SEÑALES MEDIADA POR PROTEÍNAS QUINASAS 

ACTIVADAS POR MITÓGENOS (MAPK) 

 

Las MAPKs son proteínas quinasas activadas por mitógenos que están 

involucradas en la transmisión intracelular de señales extracelulares. Las MAPK se 

activan por fosforilación dual de residuos de treonina y tirosina, los cuales se encuentran 

separados por un residuo, formando el motivo TXY, donde X representa distintos 

aminoácidos. La identidad del aminoácido ubicado entre la treonina y tirosina define las 

distintas subfamilias de MAPKs116. La familia de MAPKs está formada por 4 

subfamilias: la familia de la proteínas quinasas activadas por señales extracelulares 

(Erk1 y Erk2)117. Ambas proteínas quinasas se activan por fosforilación del motivo 

consenso treonina-glutámico-tirosina (TEY) y por ser la primera subfamilia 

caracterizada es frecuentemente referida con el nombre de la gran familia (MAPKs)118. 

Estas proteínas se activan fuertemente por factores de crecimiento del tipo EGF (Factor 

de crecimiento epidérmico) o PDGF (Factor de crecimiento derivado de plaquetas); el 

segundo subgrupo de MAPKs corresponde a la familia de las proteínas quinasas 

capaces de fosforilar en forma específica el factor de transcripción c-jun es por eso que 

recibió el nombre de Jun-quinasa o JNK (quinasa N-terminal de c-Jun)119. Todas las 

JNKs son activadas por fosforilación dual de residuos de treonina-prolina-tirosina 

(TPY); el tercer subgrupo de MAPKs corresponde a la familia de proteínas quinasas 

p38 que resultaron ser homólogas de la MAPK de levaduras HOG-1120, 121. Estas 
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proteínas se activan por fosforilación dual de residuos treonina y tirosina en su motivo 

consenso treonina-glicina-tirosina (TGY). Las proteínas JNK y p38 son activadas 

principalmente por citoquinas proinflamatorias (como IL-1, TNF-α, TRAIL) y por 

señales de estrés como estrés osmótico, H2O2, inhibidores de la síntesis proteica 

(cicloheximida o anisomicina), y factores que dañan el ADN como la radiación y la luz 

UV. Es por eso que estos dos últimos subgrupos de MAPKs se los engloba bajo el 

nombre de SAPKs (Proteínas quinasas activadas por estrés)122. El último subgrupo de 

MAPKs corresponde a la familia de Erk5 la cual está siendo intensamente estudiada123. 

Más recientemente se han identificado otras dos MAPKs nuevas llamadas Erk7 y 

Erk8124, 125. 

Cada familia está regulada por tres cascadas de proteínas análogas que se activan 

secuencialmente unas a otras por fosforilación dual de residuos de treonina y tirosina. 

La activación de estas proteínas es iniciada tanto por pequeñas proteínas que se unen a 

GTP o por proteínas adaptadoras, las cuales transmiten la señal directa o indirectamente 

a una MAPK quinasa quinasa (MAPKKK). Luego, la señal es transmitida hacia abajo 

en la cascada por enzimas que se encuentran en la siguiente hilera, las cuales se conocen 

como MAPK quinasa (MAPKK) y finalmente la señal es transmitida a las MAPK las 

cuales al activarse son capaces de fosforilar a sus sustratos específicos (Figura 8).  

 

ESTÍMULOESTÍMULO
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Figura 8. Esquema de las cascadas de transducción de señales de la familia de proteínas MAPKs 

y AKT e inhibidores de las vía p38 y AKT utilizados en esta tesis. 
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Las MAPKs fosforilan a sus sustratos en residuos de serinas o treoninas 

presentes exclusivamente en motivos Ser-Pro o Thr-Pro117, 119. Entre los sustratos de las 

MAPKs se encuentran otras proteínas quinasas, fosfolipasas, factores de transcripción y 

proteínas del citoesqueleto. La fosforilación específica dada por las MAPKs sobre sus 

sustratos les permite regular una gran variedad de eventos celulares que incluyen 

proliferación, diferenciación, desarrollo, apoptosis y la respuesta a estrés. 
 

2.1. Familia de proteínas Erk1/2 

 

Erk1 (p42) y Erk 2 (p44) se expresan en distintos tipos celulares y están 

involucradas en la regulación de la meiosis, mitosis y las funciones post-mitóticas117, 126. 

También se vio que estas proteínas están involucradas en el aprendizaje y memoria del 

sistema nervioso central. Como se mencionó anteriormente muchos estímulos distintos 

son capaces de activar a Erk1 y Erk2 entre los que se encuentran factores de 

crecimiento, citoquinas, infeccones virales, ligandos que se unen a receptores acoplados 

a proteínas G heterotriméricas, agentes transformantes y carcinógenos. 

La cascada de activación “clásica” de Erk1 y Erk2 está compuesta por una 

pequeña proteína G y tres quinasas sucesivas: Ras-Raf-MEK-Erk1/2127. 

Erk juega un rol crítico en la supervivencia celular luego de un daño 

oxidativo128. Tratamientos oxidativos como el H2O2, rápidamente activa a Raf-1, que 

fosforila a MKK/MEK. Interesantemente MEK1 es activada por H2O2 y no MEK2, 

sugiriendo que solo MEK1 es sensible al estrés oxidativo129. Aunque el rol de esta 

quinasa es controversial y depende del tipo celular, distintos trabajos en células 

HEK293 observan que una activación sostenida de Erk activa caspasa 8 e induce 

apoptosis130, y en células renales (OK) se observó que el H2O2 induce apoptosis 

activando Erk  y caspasa 3131. 

Erk también es capaz de fosforilar los coactivadores de la familia p160, 

aumentando su actividad  transcripcional y en este caso estaría contribuyendo a la 

supervivencia celular132. 

 

2.2. Familia de proteínas JNKs 

 

Las JNKs de mamíferos conocidas hasta el momento son codificadas por tres 

genes, jnk1, jnk2, y jnk3, los cuales dan lugar a productos proteicos de 46 y 54 kDa por 
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splicing alternatvo. Como se mencionó anteriormente las proteínas JNKs son capaces de 

fosforilar específicamente el factor de transcripción c-jun el cual forma parte del 

complejo de transcripción AP-1133. La regulación del camino de transducción de señales 

que activa a JNK es extremadamente complicada y se encuentra influenciada por 

muchas MAPKKK distintas. Hasta el momento se encontraron 13 MAPKKK que 

pueden regular a las JNKs134. Esta diversidad de MAPKKK permite que una gran 

variedad de estímulos activen a esta quinasa. Las JNKs están involucradas en la 

regulación de la apoptosis y la respuesta inflamatoria135.  

En trabajos con células Jurkat se encontró una correlación entre la activación 

persistente de JNK y el daño al ADN luego de una fuerte radiaciónγ136, 137. Se observó 

que varios estímulos que inducen apoptosis como el H2O2 y TRAIL activan a JNK en 

distintos tipos celulares113, 138. Estos últimos datos contribuyeron con la hipótesis de 

JNK como una potencial molécula mediadora de señales apoptóticas. 

  

2.3. Familia de proteínas p38  

 

La familia de proteínas quinasa p38 está compuesta por cuatro isoformas de la 

proteína p38: p38α, p38β, p38γ (Erk6), y p38δ (también conocidas como SAPK2a, 2b, 

3 y 4 respectivamente). Las cuatros isoformas comparten entre un 60-70 % de identidad 

en sus secuencias aminoacídicas.139 Todas las isoformas son fosforiladas y activadas 

fuertemente por la MAPKK, MKK6 in vitro. Otras MAPKK muestran una especificidad 

más restricta, por ejemplo MKK3 activa p38α, p38γ, y p38δ, mientras que MKK4 sólo 

activa p38α.  La isoformas α y β se encuentran expresadas en la mayoría de los tejidos, 

mientras que las isoformas γ y δ, tienen una expresión mucho mas limitadas. La 

isoformas α y β pueden inhibirse con SB203580 y SB202190 respectivamente140(Figura 

8). 

Dentro de los sustratos de esta quinasa se encuentran factores de transcripción y 

proteínas quinasas. Hay por lo menos seis proteínas quinasas que pueden ser reguladas 

por p38. Dentro de este grupo se encuentran: MAPKAPK2 (proteína quinasa 2 activada 

por MAP); MAPKAPK3; MNK1 (quinasa 1 de interacción con MAPK); MNK2; PRAK 

y MSK (proteína quinasa activada por mitógenos o estrés). 

La p38 quinasa está involucrada en la regulación de diversos procesos celulares 

como, apoptosis, regulación de la respuesta inmune en particular durante la inflamación, 
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y se encuentra mayormente asociada a la proliferación, diferenciación y supervivencia 

en distintos tipos celulares de vertebrados141, 142. También se encuentra relacionada con 

la activación de NF-κB, algunas evidencias muestran que TNF-α requiere de la 

actividad de p38 para inducir la transactivación de NF-κB76, 143. 

En células HEK293 se describió que el shock osmótico y el arsénito inducen una 

fuerte activación de p38, pero no de NF-κB, en cambio el H2O2 es capaz de activar 

moderadamente a p38 y fuertemente a NF-κB, estos resultados indicarían que ambas 

moléculas son activadas por vías independientes y convergen en el núcleo, dependiendo 

el estímulo144. 

 

2.4. Localización subcelular de MAPKs 

 

Las MAPKs se localizan predominantemente en el citoplasma en células 

quiescentes. Sin embargo, la estimulación de las células con distintas señales provoca 

un aumento de estas proteínas en el núcleo. Esto se ha observado para Erk 1/2  y 

JNK145. Tanto, proteínas nucleares como citoplasmáticas son blanco de acción de las 

MAPKs. Estos datos apoyan la teoría de que las MAPKs pueden translocar al núcleo y 

que esta translocación estaría vinculada a su estado de activación. Hay evidencias que 

muestran que Erk1/2 es capaz de translocar al núcleo en forma de dímero y que el 

dímero fosforilado en treonina y tirosina constituiría la forma activa146. 

Por otro lado nuevas evidencias muestran que la proteína MAPKAPK2 un 

sustrato de p38α se localiza primariamente en el núcleo pero luego de una señal de 

estrés es capaz de translocar al citoplasma. Esta translocación permite el pasaje de p38α 

al citoplasma y su permanecia en este compartimento celular está mediada por la 

interacción con MAPKAPK2 que actuaría también como proteína de anclaje de la 

misma en este caso147. 

 

 

3. VÍA DE SEÑALIZACIÓN PI3K Y ACTIVACIÓN DE AKT 

 

Muchas rutas de transducción de señales convergen o regulan la enzima PI3-

quinasa. Diferentes estímulos como la activación de receptores del tipo tirosina quinasa, 

la activación de receptores con siete dominios transmembrana acoplados a proteínas G y 
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la activación de la proteína Ras pueden ser reclutadas en membrana y activar a PI3-

quinasa. Una vez activa, esta enzima cataliza la fosforilación en la posición 3’-OH de 

los anillos porfirínicos de fosfatidilinositoles (PI) específicos, dando como productos de 

esta reacción fosfatidilinositol 3,4,-bisfosfato y fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato. Estos 

lípidos son potentes efectores reconocidos por proteínas que contienen dominios PH 

(dominios homólogos a pleckstrin), como es el caso del enzima serina/treonina quinasa 

PKB/Akt 148. El dominio PH de Akt recluta a este enzima en la membrana mediante el 

reconocimiento de lípidos inositoles generados por la activación de PI3-quinasa. Este 

cambio de localización celular, permite que Akt sea fosforilado por enzimas de la 

familia PDKs (quinasa dependiente de fosfoinositol) en Tre-308 y Ser-473, activando 

de esta manera su actividad catalítica. La enzima Akt activada fosforila los aminoácidos 

serina o treonina de una multitud de proteínas que poseen la secuencia aminoacídica 

consenso RxRxxS/T en su estructura primaria; generando señales de citoprotección149.  

Esta proteína inhibe la apoptosis fosforilando muchas proteínas de la maquinaria 

apoptótica que presentan la secuencia consenso RxRxxS/T, e interacciona directamente 

con Bad,  caspasa 9, y factores de transcripción pertenecientes a la familia Forkhead y  

quinasas como IKK que regula a NF-κB , cada uno de los cuales desempeña una 

función crítica en el control de muerte celular149.  

Varios oncogenes y genes supresores de tumor, son regulados por Akt. Por 

ejemplo Ras y Bcr/Abl, requieren de la activación de Akt para promover la oncogenesis 
150. La sobreexpresión de Akt promueve la oncogénesis. Por ejemplo, Akt2 ha sido 

encontrada amplificada con alta frecuencia en tumores de páncreas, mama y ovario 151. 

Akt promueve la oncogénesis no solo por suprimir la apoptosis bajo ciertas 

circunstancias, también induce progresión del ciclo celular 152. 

 

 

 

El proceso de muerte y supervivencia celular está gobernado finalmente por el 

control de expresión de genes  específicos en el núcleo celular.  Este control lo ejercen 

familias de moléculas como los receptores nucleares y los factores de transcripción, en 

particular NF-κB, a los cuales nos referimos a continuación. 
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4. RECEPTORES NUCLEARES 

 

4.1. Características generales de receptores nucleares 

 

Los receptores nucleares son factores de transcripción inducibles por ligandos 

específicos, presentes en vertebrados, artrópodos y nematodos. Regulan numerosos 

eventos fisiológicos de alta complejidad, que terminan gatillando una serie de 

respuestas durante el desarrollo, controlan el mantenimiento de la homeostasis e 

inducen o inhiben la proliferación, la diferenciación y la muerte celular. Estas proteínas 

juegan un rol crucial en la vida del organismo153.  

Los receptores nucleares son proteínas que regulan la transcripción uniéndose 

selectivamente a secuencias específicas de ADN, mayoritariamente como dímeros, a 

través de dos módulos característicos de dedos de zinc y una región de dimerización que 

determina si se forman homodímeros o heterodímeros. Poseen una función de 

activación (AF) que les confiere el potencial de transactivación a dominios heterólogos 

de unión al ADN.  

Los ligandos específicos que se unen a estas proteínas en los dominios de unión 

del ligando (LBD) tienen la propiedad de inducir la transactivación intrínseca de estas 

moléculas. Entre los ligandos para receptores nucleares se encuentran esteroides, 

retinoides, vitamina D, hormona tiroidea, prostanoides y farnesoides. Debido a que esta 

familia de moléculas contiene receptores intracelulares, se convierten en mediadores 

directos de la acción de hormonas. Si bien algunos receptores se encuentran 

inicialmente en el citoplasma formando complejos con proteínas que actúan como 

chaperonas y subsecuentemente translocan al núcleo luego de la interacción con su 

ligando, algunos de ellos están prelocalizados en el núcleo, presumiblemente unidos al 

ADN154.  

 

4.2. Tres grandes familias 

 

Dentro de esta superfamilia de receptores nucleares se han identificado 

diferentes subfamilias: los receptores de tipo I (“clásicos” o “esteroideos”) incluyen 

aquellos para progesterona (PR), estrógenos (ER), andrógenos (AR), el receptor de 

glucocorticoides (GR) y el receptor de mineralocorticoides (MR); los receptores de tipo 

II incluyen aquellos para la hormona tiroidea (TR), ácidos trans retinoicos (RAR), ácido 
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9-cis retinoico (RXR) y vitamina D3 (VDR); los receptores de tipo III incluyen los 

receptores huérfanos cuyos ligandos aún no han sido caracterizados 155, 156. Los 

receptores de tipo I, en ausencia de ligando, están secuestrados y asociados con 

proteínas de shock térmico y, en este estado, no regulan la tasa de transcripción de sus 

promotores. En cambio, los receptores de tipo II son capaces de unirse al ADN en 

ausencia de ligando y generalmente ejercen un efecto de represión sobre sus 

promotores, un fenómeno conocido como silenciamiento 157. Los receptores de tipo I se 

unen a secuencias palindrómicas, en forma de homodímeros, únicamente en presencia 

de ligando, mientras que los receptores de tipo II se unen constitutivamente a sus 

elementos de respuesta, que contienen repeticiones directas. Además, éstos exhiben 

patrones de dimerización promiscuos y muchos involucran heterodimerizaciones con 

RXR. Ese tipo de interacciones podría modular la gran amplitud de respuestas 

transcripcionales ante un determinado ligando específico158.  

 

4.3. Estructura molecular 

 

La estructura de los receptores nucleares comprende una serie de dominios 

altamente conservados: una función de activación en el extremo aminoterminal 

(dominio A/B o AF-1), un dominio de unión al ADN (LBD o C), una región bisagra (D) 

y un dominio de unión del ligando en el extremo carboxiterminal (LBD o E), donde 

también se encuentra una segunda función de activación (AF-2)159-161. Otras funciones 

fueron propuestas para el LBD, incluyendo la unión del ligando162 , interacción con 

proteínas de choque térmico (hsp)163 y localización nuclear164.  

El proceso de activación por ligando requiere la activación del receptor por la 

hormona, un cambio en la estructura del receptor y una disociación de las hsp, 

translocación al núcleo (en el caso de GR, MR, AR y PR), la dimerización, y la unión 

del receptor a su secuencia específica en el ADN. El proceso por el cual los receptores, 

una vez activados y unidos a sus secuencias específicas, regulan la activación de la 

transcripción, está mucho menos caracterizada.  
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5. FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN NF-κB 

 

El Factor Nuclear kappa B (NF-κB) es un factor de transcripción activable de 

eucariotas, expresado en un amplio número de tejidos, sobre todo de particular 

importancia para las células del sistema inmune. Fue descripto por primera vez en 1986 

como un factor nuclear necesario para la transcripción de la cadena liviana kappa de las 

inmunoglobulinas en células B (de ahí viene su nombre) 165. En células B maduras y en 

plasmocitos, NF-κB está localizado en el núcleo donde se une a una región de 10 pares 

de bases del enhancer intrónico kappa y activa la transcripción. Originalmente se 

pensaba que NF-κB no se producía en otras células que no fueran las células B, dado 

que no podía ser detectado en otras líneas celulares mediante ensayos de cambios de 

movilidad electroforética (EMSA o gel shift), usando el sitio de unión de la cadena 

liviana kappa. Más tarde se descubrió que la habilidad de unirse a estas secuencias 

estaba enmascarada por un inhibidor 166, 167, y ahora se sabe que NF-κB preexiste en el 

citoplasma de la mayoría de las células en su forma inactiva, unido a su molécula 

inhibitoria. Luego de la señal apropiada, NF-κB es liberado de su inhibidor y transloca 

al núcleo donde es capaz de regular la actividad transcripcional de genes específicos168. 

Es de notar que NF-κB es un factor activable que responde a diversas señales, y el 

hecho de que no requiera de síntesis de proteína, permite a la señal ser transmitida 

rápidamente.  

Actualmente es sabido que el factor de transcripción NF-κB regula 

positivamente la expresión de numerosos genes involucrados en respuestas inmune e 

inflamatoria en mamíferos, como citoquinas, moléculas de adhesión celular, factores del 

complemento e inmunoreceptores siendo clave para gatillar la primera línea de defensa 

contra las amenazas de la salud del organismo168. Está involucrado en numerosas 

respuestas biológicas, tal como se describe más adelante en esta introducción. 

 

5.1. Estructura molecular de NF-κB  

 

NF-κB existe en el citoplasma celular de la mayoría de los tipos celulares como 

homodímeros o heterodímeros de una familia de proteínas emparentadas 169. Cada 

miembro de esta familia contiene una región amino terminal conservada de 300 

aminoácidos llamada Dominio de Homología a rel (RHD), donde están presentes los 

dominios de unión al ADN, de dimerización, de interacción con distintos miembros de 
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proteínas de la familia IκB y la señal de localización nuclear (NLS) (Figura 8). Tanto 

los dominios amino-terminales como los carboxilo-terminales están involucrados en la 

unión de esta molécula al ADN 170.  

La primera molécula de NF-κB descripta fue el heterodímero formado por las 

subunidades p50 y p65171, siendo el dímero mas abundante, aunque ya se sabe que 

existe una gran diversidad de miembros. Hasta el momento fueron identificadas en 

células de mamíferos cinco proteínas que pertenecen a la familia de NF-κB: Rel-A, c-

Rel, Rel-B, NF-κB1 (p50 y su precursor p105) y NF-κB2 (p52 y su precursor p100)172 

(Figura 4). Debido a que cada una de estas dos proteínas de la familia rel que forman el 

complejo hace contacto con la mitad del sitio de unión al ADN, las pequeñas 

variaciones en la secuencia consenso de 10 pares de bases (5’GGGGYNNCCY3’) 

confieren una preferencia específica por las combinaciones de rel seleccionadas para 

armar el dímero de NF-κB173. Aunque la mayoría de las combinaciones de proteínas que 

conforman el dímero NF-κB son transcripcionalmente activas, algunas combinaciones 

actúan como complejos inactivos o represivos de la transcripción. Por ejemplo las 

combinaciones p50/p65, p50/c-rel, p65/p65, y p65/c-rel son transcripcionalmente 

activas, mientras que los homodímeros p50/p50 y p52/p52 son transcripcionalmente 

represivos, debido a que éstas subunidades no contienen dominios de transactivación174-

178.  

La estructura general del dímero p50 forma una molécula tipo “mariposa” con el 

sitio de unión al ADN unido fuertemente en el centro, y los dominios tipo 

inmunoglobulinas formando las “alas” en la periferia179, 180.  

 

5.2. Familia de inhibidores de la actividad NF-κB  

 

5.2.1. Estructura general de las proteínas IκB  

 

El mecanismo clásico de activación de NF-κB descripto hasta el momento 

sugiere que NF-κB está presente en el citoplasma celular en su forma inactiva, regulado 

por su factor inhibitorio IκB, el cual se une a NF-κB enmascarando el sitio de 

localización nuclear, y por lo tanto reteniéndola en el citoplasma de la célula167(Figura 

10).  
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Figura 9. Familias de proteínas NF-κB e IκB.A la derecha, los factores de transcripción NF-κB 

comparten un dominio de aproximadamente 300 aminoácidos llamado el domino de homología Rel, que 

media la unión al ADN, la dimerización y la interacción con sus inhibidores. La columna de la izquierda 

muestra la familia de inhibidores IκB, está compuesta por 5 miembros con dominios conservados: el 

dominio de translocación al núcleo y el dominio de degradación. Adaptado de DeLuca, C., et al.,1999181 

 

 

IκB comprende una familia de moléculas inhibitorias, dentro de las cuales están 

incluidas IκBα, IκBβ, IκBε, IκBγ, BCL-3 y los precursores p100 y p105182 (Figura 9). 

La proteína inhibitoria mejor caracterizada es IκBα, ya que fue la primera en ser 

clonada183. IκBα es una proteína de unos 37 kDa que tiene una organización tripartita, 

también vista en IκBβ: un dominio amino-terminal que es fosforilado en respuesta a 

señales, un dominio central con cinco repeticiones de ankirina involucrado en la 

interacción entre proteínas, y un dominio carboxilo-terminal ácido que está unido al 

dominio de repticiones de ankirina por un dominio vinculante, que es sensible a 

proteasas, que permanece protegido por la unión con p65184.  
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Figura 10. Rol de IKK y IκB en la activación de NF-κB por distintas señales. Reclutamiento de 

coactivadores involucrados en la modulación de la actividad de NF-κB e inducción de genes blancos.  

 

 

5.2.2. Mecanismo de acción  

 

Fisiológicamente la característica que define a IκBα es su capacidad de regular, 

en forma rápida y transitoria, la inducción de la actividad del NF-κB. Luego de la 

inducción de la cascada de activación de NF-κB, IκBα es fosforilado en las serinas 32 y 

36, luego se ubiquitina en las lisinas 21 y 22, quedando asi marcado para su degradación 

por el proteosoma 26S185. Este proceso deja descubierto el sitio de localización nuclear 

(NSL), posibilitando a NF-κB para que interactúe con la maquinaria de importación y 

translocación al núcleo, donde se une a secuencias consenso de determinados genes para 

activar su transcripción186. Una vez dentro del núcleo NF-κB debe acceder a los 

promotores y enhancers de los genes que regula (Figura 10).  
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La respuesta de NF-κB ocurre prácticamente en todas las células, la 

especificidad y la selectividad de este proceso es crucial para que NF-κB sea capaz de 

mantener la salud del organismo. En parte esto podría deberse a la activación diferencial 

de distintos complejos de NF-κB, que tienen diferentes especificidades de unión al 

ADN, lo que lleva a la modulación de distintos genes, y por lo tanto, a diversas acciones 

biológicas187.  

Al inhibir la actividad de NF-κB también se regula negativamente su propia 

actividad, ya que NF-κB induce la transcripción de IκB188. Esta regulación ocurre a 

través de los sitios κB que existen en el promotor de IκBα189.  

Las nuevas moléculas de IκBα sintetizadas son acumuladas en el citoplasma, 

pero también en el núcleo, donde regulan en forma negativa la transcripción 

dependiente de NF-κB. Este proceso se logra a través de la inhibición de la interacción 

de NF-κB con el ADN y la exportación de NF-κB nuevamente al citoplasma 190. Esta 

función de IκBα se logra a través de un dominio llamado secuencia de exportación 

nuclear (NES) presente en la región C-terminal de IκBα191. La secuencia NES está 

constituida por señales de transporte transferibles que son necesarias y suficientes para 

mediar un rápido y activo transporte del núcleo al citoplasma, a través de una proteína 

conocida como CRM1, la cual se la conoce como receptor de secuencias NES192, 193.  

 

5.2.3. La quinasa IKK regula la actividad proteolítica de IκB  

 

Según el modelo clásico, la activación de NF-κB se logra a través de la 

inducción de la degradación proteolítica de IκB en el citoplasma 194. Sin embargo, el 

modelo clásico de activación de NF-κB está en discusión dado que existen trabajos 

donde sugieren que el complejo NF-κB:IκB es capaz de moverse del citoplasma al 

núcleo y viceversa, pudiendo existir degradació en el nucleo195-198. Determinadas 

señales extracelulares inician una cascada de señalización que llevan a la activación de 

la quinasa de IκB199. Esta quinasa es conocida como IKK, y juega un rol clave en el 

proceso de activación de NF-κB200 (Figura 10).  

IKK es un complejo compuesto por tres subunidades: IKKα (IKK1), IKKβ 

(IKK2) e IKKγ (NEMO, IKKAP)201. IKKα e IKKβ son las subunidades catalíticas del 

complejo, compartiendo un 52% de identidad de secuencia, y 65% de identidad en los 

dominios catalíticos. La tercera subunidad, IKKγ/NEMO, es la subunidad regulatoria, y 

no está relacionada con las subunidades catalíticas202. Aunque estudios in vitro 
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demuestren especificidades similares por sus sustrato, la IKKβ es la quinasa de IκB más 

potente203.  

Por medio de análisis de filtración por gel se determinó que la IKK es un gran 

complejo, de 700-9000 kDa de tamaño, lo que sugiere la presencia de componentes 

adicionales. Recientemente se determinó que Cdc37 y Hsp90, proteínas involucradas en 

procesos de maduración, activación y tráfico de proteínas involucradas en transducción 

de señales, ciclo celular, desarrollo y regulación transcripcional 204, sirven como 

componentes adicionales del complejo de IKK 205. 

 

5.3. Activación de NF-κB  

 

Uno de los aspectos más interesantes de NF-κB es que puede ser activado por 

una amplia variedad de estímulos asociados al estrés o al daño celular. Existen potentes 

inductores de la activación de NF-κB: citoquinas proinflamatorias, como la 

interleuquina (IL)-1β y el Factor de Necrosis Tumoral-alfa (TNF-α), Ligando inductor 

de la apoptosis relacionado a TNF (TRAIL), productos bacterianos y virales como 

lipopolisacáridos (LPS), esfingomielinasa, RNA doble cadena, la proteína Tax del virus 

de la leucemia de células T de humanos (HTLV-1); estímulos proapoptóticos y 

necróticos como radicales libres de oxígeno, luz ultravioleta y radiación γ 144, 206-209.  

Aún no existe total acuerdo acerca de cómo los estímulos extracelulares e 

intracelulares disparan la activación de NF-κB, y en qué puntos las cascadas de 

señalización convergen.  

Los mecanismos de activación explicados anteriormente son los aplicados a los 

activadores más potentes de NF-κB, sin embargo existen otras vías de activación: 

hipoxia y la exposición de las células a radiación de UV. En la primera se observa la 

fosforilación de IκBα por una tirosina quinasa (fosforilación en tirosina, no en serina) y 

su posterior interacción con la fosfo-inositol 3 quinasa (PI3K), sin la degradación por el 

proteosoma 26S210. En la segunda vía se observa la degradación de IκBα por el 

proteosoma 26S, pero es un proceso que no depende de la fosforilación de las serinas ni 

de la tirosina211. En ambos casos, la activación de NF-κB es considerablemente más 

lenta y débil que la activación por TNF-α, IL-1 o LPS. 
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5.4. NF-κB regula un amplio número de genes  

 

El factor de transcripción NF-κB está involucrado en la inducción de numerosos 

genes, como muestra la tabla 4171.  

 

Tabla 4. Genes blanco de NF-κB 

Clase de proteínas Proteínas inducidas Respuesta celular 

Citoquinas 

IL-1, IL-2, IL-2R, IL-6, IL-8, G-CSF, 

GM-CSF, TNFα, TNFβ, INFβ, 

TRAIL181, 212-217 

Activación de células 

del sistema inmune 

Moléculas de 

adhesión 

Fibronectina, VCAM-1, ELAM-1, 

ICAM-1218-221 

Migración y 

reparación 

Proteínas de fase 

aguda 

Angiotensinógeno, proteína amiloide del 

suero, proteína C4 del complemento, 

factor B del complemento222-225 

Inflamación 

Proteínas Rel e IκB       p100, p105, Rel b, IκBα183, 226-228 
Regulación de la 

respuesta NF-κB 

Proteínas 

inhibitorias de la 

apoptosis 

Flia Bcl-2, IAPs, XIAP, TRAF1/2, Bcl-

XL, c-FLIP229-232 

Inhibición de la 

apoptosis 

Proteínas pro-

apoptóticas 
Ligando de Fas y Fas (CD95), Bax42, 233 Apoptosis 

Protooncogenes c-myc, c-myb, c-Rel, p53234-237 Tumorigénesis 

 

En particular, NF-κB estimula la producción de citoquinas esenciales para la 

respuesta inmune: IL-1, IL-6, TNFα, linfotoxina e interferón γ. Estas citoquinas tienen 

múltiples efectos y contribuyen al proceso de inflamación 238.  

NF-κB juega un papel crucial en muchas enfermedades inflamatorias, como la 

artritis rematoidea y el asma. También está implicado en otras enfermedades como la 

arterosclerosis, enfermedades neurodegenerativas239 y cáncer240, 241. En células 

asociadas a estas enfermedades, NF-κB presenta localización nuclear constitutiva y está 

aumentada su actividad transcripcional. En la tabla 1 se enumeran algunas de las 

enfermedades asociadas a la actividad anormal de NF-κB.  
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5.5. Rol de NF-κB en la tumorigénesis 

 

En ciertas células cancerígenas ha evolucionado un mecanismo por el cual NF-

κB sufre una activación descontrolada, que se contrapone a las señales pro-apoptóticas 

desatadas por la sobreexpresión oncogénica.  

Se ha encontrado que la mayoría de los miembros de la familia de NF-κB están 

sobre-expresados o mutados debido a diferentes procesos de translocacion en diversos 

tipos de líneas celulares, leucemias o linfomas239, 242-244. Sin embargo, existen otras 

evidencias que vinculan a NF-κB con la transformación celular independientemente de 

los eventos de translocación cromosomal. NF-κB es activado por varias proteínas 

transformantes y, en algunos casos, es requerido para la transformación inducida por 

virus. Además, su rol como factor anti-apoptótico y regulador en la transición del ciclo 

celular contribuye a la progresión de la tumorigénesis. La actividad de NF-κB se ve 

aumentada en diversos tipos de cáncer humanos, como por ejemplo cáncer de mama 245, 

próstata246, adenocarcinomas247, carcinoma de pulmón248, cáncer de tiroides249, 

leucemias linfoides T y B 250, 251, melanomas252, cáncer de colon253, hepatocarcinoma 
254, leucemia aguda linfoblastica y leucémica mieloide crónica con mutación BRC-

ABL255, y varios tumores inducidos por virus256, 257.  

Algunos autores han mostrado que células provenientes de tumores de mama 

que no responden a tratamiento hormonal (con receptor de estrógeno negativo), 

dependen de NF-κB para su proliferación celular aberrante evitando la apoptosis 258, 259. 

En estos tipos de tumores, a diferencia de los receptor de estrógeno positivos, existe una 

alta activación de NF-κB y además muestran un incremento en la expresión de p65 en 

comparación a las otras líneas tumorales260.  

NF-κB contribuye a la tumorogénesis no solo inhibiendo la apoptosis, esta 

molécula es capaz de activar proto-oncogenes como c-Myc y ciclina D1261, 262. De esta 

manera, existe un estímulo directo en el cual está involucrado este factor de 

transcripción en la proliferación celular. También se plantea a NF-κB como el vínculo 

entre inflamación y cáncer, por ejemplo en trabajos donde estudian modelos de ratón 

que espontáneamente desarrollan carcinoma hepatocelular, este tipo de cáncer se 

encuentra asociado con inflamación. En estos estudios logran desactivar a NF-κB en los 

últimos estadios del desarrollo del tumor, y observan que hay apoptosis de los 

hepatocitos transformados del carcinoma hepatocelular, el cual no es capaz de 

progresar263.  
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Tanto la actividad de los receptores nucleares como los factores de transcripción 

es regulada finalmente por otra familia de moléculas que cooperan en su transactivación 

a nivel genómico, llamados coactivadores o coreguladores y a los cuales nos referimos a 

continuación 

 

 

6. COREGULADORES 

 

Hoy ya hace más de una década que se describió el primer coactivador de 

receptores nucleares. SRC-1 fue clonado y descripto como un nuevo tipo de factor de 

trascripción que no se une a ADN, pero puede unirse directa o indirectamente  con los 

receptores nucleares (RNs) aumentando su actividad264. 

Los coactivadores de receptores nucleares pertenecen  a una clase de moléculas 

denominadas “coreguladores”. Definimos como coactivadores a las moléculas que 

pueden aumentar la actividad transcripcional y correpresores las moléculas que bajan 

esta actividad. Hay nuevas evidencias que indican que esta definición puede ser 

modificada por las distintas señales, el entorno celular y los genes correspondientes a 

cada coregulador. 

En un principio se creía que los coactivadores eran simples “adaptadores” que 

estabilizaban la maquinaria general de transcripción al box TATA. Esta explicación fue 

probada y era incorrecta. Sobre la última década, la importancia mecanística de los 

coreguladores se ha expandido logarítmicamente y sabemos que realizan virtualmente 

“todo” sobre las reacciones necesarias para el control y el aumento en la expresión de 

genes (Figura 11). 

Los coactivadores existen y funcionan en grandes complejos multiproteicos; 

estos complejos de coactivadores son reclutados a la secuencia blanco por los RNs265, y 

contienen varias actividades enzimáticas requeridas para la expresión de los genes. Las 

reacciones sobre la transcripción mediada por coactivadores, incluyen modificación y 

remodelamiento de la cromatina, iniciación de la transcripción, elongación de la cadena 

de ARN, splicing del ARN y finalización de la trasncripción.  Recientemente, los 

coactivadores han sido reportados como controladores de reacciones fuera del núcleo 

como la traducción del ARNm, funciones mitocondriales y en el tráfico intracelular266, 

267.  
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Figura 11. Evolución de los receptores nucleares en la trascripción. Adaptado de O’Malley, B., 

2007268. 
 

Los coactivadores cumplen varios roles en el proceso transcripcional, 1- como 

moléculas que influyen en puntos clave en diferentes estados de la transcripción, 2- 

como integradores de los factores de crecimiento y las señales hormonales esteroideas,  

3- como agentes que influyen en la carcinogénesis269. 

Recientemente se ha observado que estos coactivadores sufren modificaciones 

como fosforilaciones por las  kinasas IKKα, ERK y CDK2, modulando la transcripción 

mediada por los RNs alterando la afinidad entre los distintos coactivadores y los 

receptores, influyendo sobre los factores de transcripción que son capaces de coactivar 
270-272. Otras modificaciones como acetilaciones y/o metilaciones, promueven la 

asociación dinámica entre los componentes del complejo de coactivadores273, 274. 

Principales características de los coactivadores: 1- se unen a RNs directa o 

indirectamente, 2- no se unen directamente al ADN, 3- los ligandos agonistas 

promueven la unión del coactivador con los RNs, 4- los ligandos antagonistas  inhiben 

la unión, 5- los coactivadores tienen la capacidad de revertir el silenciamiento de 

receptor-receptor, 6- la sobreexpresión de los coactivadores aumenta la actividad 

1990- El receptor recluta “un adaptador” que estabiliza los factores de transcripción  

ARNm 

ARNm 

ARNm

1975- El receptor directamente recluta la ARN polimerasa para iniciar la trascripción de genes 

2007- El receptor recluta “secuencialmente complejos  de coactivadores” para activar los genes 

Evolución de los Receptores Nucleares 



Introducción 43 

transcripcional de los RNs y 7- cuando se introduce en la célula dominantes negativos 

de los coactivadores  bloquean la dependencia endógena de los ligandos por los RNs.   

Los reguladores fisiológicos frecuentemente son blancos de patologías y los 

coreguladores no son una excepción. Hay mas de 270 coreguladores descriptos hasta el 

momento, cerca de 160 de ellos están asociados alguna patología, las más frecuentes 

son variedades de cáncer en las cuales los coreguladores pueden actuar como oncogenes 

o supresores tumorales, dependiendo de las señales y el contexto celular268. Por 

ejemplo, el aumento de  los niveles de RAC3 en distintos tipos de cáncer275, la mutación 

en E6-AP en enfermedades hereditarias276, o el polimorfismo en PCG-1 involucrado en 

la diabetes tipo II277. 

 

Si los coactivadores son los encargados de regular la transcripción, ¿quién regula 

su expresión o su actividad? 

La mayoría de los coactivadores parecen ser regulados por modificaciones post-

transduccionales que determinan la estabilidad o el control de su actividad mediante 

fosforilaciones. La regulación de los niveles celulares de los coactivadores no esta hoy 

en día muy claro, pero se ha descripto que en algunos casos la sobre-expresión se debe a 

amplificaciones génicas, aunque en otros casos no y uno de los mecanismos de 

regulación sería el control en los niveles de degradación275 278. En cuanto al control de 

su expresión, parecería depender también de coactivadores278. 

 

 

6. COACTIVADORES DE RECEPTORES ESTEROIDEOS  

DE LA FAMILIA p160 

 

La familia de coactivadores de receptores esteroideos p160 (SRC) reúne un 

grupo de factores sumamente estudiados que funcionan a través de modificaciones 

enzimáticas, alterando directamente o indirectamente la estructura de la cromatina, y 

facilitando la iniciación de la transcripción por numerosos factores de transcripción. Sus 

tres miembros son: SRC-1264, el factor intermediario de la transcripción-2 (TIF2; 

conocido también como GRIP1, SRC-2, NCoA2)279, 280 y el coactivador asociado al 

receptor de ácido retinoico-3 (RAC3:conocido también como SRC-3, AIB1, TRAM-1, 

P/CIP )275, 281-284. Estos tres miembros poseen una alta homología, y es por ello que se 

los agrupa dentro de la misma familia (Figura 12). 
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 Existen reportes donde muestran la alteración en la expresión de coactivadores, 

aparentemente específica para determinados tipos celulares y tejidos. Por ejemplo, el 

estradiol disminuye la expresión del ARNm de SRC-1 y la T3 aumenta su expresión en 

células GH3 de pituitarias de ratas285. El ácido retinoico aumenta la expresión de RAC3 

en células de tumor de mama A549 y MCF-7286-288. La estimulación de la PKA está 

asociada con la reducción de TIF2, pero no con su expresión289.  

SRC-1 y TIF2 fueron identificados a través de ensayos de interacción con 

receptores esteroideos (PR, ER, TR y GR), y de ahí viene el nombre de la familia que 

los incluye. RAC3, por su parte, fue identificado en una región cromosómica 

amplificada de una línea celular derivada de cáncer de mama, y posteriormente 

caracterizado como coactivador de receptores nucleares homólogo a SRC-1 y TIF2275. 

Los tres miembros de la familia SRC son capaces de interaccionar con los receptores 

nucleares de forma ligando dependiente, y aumentar en forma significativa los niveles 

de actividad transcripcional de los receptores nucleares en forma dosis dependiente290.  

Además de servir como coactivadores de los receptores nucleares, nuestro grupo 

de trabajo y otros autores vimos que estas moléculas son capaces también de 

interaccionar y promover significativamente la actividad transcripcional de otros 

factores de transcripción, como el factor de respuesta a suero (SRF)291, la proteína de 

activación-1 (AP-1)292, NF-κB293, y la proteína de unión a elementos regulatorios de 

cAMP (CREB)284. Cuando estos coactivadores son expresados en cultivos celulares, 

funcionan no sólo como coactivadores generales de los receptores nucleares, sino 

también como coactivadores de un número limitado de otros factores de transcripción.  
 

7.1 Estructura general de SRCs 

 

 Las proteínas codificadas por la familia de genes de la familia de SRC, tanto en 

humanos como en roedores, tienen una masa molecular relativa de alrededor de 160 

kDa, y entre ellos tienen una similitud de secuencia de 50-55%, y una identidad de 

secuencia de 43-48%. Los miembros de esta familia comparten una estructura común 

que incluye un dominio básico de hélice-vuelta-hélice en el extremo amino-terminal, un 

dominio de homología Per/ARNT/Sim (PAS), un dominio de activación transcripcional 

carboxilo-terminal, y una región central que contiene tres motivos de LXXLL (donde L 

es leucina y X es cualquier aminoácido) que interactúa con receptores nucleares158, 282, 

284, 294 (Figura 12). 
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Los SRCs tienen dos dominios de activación transcripcional (AD1 y AD2). La 

región AD1 es responsable de la interacción con el coactivador general de unión a 

CREB (CBP) y p300, pero no interacciona con los receptores nucleares 295. La región 

AD2 es capaz de interaccionar con metiltransferasas, las cuales provocan el 

remodelamiento de la cromatina en forma local y el ensamblado de la maquinaria de 

transcripción en el promotor296, 297 (Figura 12). 

El motivo LXXLL dentro del RID forma una hélice-alfa anfipática que une la 

hendidura hidrofóbica de los LBD de los receptores nucleares luego de la unión del 

ligando 298. Aunque mutaciones en alguno de los tres motivos de LXXLL (L1, L2 y L3) 

no produce la anulación de la interacción del SRC con los receptores nucleares, se vio 

que diferentes motivos de LXXLL y el contexto de la secuencia donde se encuentran 

estos motivos, contribuyen a la unión selectiva de diferentes receptores nucleares299.  

 

 
 

Figura 12. Esquema de los SRCs con sus dominios conservados, básico de hélice-vuelta-hélice 

(bHLH); dominios homólogos a Per/ARNT/Sim (PAS); domino de interacción con receptores nucleares 

(RID), dominio de activación trasncripcional (AD1 y AD2), dominio de interacción con CBP (AD1) y 

dominio de tranferencia de acetilo a las histonas o de union a metilasas. Adaptado de Xu y Li, 2003273. 

 

7.2 Mecanismos de acción  

 

Está demostrado que SRC-1 y RAC3 contienen actividad histona acetil 

transferasa (HAT), presentes en los dominios carboxilo-terminales282, 300. A pesar de 

que estos dos coactivadores poseen actividad HAT, esta actividad es mucho más débil 

que aquella presente en CBP, p300 y p/CAF300, 301. 

HAT 

N 

Receptores Nucleares 

RID AD1 AD2 C bHLH-PAS 

CBP/p300 CARM1/PRTMT1 

SRC-1/TIF2:         73%, 64%                        55%, 48%                                         42%, 36% 
 
SRC-1/RAC3:       67%, 59%                       55%, 45%                                          45%, 38% 
 
TIF2/RAC3:          71%, 63%                        64%, 58%                                          52%, 46% 

% de Similitud e Identidad 

SRCs 
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Los coactivadores de la familia p160 también son capaces de interaccionar con 

coactivadores generales como CBP y p300284, 301, permitiendo a los receptores nucleares 

reclutar más enzimas con actividad HAT a la vecindad de los sitios blanco luego de la 

unión al ligando. Sumado a la actividad HAT, la metilación de proteínas mediada por 

coactivadores en la maquinaria de transcripción también contribuiría a la regulación de 

los receptores nucleares296. Por ejemplo, la metil transferasa de arginina asociada a 

coactivadores (CARM-1) se une a la región carboxilo-terminal de los coactivadores de 

la familia p160 y es capaz de metilar a la histona H3, aumentando de esta manera la 

activación transcripcional mediada por los receptores nucleares302.  

Aunque los miembros de la familia de SRCs tienen cierta redundancia funcional, 

cada vez hay más evidencia que sugiere que los SRCs tienen roles diferentes en los 

procesos biológicos. A pesar de que los tres miembros de la familia p160 poseen 

propiedades similares en cuanto a interacción con receptores nucleares y el aumento de 

su transactivación, varios reportes sugieren que sus actividades no se superponen, y que 

existe una división entre las funciones de SRC-1 y TIF2 versus RAC3. El ARNm y los 

niveles de proteínas de RAC3 son mayores en líneas celulares de cáncer de mama como 

las BT-474, MCF-7 y ZR75 en comparación con otras líneas celulares275.  

SRC-1 y TIF2 están expresados en bajos niveles en estas líneas celulares, lo que 

sugiere que RAC3 está específicamente involucrado en la patogénesis de estos tipos de 

tumores. Más aún, la viabilidad de ratones SRC-1-/- podría deberse en parte a la 

sobreexpresión compensatoria que se observa de TIF2 en algunos tejidos303. Los niveles 

de RAC3 no cambian en estos tejidos en comparación con los ratones salvajes, 

apoyando la idea de un rol funcional diferente de este coactivador versus TIF2 y SRC-1. 

Los ratones SRC-1-/- exhiben resistencia parcial a hormonas y una reducción en el 

crecimiento de órganos blanco de esteroides en respuesta a estimulación hormonal303. 

Mientras que la eliminación de TIF2 demuestra que juega un rol crítico en las funciones 

reproductivas del ratón304, los ratones RAC3-/- poseen retardo en el crecimiento, tamaño 

menor, función reproductiva reducida y una inhibición del desarrollo de la glándula 

mamaria305, 306.  

SRC-1 y TIF2 poseen preferencias de unión a nueve diferentes receptores 

nucleares similares, pero estas preferencias no son idénticas. Por ejemplo, el AR se une 

perfectamente bien a TIF2, mientras que lo hace de manera muy débil a SRC-1307. Las 

preferencias de los receptores nucleares a diferentes coactivadores está vinculada con la 

estructura del dominio de unión al ligando de los receptores nucleares307-309. Por 
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ejemplo, el receptor de vitamina D y el ERβ interactúan con distintos motivos del 

dominio de interacción con los receptores nucleares del RAC3310, lo mismo ocurre con 

distintos dominios TIF2 y las afinidades que tienen los dominios de este coactivador 

para interactuar con el GR y el TR309. 

Así como existen diferencias en cuanto a las afinidades por los diferentes 

receptores nucleares y diferencias en cuanto a la utilización de distintos dominios en los 

sitios de unión a los receptores nucleares en los coactivadores, también está demostrado 

que existe cierto orden por el cual los coactivadores van armando el complejo con los 

receptores nucleares. Está demostrado, por ejemplo, el efecto que tienen las 

interacciones iniciales entre coactivador y receptor en el ensamblado del complejo 

coactivador en el promotor del virus de tumor mamario murino (MMTV): luego del 

tratamiento con esteroides, tanto el PR como el GR son reclutados al promotor MMTV, 

y se produce la posterior inducción de la transcripción. Se vio que el PR recluta 

preferencialmente a SRC-1 y CBP, mientras que el GR se asocia preferencialmente con 

TIF2, quien luego recluta a pCAF311.  

Se sugiere que los distintos SRCs juegan roles diferenciales en procesos 

biológicos y esta diferencia funcional puede resultar en parte por el reclutamiento 

preferencial de coactivadores. El contenido de coactivadores en cada tipo celular podría 

ser clave en el control de distintas funciones biológicas y podría contribuir a la 

resistencia a terapias anti-tumorales. 

 

7.3. SRC-1 

 

SRC-1 fue identificada en 1995 a través de ensayos de doble híbrido en 

levaduras interactuando y promoviendo la actividad transcripcional del PR. Mediante 

ensayos de Northern blot de tejidos humanos y líneas celulares se determinó que se 

expresa como dos ARNm de 5,5 y 7,5 kb en una variedad de tejidos264.  

Localizado en el cromosoma 2 (p23) en humanos, y en el cromosoma 12 (A2-3) 

en ratón312, 313, el gen que codifica para el coactivador SRC-1 codifica para una proteína 

ampliamente expresada en muchos tejidos y tipos celulares. La expresión de SRC-1 fue 

detectada por ensayos de Northern blot en tejidos de cerebro, músculo esquelético, 

pulmón, riñón, pituitaria, estómago, bazo, testículos, corazón, páncreas, hígado, 

hipotálamo, glándula adrenal y glándula tiroidea285. La proteína de SRC-1 fue 

identificada en testículos, cerebro, pulmón, hígado y corazón303. El fenotipo de ratones 
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knock out para el gen de SRC-1 está caracterizado por la viabilidad y fertilidad de 

ambos sexos, sin embargo, se observa una significativa disminución de crecimiento de 

órganos blanco de hormonas esteroideas, como la próstata, testículos y glándula 

mamaria, en respuesta a estimulación hormonal303, 314.  

 

7.3.1. SRC-1 juega un rol importante en el desarrollo y función del cerebro  

 

La regulación negativa de SRC-1 por infusión de oligonucleótidos antisentido en 

el hipotálamo de ratas femeninas, tratado con andrógenos en estado neonatal, reduce 

significativamente el volumen del SDN y bloquea el comportamiento defeminizado. De 

la misma manera, ratas macho tratadas con el antisentido de SRC-1 en etapa neonatal, 

muestran niveles más altos de comportamiento femenino. Estos resultados sugieren que 

SRC-1 juega un rol importante en el desarrollo del SND y la defeminización 

comportamental mediado por el ER durante la diferenciación sexual en el desarrollo del 

cerebro315.  

 

7.3.2. Rango de acción de SRC-1  

 

Varios estudios indican que SRC-1 es capaz de mediar las interacciones 

funcionales entre los dominios AF-1 y AF-2 de los receptores esteroideos, lo que 

indicaría que el ensamblado del complejo de iniciación de la transcripción podría estar 

asistida por este coactivador295. Este coactivador posee un amplio rango de 

especificidad para el aumento de activación de la transcripción de los receptores 

nucleares dependientes de ligando. Entre estos receptores se encuentran el receptor de 

progesterona, el receptor de glucocorticoides, el receptor de estrógeno, el receptor de la 

hormona tiroidea (TR), los receptores de ácido trans retinoico (RXR)264, el factor 

nuclear 4 de hepatocitos (HNF-4)316 y el receptor de proliferación de peroxisoma 

activado (PPARγ)317.  

En ratones SRC-1
-/- 

se observa una resistencia parcial a la hormona tiroidea (TH) 

ya que los niveles de hormona tiriodea T
3
, T

4 
y tirotropina (TSH) están 

significativamente aumentados en el suero con respecto a los ratones normales. Estos 

resultados demuestran que SRC-1 es requerido para la regulación negativa de TSH por 

T
3
, apoyando la hipótesis de que la resistencia a TH en humanos puede ser causada por 
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defectos en coactivadores del TR, como SRC-1318. El rol de SRC-1 en la función de 

PPARγ dependería del tejido, ya que en hígado, los genes regulados por el factor de 

transcripción PPARγ no requerirían de su función319, pero en grasa parda, el PPARγ 

gatilla el reclutamiento de un complejo coactivador que contiene PCG-1, SRC-1 y 

CBP/p300, necesarios para su activación320. La inactivación de SRC-1 impide la 

actividad termogénica de PGC-1 en la grasa parda, disminuye el gasto de energía, y 

provoca obesidad si se trata al animal con una dieta rica en grasas321. 

Además de estos receptores nucleares, es notable la capacidad de SRC-1 en la 

activación de otros factores de transcripción no relacionados con los receptores 

nucleares como AP-1322 y NF-κB323.  

De acuerdo con los modelos previamente establecidos, existe un antagonismo 

mutuo entre GR y NF-κB que explica la actividad inmunosupresora de los 

glucocorticoides. Uno de los modelos establece una interacción física entre ambas 

moléculas y el secuestro en el citoplasma de estos factores324. El otro modelo plantea la 

inducción del gen inhibidor de NF-κB, el IκB por GR325. La gran promiscuidad de 

SRC-1 llevó a algunos autores al estudio del rol de esta molécula en funciones 

antagónicas, y se planteo un modelo de competencia entre GR y NF-κB por la unión de 

coactivadores que se encuentran en cantidades limitantes. Similares resultados fueron 

obtenidos por nuestro grupo en el estudio del coactivador RAC3293.  

 

7.4. TIF2: Factor Intermediario de la Transcripción  

 

TIF2 fue identificado por primera vez en 1996, en ensayos de doble híbrido de 

levadura, asociado al dominio de unión a hormona del receptor de glucocorticoides326 . 

El gen que codifica para TIF2 está localizado en el cromosoma humano 8 (q21), y su 

ARNm detectado en numerosos tejidos: placenta, testículos, cerebro, hígado, corazón y 

útero288, 303, 327. La proteína TIF2 fue detectada en testículos, pulmón, cerebro, hígado y 

corazón, mediante ensayos de Western blot284. Mediante ensayos de 

inmunohistoquímica, fueron detectados diferentes niveles de TIF2 inmunoreactivo en 

células epiteliales de varios tejidos, entre ellos el tracto gastrointestinal, el páncreas, el 

riñón, útero, glándula mamaria, testículos, próstata, pulmón y glándula adrenal. La 

proteína TIF2 es también expresada en células del estroma del colon, del útero y en 
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glándula mamaria. No se detectó a TIF2 en hepatocitos, glándula tiroide ni músculo 

estriado mediante ensayos de inmunohistoquímica328. 

 

7.4.1 Estructura general 

 

Esta molécula posee dos dominios de activación autónomos AD1 y AD2 capaces 

de estimular la transcripción. Posee un único dominio de interacción con receptores 

nucleares (RID), compuesto por tres módulos que contienen el motivo LXXLL. La 

actividad del dominio AD1 estaría mediada por CBP, mientras que el dominio AD2 es 

independiente de la interacción con CBP280. En 1998 el grupo dirigido por Gronemeyer 

demostró que un péptido conteniendo el RID del TIF-2 es capaz de inhibir la actividad 

dependiente de ligando de numerosos receptores nucleares, demostrando de esta manera 

que la actividad AF2 de los receptores nucleares es dependiente del TIF-2 endógeno o 

de otros coactivadores que reconozcan una superficie similar en los dominios LBD de 

los receptores nucleares280.  

 

7.4.2 Rol fisiológico  

 

Los ratones TIF2
-/- 

muestran crecimiento somático normal, sin embargo la 

fertilidad está disminuida en forma significativa tanto en machos como en hembras. La 

hipofertilidad en machos se debe a la disminución en el número de espermatozoides, 

maduración defectuosa del acrosoma, espermátida y degeneración testicular 

dependiente de la edad. Los defectos en la fertilidad masculina podrían estar originados 

en las células de Sertoli, ya que TIF2 está expresado en los testículos, y más 

específicamente en este tipo celular. La ausencia de TIF2 en este tipo celular lleva a la 

acumulación de lípidos, apoptosis germinal, y desprendimiento de las células 

germinales de las células de Sertoli304. La hipofertilidad en ratones TIF2
-/- 

femeninos se 

debe a la hipoplasia de la placenta causada por la falta de TIF2 en células estromales 

que llevan al desarrollo de la placenta304. Los ratones TIF2
-/- 

no presentan un 

comportamiento sexual diferente al de los ratones normales, sin embargo, en ratas, 

cuando son tratadas con oligonucleótidos antisentido para TIF2 en el hipotálamo, estas 

ratas hembras presentan un bloqueo en el comportamiento sexual329.  
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7.4.3 TIF2 es clave en el metabolismo de los lípidos 

 

Esta demostrado que TIF2 juega un rol importante en el metabolismo de los 

lípidos y el balance energético321. En tejido adiposo blanco, TIF2 funciona como 

coactivador para PPARγ. En ratones TIF2-/-, el tejido adiposo blanco expresa niveles de 

transcripción superiores de leptina y niveles inferiores de genes involucrados en la 

antilipólisis y reabsorción de ácidos grasos. Entre estos genes están las perlipinas, la 

proteína de unión a ácidos grasos aP2, lipasa de lipoproteína y el PPARγ, provocando 

niveles de lipólisis mayores y un bajo potencial para el almacenamiento de los ácidos 

grasos. En el tejido de grasa parda, SRC-1 es mejor coactivador que TIF2 en cuanto a la 

estabilización del complejo formado por PPARγ y PGC-1 para la activación de la 

transcripción. La ausencia de TIF2 en grasa parda provoca un aumento en la expresión 

de la proteína desacoplada-1, PGC-1 y acetil coenzima A oxidasa, provocando niveles 

más altos de liberación de energía debido al aumento de oxidación de ácidos grasos y el 

desacoplamiento de la respiración. Como resultado, los ratones TIF2-/- muestran una 

mayor temperatura corporal bajo condiciones de frío, menos acumulación de grasas, 

bajos niveles de glicemia y triglicéridos, y una mayor sensibilidad a insulina. Estos 

ratones son más aptos para protegerse contra la obesidad inducida por una dieta rica en 

grasa o la hiperfagia321. 

  

7.4.4 Rango de acción  

 

TIF2 es capaz de interaccionar de forma hormona dependiente con el receptor de 

glucocorticoides, el receptor de estrógeno, el receptor de mineralocorticoides, el 

receptor tiroideo, el receptor de la vitamina D y el receptor del ácido retinoico. TIF-2 es 

una proteína de un peso molecular de 160 kDa, que según estudios hechos in vitro, es 

capaz de asociarse a los dominios LBD de varios receptores dependientes de ligando. 

Por otro lado, estudios hechos in vivo, demuestran que esta proteína es capaz de 

asociarse con RARα, el receptor de estrógeno y el receptor de progesterona en presencia 

de hormona, pero no es capaz de asociarse en presencia de antagonistas hormonales279, 

326, 327. También puede asociarse con RORα, un receptor con un rol importante en el 

desarrollo del cerebro, el crecimiento celular, la diferenciación, el metabolismo de 

lípidos, el mantenimiento de la homeostasis y la oncogénesis330. 
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Li y colaboradores demostraron que en células de tumor mamario humano 

T47D, el GR recluta preferentemente a TIF2 entre los coactivadores de la familia p160, 

mientras que el PR interactúa con SRC-1311.  

Está demostrada la participación de estas moléculas en el desarrollo de 

leucemias, tal es el caso de TIF2 y CBP, en los cuales se observan eventos de 

translocación y fusión génica a otras proteínas clave en leucemia mieloide aguda 

(AML)331, 332. Se ha visto que en determinados pacientes con AML existen mutaciones 

que provocaron la fusión entre una proteína llamada MOZ a TIF2. Se sugiere que TIF2 

haría de puente para interaccionar con otros coactivadores, como CBP, y de esta 

manera, la expresión de los genes regulados por MOZ se vería aumentada por cambios 

conformacionales en la cromatina de sus genes blanco, dando lugar al fenotipo AML333. 

También está demostrado que la fusión MOZ-TIF2 actúa como dominante negativo 

para la actividad transcripcional de los factores dependientes de CBP, como el factor de 

supresión tumoral p53334.  

La expresión de TIF2 y CBP es mayor en carcinomas intraductales que en 

glándula mamaria normal, mientras que los niveles del correpresor NCoR son menores 

en carcinomas invasivos que en carcinomas intraductales, sugiriendo que podrían 

ocurrir cambios en el patrón de expresión de correguladores durante la progresión del 

cáncer335.  

 

7.5. RAC3: su descubrimiento y caracterización  

 

RAC3 fue descubierto por primera vez en el año 1997 por  varios investigadores, 

lo cual derivó en que tome diferentes nombres al mismo tiempo. Li et al. mediante el 

sistema de doble híbridos de levadura, clonó el coactivador asociado al receptor del 

ácido retinoico RAC3 (RAR-associated coactivator-3) y se demostró que podía 

interaccionar con múltiples receptores nucleares y aumentar la actividad transcricional 

del receptor de andrógeno (RAR) y progesterona281. Torchia et al. aisló a p/CIP 

(p300/CBP cointegrator-associated protein) que se encontraba interaccionando con el 

C-terminal de CBP y con RE284. Usando RARβ  como cebo en el sistema simple híbrido 

de levaduras, Chen et al. identificó a ACTR (activator of thyroid and retinoic acid 

receptor) y demostró que interacciona con los receptores nucleares, CBP y p/CAF282. 

Este estudio mostró que ACTR posee actividad histona acetil transferasa. Recorriendo 

una Library de expresión de ADNc del receptor tiroideo β1 (RT), Takeshita et al. aisló 
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un clon que codificaba para TRAM-1 (thyroid receptor activator molécule-1) y 

demostró que interaccionaba con RT y otros receptores de manera ligando 

dependiente283. Basado en la interacción con los dominios de unión al ligando (LBD) de 

REα, Suen et al. identificó a SRC-3 (steroid receptor coactivator-3) y demostró que 

tenia mayor afinidad con REα que el REβ336. Aznick, et at. observó a este coactivador 

amplificado en cáncer de ovario y mama,  por esta razón también se lo denomina AIB1 

(Amplified in Breast cancer 1)275. 

El coactivador RAC3 juega un rol importante en varios procesos biológicos 

involucrados en proliferación celular, migración, diferenciación, crecimiento somático, 

maduración sexual, reproducción femenina, vasoprotección y cáncer. 

Localizado en el cromosoma humano 20 (q12)313, este coactivador presenta un 

amplio rango de expresión. Basado en ensayos de Northern blot la expresión del gen 

para RAC3 fue localizado en placenta, páncreas, pulmón, riñón, cerebro, hígado, útero, 

pituitaria, glándula mamaria y testículos282, 283, 288, 303. La proteína se encontró expresada 

en testículos, pulmón, hígado, cerebro, corazón y glándula mamaria284, 306.  

RAC3 es un coactivador de receptores esteroideos pero no interacciona 

solamente con el receptor de progesterona, el receptor de estrógeno y el receptor de 

tiroides337, 338, nuestro grupo ha demostrado que también lo hace con NF-κB293. En éstos 

últimos años, también se encontró que interacciona con otros factores de transcripción 

como AP-1322, STAT339 y E2F1340 de manera independiente a hormonas. 

Recientemente RAC3 ha recibido mayor atención, porque existen muchas 

evidencias que demuestran que la sobre-expresión de este coactivador podría promover 

la iniciación y/o progresión de la carcinogénesis, afectando varias vías importantes de 

señalización341. De hecho, nuestro grupo ha planteado esta hipótesis desde el 

descubrimiento de su interacción con NF-κB. Estos hallazgos nos inducen a sospechar 

que RAC3 podría contribuir en el desarrollo tumoral independientemente de hormonas 

esteroideas o RNs. 

 

7.5.1. Estructura molecular 

 

RAC3 es una proteína que posee un peso molecular de 160 kDa, con 40% de 

similitud con los otros miembros de la familia SRC (Fig. 2). A través del dominio N-

terminal básico de hélice-vuelta-hélice-Per/ARNT/Sim (bHLH-PAS), dominio 
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conservado en el resto de los miembros  SRC, puede interactuar con Miogenina, MEF-

2C y el factor activador transcripcional (TEF)342, 343 . Posee una región rica en serina y 

treonina que puede interactuar con activadores de la trascripción como E2F1340 y 

STAT339 (Figura 13). 

RAC3 tiene seis motivos consenso LXXL, los cuales están altamente cargados y 

que formarían las hélices anfipáticas capaces de interaccionar con dominios 

hidrofóbicos de diversas proteínas y en particular, de los receptores nucleares. A 

diferencia de SRC-1 y TIF-2, RAC3 posee 26 residuos consecutivos de glutamina.  

 

 
 

Figura 13. Diagrama esquemático de la estructura y los dominios funcionales de RAC3. Las 

líneas con extremo redondo indican la zona de interacción de RAC3 con distintas proteínas. En la barra se 

muestran los dominios: básico de hélice-vuelta-hélice (bHLH); dominios homólogos a Per/ARNT/Sim 

(PAS); S/T, región rica en serina y treonina; domino de interacción con receptores nucleares (RID), 

dominio de activación trasncripcional (AD1 y AD2).  Región con actividad histona acetil transferasa 

(HAT). Adaptado de Yan, J.et al., 2006341.  

 

 

Posee dos dominios de activación trasncripcional intrínsecos (AD1 y AD2), 

localizados en el C-terminal. AD1 contiene multiples LXXLL que son los responsables 

de la interacción con histonas acetil transferasas como CBP, por este dominio también 

puede interaccionar con la subunidad p50 de NF-κB293, 341. RAC3 tiene una potente 

actividad histona acetiltransferasa, se une directamente a receptores nucleares 

estimulando su actividad transcripcional en forma hormona dependiente. Además, es 

capaz de reclutar a los coactivadores generales CBP y p/CAF, formando un complejo 
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multiproteico de coactivación282. El dominio AD2 puede interaccionar con la proteína 

arginina metiltrasnferasa (PRMT), CARM1 y PRMT1296, 297, como con el factor de 

trascripción AP-1322 (Figura 13).  

 

7.5.2. Rol de RAC3 en tumorigénesis 

 

Una característica notable de RAC3 es que se encuentra amplificado y/o sobre-

expresado en varios tumores hormono dependientes, como tumor de mama, ovario275, 

próstata344 y meningioma345. En biopsias de tumor mamario, RAC3 se encontró 

aumentado por amplificación génica en 5%-10%  y sobre-expresado en 30%-60% de los 

casos346. 

Más aún, el ARNm de RAC3 está sobreexpresado en varios tipos de tumores de 

mama275, sin embargo, sólo el 10% de tumores de mama presentan niveles elevados de 

proteína RAC3346. La sobre-expresión de RAC3 en tumores de mama invasivos está 

correlacionado con altos niveles del receptor del factor-2 de crecimiento epidérmico 

(HER2)/neu347, 348. En pacientes tratados con el antagonista de estrógeno tamoxifeno, se 

observa un alto nivel de expresión de RAC3 y poca reversión del tumor, y por ésto se lo 

asocia con la resistencia a esta droga, y a una peor tasa de supervivencia del paciente. 

Aquellos pacientes con niveles altos de RAC3 y HER2 muestran la peor respuesta a la 

terapia con tamoxifeno348. En cáncer de próstata, los niveles de expresión de RAC3 

correlacionan significativamente con el grado del tumor, la recurrencia y menor 

sobrevida349. También fue encontrada sobre-expresada en biopsias de tumor de mama 

una variante de splicing de RAC3 de 130kDa, que tiene truncado el N-terminal 

perdiendo las secuencias bHLH y parte del dominio PAS. Esta variante es mas fuerte 

como coactivador de receptores esteroideos in vitro que la forma completa de RAC3350. 

Es de destacar que RAC3 interacciona con los receptores de estrógeno en forma 

ligando dependiente, y la actividad transcripcional de dicho receptor se ve aumentada 

cuando se transfectan células con este coactivador275, por lo que estos autores sugieren 

que éste podría contribuir al desarrollo de cáncer en aquellos tejidos donde se exprese 

en alto título, y particularmente al cáncer dependiente de esteroides. RAC3 también 

estaría involucrado en la tumorigénesis de la glándula mamaria por la expresión del 

virus tumoral v-HA-ras de tumor mamario, en células epiteliales, dado que en ratones 

RAC3-/- estos tumores están suprimidos351. Estos descubrimientos indican que al menos 

RAC3 junto con otros coactivadores, podrían jugar un rol permisivo en la iniciación y 
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progresión en tumores hormono dependientes, probablemente activando los receptores 

esteroideos. 

Por estudios recientes se encontró a RAC3 sobre-expresado en  tumores de 

mama, que no poseen receptores de estrógeno o progesterona347. Esto indicaría que 

RAC3 actúa vía otros factores de transcripción durante la tumorigénesis. 

Consistente con estos resultados y nuestros resultados previos respecto a su 

acción sobre NF-κB, RAC3 esta involucrado en varios tipos de tumores hormono 

independiente, como cáncer de páncreas168, gástrico352, carcinoma colorectal353 y 

hepatocelular354. Un elevado número de copias de RAC3 fueron detectadas en el 37% 

de los casos con adenocarcinoma pancreático355. Sin ir más lejos, los niveles de RAC3 

están asociados a la metástasis y la recurrencia del tumor en el cáncer gástrico y 

hepatocelular. Tomando estos datos clínicos podemos decir que RAC3 juega un rol 

importante en tumores hormono independientes. 

 

7.5.3.  Modelo de ratón transgénico 

 

Para determinarse si RAC3 podría ser un posible oncogen, M. Brown y 

colegas356 generaron ratones transgénicos que sobre-expresa RAC3, bajo el promotor 

del virus de tumor mamario de ratón (MMTV). Estos animales tuvieron una incidencia 

de tumor del 76% en la etapa adulta. Desarrollaron tumores en las gandulas mamarias, 

pituitaria, útero y pulmón, coincidiendo con la alta expresión ectópica de RAC3 en estos 

órganos. 

Por otro lado, en el suero de estos ratones, se encontró altos niveles de IGF-1, y 

un aumento en la actividad de la vía PI3K/AKT, sugiriendo que esta señal es importante 

para la inducción de la tumorigenesis mediada por RAC3. La mayoría de los tumores 

mamarios fueron invasivos y muchos adenocarcinomas dieron metástasis. Finalmente la 

génesis del tumor mamario fue independiente a la formación de adenomas pituitarios, 

de la reproductividad del ratón y de los niveles de actividad del receptor de estrógenos, 

sugiriendo  que la inducción de tumor de mama por RAC3 no fue dependiente de 

hormonas. En este trabajo, se demuestra que la sobre-expresión de RAC3 es suficiente 

para causar carcinoma mamario y otros tumores, siendo en este caso RAC3 un 

oncogen356. 
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7.5.4. Modelo de ratón deficiente en RAC3 

 

En ratones RAC3
-/- 

machos, la función reproductiva está levemente reducida, 

mientras que en ratones hembra el desarrollo y las funciones del sistema reproductivo 

son anormales. En primer lugar, los niveles de estrógenos están reducidos en hembras 

RAC3
-/-

, lo que causa un retraso en el desarrollo pubertal claramente evidenciado por un 

retraso en la abertura de la vagina y en el desarrollo de las glándulas mamarias. 

Además, el desarrollo alveolar de las glándulas mamarias en respuesta a estímulos 

combinados de estrógeno y progesterona, disminuye significativamente en hembras 

RAC3-/-, sugiriendo que RAC3 estaría involucrado en la proliferación celular estimulada 

por progesterona y diferenciación glandular durante el desarrollo alveolar de mama306. 

También la depleción de RAC3 suprime significativamente la tumorigénesis mamaria 

inducida por  v-H-ras o el carcinógeno químico 7,12-dimetilbezo-antraceno (DMBA)357. 

 

7.5.5.  Mecanismos  de acción de RAC3  

 

Es claro, que la sobre-expresión de RAC3 aumenta la expresión de Ciclina D1 

(CD1), aumentando la proliferación celular. Pero no estaba claro aun  el mecanismo por 

el cual en presencia de estrógeno, RAC3 mediante el receptor de estrógeno aumenta la 

proliferación, ya que el promotor de CD1 no posee secuencias respondedoras a 

estrógeno. Esto podría deberse a que el RE se una a otros sitios regulatorios, como SP1 

o sitios CREB358. De acuerdo a resultados obtenidos por nuestro laboratorio, hemos 

demostrado que los estrógenos requieren de NF-κB activo para inducir la expresión de 

cilclina. De acuerdo con nuestras observaciones, ER, RAC3 y NF-κB forman un 

complejo que se une a secuencias específicas de unión a NF-κB en el promotor de 

ciclina D1, y de esta manera aumentar su expresión359. 

Por otros mecanismos independientes a hormonas, se observó que RAC3 es 

requerido por el factor de crecimiento dependiente de insulina (IGF-1) para la 

proliferación, supervivencia, señalización y expresión de genes en tumores mamarios360. 

RAC3 es capaz de regular la transcripción de IGF/AKT, uniéndose a los promotores de  

IRS-2 o IGF-1 a través de  AP-1, de manera independiente de hormonas292. 

Todavía no están del todo claros los mecanismos bioquímicos por los cuales 

RAC3 ejerce su efecto coactivador. Algunos trabajos postulan mecanismos de acción a 



Introducción 58 

través de diversas señales que terminan modificando la molécula. Por ejemplo, se 

encontró a RAC3 asociado con la quinasa IKK361. Hasta el momento se han 

caracterizado seis sitios de fosforliación de RAC3 y demostrado que diferentes señales 

producen diferentes patrones de fosforilación de RAC3362. Estas fosforilaciones de 

RAC3 serían requeridas para una óptima interacción con los activadores 

transcripcionales y otros coactivadores, como CBP, histona acetil trasnferasas o 

CARM1 metiltransferasa363. Esto se debería a que distintas combinaciones de sitios 

fosforilados serían responsables de la función diferencial de distintos factores de 

transcripción, y por lo tanto, cumpliendo diferentes funciones fisiológicas. Estos autores 

demuestran que múltiples quinasas están involucradas en la fosforilación de sitios 

específicos de RAC3 como p38 MAPK, JNK, IKKs y PKA362. De acuerdo a 

observaciones hechas por el grupo de O´Malley, RAC3 es un sustrato de la IKK, y su 

localización sub-celular depende de su fosforilación361. 

 

7.5.6. Localización sub-celular 

 

Hay evidencias que demuestran que las modificaciones post-transduccionales y 

la función de RAC3 son reguladas por factores de crecimiento y citoquinas. Bajo 

condiciones normales de crecimiento, RAC3 esta mayormente localizada en el núcleo. 

Mientras que en células RAT-1 deprivadas de suero, RAC3 fue encontrado 

principalmente en el citoplasma, cuando se agrega insulina al medio éste se transloca al 

núcleo. Esta re-distribución puede ser bloqueada por el agregado de altas 

concentraciones de ácido okadaico, el cual inhibe las fosfatasas 1 y 2A305. Estas 

observaciones sugieren que la localización subcelular de RAC3 es regulada por 

receptores tirosina quinasa asociados a membrana como el receptor de insulina. La 

fosforilación de RAC3 por IKK promueve la localización nuclear361. 

El  dominio bHLH de RAC3 contiene secuencias de localización nuclear (NLS), 

los mutantes para bHLH fallan en la translocación y esto además correlaciona con la 

inhibición en la degradación por el proteasoma, sugiriendo que esta degradación es en el 

núcleo364. 

Se postula que diferentes MAPKs regulan el tráfico de SRCs, a través de 

diferentes cascadas de señalización que terminan activando el transporte diferencial de 

los SRCs del citoplasma al núcleo343.  
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7.5.7. RAC3 interviene en la proliferación de manera independiente de 

hormonas 

 

Esta demostrado que los factores de crecimiento, como la insulina y el factor de 

crecimiento insulina-like (IGF-1), pueden estimular el crecimiento celular y los 

miembros de la vía PI3K importantes para el control del crecimiento celular365 366, 367. 

Los miembros que regulan positivamente esta vía incluyen al receptor de insulina, el 

sustrato del receptor, PI3K, AKT368 y mTOR y sus blancos como la quinasa S6 (S6K) y 

el  factor de iniciación 4E (eIF4E)369. Entre los reguladores negativos están la fosfatasa 

PTEN y esclerosis tuberosa (TSC)370. Algunos de estos factores han sido encontrados 

amplificados, sobre-expresados o mutados en pacientes con distintos tipos de cáncer, 

inclusive de mama y próstata371. 

Los ratones RAC3-/- son mas pequeños que los salvajes, esto sugiere que RAC3 

es requerido para el crecimiento normal. Se observó que decrece significativamente los 

niveles de IGF-1 y falla su respuesta, en cambio los niveles de la mayoría de los 

receptores nucleares aparecen intactos, indicando que el rol de RAC3 en el crecimiento 

somático no es mediante los receptores nucleares, sino a través de otros mecanismos de 

trans-activación aún  no esclaresidos305.  

La sobreexpresión de RAC3 induce crecimiento, aumentando el tamaño celular, 

en cambio su disminución, afecta al crecimiento y baja la actividad de AKT y sus 

efectores mTOR y S6K372. 

Por medio de análisis por  mircroarray se determinó que la sobre-expresión de 

RAC3 induce el aumento de multiples componentes de la vía se señalización IGF/AKT, 

regulando la expresión a nivel transcripcional y traduccional de los miembros IGF-I, 

IGF-II, IRS-1, IRS-2, PI3KCA, AKT1 y de Bcl-2. Esto se debe a que RAC3 es 

reclutado a los promotores de estos genes. Por ejemplo, el reclutamiento de RAC3 a los 

promotores de IRS-2 y IGF-I requiere de la presencia de c-Fos, una subunidad del 

complejo AP-1, sugiriendo que esta actividad sobre AP-1 podría contribuir a la 

carcinogénesis de manera independiente a hormonas292. 

El factor de transcripción E2F regula la progresión del ciclo celular, modulando 

la expresión de proteínas requeridas para G1/S y síntesis del ADN. En G0 y principio de 

la fase G1, Rb se encuentra unido a E2F inhibiendo su actividad transcripcional, cuando 

Rb es fosforilado, deja libre a E2F para la transcripción373. RAC3 interacciona 

directamente con E2F1 aumentando la transcripción de los genes del ciclo celular, como 
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ciclina E1, ciclina A2, cdk2 y el mismo E2F1374. Éste sería otro mecanismo por el cual 

el coactivador contribuye al desarrollo tumoral, promoviendo la progresión del ciclo 

celular. 

 

 

 

Uno de los aspectos más importantes en el control de la actividad de receptores 

nucleares, factores de transcripción y quinasas es el control de su localización 

subcelular. Esto determinaría su posibilidad de interaccionar específicamente con otras 

moléculas y sustratos específicos y finalmente, la respuesta celular ante señales 

determinadas, pudiendo resultar por ejemplo, en la muerte celular, así como en 

supervivencia, proliferación o diferenciación. 

 

 

 

TRÁFICO INTRACELULAR 

 

8. PROTEÍNAS DE CHOQUE TÉRMICO 

 

Las proteínas de choque térmico (Hsps) son una familia de proteínas expresadas 

constitutivamente en altas cantidades, hecho que se ve incrementado cuando una célula 

está sujeta a condiciones de estrés físico (temperatura elevada, shock osmótico o de pH, 

irradiación por rayos UV) o fisiológicas (isquemia-peperfusión, carencia nutritiva, 

infecciones virales, hemorragias, fiebre elevada). En estas condiciones la expresión de 

algunos genes se apaga, mientras que la de unos pocos se estimula en un fenómeno 

denominado respuesta al choque térmico (heat shock response) o al estrés375. 

 

8.1. Regulación de la expresión de las HSPs 

 

La respuesta de choque térmico, fue descubierta en 1964 en Drosophila 

exponiendo a moscas a temperaturas subletales376, está caracterizada por la trascripción 

preferencial de un reducido grupo de genes que codifican para proteínas específicas, las 

Hsp (heat shock proteins, o proteínas de choque térmico), igualmente denominadas 

proteínas de estrés. 
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Los genes hsp están regulados por una familia de factores de transcripción 

llamados HSFs. En vertebrados se han descripto 4 factores de transcripción  

pertenecientes a la familia de la HSFs, de los cuales el factor HSF-1 es el miembro mas 

predominante377. Bajo condiciones normales, los factores HSF-1 existen inactivos en el 

citoplasma o en el núcleo como monómeros378. Se reportó que esta represión a varios 

niveles es mantenida por la interacción de factores HSF-1 unidos a complejos 

multichaperona conteniendo Hsp90 o a chaperonas individuales, estando este 

incapacitado de unirse al ADN en forma estable379. La activación de HSF-1 está 

caracterizada por una hiperfosforilación en múltiples serinas212. Ante condiciones de 

estrés, el complejo se disocia, las proteínas HSF-1 forman trímeros los cuales translocan 

al núcleo donde son fosforilados por proteínas de la familia de la proteinquinasa C 

(PKC). Una vez activados, los factores HSF-1 ganan la capacidad de unirse al ADN en 

forma específica a su elemento “enhancer” de respuesta a choque térmico (HRE)380. En 

estas condiciones en las que la proteínas se encuentran mal plegadas, comienzan a 

aparecer en la superficie de las mismas sitios que no se encuentran expuestos en estados 

nativos y sí lo están en estados no nativos, residuos hidrofóbicos o cargados que a su 

vez, posibilitan la interacción con otros residuos hidrofóbicos o cargados provenientes 

de otras proteínas mal plegadas formando de esta manera, agregados proteicos. Estos 

agregados son altamente deletéreos para la célula. Las chaperonas y en especial las 

HSPs tienen la capacidad de reconocer estos sitios expuestos en las proteínas. Como 

resultado de la activación en la expresión de las Hsp, éstas se unen a las proteínas 

desnaturalizadas preservándolas hasta la finalización del estrés, promoviendo por un 

lado, la rápida degradación de las proteínas dañadas con su posterior eliminación de la 

célula o permitiendo su re-solubilización e induciendo en esas células una tolerancia al 

estrés381. Esta exposición de residuos hidrofóbicos o cargados no se da solamente 

durante instancias de estrés, también ocurren fisiológicamente en el transcurso de la 

síntesis de polipéptidos, ensamble de péptidos o de su transporte a través de membranas, 

o en los cambios estructurales producidos durante el funcionamiento normal de 

complejos proteicos. Las HSPs están altamente conservadas dentro de los tres dominios 

filogenéticos (Bacteria, Archea y Eucarya) lo que sugiere un papel vital de éstas y otras  

chaperonas moleculares. Las proteínas de choque térmico son clasificadas en familias 

como HSP seguidas de un número que indica su peso molecular aparente en kDa 

determinados por SDS-PAGE382 (Tabla 5). 
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Durante la apoptosis las chaperonas juegan un rol importante, por ejemplo 

Hsp70 y Hsp27 son capaces de inhibir la apoptosis, interaccionando con factores pro-

apoptóticos como p53, c-myc y AIF66, bloqueando la muerte inducida por Fas y la 

activación de caspasa-9 por citocromo c383, 384. En cambio Hsp60 y Hsp10, pueden 

interaccionar con caspasa 3 acelerando la apoptosis385. 

 

Tabla 5. Principales chaperonas y co-chaperonas 
Chaperonas Funciones 

Hsp100 
Esenciales para la supervivencia celular bajo condiciones extremas y en 
la adquisición de termotolerancia, promoviendo la desagregación de las 
proteínas ante el calor386. 

Hsp90 

Proteína expresada constitutivamente. Se estimula su expresión en 
condiciones de estrés. Chaperona ATP-dependiente importante en la 
recuperación de proteínas mal plegadas, y en la maduración, transporte 
intracelular y actividades regulatorias de los receptores nucleares de 
hormonas así como también de factores de transcripción y proteínas 
quinasas involucradas en la transducción de señales y el control de la 
expresión génica. Cumple estas funciones celulares formando 
heterocomplejos proteína·Hsp90 en una maquinaria multiproteica junto a 
la Hsp70. También se reportó su importancia en la restitución del estado 
competente de proteínas mutadas382, 387. 

Hsp70 

Su expresión se induce en condiciones de choque térmico, 
jerárquicamente implicada en el replegado de proteínas (complejo 
Hsp70-sustrato) luego de un estrés en su forma ATP-dependiente. 
Interactúa con Hsp90 y es esencial para el ensamblado de los 
heterocomplejos proteína·Hsp90114. 

Hsp40 

De expresión constitutiva, pero estimulada en condiciones de estrés. 
Interacciona con proteínas mal plegadas. Presenta el polipéptido a re-
plegar a la Hsc70/Hsp70. Estimula la hidrólisis del ATP asociado a la 
Hsc70/Hsp70.Componente de los heterocomplejos proteína·Hsp90388. 

Hip Co-chaperona estabilizante de la forma ADP de la Hsc70/Hsp70. 
Componente de los heterocomplejos proteína·Hsp90389. 

Hop Une vía sus dominios TPR independientes las Hsc70/Hsp70 con Hsp90, 
para la conformación de los heterocomplejos proteína·Hsp90390. 

 

8.2. Hsp90 

 

La proteína de choque térmico Hsp90 es una de las proteínas mas abundantes en 

células no estresadas (1-2% del total de proteínas citosólicas)391, 392. Dentro de las HSPs; 

Hsp90 tiene una actividad altamente selectiva en células estresadas y no estresadas, 

dónde esta chaperona es responsable de procesos esenciales en el control del 

crecimiento y diferenciación celular. Si bien es importante en la recuperación de 

proteínas mal plegadas, actualmente se cree que Hsp90 se une principalmente más a una 
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gama restringida de sustratos, que indiscriminadamente a cualquier proteína mal 

plegada, especializándose en estabilizar regiones metaestables, tales como bolsillos 

moleculares dónde se unen ligandos, manteniéndolos en una posición “receptora” que a 

su vez impida el colapso o agregación de estas proteínas sustratos (a veces denominadas 

proteínas “clientes”)393. Su accionar se centra en la maduración, transporte  intracelular 

y actividades regulatorias de los receptores nucleares de hormonas así como también de 

factores de trascripción y proteínas quinasas involucradas en la transducción de señales 

y el control de la expresión génica, ciclo celular, apoptosis, cáncer, respuesta al estrés, 

inmunidad en plantas, desarrollo y hasta evolución387, 392, 394. La proteína Hsp90 

demostró tener un papel crítico en evitar la entrada a la vía de degradación a proteínas 

quinasas de cdc2, Mik1 y Swe1 en Sacharomyces cerevisiae spp., siendo importante en 

la regulación del ciclo celular de la levadura395. Mutaciones puntuales en la proteína 

Hsp90 de Drosophila melanogaster en homocigosis demostraron ser letales, indicando 

un requerimiento de Hsp90 para el desarrollo en este organismo396 .  

En mamíferos, cerca de 100 proteínas “clientes” están reguladas por Hsp90. En 

la mayoría de los casos estas proteínas sustrato fueron identificadas por experimentos de 

co-inmunoadsorción, co-existiendo en heterocomplejos citosólicos con Hsp90. Estos 

heterocomplejos sustrato·hsp90 se forman en un proceso dependiente de ATP, por 

acción de una maquinaria chaperona basada en un complejo multiproteína 

Hsp90/Hsp70, el cual hasta ahora es conocido como ubicuo entre las células de los 

reinos animal y vegetal387. 

Hsp90 es una chaperona cuya funcionalidad es dependiente de ATP y de su 

actividad ATPasa. La unión de Hsp90 a sus sustratos puede ser selectivamente inhibida 

por antibióticos del grupo de las anasamicinas-benzoquinonas (geldanamicina y sus 

derivados) y radicicol, las cuales se unen a la proteína interactuando con su bolsillo de 

unión a ATP con mucha mas afinidad que la que tiene por el propio ATP397.  

 

8.2.1. Hsp90 y proteínas clientes 

 

Las proteínas “clientes” de Hsp90 incluyen, las quinasas de tirosinas 

transmembrana HER-2/neu, el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), 

MET y el receptor del factor de crecimiento similar de insulina-1 (IGF-1R), proteínas de 

señalización metaestables (Akt, Raf-1 e IKK), proteínas de señalización mutadas (p53, 

Kit, Fit3 y v-src), proteínas de señalización quiméricas (NPM-ALK, Bcr-Abl), 
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receptores de esteroides (receptores de andrógenos, estrógenos, glucocorticoides) y 

reguladores del ciclo celular (cdk4, cdk6)398, 399. Es interesante que para la activación de 

NF-κB sea necesario Hsp90,  que controla la biosíntesis de  IKK y la inducibilidad de 

su actividad enzimática400. 

Los complejos quinasas·Hsp90 selectivamente unen Cdc37, tal es el ejemplo de 

src, cdk4 y raf 401, mientras que los complejos de factores de transcripción·Hsp90 unen 

principalmente inmunofilinas con dominios TPR (repeticiones de tetratricopeptidos)402. 

Esta selección se da porque las proteínas quinasas se unen mediante su dominio 

catalítico con Cdc37403 y a su vez, se observó que los complejos receptores de 

esteroides·Hsp90 unen inmunofilinas TPR que directamente se unen al mismo tiempo 

con los mismos factores de transcripción del complejo404. 

 

8.2.2. Hsp90, cancer y tratamiento 

 

En células o tejidos de un amplio número de tumores se han encontrado 

expresión atípica de los niveles de una o más Hsp. La expresión de Hsp por ejemplo en 

cáncer de mama o gástrico está asociado con un mal pronóstico y resistencia a 

quimioterapias o radioterapias405. Por ejemplo, en líneas leucémicas y células de 

leucemia aguda de pacientes se ha encontrado una alta expresión de Hsp90, asociado 

con un aumento en la proliferación celular406. 

En el caso de células tumorales se encontraron complejos super-chaperona 

donde Hsp90 interactúa con proteínas “clientes” oncogénicas involucradas en 

transducción de señales, regulación del ciclo celular y apoptosis407, por ejemplo v-src, c-

Raf-1, c-erbB2, met, CDK4, p53, Bcr-Abl, y los receptores de esteroides398, 408, 409. 

Así fue como despertó un gran interés la proteína Hsp90 como blanco de drogas, 

debido a su capacidad de unir específicamente y ser inhibida por el antibiótico natural 

de la clase de benzoquinonas ansamicinas, la geldanamicina (GA)397. El radicicol se une 

el N-terminal de Hsp90, inhibiendo su actividad y suprime la tranformación por los 

oncogenes Src y Ras410.  

 

8.3. Dominios TPR y proteínas con dominios TPR 

 

Se demostró que las proteínas contenedoras de dominios con repeticiones de 

tetratricopéptidos (TPR) están involucradas en procesos reguladores del ciclo celular, 
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control de la transcripción, importación de proteínas y transducción de señales411. Los 

dominios TPR contienen entre 1 a 16 repeticiones en tandem de 34 residuos 

aminoacídicos. Las proteínas TPR mejor estudiadas y caracterizadas hasta el momento, 

son aquellas involucradas en la maduración de los heterocomplejos Hsp90. Esta lista 

incluye a la protein-fosfatasa 5 (PP5)412, Hop413y las inmunofilinas Cyp40414, FKBP51 
415 y FKBP52416. Estas proteínas poseen entre uno y tres dominios TPR.  

 

8.4. Inmunofilinas 

 

La isomerización trans/cis de uniones péptido-prolina es un paso limitante en el 

plegamiento de proteínas417. Las enzimas catalizadoras de este paso se denominan 

peptidil-prolil-cis/trans isomerasas (PPIasas). Hasta el momento se caracterizaron tres 

subfamilias de este tipo de enzima: FKBPs, ciclofilinas y parvulinas418. Las FKBPs y 

las ciclofilinas, son inhibidas por drogas inmunosupresivas y por esto son denominadas 

inmunofilinas418. Se encontraron en complejos con Hsp90 a las PIasas de peso 

molecular de 40-54 kDa, las denominadas PPIasas (FKBP51, FKBP52, Cyp40 y los 

homólogos en levaduras Cpr6 y Cpr7). Las ciclofilinas (Cyps) se unen a cicolosporina 

A419, mientras que las proteínas FKBPs se unen a macrólidos como FK506420. 

Una vez que una proteína, factor de transcripción o receptor, es activado en la 

membrana plasmática o el citoplasma y habilitado para transmitir una “señal” en el 

núcleo celular, se hace necesaria la presencia de mecanismos que permitan este 

transporte. Los receptores de esteroides mostraron ser estupendos modelos para estudiar 

este tipo de movimiento intracelular. Los heterocomplejos·Hsp90 que unieron 

receptores de hormonas esteroideas se unen a una o varias inmunofilinas (FKBP52, 

FKBP51, o CyP-40) o bien a la proteína homóloga a inmunofilinas PP5, a través del 

dominio TPR que estas contienen387. Estos receptores de esteroides continuamente se 

mueven del citoplasma a núcleo y viceversa, a través del sistema de microtúbulos, 

siendo la unión de los mismos al heterocomplejo·Hsp90 y a la inmunofilina la que 

permite este tráfico402. El papel de las inmunofilinas es la de conectar a la proteína 

cliente unida al heterocomplejo·Hsp90 con la dineína citoplásmica, el complejo proteico 

responsable del movimiento retrogrado hacia el núcleo402. Las inmunofilinas se unen 

directamente con la cadena intermedia del complejo dineína a través de su dominio 

PPIasa421. La proteína fosfatasa PP5 fue recuperada del heterocomplejo·Hsp90 asociado 
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a GR tanto en el núcleo como en el citoplasma422, y posteriormente se observó que se 

une a Hsp90 por sus dominios TPR, compitiendo con las otras inmunofilinas423. 
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Conceptos destacados de la introducción y construcción de la hipótesis 

 

En base a todo lo expuesto en esta introducción, existen varios mecanismos  y 

numerosas cascadas de señales que controlan la vida y muerte celular y la alteración de 

muchos de ellos afectan el destino de la célula pudiendo ocasionar por ejemplo, el 

desarrollo de tumores en el caso de una apoptosis disminuída, o bien enfermedades 

degenerativas en el caso de una apoptosis aumentada. 

En el caso particular de tumores, los mecanismos mas importantes que 

contribuyen a su desarrollo están relacionados al aumento de la proliferación celular 

conjuntamente con un aumento en el acúmulo de mutaciones que afectan genes 

relacionados con el control del ciclo celular, la supervivencia, la migración, la 

dependencia de factores de crecimiento, el propio control de la expresión génica y 

muchas de las cascadas de señales y la actividad de factores de transcipción aquí 

descriptos. En conjunto, todo aquello que contribuye al fenotipo de una célula casi 

inmortal. En este sentido, resulta importante descubrir los mecanismos y señales por los 

cuales algunos tipos celulares resultan altamente resistentes a la apoptosis y podrían 

contribuir al desarrollo de un tumor y el desarrollo de estrategias para aumentar la 

sensibilidad a la muerte de aquellas células resistentes. 

También hemos destacado en esta introducción que existe una familia de 

moléculas como los coactivadores de receptores nucleares de la familia p160, y en 

particular RAC3 que originalmente fueron considerados en cuanto a su importancia en 

el desarrollo de tumores hormono-dependientes, dado que fueron encontrados sobre-

expresados en tumor de mama, ovario y próstata. Por otro lado, de acuerdo a su 

actividad y tal como fueron descubiertos, se los consideraba precisamente reguladores 

de la actividad de receptores nucleares, como los de hormonas esteroideas. De acuerdo 

con ésto, se consideraba que el mecanismo por el cual estas moléculas contribuían al 

desarrollo tumoral estaba restringido al aumento de las señales proliferativas inducidas 

por hormonas esteroideas. 

La contribución de otros investigadores y nuestro propio grupo en el estudio de 

estas moléculas y su interacción con otros factores de transcripción disparó la idea sobre 

la posible participación de los coactivadores p160 en el desarrollo de otros tipos de 

tumor.  

Por el año 2000 nuestro grupo descubrió que RAC3 es además un coactivador de 

NF-κB que como se ha descripto en la introducción de este trabajo participa en el 
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control de numerosas funciones biológicas en todos los tejidos y tiene un rol anti-

apoptótico además de una participación directa en el desarrollo de muchos tipos de 

tumor. 

Es decir, que si existía sobre-expresión de RAC3 en otros tipos de tumor no 

relacionados estrictamente a un control hormonal, era factible que el coactivador tuviera 

un rol importante en tumorigénesis, pero no relacionado a hormonas esteriodeas, sino, 

posiblemente por otras cascadas de señales como por ejemplo la vía NF-κB. 

En este contexto, otros grupos describieron posteriormente y en paralelo al 

desarrollo de esta tesis, una sobre-expresión de coactivadores p160 en diversos tipos de 

tumor como colon, gástrico, hepático y pancreático. Sin embargo, los mecanismos por 

los cuales el coactivador estaba contribuyendo a la tumorigénesis en cada caso no fue 

del todo esclarecido. 

 

 La hipótesis  

 

Nuestra hipótesis principal al inicio de este trabajo de tesis fue que uno de los 

mecanismos moleculares por los cuales RAC3 podría estar contribuyendo al desarrollo 

tumoral es la protección de apoptosis, fundamentalmente por un aumento en la actividad 

NF-κB. En consecuencia se desprende, que una sobreexpresión de coactivador por 

transfección con vectores adecuados de células que normalmente expresan cantidades 

limitantes de coactivador deberían hacerse más resistentes a la apoptosis que las células 

conteniendo sus niveles normales naturales de ese tipo celular. 

  

De acuerdo con esta hipótesis es que se plantearon los objetivos de trabajo que 

se describen a continuación. 

 

Objetivo principal: 

 

 El objetivo principal de este trabajo fue determinar la posible participación de 

coactivadores de la familia p160 en el control de apoptosis inducida por señales de 

membrana o por la cascada mitocondrial en distintas líneas celulares. 

Para el desarrollo de este objetivo se trabajó con dos líneas celulares como las 

células HEK293 que corresponden a células de riñón embrionario humano con mínima 
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capacidad de inducción de tumor en ratones nude y las células K562 que corresponden a 

células de leucemia mieloide crónica humana.  

Las células HEK293 fueron utilizadas en el modelo de inducción de apoptosis 

por vía mitocondrial y las células K562 en el modelo de inducción de apoptosis por la 

vía de membrana. 

 

Objetivos particulares: 

 

 Determinar el rol del coactivador RAC3 en la apoptosis inducida por vía de 

membrana o mitocondrial en distintos tipos celulares. 

 Determinar si la regulación de la expresión de genes pro- y anti- apoptóticos es 

dependiente de los niveles de expresión de coactivador. 

 Determinar si la sobre-expresión de RAC3 tiene algún efecto en la activación de 

MAPKs, AKT y el factor de transcripción NF-κB. 

 Determinar la posible participación de RAC3 en la translocación nuclear del factor 

inductor de la apoptosis (AIF). 
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1. CULTIVO DE CÉLULAS 

 

Las células embrionarias de riñón  humano HEK293 fueron crecidas en medio 

esencial mínimo modificado de Dulbeco (DMEM) alta glucosa (GIBCO Laboatories, 

Grand Island, NY, USA). La línea leucémica mieloide crónica K562 (ATCC) fue 

crecida en RPMI 1640 (GIBCO). La línea de tumor de mama T47D fue crecida en 

medio F12 (GIBCO). 

Todos los medios fueron suplementados con 10% de suero fetal bovino, 

penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 µg/ml) y gentamicina (500 µg/ml). Las 

células fueron mantenidas a 37ºC en una atmósfera húmeda con 5% de CO2. 

Las líneas HEK293 y T47D fueron mantenidas en placas plásticas estériles de 10 

cm y repicadas con tripsina (0,25% p/v y 1 mM EDTA en PBS), cada 3 días 

aproximadamente. 

La línea K562 fue mantenida en botellas plásticas estériles de 50 ml y repicadas 

a una densidad 1x105 células/ml cada 3 días aproximadamene. 

 

2. VECTORES DE EXPRESION Y PLÁSMIDOS REPORTEROS 

 

Se utilizó como ¨ vector vacío ¨ el plásmido pCMX y el vector de expresión 

constitutiva para el coactivador RAC3 fue pCMX-HA-RAC3, ambos fueron 

gentilmente cedidos por por el Dr. R. Evans, The Salk Institute, San Diego, CA, USA. 

Los vectores de expresión para los coactivadores  SRC-1 (pCR3.1-SRC-1) y 

CBP (pVL-CBP) fueron cedidos por el Dr. Rainer Lanz, Baylor Collage of Medicine, 

Houston, Texas, USA. 

El vector de expresión para la proteína β-galactosidasa (RSV-β-gal) se utilizo 

para normalizar los datos de unidades relativas obtenidos en la medición de la actividad 

luciferasa. 

El vector p-Silencer 1.0-U6 de Ambión. Se utilizó para clonar el oligo RNAi-

RAC3, que se detalla a continuación. 

 

3. CONSTRUCCION DE RNA DE INTERFERENCIA ANTI RAC3 

 

Para la construcción del RNAi anti-RAC3 se seleccionaron las secuencias según 

el programa Ambion, que se encuentra en la página web http://www.ambion.com.  

http://www.ambion.com/
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A

B

La secuencia fue seleccionada en base a las mejores características indicadas por 

Ambion y a lo reportado previamente372.  

 

Secuencia blanco 36: AAAGACTCCTTAGGACCGCTT  

Buscador Blast  

Posición en el gen: 413  

Contenido de GC: 47.6%  

Cadena en sentido RNAi: AGACUCCUUAGGACCGCUUtt  

Cadena anti-sentido: AAGCGGUCCUAAGGAGUCUtt  

 

Para  pSilencer 1.0-U6 se sintetizaron los siguientes oligos: 

Cadena sentido 
5'- AGACTCCTTAGGACCGCTT CTCAAGAGA AAGCGGTCCTAAGGAGTCTTT  TTTT-3' 

Cadena anti-sentido 
5'-AATTAAAAAAAGACTCCTTAGGACCGCTTTCTCTTGAGAAGCGGTCCTAAGGAGTCT          

GGCC-3' 
Fueron sintetizados en  4 oligos entre 24 y 32 bases. 

 

            Fw   5’ AGACTCCTTAGGACCGCTT CTCAA 3’  

      Rv 5’ TCTCTTGAGAAGCGGTCCTAAGGAGTCTGGCC 3’ 

 

                 Fw 5’ GAGAAAGCGGTCCTAAGGAGTCTTTTTTT 3’ 

                 Rv   5’ AATTAAAAAAAGACTCCTTAGGACCGCTT 3’ 

 

 

Los oligonucleótidos sintetizados fueron tratados con Polinucléotido Kinasa 

(PNK) toda la noche a 37ºC, la cual luego se inactivó a 65ºC por 30 min. 

Se agregó a cada uno la cadena complementaria correspondiente y se realizó el 

annealing en el Termociclador para PCR con una solución de 50 mM de NaCl, por 15 

min a 95ºC y luego se dejó decaer 1ºC por min hasta 4ºC finales. 

El plásmido pSilencer fue previamente cortado con las enzimas de restricción 

EcoRI y ApaI, en Buffer multicore. El plásmido se corrió en un gel de agarosa de bajo 

punto de fusión 1%. Luego se cortó la banda de gel correspondiente al plásmido 

linearizado (Figura 14) y se purificó por columnas de Qiagen. 
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Figura 14. Plásmido pSilencer cortado con EcoRI y ApaI. Se utilizó el marcador de peso 

molecular 1Kb y se corrió en un gel de agarosa de bajo punto de fusión 1%. 

 

Se ligaron 50 ng de plásmido con 0,3 picomoles de los oligos A y B a 4ºC toda 

la noche (Figura 15). 

 

Triple Ligación. 

Vector pSilencer previamente cortado              1 µl 

Oligo A                                                              2 µl 

Oligo B                                                              2 µl 

H2O                                                                  12 µl 

Buffer 10X         2 µl 

Ligasa T4 (Promega)        1 µl 

Volumen Final                                                 20 µl 

 

3.1. Transformación de bacterias 

 

Para la preparación del plásmido RAC3-RNAi , así como para la preparación de 

los plásmidos utilizados en este trabajo, se transformaron 100 μl de bacterias 

quimiocompetentes Escherichia coli DH5α con 10 μl de la mezcla de ligación, o el 

ADN de interés en cada caso. 

Se incubaron las bacterias primero con el ADN 15 min en hielo, luego se incubó 

el microtubo a 42ºC por 90 segundos. Se agregó 1 ml de LB sin antibiótico, con el fin 

de que exprese la resistencia a ampicilina que posee el plásmido y se incubó durante 45 

min a 37ºC. 

 

pSilencer 
3245bp 

Marcador 1Kb 
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                             Oligo A                                                                  Oligo B    
         AGACTCCTTAGGACCGCTT CTCAA       GAGAAAGCGGTCCTAAGGAGTCTTTTTTT 

CCGG TCTGAGGAATCCTGGCGAAGAGTTCTCT   CGCCAGGATTCCTCAGAAAAAAATTAA 

 

pSILENCER-RAC3.RNAi
3258 bp

AMPr

T3 primer binding site

U6 snRNA Promoter

F1 origin

ColE1 origin

RAC3-RNAi

AvaI (403)

BssHII (3221)

KpnI (1)

PstI (401)

SacI (449)

SmaI (405)

StyI (313)

Xma I (403)

 
 

 
Figura 15. Ligación del inserto RAC3-RNAi en el plásmido pSilencer. 

 

Se sembraron 100 µl del LB con las bacterias en una placa de Petri con LB-agar 

sumplementado con Ampicilina 0,1 mg/ml, para seleccionar solo las bacterias 

transformadas. 

El cultivo se incubó toda la noche a 37ºC. Fueron picadas 14 colonias al azar y 

se crecieron en 5 ml de medio LB con ampicilina, durante 12 horas con agitación a 

37ºC, para luego proceder con la purificación y chequeo del plásmido a pequeña escala.  
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SOLUCIONES UTILIZADAS 

LB ( Luria-Bertani)                

10 g/l       Tristona 

5 g/l         Extracto de Levadura  

5 g/l         NaCl  

LB-agar 

LB + 15 g/l de agar 

 

3.2. Preparación de ADN a pequeña escala 

 

Se utilizó el método de lisis alcalina, modificado de Birnboim y Doly, 1979. 

Las bacterias en LB fueron centrifugadas 1 min a 10.000 rpm, el pellet se 

resuspendió en 200 µl de solución I durante 5 min a Temperatura ambiente. Se 

agregaron 400 μl de solución II preparada fresca y se incubó 5 min en hielo. Luego se 

agregaron 300 μl de solución III, se mezcló por inversión y se incubó 10 min en hielo. 

Se centrifugó 15 min a 10.000 rpm. Al sobrenadante se le agregó 0,1 μg/μl final de 

RNAsa y se incubó 5 min a temperatura ambiente. 

Luego se agregó un volumen de Fenol: 25/cloroformo: 24/isoamílico: 1. Vortex 

y se centrifugó 5 min a 10.000 rpm. Se extrajo la fase acuosa y se agregó 0,7 volúmenes 

de Isopropanol y se incubó 10 min a -20ºC. Luego se centrifugó 10 min a 10.000 rpm. 

El precipitado se lavó con 100 μl de etanol 70% v/v. Se centrifugó 10 min a 10.000rpm. 

Luego de secar el precipitado se resuspendió en 15 μl de Buffer TE. 

 

SOLUCIONES UTILIZADAS 

Solución I (Resuspensión) 

50 mM     Glucosa 

50 mM     Tris-HCl pH: 8 

10 mM     EDTA pH: 8 

5 ng/ml     lisozima 

Solución II (Lisis) 

1%          SDS 

20 mM    NaOH 

Solución III (Neutralizante) 

3 M Acetato de Potacio pH: 5,5 
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3.3.  Mapeo de clones positivos 

 

Con el objeto de identificar los clones positivos para RAC3-RNAi, las 

preparaciones fueron analizadas usando la enzima de restricción  AVAII. Los 

fragmentos se corrieron en un gel de agarosa 1% y se visualizaron bajo luz UV, 

resultando los siguentes fragmentos que fueron calculados con el Programa Vector NTI 

suite 9. 

pSilencer sin inserto: 3021bp + 222 bp 

pSilencer con inserto: 1560bp + 1454bp + 222bp + 22bp 

Todas las colonias fueron positivas (Figura 16), se eligieron dos al azar y se 

enviaron a secuenciar. 

 

 

 
 
Figura 16. Calle 1: Plásmido pSilencer. Calles 2-8: plásmidos pSilencer-RAC3-RNAi 

purificados de 7 colonias distintas. Todos los plásmidos se cortaron con la enzima de restricción AvaII. 

Se corrieron en un gel de agarosa 1%, con el marcador de peso molecular 1Kb como referencia. 
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3.4. Purificación de plásmido a gran escala 

 

Los plásmidos utilizados para transfectar líneas celulares en cultivo fueron 

preparados por medio del sistema de maxipreparaciones de QIAGEN. Se siguieron 

todos los pasos que indica el manual de instrucciones del proveedor, utilizando las 

columnas QIAGEN-tip 500, que rinden aproximadamente 500 μg de ADN, que fueron 

resuspendidos en 500 μl de buffer TE. 

 

3.5. Cuantificación del ADN plasmídico 

 

El ADN disuelto en TE o agua, fue cuantificado midiendo la absorbancia a 260 

nm y a 280 nm en un espectrofotómetro (Metrolab). Las concentraciones se calcularon 

multiplicando el valor de absorbancia obtenido a 260 nm por el factor de dilución y por 

la constante de absortibidad molar. 

También se calculó la relación de la absorbancia a 280/260 nm, para verificar su 

pureza. 

 

3.6. Geles nativos de agarosa 

 

Los geles de agarosa utilizados se prepararon con buffer TAE 1X al 1% con 0,5 

μg/ml de bromuro de etidio. Las corridas electroforéticas se realizaron entre 5-10 V/cm. 

Las muestras para sembrar se resuspendieron en buffer de siembra preparado 

con glicerol 30% v/v, azul de bromofenol y xilen cianol. Los geles fueron visualizados 

bajo luz UV y fotografiados con cámara digital (Kodak). 

 

 

SOLUCIONES UTILIZADAS 

TAE 1l 

5 g/l      Tris-base                      

1 ml      Acético glaciar           

1 ml      EDTA 0,5 M pH 8     
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4. TRANFECCION DE CÉLULAS EN CULTIVO 

 

4.1. Transfección transitoria por el método de cloruro de calcio 

 

El modelo de transfección transiente que se utilizó en muchos de los 

experimentos en éste trabajo de tesis fue en células HEK293, dado que éstas células 

tienen una eficiencia de transfección del 95%. Por esta razón, puede asumirse que 

cuando se analizan cambios en los niveles de proteínas específicas ó la viabilidad en 

respuesta a altos o bajos niveles de expresión de los genes transfectados, están 

refiriéndose a más del 90% de la población celular. 

La mezcla de transfección se prepara en el momento y en el flujo laminar. 

La preparación consta de una mezcla que posee el ADN/CaCl2 (tubo A) y una 

solución de buffer fosfato (tubo B). Se incorporó gota a gota la mezcla del tubo A sobre 

el tubo B, en permanente agitación para favorecer la formación de precipitados 

pequeños de ADN/CaPO4. La mezcla de transfección se dejó 30 min a temperatura 

ambiente. Luego se agregó sobre las células en medio de cultivo y a las 5 horas se 

cambió el medio por medio fresco. 

 

MEZCLA DE TRANSFECCIÓN 10X 

Tubo A: ADN/CaCl2 

5 μg/ml   ADN plasmídico total 

250 mM  CaCl2 

 

Tuno B: HeBs 2X pH 7,12 

50 mM    HEPES 

280 mM  NaCl 

1,5 mM   Na2HPO4 

 

En los ensayos de sobre-expresión o inhibición de coactivadores, se sembraron 8 

x 105 células/placa de 10cm, con 9 ml de medio DMEM alta Glucosa. A las 24 horas se 

agregó 1 ml de la mezcla de transfección y 24 horas post-transfección, los cultivos 

fueron estimulados según se indica en cada caso en la sección de resultados, luego se 

hicieron extractos proteicos para ensayo de Western blot. En el caso de los ensayos de 



Materiales y Métodos 80 

supervivencia, 24 horas post-transfección las células se repicaron a placas de 96 pocillos 

a una densidad de 1,5 x 104 células/pocillo en 100 μl de medio. 

En los ensayos reporteros las células HEK293 se sembraron en placas de 24 

pocillos, a una densidad 5 x 104 células en 500 μl de medio por pocillo. A las 24 horas 

se transfectaron con 200 ng de ADN (150 ng de RAC3 o pCMX, 40 ng del vector κB-

luciferasa y 10 ng del vector RSV-β-Galactosidasa) por pocillo. A las 24 horas post-

trasfección se aplicaron los estímulos según se indican en cada caso. 

 

4.2. Transfección mediante electroporación y generación de clones estables 

 

Las células lucémicas K562 presentan una muy baja eficiencia de transfección y 

el método más indicado es el protocolo recomendado por AMAXA Biosystems para 

transfección de K562 por electroporación. 

Para todos los ensayos que no sean de genes reporteros se requiere que la 

población celular sea representativa del cambio introducido por transfección, dada la 

baja eficiencia de transfección de las células K562, se trabajó con clones de expresión 

estable que fueron seleccionados con el antibiótico G418 luego de la electroporación. 

Se siguió paso a paso el protocolo de electroporación recomendado para K562 

por Nucleofector kit V para líneas celulares (AMAXA Biosystems). Las células se 

transfectaron con el vector pCMX-RAC3 o pSilencer-RAC3-RNAi y su respectivo 

vector vacío como control (pCMX o pSilencer), más el vector PCR3.1 con resitencia a 

Neomicina, en una relación 20:1 y una concentración de ADN final de 1µg. Se 

resuspendieron 5x106 células en 400 µl de solución V (Nucleofector) junto a 1 µg de 

ADN en las cubas aptas para electroporación. Se seleccionó el programa T-16 

recomendado para K562 en el electroporador (AMAXA). Luego se agregó medio rico 

en suero y se sembraron las células en placa de 6 pocillos. 

Luego de 20 horas post-transfección se cambió el medio y 24 horas después se 

realizó un recuento de células vivas con el colorante de exclusión azul de tripán, 

obteniendo el 60% de supervivencia. Las células transfectadas se seleccionaron 

mediante la utilización del antibiótico G418 a una concentración de 400 μg/ml final. 

Se generaron clones con RNA de interferencia anti RAC3, clones que sobre-

expresan RAC3 y clones con el vector vacío correspondiente a cada plásmido. 
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5. ENSAYOS DE APOPTÓSIS Y SUPERVIVENCIA 

 

5.1. Drogas y tratamientos 

 

En los ensayos de supervivencia realizados en HEK293, se cultivaron 1,5 x 104 

células en placa de 96 pocillos, previamente transfectadas de manera transitoria con los 

vectores de expresión pCMX-RAC3 o pCMX. A las 24 horas se las estimuló con H2O2 

a distintas concentraciones (0,5-2 mM) por 8-12 y 24 horas. 

El ensayo con inhibidores de de-acetilasas de histonas, se realizó utilizando 

Tricostatina A (TSA) a una concentración final de 1,6 nM por 24 horas combinado o no 

con H2O2. 

En los ensayos con los inhibidores de MAPKs y AKT, fueron las células 

incubadas durante 30min, previo al estímlo con H2O2 con: 100 nM de Wortmannin 

(Sigma) o 50 μM de LY294002 (Calbiochen) o 20 μM SB203580 (Sigma) o 200 μM-1 

mM de sulfasalazina (IVAX) o 0,1% DMSO como control. 

Los clones de células K562 con RNAi, fueron estimulados con TRAIL (25-100 

ng/ml) por 4-8-16 y 24 horas. Los clones que sobre-expresan RAC3 fueron estimulados 

con TRAIL 100 ng /ml combinado con el inhibidor de kinasas dependiente de ciclinas 

Flavopiridol en una dosis de 150 nM por 4-8-16 y 24 horas. 

 

6.2. Tinción de células supervivientes con cristal violeta 

 

Monocapas de células HEK293 crecidas en placas de 96 pocillos fueron fijadas 

con una solución 0,2% Glutaraldehído/ 2% Formaldehído durante 15 min. Se descartó 

el sobrenadante y se tiñó con 0,5%v/v de cristal violeta en 50% de metanol. Luego de 

sucesivos lavados con agua, se midió la absorbancia a 570 nm en el lector de Elisa.  

 

6.3.  Detección de célula apoptóticas 

 

La determinación de células HEK293 apoptóticas se realizó con el kit Apo-

Assay (Biocolor). La técnica se basa en la asimetría de la membrana lipídica, cuando las 

células entran en la etapa temprana de la apoptosis, la fosfatidilserina que se encuentra 

en contacto con el citoplasma en condiciones basales, queda expuesta al exterior (flip-

flop) y el colorante del kit puede entrar al interior celular, tiñendo las células apoptóticas 
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de color rojo. Esto no ocurre si la muerte es por necrosis. Las células fueron observadas 

por microscopía y se efectuó conteo de células rojas en no menos de 4 campos distintos 

con 300 células cada uno. 

 

6.4. Determinación de la viabilidad celular por citometría de flujo 

 

En algunos experimentos de viabilidad de células K562 se determino el número 

de células muertas por citometría de flujo. Se cuantificaron las células apoptóticas 

combinando un intercalante del ADN como el Ioduro de Propidio (IP) con Anexina V 

que se une a la fosfatidil-serina de la membrana plasmática. Se recolectaron 500 µl de 

células a los tiempos indicados en cada experimento en la sección resultados. Luego se 

lavaron dos veces con PBS y se resuspendieron en buffer unión (10 mM Hepes/ NaOH, 

pH 7,4, 140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl2) a una concentración  final de 1 x106 células/ml. 

Se transfirieron 100 µl de la solución (1x105 cel/ml) a tubos para citómetro y se 

agregaron 5µl de de Annexina V-FITC y 10µl de IP. Se incubaron las células 15 min a 

temperatura ambiente, protegidas de la luz, luego se agregó 200µl del buffer de unión 

antes de ser analizadas en el citómetro. 

En ensayos independientes se utilizó la marcación con 7-amino-actinomicina D 

(7-AAD) (BD Pharmigen) dónde la célula apoptótica es permeable a la entrada de este 

colorante. Se incubaron 2x105 células con 10 µl de 7-AAD a 37°C por 20 min protegidas 

de la luz y se analizaron 10000 células por muestra en el citómetro Becton Dickinson 

FACScan utilizando los programas apropiados para cada marcación. Las células viables 

son Anexina, IP y 7-AAD negativas. 

  

6.5. Detección de pérdida de potencial de membrana mitocondrial (∆Ψm) por 

citometría de flujo. 

 

El fluorocromo lipofílico DiOC6 se incorpora en mitocondrias con elevado 

potencial de membrana mitocondrial (∆Ψm). Sin embargo, cuando la mitocondria padece 

una perdida de potencial de membrana, se produce una perdida del fluorocromo y por 

consecuencia una pérdida de fluorescencia detectada por el citómetro de flujo. 

A los intervalos indicados en la sección de resultados, se colectaron 2x105 

células, se lavaron dos veces con PBS y se incubaron con 40 nM de DiOC6 por 20 min a 
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37ºC protegido de la luz. Se analizaron 10000 células por citometría de flujo (Becton 

Dickinson). 

 

7. ANÁLISIS DE EXPRESIÓN DE GENES REPORTEROS 

 

7.1. Cosecha de células y preparación de extractos 

 

Células HEK293 que previamente fueron transfectadas de manera transitoria con 

los plásmidos reporteros y estímuladas con H2O2 1mM por 8 horas, se lavaron con PBS 

dos veces. Se agregaron 100 μl de Reporter Lysis Buffer (Promega) a cada pocillo de 

una placa de 24 pocillos. Se lisaron las células durante 15 min a temperatura ambiente. 

Luego se colectó el lisado en microtubos, para centrifugarlos 5 min a 10.000 rpm. Se 

tomó el sobrenadante y se separaron 15 μl en un microtubo para medir actividad 

luciferasa y 50 μl en placa de 96 pocillos para medir actividad β-galactosidasa. 

 

7.2. Detección de la activividad luciferasa 

 

El ensayo de actividad de la enzima luciferasa se realizó agregando 50 μl de 

reactivo Luciferasa Assay System (Promega) a los 15 μl de extracto celular o 15μl de 

buffer como control (blanco). Rápidamente se colocó el microtubo en el luminómetro 

(Triathler, Hidex) y se tomó la lectura a los 30 segundos para cada tubo. Siempre se 

protegió el ensayo de la luz directa. 

La Unidades Relativas de Luminiscencia (URL) corresponden a las cuentas por 

segundo. Para el análisis de los datos se normalizaron los valores de actividad luciferasa 

con los valores obtenidos de la actividad β-galactosidasa. 

 

7.3. Medición de la actividad β-galactosidasa 

 

Para medir la actividad β-galactosidasa presente en los 50μl de extracto tomado, 

se agregó 50 μl de Buffer β-Gal que contiene el sustrato cromogénico ONPG (orto-

nitro-fenil-galactósido). Se incubó entre 30 a 60 min a 37ºC protegido de la luz. Una 

vez que la mezcla viró a color amarillo, se frenó la reacción con 150μl de Na2CO3 1M. 

Se midió la absorbancia a 405 nm en un lector de Elisa. 
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SOLUCION UTILIZADA 

Buffer β-Gal 2X 

0,2 M              Na2HPO4 

0,2 M              NaH2PO4 

0,1 M              β-mercapto-etanol 

1,33 mg/ml     ONPG 

 

 

 

8. ANÁLISIS DE ACTIVIDAD QUINASA 

 

La actividad de las MAPKs y AKT, se analizó utilizando la técnica de Western 

blot utilizando anticuerpos específicos contra las quinasas activas fosforiladas y no 

fosforiladas. 

 

8.1. Estímulos 

 

Se plaqueron 5x104 células HEK293 en placa de 6 pocillos. Luego de 24 horas 

post-transfección con los vectores RAC3 o pCMX, se estimularon las células por 30-60 

y 120 min con H2O2 2 mM.  

Para estudiar la dosis inhibitoria de la actividad de p38 (SB203580) y AKT 

(LY294002 y Wortmannin), se las trató, previo al estímulo con H2O2, por 30 min con 

SB203580 entre 10-20 μM, LY294002  entre 25-50 μM y Wortmannin entre 50-100 

nM. 

 

8.2. Preparación de extracto celular para quinasas 

 

Luego de los estímulos, se lavaron dos veces las células con PBS frío con 1 mM 

de PMSF. Luego se lisaron utilizando buffer de lisis para quinasas durante 30 min en 

hielo. Se centrifugaron a 4ºC durante 10 min a 10000 rpm. Se trasvasó el sobrenadante a 

nuevos microtubos para luego tratarlos con cracking buffer y sembrarlos en geles de 

poliacrilamida 12%. 
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SOLUCIÓN UTILIZADA 

Buffer de Lisis 

25 mM       HEPES pH 7.5 

0,3 M         NaCl 

1,5 mM      MgCl2 

0,2 mM      EDTA 

1% v/v       Triton X-100 

1 mM         DTT 

0,5%          Vanadato de Sodio 

1 mM         PMSF 

20 μg/ml    Leupeptina 

0,5 mM      Floruro de Sodio 

 

 

9. ENSAYO DE WESTERN BLOT 

 

9.1.  Preparación de extractos celulares  

 

Las proteínas totales de HEK293 se obtuvieron a partir de una placa de 10 cm al 

80% de confluencia. En el caso de la línea K562, se obtuvieron a partir de 20 ml de una 

suspención de 4x105 células/ml en el momento del estímulo. 

Las células se colectaron (en frío) y se las centrifugó a 1500 rpm por 5 min. Se 

hicieron 2 lavados con PBS y luego se las incubó 15 min en hielo con Buffer de Lisis. 

Se centrifugó a 4ºC a 10000 rpm por 10 min, el sobrenadante  se trasvasó a 

nuevos microtubos. Luego se midió la concentración de proteínas y se desnaturalizó la 

muestra a 95ºC por 5 min con  Laemmlig buffer 5X. Se siembraron las muestras en un 

gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). 

 

9.2. Preparación de extractos nucleares y citoplasmáticos de células en 

cultivo 

 

Con el objetivo de estudiar los niveles de las proteínas en los distintos 

compartimientos celulares mediante la técnica de Western blot, se extrajeron proteínas 

nucleares y citoplasmáticas utilizando dos protocolos para cada caso. 
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Se utilizaron cultivos de células con un 80% de confluencia al momento de la 

extracción. Todos los pasos se realizaron en hielo y centrífuga refrigerada. 

Las células se colectaron y se centrifugaron a 1000 rpm por 5 min. Luego se 

hicieron dos lavados con PBS frío. Se agregó 1 ml de buffer Hipotónico y se incubó 5 

min en hielo, se homogeinizó con pipeta y un tip amarillo para favorecer la ruptura del 

citoplasma, quedando los núcleos intactos. 

Se centrifugó 10 min a 1500 rpm y se separó el sobrenadante (fracción 

citoplasmática) en un nuevo microtubo, que se centrífugo 5 min a 10000 rpm para 

eliminar los detritos celulares. Se guardó el sobrenadante a -20ºC para su posterior 

analisis en geles de poliacrilamida. 

 El pellet (núcleos) se lavó 3 veces con PBS. Se incubaron los núcleos con 

Buffer de Lisis durante 30 min en hielo. Luego se centrifugó 5 min a 10000 rpm. Se 

descartó el pellet y el sobrenadante se guardó a -20ºC para su posterior análisis en geles 

de poliacrilamida. 

 

 

SOLUCIONES UTILIZADAS 

Buffer Hipotónico 

10 mM      Tris-HCl pH 6.7 

0,2 mM     MgCl2 

1 mM        DTT 

0,5 mM     PMSF 

 

Buffer de Lisis 

20 mM      Tris-HCl pH 6.7 

70 mM      NaCl 

1 mM        EDTA 

10%           Glicerol 

1%             Triton X-100 

0,5%    NP-40 

1 mM  DTT 

0,5 mM  PMSF 
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9.3. Determinación de la concentración de proteínas 

 

La determinación de la concentración de proteínas se realizó mediante el método 

de Bradford. 

Se tomaron 2 μl de muestra y se diluyó en 798 μl de agua, se agregó 200 μl del 

reactivo de Bradford 5X (BioRad). La absorbancia se midió en un espectrofotómetro a 

una longitud de onda de 595 nm. La concentración se determinó por interpolación en 

una curva estándar de BSA (0,1-10μg). 

 

9.4. Electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-

PAGE) 

 

Las electroforesis en geles de poliacrilamida se realizaron utilizando minigeles 

entre 6-12% de acrilamida con SDS. 

Se sembraron entre 10-20 μl de muestra en Laemmli buffer y en la primer calle 

el marcador de peso molecular (Full range Rainbow, Amersham) como referencia. 

Se corrió en cubas para minigeles (C.B.S. Scientific Co.) a 100V utilizando 

buffer de corrida 1X (25 mM TRIS, 193 mM Glicina y 200 ml Metanol/ litro). 

 

9.5. Transferencia a membranas  

 

 Una vez terminada la corrida, los geles se lavaron durante 20 min en buffer de 

transferencia. Se utilizaron membranas de difluoruto de polivinilo PVDF (BioRad), 

previamente activadas en metanol 100% durante 1 min. La transferencia se realizó en 

frío durante 2-3 horas a 100V en buffer de transferencia. 

Una vez terminada la transferencia, se tiñó la membrana con rojo ponceau, para 

controlar la adecuada transferencia de las proteínas. 

 

9.6. Ensayo de Western blot 

 

Las membranas fueron incubadas con 5% leche en polvo descremada (Molico) 

en T-TBS por 1 hora a temperatura ambiente. Luego se realizaron 2 lavados de 5 min 

cada uno para quitar el exceso de leche. 
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Con el anticuerpo primario se incubaron 1 hora a temperatura ambiente o toda la 

noche a 4ºC (de acuerdo a lo previamente establecido como óptimo para cada 

anticuerpo) diluido en T-TBS 0,5% BSA. Se hicieron 3 lavados de 10 min cada uno con 

T-TBS, para quitar el exceso del anticuerpo. 

Se incubó con el anticuerpo secundario conjugado con la proteína HRP 

(peroxidasa de rabanito) por 45 min a temperatura ambiente. Luego se hicieron 3 

lavados de 10 min cada uno con T-TBS y un último lavado con TBS (sin Tween 20). 

La membrana se cubrió con la solución de luminol, luego se colocó en un chasis 

y por encima de la membrana la película radiográfica (AGFA). Se expuso durante 1-15 

min en oscuridad y se utilizó el kit de revelado (Kodak). 

 

SOLUCIONES UTILIZADAS 

Buffer de Lisis 

50 mM     Tris pH 7.5 

15 mM     HEPES 

0,3 M       NaCl 

2 mM       EDTA 

1 %           Triton X-100 

1 mM       DTT 

0,5 mM    PMSF 

 

Laemmli buffer 5X 

0,3 M        Tris pH 6.8 

10 %         SDS 

25 %        glicerol 

0,05 %     Bromo fenol azul 

10 %        β-mercaptoetanol 

 

Buffer de corrida (Tris-Glicina-SDS)  

25 mM       Tris Base 

250 mM     Glicina 

0,1 %         SDS  
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Rojo ponceau 

0,1 %   Rojo Ponceau 

0,5 %   Acido acético 

 

T-TBS  

20 mM    Tris pH 7.6 

9 g/l       NaCl 

0,05 %    Tween 20 

 

Buffer de transferencia  

125 mM     Tris 

965 mM     Glicina 

 

 

10. ENSAYO DE CO-INMUNOPRECIPITACIÓN 

 

Con el objetivo de determinar si dos proteínas interaccionas directa o 

indirectamente se utilizaron células HEK293 que fueron crecidas en una placa de 10 cm 

al 80% de confluencia. Se colectaron las células, se centrifugaron a 1500 rpm por 5 min 

y luego se lavaron con PBS dos veces. 

Se lisaron las células con buffer RIPA 10 min en hielo y luego de centrifugar 10 

min a 10000 rpm, se trasvasó el sobrenadante a nuevos microtubos. Se tomaron 200 µl 

de lisado para incubar con el anticuerpo primario correspondiente durante 1 hora en 

agitación a 4ºC. Luego se agregó 10 μl de proteína G-Sepharosa (Amersham). Se incubó 

durante 1 hora y media a 4ºC con agitación. Luego se centrifugó a 4ºC por 5 min a 3000 

rpm y el pellet (proteína de interés unida al anticuerpo y éste a la proteína G) se lavó 4 

veces con 500 μl de buffer RIPA para eliminar las uniones inespecíficas. 

Las muestras se desnaturalizaron con Laemeli buffer 5X y se sembraron en gel 

SDS-PAGE para su posterior análisis mediante Western blot utilizando los anticuerpos 

específicos para la detección de las proteínas de interés. 
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SOLUCION UTILIZADA 

Buffer RIPA modificado 

50 mM    Tris-HCl pH 7.4 

1 %          NP-40 

0,25 %     Deoxicolato de Sodio 

150 mM   NaCl 

1 mM       EDTA 

1 mM       DTT 

0,5 mM    PMSF 

 

11. ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO 

 

El coactivador RAC3, la proteína pro-apoptótica AIF y la proteína de choque 

térmico Hsp90 fueron analizadas en cuanto a su localización sub-celular por 

inmunofluorescencia y para el estudio de colocalización se utilizó microscopía confocal. 

En placas de 24 pocillos se colocaron cubres de vidrios estériles (Fisherbrand), 

luego se sembraron 5x104 células en 500 μl de medio de cultivo por pocillo. Luego de 

24 horas las células se estimularon según se indica en cada caso en la sección 

resultados. Post-estímulo las células se fijaron con una solución de 1% Glutaraldehído y 

0,2% de Formaldehído. Los vidrios (con las células adheridas) se lavaron 3 veces con 

PBS. Luego se las permeabilizó con 0,2% de Tritón X-100 en PBS por 15 min a 

temperatura ambiente. Se hicieron dos lavados con PBS para quitar el detergente y 

luego se bloquearon con 3% BSA en PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Se 

realizaron 2 lavados con PBS para retirar el exceso de BSA. Se incubó toda la noche a 

4ºC con el anticuerpo primario disuelto en 3% BSA/PBS y se hicieron 3 lavados con 

PBS de 10 min cada uno. Luego se incubó con el anticuerpo secundario correspondiente 

acoplado a FITC o TRITC (Jackson) por 1 hora a temperatura ambiente. Se lavó 

nuevamente 3 veces con PBS para quitar el exceso de anticuerpo y los vidrios fueron 

montados con una solución 50% glicerol en PBS. 

Las imágenes de microscopia confocal fueron obtenidas usando un microscopio  

Zeiss modelo Pascal Axiplan y analizadas con el programa de análisis de imágenes Carl 

Zeiss LSM5. 

Las imágenes de fluorescencia  fueron obtenidas usando un microscopio Nikon 

acoplado a una cámara digital (Nikon). 
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12. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE RECEPTORES DR4 Y DR5 

 

Con el objetivo de analisar los cambios en los niveles de expresión de los 

receptores de TRAIL (DR4 y DR5) en células K562 salvajes respecto a los clones con 

RNAi, se utlizó para cada receptor la marcación con anticuerpos específicos acoplado a 

un fluorócromo.  

Luego de estimular células K562 con 25 ng/ml de TRAIL a distintos tiempos, 

como se indica en la sección de resultados, se resuspendieron 1x106 células en 100 µl de 

PBS, a las cuales se agregó 1,5 µg de anticuerpo anti- DR4 o DR5 acoplado a FITC 

(Alexis) y como control se utilizó un anticuerpo IgG1 inespecífico de ratón. Se 

incubaron las células con el anticuerpo durante 30 min a temperatura ambiente, luego se 

centrifugó a 600 rpm por 5 min. Se hicieron 3 lavados con 1 ml de PBS cada uno y se 

resuspendieron las células en 300 µl de PBS para ser analisadas en el citómetro de flujo. 

Un corrimiento de la curva hacia la derecha, significa un aumento en la cantidad de 

fluorescencia, o sea un aumento en los niveles de receptores. 

 

13. DETECCIÓN DE ACTIVIDAD PEROXIDASA 
 

Para la detección de la hemoglobina, o sea de célula que adquirieron morfología 

eritroide en el caso de células K562, que son capaces de diferenciarse a eritrocitos, se 

utilizó el método de detección de la actividad peroxidasa, en el cual la peroxidasa oxida 

a la bencidina en presencia de H2O2, formándose un color oscuro en el sitio de la 

actividad de la enzima. 

Brevemente se diluyeron 4 mg de bencidina (Sigma) en 800 µl de Ácido Acético 

al 15%. En el momento de la reacción se agregó 200 µl de H2O2 10 volúmenes. Luego 

se tomó 50 µl de una suspensión de 2x105 células/ml en PBS y se adicionó 20 µl de la 

solución de bencidina. Se incubó durante 10 min a temperatura ambiente y luego se 

observaron las células al microscopio de contraste de fase. Las células positivas se 

tiñeron de azul. 

 

14. ANTICUERPOS UTILIZADOS 

 

Para los ensayos de Western blot, co-inmunoprecipitación e inmunohistoquímica 

se utilizaron los siguientes anticuerpos: 
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Anticuerpo Proveedor Especie PM (kDa) 
SRC1 Santa Cruz(SC) cabra 160 
RAC3 SC conejo 160 
TIF2 SC conejo 160 
    
Caspase 7 Pharmigen ratón 35-32-20 
Caspase 9 SC conejo 37-46-48 
Caspasa 8 Alexis ratón 43-55 
Caspase 3/CPP32 Transduction  Lab ratón 32 
PARP(c-2-10) BioMol ratón 85-116 
AIF (E-1) SC ratón 57-67 
Cytochrom c (A-8) SC ratón 15 
Bid (FL-195) SC conejo 15-22 
Mcl-1 (S-19) SC conejo 37 
SMAC/DIABLO Upstate ratón 25 
    
IAP-1 SC conejo 70 
IAP-2 SC conejo 68 
XIAP/hILP BD ratón 53 
Bcl-xL (S-18) SC conejo 32 
Bax SC conejo 21-24 
Bcl-2 Dako ratón 28 
Mcl-1 (S-19) SC conejo 37 
E2F SC ratón 55 
FADD SC conejo 24 
FLIP SC conejo 55-28 
    
AKT1(B1) SC ratón 60 
p-AKT (Ser473)-R SC conejo 60 
JNK1/2 (FL) SC conejo 46-54 
p-JNK (G-7) SC ratón 46-54 
ERK1/2 (K-23) SC conejo 44 
p-ERK(E-4) SC ratón 42-44 
p38 SC ratón 43 
pp38 Cell Signaling conejo 43 
Tubulina Oncogen ratón 57 
Hsp 90 Dr. Echeverria conejo 90 
FKBP52 Dr. Galigniana conejo 52 
Dineína Dr. Galigniana ratón 73 
DR4 Alexis ratón  
DR5 Alexis ratón  
Secundarios para IF    
FITC Jacson Conejo/ratón  
TRIC Jacson Conejo/ratón  
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1. RAC3 PROTEGE DE LA APOPTOSIS INDUCIDA POR PERÓXIDO 

EN CÉLULAS HEK293 

 

1.1. La sobre-expresión de coactivadores de la familia p160 y CBP protege a 

células HEK293 de la apoptosis inducida por peróxido de hidrógeno 

 

Con el fin de determinar el rol de los coactivadores de receptores nucleares con 

actividad HAT en la sensibilidad a la apoptosis, células HEK293 fueron transfectadas 

transientemente (con una eficiencia mayor al 90%, ver materiales y métodos) con los 

vectores de expresión constitutiva para los coactivadores: SRC-1, RAC3, CBP y el 

vector vacío pCMX (control). Estas células, al igual que la mayoría de las células 

normales, tienen niveles de expresión casi indetectables de coactivadores de la familia 

p160.  

Como se describió en la introducción, el H2O2 induce apoptosis por activación 

de la vía mitocondrial, despolariza la membrana mitocondrial y provoca la liberación de 

factores anti- y pro-apoptóticos que contribuyen a la activación de caspasas finalizando 

en la muerte celular8, 424. 

En estos experimentos las células fueron cultivadas en placas de 96 pocillos y 

estimuladas con H2O2 en una dosis 2 mM por 16 horas. Como podemos observar en la 

figura 17A, la dosis de peróxido utilizada indujo en células transfectadas con vector 

vacío un 64±3 % de muerte celular respecto de células no estimuladas. Si bien los 

ensayos cuantitativos de estos experimentos fueron realizados por tinción con cristal 

violeta de las monocapas de células sobrevivientes y determinación de absorbancia a 

570 nm, el uso de otra tinción específica permitió confirmar que la muerte inducida por 

H2O2 en esta dosis ocurre por apoptosis. Para la detección específica de células 

apoptóticas fueron teñidas de rojo utilizando el kit APO-Assay (Biocolor) (Figura 17B) 

De acuerdo con estos experimentos la sobre-expresión de los coactivadores 

diminuyó significativamente la apoptosis inducida por H2O2 si se compara con células 

llevando vector vacío (Figura 17B). Estas observaciones sugieren que los coactivadores 

con actividad HAT poseen un efecto protector en células HEK293 ante la apoptosis 

inducida por H2O2. 
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Figura 17. Protección de la apoptosis por los coactivadores de receptores nucleares. (A) 

Células HEK293 fueron transfectadas transientemente con los vectores de expresión indicados en la 

figura y fueron estimuladas por 16 horas con 2 mM de H2O2. Tinción con cristal violeta de células 

sobrevivientes y determinación de la absorbancia a 570nm. Cada medición se realizó por triplicado ± ES. 

El porcentaje de las células supervivientes fue determinado respecto a la condición basal. *p <0,001 

respecto al control (Test de Tukey). (A) RAC3, (B) SRC-1, (C) CBP, (D) Vector vacío (VV) y (E) Basal. 

Fueron estimuladas por 12 horas con 2 mM de H2O2. Se utilizó el kit APO-Assay (Biocolor) para detectar 

las células apoptóticas (células rojas).  

 

 

1.2. La inhibición de la actividad de-acetilasa por TSA en células HEK293 

disminuye la sensibilidad a la apoptosis. 

 

Debido a que RAC3 y SRC-1 de la familia p160 poseen actividad 

acetiltranferasa282, 300, decidimos determinar si la acetilación esta involucrada en la 

disminución de la sensibilidad a apoptosis en células HEK293, utilizando H2O2 como 

A 



Resultados 96 

estímulo. Se estimularon las células durante una hora con un inhibidor de las de-

acetilasas de histonas, como es la Tricostatina A (TSA)425, luego se trataron con 2 mM 

de H2O2 por 24 horas y se tiñeron las células supervivientes con cristal violeta. Se midió 

la absorbancia a 570 nm y como se observa en la figura 18 hay una disminución del 

20% de la apoptosis en células tratadas con H2O2 y TSA, comparadas con las tratadas 

solamente con H2O2. 

La inhibición con TSA de las de-acetilasas de histonas, protege a la célula de la 

apoptosis inducida por H2O2. Estos resultados podrían sugerir que uno de los posibles 

mecanismos involucrados en la disminución de la sensibilidad a la apoptosis por los 

coactivadores, podría ser la acetilación de distintos factores contribuyendo a su 

actividad. 

 

 

 
Figura 18.  El aumento en la actividad acetilasa disminuye la sensibilidad a apoptosis. Células 

HEK293 fueron incubadas por 1 hora con TSA 1,6 nM, luego estimuladas con 2 mM de H2O2 por 24 

horas. Las células fueron fijadas y teñidas con cristal violeta. Se midió la absorbancia a 570 nm de por lo 

menos tres experimentos independientes ±ES. *p<0,001 respecto a las células tratadas con H2O2 (Test de 

Tukey) 

 

 

1.3. La sobre-expresión de RAC3 disminuye la sensibilidad a apoptosis 

inducida por H2O2 en HEK293  

 

De acuerdo con los resultados obtenidos, existe una protección de la apoptosis 

inducida por H2O2 en células HEK293 que sobre-expresan coactivadores. En particular, 

RAC3 ha tomado relevancia en diversos procesos biológicos y se destaca de los otros 

coactivadores por su rol oncogénico356. Este coactivador es blanco de numerosos 
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estudios relacionados con la incidencia y progresión tumoral. Nosotros y otros autores 

hemos descripto a RAC3 como coactivador del factor de transcripción NF-κB, el cual 

entre otras funciones, tiene un rol anti-apoptótico293, 426.  

Para confirmar el rol de RAC3 en la supervivencia de esta línea celular, 

transfectamos transientemente con el vector de expresión constitutiva pCMX-RAC3 

células HEK293, cuyos niveles limitantes de coactivador son casi indetectables por la 

técnica de Western blot293, 427(Figura 20F). Luego de 24 horas post-trasfección, se 

estimularon las células con distintas dosis de H2O2. En la figura 19, que corresponde al 

porcentaje de células supervivientes teñidas con cristal violeta, puede observarse una 

significativa protección de la apoptosis inducida por distintas dosis de H2O2 en células 

que sobre-expresan el coactivador RAC3, comparadas con las células control, que 

fueron transfectadas con el vector vacío pCMX.  
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Figura 19. La sobre-expresión de RAC3 en HEK293 disminuye la sensibilidad apoptosis 

inducida por H2O2. Células HEK293 que sobre-expresan transitoriamente RAC3, se estimularon con 

distintas dosis de H2O2 por 24 horas. Se tiñeron las células vivas con cristal violeta y se midió la 

absorbancia a 570 nm de por lo menos tres experimentos independientes ± ES. Se analizaron los datos 

con el Test de Tukey y resultó al menos para la dosis mas baja de H2O2 *p<0,001 respecto al sin RAC3. 

 

 

Con el fin de confirmar que la protección a la apoptosis inducida por H2O2, se 

debe solamente a la sobre-expresión de RAC3, decidimos construir un ARN de 

interferencia (RNAi) contra el coactivador (detallado en materiales y métodos) y de esta 
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forma bajar los niveles endógenos y los sobre-expresados transitoriamente en células 

HEK293. Las células fueron transfectadas transientemente con los vectores de 

expresión para RAC3 o vector vacío, con o sin RNAi, luego de 24 horas, las células 

fueron expuestas a 2 mM de H2O2 por 24 horas. Las células apoptóticas se tiñeron de 

rojo (kit Biocolor), como se puede observar en la figura 20A-D y se cuantificaron por 

conteo al microscopio.  Observamos una protección del  80%  en células que sobre-

expresan RAC3 respecto al vector vacío y claramente se revierte esta protección, 

cuando transfectamos con RNAi anti-RAC3 (Figura 20E).  Mediante la técnica de 

Western blot, podemos observar los niveles de la proteína RAC3 en células de tumor de 

mama T47D, utilizadas como un control positivo, dado que sobre-expresan 

naturalmente éste coactivador428, versus HEK293 transfectadas con vector vacío, que 

poseen niveles casi indetectables y cuando transfectamos con el vector de expresión 

para RAC3 observamos un aumento de la proteína y una disminución de ésta con RNAi, 

como se puede observar en la figura 20F. 

Con el objetivo de estudiar el efecto de la sobre-expresión constitutiva de RAC3, 

se hicieron clones estables de células HEK293 que sobre-expresan este coactivador tal 

como se indica en Materiales y Métodos.  Se aislaron varios clones resistentes a G418 y 

en la figura 21 se muestran dos clones representativos (clon 1 y 2). Las células 

transfectadas con vector vacío y con RAC3 fueron tratadas con distintas dosis de H2O2 

por 24 horas, como muestra la figura 21A, estos resultados demuestran una clara 

protección de la apoptosis en células con altos niveles del coactivador RAC3 comparado 

con las células control. Para revertir este efecto, procedimos a transfectar de forma 

transiente con el vector RNAi contra RAC3 los clones con alto niveles del coactivador. 

La figura 21B muestra que la disminución de RAC3 aumenta significativamente la 

apoptosis inducida por 2 mM de H2O2. 

Los resultados obtenidos demuestran claramente que RAC3 sobre-expresado  en 

forma constitutiva, al igual que lo observado en ensayos de transfección transitoria, 

tiene un rol protector de la muerte celular inducida por H2O2 en células HEK293. 
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Figura 20. Aumento la apoptosis inducida por H2O2 en células con bajos niveles de RAC3.  

Células HEK293 transfectadas transientemente con los vectores de expresión para: (A) Vector vacío, (B) 

RAC3, (C) Vector vació más RNAi y (D) RAC3 más RNAi. Post-transfección las células fueron 

estimuladas por 24 horas con 2 mM de H2O2. (E) Análisis cuantitativo de células apoptóticas (rojas), se 

contaron no menos de 300 células por campo y se cuantificaron en tres campos diferentes para cada caso. 

Las barras representan el porcentaje de células supervivientes. Por medio de análisis con test de Tukey,  

de por lo menos tres experimentos independientes resulto un *p<0,001 respecto al vector vacío y un **p< 

0,001 respecto  a células que sobre-expresan RAC3. (F) Westerm blot de células T47D (control) y 

HEK293 transfectadas transientemente con los vectores que se indica en la figura. 
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Figura 21. Clones estables que sobre-expresan RAC3, son más resistentes a la apoptosis 

inducida por H2O2. (A) Curva de supervivencia de clones 1 y 2 con alto nivel de RAC3 versus vector 

vacío. Fueron estimulados por 24 horas a las dosis indicadas de H2O2.*p<0,001 al menos en la menor 

dosis respecto al control. (B) Diagrama de barras del clon 1, las células fueron transfectadas 

transientemente con RNAi o vector vacío. Se estimularon por 24 horas con 2 mM de H2O2. *p<0,001 

respecto a las células sin RNAi. En ambos casos se tiñeron las células supervivientes con cristal violeta y 

se midió la absorbancia a 570 nm de por lo menos tres experimentos independientes ± ES. Los valores se 

analizaron por el Test de Tukey. 
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1.4. La sobre-expresión de RAC3 disminuye la activación de caspasas y la 

localización de AIF y p53 al núcleo. 

 

Ha sido reportado que el peróxido de hidrógeno induce apoptosis por vía 

mitocondrial y promueve la liberación de numerosos factores pro- y anti-apoptóticos 45, 

429. Tal es el caso de AIF, que ante una señal de estrés que dispare la vía mitocondrial, 

se transloca al núcleo para clivar el ADN43. El gen supresor tumoral p53 también es 

activado por H2O2 y se transloca al núcleo para activar genes que frenan el ciclo 

celular36. Una vez desencadenada la vía mitocondrial y liberado el citocromo c, se 

produce la activación de caspasa 9 y la posterior activación de caspasa 3430.  

Se analizó el efecto de la sobre-expresión de RAC3 en la activación de dichas 

moléculas. Para ésto se transfectaron transientemente células HEK293 con el vector de 

expresión pCMX-RAC3 o el vector vacío pCMX, después de 24 horas se estimularon 

con 2 mM de H2O2 por 24 horas y se hicieron extractos de proteínas nucleares. 

Mediante la técnica de Western blot observamos un aumento en la localización de AIF y 

p53 en núcleo en células control respecto de las que expresan altos niveles del 

coactivador, tal como se observa en la figura 22A. De modo similar se estudió el efecto 

en la activación de caspasas en extractos de proteinas totales. Tal como se muestra en la 

figura 22B, se detectó un aumento de caspasa 9 y una disminución de la pro-caspasa 3 

en células llevando vector vacío respecto de las que sobre-expresan RAC3.  

 

Estas observaciones sugieren que el mecanismo por el cual el coactivador RAC3 

protege a las células de la apoptosis involucra al menos, una disminución de la 

translocación de AIF y p53 al núcleo, y una disminución de la activación de caspasa 9. 
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Figura 22. Disminución de la activación de caspasas y de la localización nuclear de AIF y p53 

por sobre-expresión de RAC3. Células HEK293 transfectadas transientemente con los vectores RAC3 y 

vacío. Fueron estimuladas por 24 horas con 2 mM de H2O2. (A) Western blot anti- AIF y p53 de extractos 

de proteínas nucleares. (B) En extracto de proteínas totales, mediante la técnica de Western blot se 

detectaron los niveles de caspasa 9 y pro-caspasa 3. 

 

 

1.5. La sobre-expresión de RAC3 aumenta la actividad de NF-κB y regula 

los niveles de expresión de sus genes blanco 

 

Como hemos demostrado previamente  nosotros y otros autores, RAC3 es 

coactivador de NF-κB293. Este factor de transcripción regula la expresión de numerosos 

genes, entre ellos genes pro- y anti-apoptóticos, como son los IAPs y la familia de Bcl-2 

y una señal de estrés como el peróxido de hidrógeno es capaz de activar a NF-κB51, 144. 

Con el objeto de determinar la posible participación de este factor de trasncripción en la 

protección de apoptosis mediada por RAC3, se analizó la actividad de NF-kB en células 

llevando altos o bajos niveles de RAC3. Para ésto, se transfectaron transitoriamente 

células HEK293 con el plásmido reportero κB-luc (expresa luciferasa, bajo el control de 

un promotor que contiene elementos respondedores a NF-κB), junto a un plásmido que 
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expresa β-galactosidasa como control de transfección y los vectores pCMX-RAC3 o 

pCMX (control).   

La sobre-expresión de RAC3 produjo un aumento significativo de la actividad 

NF-κB inducida por H2O2, con respecto a las células control, tanto en células 

transfectadas transitoriamente como en los clones estables, como podemos observar en 

la figura 23A-B. Estos resultados sugieren que los cambios en los niveles de expresión 

de RAC3 podrían ocasionar un cambio en la expresión de los genes blanco anti-

apoptóticos de NF-κB. Para ello se analizó mediante la técnica de Western blot los 

niveles de varios genes blanco de NF-κB en células con altos niveles de RAC3 versus 

control, en presencia de 2 mM de H2O2. Se observó, como indica  la figura 23C que la 

sobre-expresión de RAC3 aumenta moderadamente aunque de modo significativo los 

niveles de proteínas anti-apoptóticas: Bcl-2, Bcl-xl, cIAP-1 y c-IAP-2.  

Estas observaciones sugieren que RAC3 a través de NF-κB, estaría regulando 

los niveles de expresión de genes anti-apoptóticos y refuerza la hipótesis planteada del 

rol anti-apoptótico del coactivador de receptores nucleares actuando como coactivador 

de este factor de transcripción. 
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Figura 23. Rol de RAC3 en la actividad transcripcional de NF-κB y sus genes blancos. (A) 

Células HEK293 transfectadas transitoriamente con los vectores: κB-luc, β-galactosidasa y RAC3 o 

pCMX (VV). Fueron estimuladas con 1mM de H2O2 en los tiempos indicados. Posteriormente se 

midieron las unidades relativas de luciferasa, normalizadas con los valores tomados de la actividad β-

galactosidasa. Los resultados obtenidos en el luminómetro son las medidas de tres experimentos 

independientes ± ES. *p<0,001 respecto al VV, 0 horas (basal); **p<0,001 respecto a VV 4 horas y 

***p<0,01 respecto a VV 8 horas (Test de Tukey) (B) Se transfectaron transientemente clones estables 

que sobre-expresan RAC3 con el vector κΒ-Luc y β-galactosidasa. Luego se estimularon por 8 horas con 

1mM de H2O2. Análisis de los datos idem B. *p<0,001 respecto a VV 0 horas y **p<0,001 respecto a VV 

8 horas. (C) Western blot contra las proteínas indicadas. Células HEK293 que sobre-espresan o no RAC3, 

fueron estimuladas por 8 horas con 2 mM de H2O2. Los gráficos de barra muestran las U.D.R. obtenidas 

con el programa Imagen J. 
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1.6. Rol de RAC3 en la regulación de la actividad de MAPKs y AKT  

 

Existen numerosas evidencias que demuestran la participación de MAPK y AKT 

en el control del ciclo celular y supervivencia141. Con el objeto de determinar si la 

sobre-expresión de RAC3 afecta la actividad de las distintas quinasas, mediante la 

técnica de Western blot se analizó el patrón de expresión de AKT, ERK1/2 y p38,  así 

como las quinasas activas mediante anticuerpos específicos para la quinasa fosforilada. 

En estos experimentos, se trabajó con extractos celulares totales de células HEK293 

transfectadas transientemente con el vector de expresión para RAC3 o con vector vacío. 

Tal como se muestra en la figura 24, podemos observar que los niveles de la quinasa 

total (sin fosforilar) permanecieron constantes durante los distintos estímulos con 

peróxido de hidrógeno y en presencia o no del coactivador, en cambio, las quinasas 

fosforiladas cambiaron su patrón. La activación de AKT aumentó considerablemente en 

presencia de H2O2 en células que sobre-expresan RAC3 respecto de células llevando 

vector vacío. Este aumento fue claramente mayor a partir de los 30 minutos hasta los 

120 minutos inclusive. Resultados similares, pero menos pronunciados se observaron en 

la activación de la quinasa p38: a los 60 minutos de estímulo con H2O2 las células con 

alto nivel de RAC3 mostraron un aumento de fosfo-p38 respecto a las células con bajo 

nivel. Sin embargo, el peróxido activó considerablemente a ERK1/2 luego de 60-120 

minutos en las células transfectadas con vector vacío, en cambio las células que sobre-

expresan RAC3 no mostraron ningún efecto en el patrón de fosforilación. 

Estos resultados demuestran que la sobre-expresión de RAC3 en HEK293 

aumenta la activación de NF-κB (Figura 23), de AKT y p38 en respuesta a H2O2 y 

disminuye la activación de ERK1/2 (Figura 24). Estos eventos podrían estar 

constribuyendo a la disminución de la sensibilidad a la apoptosis por la sobre-expresión 

de coactivador. 

Dado que los resultados obtenidos sugieren la participación de las cascadas de 

señales de p38, AKT y NF-κB en la acción protectora de RAC3, se quiso determinar si 

la inhibición de estas cascadas tenía algún efecto en la acción anti-apoptótica de RAC3. 

Para estos estudios las células que sobre-expresan o no RAC3 fueron incubadas con los 

distintos inhibidores previo al estímulo con H2O2 y luego se determinó el nivel de 

muerte celular. Para inhibir p38 se utilizó el inhibidor SB202190; para inhibir la vía de 

AKT se utilizó wortmannin o LY294002 que son inhibidores de PI3K y para inhibir la 
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actividad de NF-κB se pre-incubaron las células con sulfasalazina76, 80. Luego de 30 

minutos de incubar las células con los inhibidores se estimularon con 2 mM de H2O2. 

Como se muestra en la figura 25A, todos los inhibidores inhibieron significativamente 

el efecto protector de RAC3, no afectando los niveles basales, demostrando que estas 

vías de señalización son necesarias para el rol protector de RAC3. 

La efectividad de las dosis de inhibidores empleada fue confirmada por la 

técnica de Western blot para AKT y p38 y por ensayos reporteros para la actividad NF-

κB (Figura 25B). 

 

 
 

 

Figura 24. La sobre-expresión de RAC3 modula la actividad de AKT, ERK y p38. Células 

transfectadas transientemente con el vector RAC3 o vector vacío, fueron estimuladas con 2 mM de H2O2 

a los tiempos indicados. Mediante la técnica de Western blot se analizó la activación de las quinasas 

utilizando anticuerpos específicos. Las unidades relativas (U.R.D) se calcularon a partir la intensidad de 

la banda quinasa activa versus quinasa total en el programa Imagen J. 
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Figura 25. La activación de las vías AKT, p38 y NF-κB son necesarias para la correcta 

protección de la apoptosis por RAC3. (A) Células transfectadas transientemente con los vectores de 

expresión RAC3 o pCMX (VV), fueron pre-incubadas por 30 minutos con los siguientes inhibidores: 20 

µM de SB202190 (SB), 100 nM de wortmannin (WN), 50 µM de LY294002 (LY) y 400 µM de 

sulfasalazina (SZ). Luego se estimularon por 24 horas con 2 mM de H2O2. Las células sobrevivientes 

fueron teñidas con cristal violeta y se determino la absorbancia a 570 nm. Cada valor corresponde al 

promedio de tres experimentos independientes ± ES, el porcentaje fue determinado respecto al basal. 

*p<0,01 respecto al tratado con H2O2 con vector vacío, **p<0,001 respecto al tratamiento con H2O2 en 

células que sobre-expresan RAC3, y ***p<0,001 respecto al tratamiento con H2O2 con VV (Test de 

Tukey). (B) Western blot de células transfectadas transciendemente con el vector RAC3 o vector vacío, se 

pre-incubaron por 30 minutos con los inhibidores para: p38 con 20 µM de  SB202190 (SB) y para AKT 

con 100 nM de wortmannin (WN) o 50 µM de LY294002 (LY), luego se estimularon las células con 2 

mM de H2O2 por 30 min. (C) Ensayo reportero de células con o sin RAC3, se pre-incubaron con  400 µM 
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de sulfasalazina (SZ) y luego con 1 mM por 8 horas de H2O2. Las unidades de  luminiscencia relativa 

(U.R.) de κB-luciferasa fueron normalizadas con los valores correspondientes al ensayo de β-

galactosidasa.  

 

 

2. LA DISMINUCIÓN DE RAC3 ENDÓGENO EN LA LÍNEA 

MIELOIDE LEUCÉMICA K562, LAS SENSIBILIZA A LA APOPTOSIS 

INDUCIDA POR TRAIL 

 

2.1. Las células K562 expresan altos niveles endógenos de RAC3  

 

RAC3 se encuentra sobre-expresado en varios tumores hormono-dependientes y 

no dependientes275, 344, 352, 354. El objetivo original de los estudios en la línea celular 

K562 era determinar si los efectos de RAC3 observados en las células HEK293 se 

reproducían en estas células tumorales. Por lo tanto, antes de comenzar con los 

experimentos de transfección, se procedió a determinar los niveles de RAC3 en estas 

células. Para ello, se utilizó como control positivo de expresión de RAC3 la línea de 

tumor de mama T47D y como control de baja expresión del coactivador la línea 

HEK293. Mediante el análisis de los niveles de proteína en ensayos de Western blot, 

pudimos observar, sorpresivamente, que la línea leucémica mieloide crónica K562 

posee altos niveles del coactivador RAC3 si se compara con otras líneas leucémicas 

como la línea Jurkart, de leucemia linfoblástica aguda de tipo T y la línea U937, 

derivada de linfoma humano histiocítico tipo monocitico y mas aún, son similares a 

aquellos detectados en las células T47D, como se indica en la figura 26. 

 

 
Figura 26. Niveles del coactivador RAC3 en distintas líneas celulares. Western blot anti-RAC3 

en extractos totales de células T47D, K562, Jurkat, U932 y HEK293.  
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2.2. La inhibición de RAC3 sensibiliza las células K562 a la apoptosis 

inducida por TRAIL 

 

Ha sido descripto que las células K562 son resistentes al tratamiento con 

TRAIL, a diferencia de otras células tumorales. Esta citoquina de la familia del TNF, 

puede inducir apoptosis por activación del DISC y la posterior activación de las 

caspasas efectoras. Dependiendo del tipo celular, hay activación de los factores de 

transcripción NF-κB y c-Jun que regulan genes anti-apoptóticos, como FLIP o pueden 

amplificar la señal pro-apoptótica a través de genes que activan la vía mitocondrial 

(figura 7 )111. 

De acuerdo con los resultados obtenidos, decidimos investigar que rol tiene 

RAC3 en la sensibilidad a la apoptosis inducida por TRAIL en la línea tumoral 

leucémica K562. Dado que estas células resultaron sobre-expresar el coactivador, para 

el estudio de su rol en apoptosis se procedió a disminuir los niveles de RAC3 endógeno 

mediante RNAi contra RAC3. 

En esta línea celular la eficiencia de transfección es muy baja y por lo tanto debe 

trabajarse con clones. Por lo tanto, se seleccionaron varios clones resistentes a 

neomicina con el antibiótico G418 y mediante Western blot  se analizaron los niveles de  

RAC3 de cada clon, los cuales fueron comparados con la línea K562 salvaje. 

Observamos que el RNAi-RAC3 produjo una clara disminución de los niveles de 

expresión de coactivador en los distintos clones seleccionados (Figura 27A). Se trataron 

los clones con 25ng/ml TRAIL y observamos que todos los clones presentan un 

aumento en la apoptosis dependiendo de los niveles de RAC3 que poseen, mientras que 

las células salvajes son resistentes, tal como se indica en la figura 27B.  

Elegimos para trabajar dos clones de la población, uno con niveles casi 

indetectables por Western blot de RAC3 (clon #4) y otro con niveles medios del 

coactivador (clon #10), se estudio en éstos clones si la disminución de RAC3 podría 

afectar a los otros coactivadores de la familia p160, como se observa en el figura 28A 

no se ven afectados los niveles de SRC-1 como los de TIF2 en los clones con bajos 

niveles de RAC3. 
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Figura 27. La disminución de RAC3 por RNAi, sensibiliza a las células K562 a la apoptosis 

inducida por TRAIL. (A) Western blot anti-RAC3 de células K562 salvajes y clones estables transfectados 

con RNAi-RAC3. (B) Análisis de la sensibilidad a apoptosis en los clones de RNAi-RAC3 luego de 

estimular con TRAIL 25 ng/ml por 16 horas. Se tiñeron con 7-AAD y se detectaron las células 

apoptóticas por citometría de flujo. 

 

Una disminución del coactivador aumenta considerablemente la apoptosis en los 

clones #4 y #10 comparado con las K562 control a las 16 horas de tratamiento con 25-

100 ng/ml de TRAIL, como indica la figura 28B. Decidimos trabajar con la dosis mas 

baja que induce apoptosis (25 ng/ml), de esta manera podremos estudiar el efecto de los 

niveles de RAC3 en la apoptosis.  

                            
                      A 
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Figura 28. La disminución de RAC3 no afecta a los otros coactivadores de la familia p160. (A) 

Análisis de los niveles de los coactivadores RAC3, SRC-1 y TIF2 por medio de Western blot de K562 

salvajes y clones transfectados de manera estable con RAC3-RNAi (clon #4 y #10). (B) Células K562 

control y clones #4 y #10 con RAC3-RNAi, fueron tratados por 16 horas con distintas dosis de TRAIL y 

las células apoptóticas fueron identificadas mediante la tinción con 7-AAD y análisis en citometría de 

flujo. 
2.3. Mayor activación de caspasas y aumento del clivaje de Bid y PARP en 

clones estables con bajos niveles de RAC3 

 

Mediante análisis por citometría de flujo, previa tinción con Ioduro de propidio y 

Anexina V observamos a distintos tiempos un claro aumento de la apoptosis en clones 

#4 y #10 con RAC3-RNAi comparados con las K562 salvajes y el control luego de ser 

tratados con 25ng/ml de TRAIL a distintos tiempos (figura 29A). Este aumento en la 

sensibilidad a apoptosis inducida por TRAIL en ambos clones con bajos niveles de 

RAC3 produce la activación de caspasas involucradas en la vía extrínseca, como la 

caspasa 8 y de su sustrato Bid, el cual actúa como conector entre la vía extrínseca e 

intrínseca de la apoptosis431. De esta manera, podemos observar mediante la técnica de 

Western blot una clara activación de caspasa 8, disminución de Bid, activación de 

caspasa 9, degradación de la caspasa 3 y clivaje de PARP ante una disminución de 

RAC3 comparado con las células salvajes y control, luego de estimular con 25ng/ml de 

TRAIL a distintos tiempos (Figura 29B). 

Estos resultados refuerzan la hipótesis de la inducción de apoptosis mediante 

TRAIL en células mieloides leucémicas con muy bajo RAC3 (clon #4) y medianos 

niveles de RAC3 (clon #10) comparadas con las K562 salvajes, y que la activación de 

los receptores de muerte por TRAIL esta disparando la activación de caspasas 

involucradas en la apoptosis por vía mitocontrial y esta sensibilidad varia según los 

niveles de RAC3 en células mieloides leucémicas.  
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Figura 29. Aumento de la apoptosis y activación de caspasas, Bid y PARP por TRAIL en células 

con bajo RAC3. (A) Células mieloide leucémicas salvajes (K562/s), clones #4 y #10 y su respectivo 

control con vector vacío (K562/con) fueron estimulados a distintos tiempos con 25 ng/ml de TRAIL. 

Luego se incubaron con ioduro de propidio y anexina V, para ser analisadas por citómetometría de flujo. 

Los resultados son las medidas de tres experimentos independientes ± ES. *p<0,01 y **p<0,05 respecto 

al control, 4 horas con TRAIL (Test de Tukey). (B) Western blot de extractos totales de células K562/s, 

K562/con y clones #4 y #10, luego de ser estimuladas con 25 ng/ml de TRAIL por 8 y 16 horas.  
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 2.4. TRAIL induce la activación de la vía mitocondríal en células con bajos 

niveles de RAC3 

 

Se ha descripto que la citoquina TRAIL puede activar la vía extrínseca por los 

receptores de membrana con participación de la vía mitocondrial431(Figura 7). 

Decidimos estudiar que pasaba con la membrana mitocondrial y los factores 

involucrados en esta vía. Para ello estímulamos las células K562 con 25 ng/ml de 

TRAIL por 2, 4, 8, 16 y 24 horas, luego se incubaron con el fluorocromo lipofílico 

DiOC6 (40nM) para estudiar la perdida de potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm) 

por  disminución de la incorporación del fluorocromo. La figura 30A muestra mediante 

el análisis por citometría de flujo un claro aumento en la pérdida del ΔΨm  en los clones 

#4 y # 10 comparado con su respectivo control y las células salvajes.  

Cuando la membrana mitocondrial se ve afectada, se produce la liberación de 

numerosos factores desde la mitocondria al citoplasma31, 41, decidimos estudiar la 

fracción citoplasmática (S100) de ambos clones y de células controles por Western blot. 

Hay un claro aumento de AIF, citocromo c y Smac/DIABLO en la fracción 

citoplasmática de los clones #4 y #10 respecto al control y las K562 salvajes, pos-

estimulo con TRAIL a distintos tiempos, como se indica en la figura 30B. 

Observamos que el aumento en la perdida de potencial de membrana, 

acompañado con un aumento en la liberación de factores pro-apoptóticos desde la 

mitocondria varían según la expresión de RAC3, indicando que la disminución de éste 

coactivador y posterior estímulo con TRAIL induce apoptosis en células K562 por 

ambas vías extrínseca como intrínseca. 

 

 

2.5. Aumento en la expresión de DR4 y DR5 por disminución del 

coactivador RAC3 

 

Muchas células son naturalmente sensibles a TRAIL, esto podría deberse a un 

aumento en los receptores de muerte DR4 y DR5432, 433, se ha descripto que la 

sensibilidad en varios de estos tipos celulares correlaciona directamente con la cantidad 

de receptores expresados, mientras que las K562 poseen 13,1% de la expresión de DR5 

las células Jurkat y U937 poseen mas del 95% , y su sensibilidad a la apoptosis es de 

12,3% en las K562 y alrededor del 80% en las Jurkat y U937434. 
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Figura 30.  TRAIL induce daño mitocondrial y liberación de factores pro-apótoticos desde la 

mitocondria al citoplasma en células con bajos niveles de RAC3 (A) Células mieloide leucémicas 

salvajes (K562/s), clones #4 y #10 y su respectivo control con vector vacío (K562/con) fueron 

estimulados a distintos tiempos con 25 ng/ml de TRAIL. La pérdida de ∆Ψm fue determinada por 

disminución de la incorporación a la membrana mitocondrial del fluorocromo DiOC6, y posterior análisis 

de citometometría de flujo. Los resultados son las medidas de tres experimentos independientes ± ES. 

*p<0,01 y **p<0,05 respecto al control, 4 horas con TRAIL (Test de Tukey). (B) Western blot de 

extractos citoplasmáticos (S100) de células K562/s, K562/con y clones #4 y #10, luego de ser estimuladas 

con 25 ng/ml de TRAIL por 4, 8, 16 y 24 horas.  
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Decidimos estudiar los niveles de los receptores DR4 y DR5 en uno de los 

clones con RAC3-RNAi por citometría de flujo, utilizando anticuerpos fluorescentes 

específicos para cada uno de los receptores, como muestra la figura 31A una 

disminución del coactivador aumenta los niveles de ambos receptores comparado con 

los niveles basales de DR4 y DR5 en K562 salvajes y control. Tratamos el clon #10 y 

las K562 salvajes con 25 ng/ml de TRAIL a distintos tiempos, pero no observamos 

ninguna diferencia en los niveles de los receptores (figura 31B).  

 

2.6. La disminución de RAC3 afecta la actividad de NF-κB y de algunos de 

sus genes blanco 

 

Como ya hemos descripto previamente, RAC3 es coactivador del factor de 

transcripción anti-apoptótico NF-κB293. En orden de determinar si la actividad de NF-

κB se ve afectada en los clones con bajo niveles del coactivador RAC3, analizamos 

mediante la técnica de ELISA los niveles de NF-κB nuclear unidos a una secuencia 

blanco. Se estimularon las células con 25 ng/ml de TRAIL por 1 hora, luego se hicieron 

extractos nucleares de ambos clones y sus respectivos controles. Como indica la figura 

32A, la actividad basal de ambos clones está significativamente inhibida por el vector 

RAC3-RNAi comparadas con las células K562 salvajes y el control presenta niveles 

altos de activación, esto podría estar vinculado a que éstas células son Bcr-Abl positivas 

y esta translocación se encuentra asociada a una aumento constitutivo de la actividad de 

NF-κB255. La disminución de la actividad de NF-κB en las condiciones basales es 

proporcional a los niveles de RAC3 en los clones, en cambio en presencia de TRAIL, 

los clones presentan un aumento mayor de la actividad respecto a los controles, que no 

varían significativamente ante un estímulo. Estudiamos el efecto de la citoquina TNF-

α que se encuentra ampliamente distribuido por todo el cuerpo y es un importante 

mediador de diversas señales entre ella la activación de NF-κB435, pero no observamos 

mayores cambios que con TRAIL (figura 32A).  

Estudios recientes mostraron que un aumento en la sensibilidad de células 

tumorales de colon humano tratadas con TRAIL, involucra una disminución de la 

expresión de la proteína inhibitoria FLICE (FLIP)436, esta proteína interfiere con la 

formación del DISC y es un potente inhibidor de la inducción de la apoptosis por los 

receptores de TRAIL437. 
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Figura 31. La disminución de RAC3 aumenta la expresión de los receptores DR4 y DR5. (A) 

Análisis por citometría de flujo de los niveles de los receptores DR4 y DR5 en células K562 salvajes, el 

clon #10 y su respectivo control (K562/con).  Previamente las células fueron incubadas con anticuerpos 

fluorescentes específicos contra DR4 y DR5. (B) Células K562 salvajes y el clon #10 fueron tratadas con 

25 ng/ml de TRAIL por 30 minutos, 2 y 4 horas. Se midió la expresión de los receptores como en (A).  
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La expresión de FLIP y otros genes como XIAP, Mcl-1, Bcl-XL, esta regulada 

por el factor de transcripción NF-κB232, 438-440 y RAC3 es coactivador de NF-κB. 

Decidimos estudiar si la disminución de RAC3 tiene  algún efecto en los niveles basales 

de cFLIPL y de otros genes como FADD, Mcl-1, XIAP, Bcl-XL, el factor de 

transcripción E2F441, y genes relacionados con la proliferación como Bcr-Abl, Akt y 

Ciclina D1, como se muestra en la figura 32b mediante la técnica de Western blot, hay 

una dramática disminución de los niveles basales de cFLIPL  y una disminución 

moderada del resto de las proteína estudiadas en los clones con baja expresión del 

coactivador RAC3 comparados con las células K562 salvajes.  

Conjuntamente la disminución de la actividad de NF-κB y de los niveles de 

cFLIPL y proteínas relacionadas con la proliferación y protección de la apoptosis en 

clones con bajos niveles del coactivador refuerzan el concepto del rol protector de 

RAC3 en al apoptosis. 

 
Figura 32. Modulación de la actividad de NF-κB y de los niveles proteínas relacionadas con 

proliferación y apoptosis ante una disminución de RAC3. (A) Células K562 salvajes y clones con RAC3-

RNAi fueron estimulados por 1 hora con TRAIL 25 ng/ml y TNF-α 20 ng/ml, luego se colectaron y se 

prepararon extractos nucleares. La unión al ADN de NF-κB se analizó mediante el kit de Elisa 

(TransAM). Los datos representan la media ± ES de tres experimentos independientes, *p<0,01 respecto a 

la condición basal de K562 salvajes, **p<0,001 respecto al basal de cada clon con RNAi. (B) Western 

blot contra las proteínas indicadas de extractos totales basales de células K562 salvajes y clones #4 y #10. 
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2.7. Modulación en la actividad de JNK 

 

Como ya hemos descripto anteriormente, las quinasas juegan un rol importante 

en la señalización durante la apoptosis. Estudios previos demuestran que TRAIL induce 

activación de JNK, de manera dependiente o independiente de caspasa, amplificando la 

inducción de apoptosis por vía mitocondrial113. Consistente con esto, determinamos los 

niveles de activación de en células con bajos niveles de RAC3 comparadas con las 

células K562 salvajes. Para ello, se estimularon con TRAIL por 2, 4 y 6 horas y se 

analizaron mediante Western blot los niveles de JNK totales y fosforilado. 

Observamos que hay un aumento significativo en la activación de JNK en ambos 

clones respecto a las células salvajes, como se muestra en la figura 33. Una activación 

de JNK en forma sostenida estaría asociada a señales apoptóticas136, 137. Estos resultados 

refuerzan la hipótesis planteada, dónde una disminución de RAC3 aumenta la 

sensibilidad a la apoptosis inducida por TRAIL.  

 

 

 

 
 

 

Figura 33. Aumento de la actividad de JNK en células con bajos niveles de RAC3. Células K562 

salvajes y clones #4 y #10 que poseen bajos niveles de RAC3, fueron estimuladas a los tiempos indicados 

con 25 ng/ml de TRAIL. Luego mediante Western blot y anticuerpos específicos anti- quinasa total y 

fosforilada se analizó la activación de JNK.  
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2.8. Rol de RAC3 en la diferenciación de células de leucemia mieloide 

crónica  

 

Como hemos descripto en la introducción, NF-κB juega un rol importante en la 

respuesta inmune y la apoptosis195, pero también se encuentra implicado en la 

diferenciación celular, incluyendo la eritropoiesis442. NF-κB normalmente se encuentra 

silenciando los genes involucrados en la eritropoiesis como c-myc443 y c-myb444. 

Recientemente se ha descripto que una disminución de la actividad de NF-κB está 

relacionada con la diferenciación de células K562 a eritrocitos445. Más aún, existen 

evidencias de que una activación de la vía NF-κB provoca la regulación negativa del 

promotor de la α-globina445.  

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo de tesis, una disminución 

de RAC3 produce una disminución de la actividad de NF-κB (Figura 32). Se decidió 

entonces estudiar si esa disminución promovía la diferenciación celular. En estos 

estudios, las células llevando altos o bajos niveles de RAC3 fueron cultivadas en las 

mismas condiciones y sin tratamiento alguno que involucre la activación de una cascada 

de señalización en particular. De acuerdo con nuestras observaciones, en ambos clones 

llevando bajos niveles de RAC3 pudimos observar células diferenciadas, cuyo fenotipo 

eritroide fue detectado a través de la síntesis de hemina por medio de la reacción de la 

peroxidasa con bencidina (descripto en materiales y métodos). En la figura 34 que 

corresponde a imágenes de microscopía de campo claro, pueden observarse las células 

eritroides teñidas de azul (positivas a bencidina) que fueron detectadas en clones #4 y 

#10, mientras que en las células K562 salvajes no se observaron células positivas. Estos 

resultados sugieren la participación de RAC3 en el proceso de diferenciación eritroide 

de las células K562. 
K562/s Clon #4 Clon #10K562/s Clon #4 Clon #10

 
Figura 34. La disminución de RAC3 induce la diferenciación de las K562 a eritrocitos. Se 

realizó la prueba de bencidina en células K562 y los clones #4 y #10, las células positivas a la reacción se 

tiñeron de color azul. Luego se observaron al microscopio con campo claro y se muestra una foto 

representativa de más de 4 campos que fueron analizaron. 
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2.10. RAC3 tiene un rol protector en la apoptosis inducida por TRAIL y 

Flavopiridol en células K562  

 

Si bien las células K562 son naturalmente resistentes a la muerte inducida por 

TRAIL446, ha sido demostrado previamente y tal como se describe en la introducción de 

este trabajo, que el agregado de Flavopiridol actúa como un agente sensibilizador en la 

inducción de apoptosis por TRAIL de esta línea celular, donde se activan las cascadas 

de señales de membrana y mitocondrial92.  

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo de tesis, el alto nivel de 

expresión de RAC3 sería responsable de la resistencia de las células K562 a TRAIL y 

por otro lado, también es claro que tiene un rol protector de la apoptosis inducida tanto 

por vía de membrana como mitocondrial. Surge entonces la pregunta de cual es el rol de 

RAC3 en la apoptosis inducida en particular por el tratamiento simultáneo con TRAIL y 

Flavopiridol de las células K562, que también activa ambas cascadas e induce muerte a 

pesar de los altos niveles de expresión de RAC3. ¿Tiene RAC3 un rol anti-apoptótico 

pero su señal protectora resulta insuficiente en este entorno de señales? ¿Es pro-

apoptótico en este modelo? ¿No tiene ningún rol? 

Con el objeto de responder a estos interrogantes se procedió a analizar el efecto 

de un aumento de RAC3 a niveles aún mayores en células leucémicas. Se transfectaron 

por electroporación células K562 con el vector de expresión constitutiva pCMX-RAC3 

y como control se utilizó el vector vacío pCMX. Se seleccionaron con G418 varios 

clones con altos niveles de RAC3 y se eligieron para estos estudios los clones #B y #E. 

Los niveles de expresión de RAC3 fueron determinados mediante Western blot (Figura 

35A).  

Para determinar las posibles diferencias entre los clones con muy altos niveles 

de expresión de RAC3 y las células control en la sensibilidad a la apoptosis inducida 

por el tratamiento simultáneo con TRAIL y FP, todos los cultivos fueron estimulados 

con 100 ng/ml de TRAIL y 150 nM de FP por 24 horas. La figura 35B muestra 

claramente que existe una inhibición significativa de la apoptosis en los clones que 

sobre-expresan RAC3 respecto de las células control. También puede observarse, y 

como era de esperar, que cada droga por separado no indujo apoptosis en ésta línea 

celular.  

En otros experimentos se analizaron los niveles de activación de caspasas, 

clivaje de Bid y PARP mediante Western blot. 
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RAC3

Tubulina

K562/con

Clon #B
Clon #EA 

 

 

 

 

K562/con Clon #B Clon #E

Basal

TRAIL

TRAIL + FP

FP

Incorporación de 7-AAD

2,1% 1,9% 2,1%

7,8% 5,6% 11,3%

2,7% 3,1% 3,0%

48,5% 22,3% 24,2%

B

 
Figura 35. La sobre-expresión de RAC3 en células leucémicas K562 protege de la apoptosis 

inducida por TRAIL y FLavopiridol. (A) Análisis de los niveles de RAC3 mediante Western blot en 

clones #B y #E que sobre-expresan RAC3 y su respectivo control con vector vacío, K563/con. (B) Se 

estimularon los clones y las K562/con durante 24 horas con 100 ng/ml de TRAIL y/o 150 nM de 

Flavopiridol (FP). Luego se analizaron las células apoptóticas mediante incorporación de 7-AAD, por 

citometría se flujo. En la figura se señaló el porcentaje de apoptosis correspondiente a cada medición  
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Según se muestra en la figura 36A, existe un aumento de la activación de estas 

proteínas en las células control cuando se las estimula simultáneamente con TRAIL y 

FP durante 24 horas respecto a los clones que sobre-expresan RAC3. Nuevamente, el 

tratamiento con cada una de estas drogas por separado no indujo la activación de esta 

cascada apoptótica. 

Para confirmar la participación de la vía mitocondrial, se determinó la pérdida de 

potencial de membrana mitocondrial (ΔΨm). En la figura 36B pueden observarse los 

resultados obtenidos: una disminución significativa de la pérdida de potencial de 

membrana mitocondrial en los clones con alto RAC3 respecto de células control. 

Según los resultados obtenidos en los modelos experimentales ya descriptos, se 

determinó que RAC3 inhibe la translocación desde la mitocondria al citoplama de los 

factores pro-apoptóticos AIF, citocromo c y Smac/DIABLO. Como se muestra en la 

figura 36C, se obtuvieron resultados similares en este modelo de inducción de apoptosis 

por TRAIL y Flavopiridol. 

Estos resultados demuestran que RAC3 tiene un rol protector de la apoptosis, 

aún en este modelo en el cual las células son sensibles a la muerte. El hecho de que una 

sobre-expresión de RAC3 a niveles aún mayores que los endógenos pueda inhibir la 

apoptosis inducida por TRAIL y Flavopiridol en tratamiento simultáneo sugiere que la 

acción protectora de RAC3 resulta insuficiente en células tipo salvaje. De aquí se 

desprende que la sensibilidad a apoptosis, sería consecuencia de un equilibrio entre los 

niveles de expresión de RAC3 y la intensidad/agresividad del estímulo pro-apoptótico. 
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Figura 36. Disminución de la activación de caspasas, de ΔΨm, y de la translocación de factores 

pro-apoptóticos desde la mitocondria al citoplasma en clones que sobre-expresan RAC3. (A) Western 

blot contra las proteínas indicadas, de extractos totales de células K562 control y los clones #B y #E, 

previamente estimulados por 24 horas con 100 ng/ml de TRAIL y/o 150 nM de FP. (B) Análisis de la 

ΔΨm  por medio de citometría de flujo en K562/con y clones, luego de 24 horas de estímulo con TRAIL 

y/o FP. Los resultados son la medida de triplicados ± ES de tres experimentos independientes. *p<0,001 

respecto a K562/con basal y **p<0,001 respecto a K562/con estimuladas con TRAIL y FP. (C) Fracción 

citoplasmática S100 y posterior análisis mediante Western blot contra las proteínas indicadas. Las células 

fueron estimuladas con TRAIL y/o FP por 24 horas. 
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3. LOCALIZACIÓN SUB-CELULAR DE RAC3 Y FORMACIÓN DEL 

HETEROCOMPLEJO RAC3-AIF-HSP90 

 

3.1. Localización sub-celular de RAC3 en distintas líneas celulares 

 

En este trabajo hemos encontrado algunos efectos de RAC3 que serían 

dependientes de sus niveles de expresión y probablemente no directamente relacionados 

con su función nuclear como coactivador. Tal es el caso del cambio en los niveles de 

activación de quinasas y de los niveles de AIF en núcleo. Los resultados aquí obtenidos 

sugieren la participación del coactivador en acciones citoplasmáticas. 

Se analizó la localización sub-celular de RAC3 en condiciones basales y luego 

del estímulo con peróxido de hidrógeno en HEK293 y T47D, o con TRAIL y FP en 

K562. En estos estudios, las células HEK293 fueron transfectadas con el vector de 

expresión de RAC3, de modo de detectar claramente a esta molécula, dados los bajos 

niveles de expresión de esta línea celular.  

Tal como se muestra en la figura 37A, en células HEK293 y K562, en 

condiciones basales, RAC3 fue detectado principalmente en el citoplasma, mientras que 

en las células T47D su distribución fue homogénea en núcleo y citoplasma. Estas 

observaciones estarían de acuerdo con el concepto de que la localización de RAC3 

depende del tipo celular. Más allá de estas diferencias, en respuesta a los distintos 

estímulos inductores de apoptosis, RAC3  fue claramente detectado en núcleo (Figura 

37A). 

Para determinar si ésta translocación podría estar asociada a la maquinaria de los 

microtúbulos, se estudió el efecto de un inhibidor de la polimerización de los 

microtúbulos, como es la colchicina447. En la figura 37B puede observarse que luego de 

estimular células HEK293 tratadas con 1 µM de colchicina por 1 hora y luego con 2 

mM de H2O2, la translocación de RAC3 se vió completamente inhibida, indicando que 

requiere de la polimerización de los microtúbulos para su transporte al núcleo. 

Resultados similares fueron obtenidos cuando se analizó la localización sub-celular de 

AIF y su translocación post-estímulo al núcleo, indicando claramente que también 

depende de los microtúbulos (Figura 37C). 

 

 

 



Resultados 125 

 

 
Figura 37. Localización sub-celular de RAC3 en distintas líneas celulares e inhibición de su 

translocación al núcleo por inhibición de la polimerización de los microtúbulos (A) Células HEK293 y 

T47D fueron expuestas a 2 y 4 mM de H2O2 respectivamente por 8 horas y luego analizadas por 

microscopía confocal. El panel de la izquierda muestra de color verde a RAC3 y el panel de la derecha el 

campo claro correspondiente a cada célula. Células K562 fueron expuestas a 100 ng/ml de TRAIL y 

150nM de FP por 16 horas y analizadas por microscopía de florescencia, mostrando en el panel derecho 

la tinción del ADN por Hoechst. (B) RAC3 y (C) AIF fueron determinados por microscopía de 

fluorescencia en células HEK293, previamente tratadas durante 1 hora con 1 µM de colchicina y luego 

por 8 horas con 2 mM de H2O2. 
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3.2. RAC3 se encuentra físicamente asociado con AIF en un complejo 

proteico que contiene Hsp90, la inmunofilina (FKBP52) y la proteína asociada a 

microtúbulos dineína 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos, en todos los modelos de apoptosis 

analizados y en ambas líneas celulares uno de los eventos más llamativos y que resulta 

difícil de explicar a través de una regulación de la actividad de caspasas o genes de la 

familia Bcl-2 o IAP por RAC3 es la inhibición de la localización nuclear de AIF, la 

cual, podría deberse a una inhibición de la liberación desde la mitocondria al 

citoplasma, el aumento en su degradación, o bien, la inhibición de su translocación a 

núcleo. 

Se ha descripto previamente que la chaperona Hsp70 interacciona 

específicamente con AIF antagonizando su efecto pro-apoptótico66, 448. Además Hsp70 

generalmente se encuentra asociada a Hsp90, la cual está involucrada en la función y 

tráfico de proteínas junto a inmonofilinas y la proteína motora asociada a microtúbulos 

dineína387, 421. 

Por lo reportado previamente y los resultados obtenidos sobre el rol de RAC3, la 

localización sub-celular y el requerimiento de la maquinaria asociada a microtúbulos 

para su transporte al núcleo, se estudió la posible interacción de RAC3 con AIF y el 

heterocomplejo Hsp90-inmunofilina-dineína. Para ésto, se realizaron ensayos de co-

inmunoprecipitación y se utilizó como modelo de estudio el de las células HEK293 

transfectadas con el vector de expresión de RAC3 y estimuladas con H2O2. En la figura 

38 pueden observarse los resultados obtenidos. Según nuestros estudios, existe una 

interacción física entre RAC3, AIF y Hsp90. Además, pudo detectarse que todas éstas 

proteínas se encontraban asociadas físicamente al complejo integrado al menos por la 

inmunofilina FKBP52 y la proteína asociada a microtúbulos dineína (figura 38). Estos 

resultados concuerdan con lo descripto previamente respecto a la interacción entre 

Hsp90, FKBP52 y dineína, dónde en este complejo la inmunofilina actúa como un 

adaptador entre la proteína cargo que es transportada vía microtúbulos por la proteína 

motora dineína449. 

Estas observaciones fueron confirmadas, además, por microscopía confocal en 

células HEK293 transfectadas con el vector de expresión de RAC3, utilizando 

anticuerpos específicos para la detección de RAC3, AIF y Hsp90 y realizando ensayos 
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de colocalización por pares con dos fluorocromos diferentes. Los resultados obtenidos 

pueden observarse en las figuras 39A y C.  

En la figura 39A se observa en color amarillo la colocalización de RAC3 y AIF. 

De acuerdo con nuestras observaciones, ambas moléculas fueron capaces de 

interaccionar en el citoplasma luego de ser estímuladas con 2 mM de H2O2 a tiempos 

tempranos, previo a que la apoptosis sea evidente y una vez que AIF ha sido liberado de 

la mitocondria y se encuentra disponible en el citoplasma celular para su encuentro con 

RAC3. Tal como se muestra en la imagen, esta interacción se sostuvo al menos, hasta 

las 8 horas post-estimulación a nivel citoplasmático y en la periferia del núcleo, tiempo 

en el cual ambas moléculas alcanzaron la localización nuclear en las células apoptóticas, 

aunque ya no colocalizaban en este compartimiento. Resultados similares fueron 

obtenidos en las células T47D, donde, si bien en condiciones basales RAC3 se 

encuentra homogéneamente distribuído, las moléculas disponibles en citoplasma 

también son capaces de interaccionar con AIF una vez liberado de mitocondria y a 

tiempos tempranos post estímulo con H2O2 (Figura 39B). 

De la misma manera se analizó la interacción entre AIF y Hsp90, donde pudo 

observarse claramente la colocalización citoplasmática, al menos, hasta los tiempos en 

que comenzaron a detectarse células apoptóticas (figura 39C). A las 8 horas, en algunas 

células que ya podían observarse claramente apoptóticas, se produjo el ingreso de AIF 

al núcleo, como era de esperarse. En cuanto a Hsp90, su localización permaneció 

citoplasmática.  

De acuerdo con estos resultados, y aquellos obtenidos por ensayos de co-

inmunoprecipitación, AIF, RAC3 y Hsp90 pueden formar parte de un mismo complejo, 

a su vez, asociado a la maquinaria motora dependiente del citoesqueleto. Los estudios 

de microscopía confocal sugieren que este complejo comenzaría a armarse luego del 

estímulo que induce la liberación de AIF desde la mitocondria al citoplasma, donde 

residen las otras moléculas en condiciones basales o a tiempos tempranos del inicio de 

la señal apoptótica. Más tarde, en las células que ingresaron en apoptosis, todo el 

complejo estaría disociado. RAC3 y AIF se disociarían entre sí y de Hsp90 al ingresar 

al núcleo celular, mientras que Hsp90 y probablemente otros componentes de la 

maquinaria motora permanecen con localización citoplasmática. 

 



Resultados 128 

 
Figura 38. Interacción física entre RAC3-AIF-Hsp90 y proteínas de la maquinaria de 

transporte. Extractos totales de células HEK293 estimuladas por 8 horas con 2 mM de H2O2, se 

inmuniprecipitaron (IP) y revelaron mediante Western blot (WB) las proteínas indicadas. SIN, 

corresponde al inmunopresipitado de suero no inmune. 
 

3.3. La sobre-expresión de RAC3 inhibe la translocación nuclear de AIF 

 

De acuerdo con los resultados aquí obtenidos, RAC3 y AIF serían parte de un 

mismo complejo asociado a la maquinaria motora dependiente de los microtúbulos.  

Se realizó un estudio cinético de la localización de AIF en células HEK293 

estimuladas o no con H2O2 y llevando niveles normales o aumentados de RAC3. La 

localización sub-celular de AIF se realizó por inmunofluorescencia. En la figura 40 

puede observarse que en condiciones basales AIF fue detectado en citoplasma, lo cual 

es congruente con su localización en la mitocondria y su translocación al núcleo fue 

claramente detectada a las 4 horas luego del estímulo con 2 mM de H2O2. Al sobre-

expresar el coactivador RAC3 y aún a las 8 horas luego del estímulo con H2O2, 

observamos que la translocación de AIF al núcleo se vió claramente disminuída en 

estas células en comparación con las células control transfectadas con el vector vacío 

(Figura 40).  

Nuestros resultados sugieren que la sobre-expresión de RAC3 a través de su 

asociación física con AIF y la maquinaria motora del citoesqueleto, inhibe por un 

mecanismo molecular aún no esclarecido, la translocación de AIF al núcleo y éste sería 

uno de los mecanismos por los cuales el coactivador contribuye a la protección de 

apoptosis y el desarrollo tumoral. 
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Figura 39.Colocalización entre RAC3, AIF y Hsp90. (A) Microscopía confocal de células 

HEK293, luego de ser estimuladas por 4 y 8 horas con 2 mM de H2O2, dónde se muestra en verde a 

RAC3 y rojo a AIF. (B) Idem, pero muestra células T47D que fueron estimuladas por 8 y 16 horas con 4 

mM de H2O2. (C) Células HEK293 fueron estimuladas estimuladas por 4 y 8 horas con 2 mM de H2O2, se 

muestra en verde a Hsp90 y rojo a AIF. 
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Figura 40. Disminución de la translocación de AIF al núcleo en células que sobre-expresan 

RAC3. La translocación de AIF fue determinada por inmunofluorescencia en células HEK293 

transfectadas transientemente con el vector de expresión para RAC3 y el vector vacío pCMX (VV). 

Previamente las células fueron estimuladas por 4 y 8 horas con 2 mM de H2O2, el núcleo se detecto 

mediante tinción con Hoechst. 
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CONCLUSIONES 

 

Los resultados obtenidos permiten concluir: 

 

1. Los coactivadores con actividad acetil transferasa protegen de la apoptosis 

inducida por H2O2. 

2. La sobre-expresión del coactivador RAC3, protege de la apoptosis inducida por 

distintas señales que disparan tanto la vía extrínseca como la vía intrínseca, en 

una línea celular mínimamente tumoral como las HEK293 y en la línea tumoral 

K562. 

3. La disminución de la expresión de RAC3, aumenta la apoptosis inducida por 

ambas vías. 

4. Las células de leucemia mieloide crónica poseen altos niveles del coactivador 

RAC3.  

5. El hecho de que  la línea K562 resulte naturalmente resistente a la apoptosis 

inducida por TRAIL y se vuelva sensible cuando los niveles de RAC3 son 

disminuidos sugiere que la sobre-expresión de esta molécula es un factor clave 

en la determinación del destino vida/muerte celular, fundamentalmente, a través 

de la regulación en los niveles de expresión del número de receptores para 

TRAIL. 

6. La variación en los niveles de expresión de coactivador RAC3 contribuye a la 

regulación de la actividad de NF-κB. 

7. Altos niveles de RAC3 estarían contribuyendo a la protección de apoptosis a 

través de la regulación de la actividad de quinasas, aumentando 

significativamente la actividad de aquellas involucradas en la protección de 

apoptosis, como Akt y p38 y disminuyendo la actividad de aquellas involucradas 

en cascadas pro-apoptóticas, como ERK1/2 y JNK. 

8. La localización sub-celular de RAC3 en condiciones basales es principalmente 

citoplasmática, aunque depende del tipo celular y se transloca al núcleo por 

asociación con los microtúbulos cuando las células son estimuladas. 

9. La sobre-expresión de RAC3 disminuye la translocación al núcleo de AIF y una 

disminución del coactivador la aumenta. 
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10. AIF forma parte de un complejo conteniendo RAC3-Hsp90 y la maquinaria de 

transporte asociada a citoesqueleto conformada por lo menos por la inmunofilina 

FKBP52 y la proteína de transporte dineína.  

 

A partir de estas observaciones se desprende: 

 

A-La sobre-expresión de RAC3 en distintas líneas celulares  protege de la apoptosis 

inducida por ambas vías, no sólo actuando como coactivador a nivel nuclear sino 

teniendo un rol citoplasmático, participando en las cascadas de muerte celular. 

 

B- Los coactivadores de la familia p160 tendrían un rol adicional no relacionado a su 

acción nuclear en la acetilación de histonas y remodelado de la cromatina, 

participando posiblemente en el control del tráfico intracelular. 

 

C-El hecho de que una línea leucémica se vuelva sensible a la inducción de apoptosis 

sólo reduciendo los niveles de un coactivador, refuerza la idea de que RAC3 podría 

constituir un blanco de acción en terapias antitumorales no estrictamente relacionadas 

a la acción de hormonas esteroideas. 
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DISCUSIÓN 

 

Existen dos mecanismos básicos por los cuales las señales pueden contribuir al 

crecimiento tumoral, tales como: un aumento en la proliferación y/o una reducción en la 

tasa de muerte celular450, 451. Como hemos mencionado en la introducción, los 

coactivadores de receptores nucleares de la familia p160 juegan un rol importante en la 

proliferación y en numerosos procesos biológicos269. Mediante su actividad transferasa 

de acetilos a histonas o a distintas moléculas282, 300, 452, estos coactivadores podrían estar 

contribuyendo de esta forma a un aumento en la expresión de distintos genes, vía el 

aumento en la actividad no solo de los receptores nucleares, sino también de los factores 

de transcripción, tal es el caso de RAC3, que como hemos descripto previamente es 

además un coactivador de NF-κB293, 359. 

Hasta el momento no se a descripto el rol de éstos coactivadores en la regulación 

de la apoptosis. En este trabajo de tesis observamos que la sobre-expresión de los 

coactivadores de receptores nucleares que poseen actividad HAT y que además son 

capaces de reclutar CBP, protegen a la células de la apoptosis inducida tanto por señales 

de membrana como por la vía mitocondrial. 

Como hemos descripto en la introducción de este trabajo, los coactivadores de la 

familia p160 fueron originalmente encontrados sobre-expresados en varios tumores 

fundamentalmente relacionados al control por hormonas esteroideas, tales como cáncer 

de mama y ovario275, 346, carcinoma de endometrio453 y cáncer de próstata344, 349. Esto no 

resultó particularmente sorprendente, dado que estas moléculas originalmente fueron 

identificadas como coactivadores de receptores esteroideos. Posteriormente se demostró 

el rol de estas moléculas sobre varios factores de transcripción, tal es el caso de NF-κB 

como fue demostrado por nuestro grupo para el coactivador RAC3293. Estos resultados 

fueron de suma importancia, dado que NF-κB es un factor clave en procesos anti-

apoptóticos y oncogénicos, y regula numerosos genes involucrados en el ciclo celular y 

proliferación262, 454, 455. Paralelamente y con posterioridad a estos hallazgos, también fue 

descripta una sobre-expresión de RAC3 en otros tipos de tumores no estrictamente 

relacionados al control por hormonas esteroideas, como por ejemplo: cáncer de 

páncreas168, 355, cáncer gástrico352, carcinoma colorectal353 y hepatocelular354. 

Conjuntamente, estas observaciones sugieren que los coactivadores p160 juegan 

un rol en la oncogénesis, posiblemente a través de mecanismos no relacionados con la 
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actividad de los receptores nucleares o estímulos dependientes de hormonas346, 456. De 

hecho, es posible que los coactivadores de receptores nucleares y CBP pudieran 

contribuir al desarrollo tumoral en ausencia de hormonas a través de mecanismos que 

afecten señales de supervivencia las cuales intervienen en la decisión sobre la muerte 

celular. 

Evidencias previas sugieren una potencial redundancia en la función entre los 

miembros de la familia p160284. Si bien nuestras observaciones sugieren que cada 

miembro de ésta familia y CBP, poseen un rol similar en la inhibición de la muerte 

celular cuando son sobre-expresados en células HEK293, el mecanismo molecular 

empleado por cada coactivador para ejercer su rol cito-protector aún no ha sido 

determinado y solo hemos analizado en detalle la participación de RAC3. 

 

Es sabido que la efectividad de la quimioterapia en el tratamiento de ciertas 

patologías tumorales depende fundamentalmente de la sensibilidad de los distintos tipos 

celulares presentes en el tumor a la droga empleada. La línea humana de leucemia 

mieloide crónica es resistente a varias drogas pro-apoptóticas. Este efecto ha sido 

atribuido, entre otros, a una disminución de la expresión de receptores de muerte y a la 

alta expresión de los transportadores multidroga, responsables de la resistencia 

(MDR)457. Debido a ésto, muchas drogas quimioterapéuticas no son efectivas y es 

necesario el desarrollo de nuevas estrategias específicas para tratar las células 

tumorales. Este es el caso de la citoquina TRAIL, la cual se está utilizando en estudios 

pre-clínicos y clínicos tempranos en pacientes con patologías tumorales hematológicas 

y tumores sólidos458-461. Interesantemente, este agente es capaz de matar un amplio 

número de células tumorales humanas, y no es citotóxico para células normales462, 463. 

Esta selectividad aparentemente se debe a la función fisiológica de TRAIL en la 

respuesta inmune, mediando la destrucción de células neoplásicas458, 464 y también se ha 

observado que depende del tipo y la diferenciación celular446. En este trabajo hemos 

observado que la línea de leucemia crónica mieloide K562, posee niveles altos del 

coactivador RAC3 respecto a otras líneas celulares y posee niveles similares a aquellos 

presentes en células tumorales de mama275, 428. La línea K562 es resistente al 

tratamiento con TRAIL y tal como se explicó en la introducción de esta tesis, una de las 

formas de sensibilizar estas células a la apoptosis por esta señal, es el tratamiento 

simultáneo con agentes sensibilizadores como el Flavopiridol446. Aunque el mecanismo 

de resistencia a TRAIL no está bien claro, en este trabajo se demuestra que las células 
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claramente se sensibilizan a la apoptosis inducida por TRAIL a través de una 

disminución en los niveles de RAC3 por RNAi. 

Se ha demostrado previamente que ratones mutantes para RAC3 presentan un 

retardo en el creciemiento, el tamaño es menor y tienen reducida la función 

reproductora al igual que el desarrollo mamario305, 306. Esto concuerda con los resultados 

obtenidos en este trabajo: cuando disminuimos RAC3 en células leucémicas se produce 

un claro aumento en la apoptosis. En cambio, cuando sobre-expresamos el coactivador 

en células HEK293 y K562, observamos una disminución de la apoptosis bajo distintos 

estímulos. 

De acuerdo a los estímulos utilizados en este trabajo: el H2O2 o el tratamiento 

simultáneo de TRAIL con Flavopiridol, en ambos casos se induce apoptosis con 

participación de la vía mitocondrial, activando caspasas y factores pro-apoptóticos que 

se translocan desde la mitocondria al núcleo8, 430. En células que sobre-expresan RAC3 

observamos una disminución de la activación de caspasas y de la translocación de 

factores como AIF, citocromo c y Smac/DIABLO desde la mitondria al citosol, tanto 

por inducción con H2O2 en HEK293 como con el tratamiento simultáneo con 

Flavopiridol y TRAIL en K562. 

Consistente con los mecanismos descriptos, TRAIL activa tanto la vía de 

membrana como la mitocondrial465, cuando las células K562 con bajos niveles de RAC3 

son estimuladas, observamos una disminución de la activación de caspasas y factores 

pro-apoptóticos, como la disminución en el ΔΨm y la liberación de moléculas pro-

apoptóticas de la mitocondria.  

Dado que RAC3 es coactivador de NF-κB, un posible mecanismo en la 

atenuación de la muerte celular podría ser el aumento en la trans-activación y en la 

expresión de genes anti-apoptóticos blanco de este factor de transcripción. De acuerdo 

con ésto, analizamos la actividad de NF-κB cuando se sobre-expresa o disminuye 

RAC3 en distintas líneas celulares y con distintos estímulos y observamos que los 

niveles de activación de NF-κB están vinculados directamente con los niveles de RAC3. 

Paralelamente y como consecuencia del aumento en la actividad NF-κB, también se vió 

incrementada la expresión de genes anti-apoptóticos de la familia Bcl-2 y IAPs, blanco 

de este factor.  

Interesantemente, encontramos que las células K562 tipo salvaje presentan altos 

niveles de actividad basal de NF-κB. Esto último podría deberse a los altos niveles de 
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RAC3 que hemos descripto en éstas células o bien, también podría ser consecuencia de 

los mecanismos regulatorios dependientes de la actividad Bcr-Abl, una mutación que 

origina el cromosoma Filadelfia, característico de esta línea celular255, 466 y que se 

manifiesta con una actividad tirosin-quinasa constitutiva. Por otro lado, y como era de 

esperar, la alta actividad basal de NF-κB en las células K562 tipo salvaje fue 

acompañada por una baja sensibilidad a la activación de este factor por TRAIL, 

mostrándose como una actividad refractaria. Sin embargo, cuando los niveles 

endógenos de RAC3 fueron disminuidos, las células se volvieron sensibles a la 

activación de NF-κB por TRAIL. 

Este cambio en la respuesta, podría no solo ser consecuencia de la alta actividad 

basal de NF-κB en células tipo salvaje respecto de los clones con RAC3 disminuido, 

sino también, del cambio en la expresión de receptores para TRAIL que se observó en 

ambos tipos celulares. 

En los clones con RAC3 disminuido, además de un incremento en la expresión 

de receptores de TRAIL, también se observó una clara disminución de los niveles 

basales de c-FLIPL. Este último resultado estaría de acuerdo con otros trabajos en 

melanomas resistentes a TRAIL, que contienen altos niveles de la proteína inhibitoria 

FLIP, dónde observaron que los niveles de FLIP bajan cuando se crecen las células con 

Actinomicina D y se vuelven mas sensibles a TRAIL96. FLIP podría ser una de las 

moléculas que protegen a las células de la citoquina TRAIL y RAC3 podría estar 

modulando su expresión. De esta manera, los resultados obtenidos en este trabajo de 

tesis sugieren que la ausencia de sensibilidad de las células K562 al estímulo de TRAIL 

podría estar estrictamente relacionado a la sobre-expresión de RAC3 que naturalmente 

presenta esta línea. 

 

La familia de quinasas activadas por mitógenos (MAPK) juega un rol central en 

la regulación de la proliferación, ciclo celular, diferenciación y apoptosis117, 118, 467. 

Dentro de esta familia se encuentran ERK, activada predominantemente por mitógenos, 

JNK y p38, activadas preferentemente por citoquinas pro-inflamatorias y estrés 

oxidativo134, 468. El rol de estas quinasas en apoptosis es controvertido y depende del 

tipo celular y contexto de señales76, 469, 470. Por otro lado, la vía de los inositoles 

PI3K/AKT es crucial en la proliferación celular e inhibición de apoptosis y su 

activación constitutiva está implicada en distintas neoplasias365, 471.  
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Ha sido demostrado que TRAIL es capaz de activar JNK vía MEKK, de manera 

caspasa-dependiente e independiente113, 472. La inducción de JNK amplifica el efecto 

apoptótico de TRAIL, a través de la vía intrínseca473, 474. Hay evidencias que la 

activación de JNK es iniciada por DR5 y no DR4, esta es la única evidencia que 

diferencia la capacidad de señalización entre los receptores con dominio de muerte114. 

Estas observaciones estarían de acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, 

dado que observamos un claro aumento de la fosforilación de JNK en células con bajos 

niveles de RAC3 y que en consecuencia tienen aumentado el número de receptores para 

TRAIL.  

En las células que sobre-expresan RAC3 encontramos un significativo aumento 

de la actividad de AKT y disminución de la sensibilidad a la apoptosis inducida por 

H2O2. Estas observaciones estarían de acuerdo con otros trabajos previos, donde se 

observó por ejemplo que una sobre-expresión de RAC3 podría estar regulando el 

tamaño y crecimiento celular de manera independiente a los esteroides, a través del 

aumento de la actividad de AKT372, 475. Por otro lado, de acuerdo con otros estudios in 

vivo, se observó que la sobre-expresión de RAC3 induce desarrollo aberrante de la 

glándula mamaria, adenocarcinoma mamario, y una alta frecuencia de otros tumores. 

Estos tumores muestran aumentados los niveles de IGF-I y aumentada la activación de 

la vía IGF-IR/PI3K/AKT356. Conjuntamente estos hallazgos sugieren que el efecto 

citoprotector de RAC3 podría deberse en parte a la activación de la vía AKT. 

Los resultados obtenidos indican que la activación de la quinasa p38, así como 

la activación de la vía PI3K/AKT son requeridas para el rol protector de RAC3. Éstas 

observaciones están de acuerdo con una predominancia de la ruta anti-apoptótica a 

través de un aumento de la actividad de NF-κB, y de la acción de éstas quinasas sobre el 

factor de trasncripción76. 

En cuanto a la activación de ERK, su actividad en apoptosis es controvertida56, 

128, 130, 138, 476. De acuerdo con nuestros estudios, se observó una disminución de la 

actividad de ERK en las células con alto RAC3, lo que está de acuerdo con otros 

trabajos que relacionan la activación de ERK con una actividad pro-apoptótica59, 470 que 

puede ser activada por el H2O2 129, 477-480.  

 

Respecto a la localización subcelular de los coactivadores de la familia p160, 

todavía no esta del todo claro, dependiendo del tipo celular RAC3 se puede localizar en 

el citoplasma, o en el núcleo y citoplasma simultáneamente343, 481. Sin embargo, ha sido 
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demostrado previamente que la fosforilación de este coactivador por la IKK es 

determinante para que la mayor parte de RAC3 transloque al núcleo para ejercer su rol 

como coactivador de receptores nucleares. Como se ha descripto en la introducción de 

este trabajo, RAC3 es sustrato de otras actividades enzimáticas y tanto IKK como otras 

cascadas de señal pueden ser disparadas por múltiples estímulos que pueden depender 

de las condiciones de cultivo de las células, componentes del medio como por ejemplo 

la presencia de insulina y el entorno en general. Esto podría explicar las diferencias 

observadas en condiciones consideradas “basales” para distintas líneas celulares. En 

cuanto a su tráfico intracelular, de acuerdo a nuestros resultados, RAC3 utiliza para 

moverse la maquinaria de los microtúbulos. 

Ha sido bien descripto el rol de los coactivadores p160 en promover la actividad 

transcripcional y la expresión de genes. Los resultados obtenidos sugieren que la sobre-

expresión de RAC3 podría ejercer una función adicional a la ya conocida función 

nuclear. Esto incluye alteraciones en el tráfico intra-celular de proteínas pro-apoptóticas, 

como la inhibición de la translocación al núcleo de AIF, así como la activación de 

caspasa 9, aunque en este último caso, esto podría ser consecuencia del cambio en los 

niveles de expresión de genes de la familia Bcl-2 y IAP. Nuestros resultados sugieren 

que RAC3 podría ejercer ciertas actividades no clásicas de los coactivadores de 

receptores nucleares, las cuales están involucradas en el control de la muerte celular, a 

través del control en la translocación nuclear de ciertas proteínas o alternativamente, 

modulando acciones citoplasmáticas. Aunque no hay demasiadas evidencias sobre el 

mecanismo en el tráfico sub-celular de AIF y nosotros aún no determinamos el 

mecanismo específico por el cual RAC3 inhibe la translocación nuclear de este factor en 

presencia de peróxido, en este trabajo demostramos que ambas moléculas forman parte 

de un mismo complejo que contiene a la chaperona Hsp90 y la inmunofilina FKBP52, 

el cual esta asociado a la proteína motora dineína y microtúbulos que constituyen la 

maquinaria de tráfico intra-celular387, 421. Respecto a estas observaciones, podemos 

especular que los altos niveles de RAC3 podrían inhibir la translocación de AIF al 

núcleo al interferir con la estructura del complejo proteico, a través, por ejemplo de una 

titulación o disminución de alguno de los componentes que son necesarios para la 

translocación nuclear o bien por el reclutamiento de moléculas que cooperan con la 

retención en el citoplasma. De acuerdo a lo último planteado, ha sido demostrado por 

otros autores que la interacción de AIF con Hsp70 antagoniza la acción pro-apoptótica 

de esta proteína66, 448. 
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En conclusión, los resultados presentados en este trabajo de tesis demuestran 

que la sobre-expresión de RAC3 tiene un rol protector en la protección de apoptosis. En 

particular, observamos que esta acción protectora ocurre ante distintas señales que 

inducen muerte celular, tanto en células tipo normal como tumorales. Los resultados 

aquí mostrados sugieren que el rol citoprotector de RAC3 podría deberse a mecanismos 

distintos a los ya conocidos como coactivador nuclear y además, no relacionados a la 

acción de hormonas esteroideas (Figura 41). Estas acciones estarían contribuyendo al 

desarrollo tumoral y a la resistencia a distintas drogas anti-tumorales. Finalmente, 

nuestras observaciones sugieren que RAC3 podría constituir a futuro un probable 

blanco terapéutico no solo en tumores hormono-dependientes sino en otros no 

relacionados a hormonas y que tengan sobre-expresión de este coactivador. 

 

 
 

Figura 41. Esquema del modelo molecular del rol cito-protector de RAC3 cuando se encuentra 

sobre-expresado. 

 



Publicaciones 143 

PUBLICACIONES  
 
Los contenidos de este trabajo de tesis forman parte de las siguientes 
publicaciones: 
 
 
 
 Coló, GP., Rubio, MF., Nojek, IM., Werbajh SE, Echeverria, PC., Alvarado, CV., 

Nahmod, VE., Galigniana, MD., and Costas, MA. The p160 nuclear receptor 

coactivator RAC3 exerts an anti-apoptotic role through a cytoplasmatic action. 

Oncogene, doi: 10.1038 (2007).  

 

 Coló, GP., Rosato, RR., Grant, S., and Costas, MA. RAC3 down-regulation sensitizes 

human chronic myeloid leukemia cells to TRAIL-induced apoptosis. FEBS Letters, 

581(26):5075-81 (2007). 

 

 Coló, GP., Rubio, MF., Alvarado, CV., and Costas, MA. RAC3 nuclear receptor 

coactivator has a protective role in the apoptosis induced by several stimuli. Medicina, 

67(5): 465-8 (2007). 

 



Abreviaturas 144 

 

 

 

 

ABREVIATURAS 



Abreviaturas 145 

  
ADN: Ácido Desoxirribonucleico 

AIF: Factor Inductor de Apoptosis  

AP-1: Proteína Activadora-1  

ARN: Ácido Ribonucleico 

ARNm: ARN mensajero 

ATP: Adenosina Trifosfato 

CRM1: Proteína Receptora de Secuencias NES 

DIABLO: Proteína de Bajo Punto Isoeléctrico de Unión Directa a IAP  

EMSA: Ensayo de cambio de movolidad electroforética 

Erk1/2: Proteínas quinasas activadas por señales extracelulares 

FADD: Proteína Asociada a Fas con Dominio de Muerte  

FP: Flavopiridol 

GA: Geldanamicina 

GC: Glucocorticoides 

HSF: “Heat shock factor” factor de choque térmico. 

HSP: “Heat Shock Protein” 

IκB: Inhibidor de NF-κB 

IAP: Proteína Inhibidora de Apoptosis  

IKK: quinasa de IkB  

IL: Interleuquina  

IκB: Inhibidor de NF-kB  

JNK: quinasa de c-Jun 

kDa: kilodalton 

MAPK: Proteínas Quinasas Activadas por Mitógenos 

MEK: quinasa de MAPK regulada por estímulos extracelulares 

mg: miligramo 

µg: microgramo 

min: minutos  

ml: mililitro 

µl: microlitro 

mM: milimolar 

µM: micromolar 

NES: Señal de Exportación Nuclear 
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NF-κB: Factor Nuclear kappa B 

NLS: Señal de Localización Nuclear  

nM: nanomolar 

p38: p38 quinasa 

PAGE: Electroforesis en Geles de Poliacrilamida 

PBS: Solución Salina de Buffer Fosfato 

PCR: Reacción en Cadena de la Polimerasa 

PI3K: Fosfatildil-Inositol-3 Quinasa 

PM: Peso Molecular 

pM: picomolar 

RAC3: Coactivador asociado al Receptor del Ácido Retinoico 3 

RIP: Proteína que Interactúa con Receptor  

RNAi: ARN de interferencia 

ROS: Especies de Oxígeno Reactivo  

SAPKs: Proteínas quinasas activadas por estrés 

SDS: Dodecil Sulfato de Sodio 

Smac: Segundo Activador de Caspasas Derivado de Mitocondria  

SRC-1: Coactivador de Receptores Esteroideos 

TIF2: Factor Intermediario de la Transcripción 2 

TNF: Factor de Necrosis Tumoral 

TNFR: Recepetor de TNF  

TRADD: Proteína con Dominio de Muerte Asociada al Recepetor de TNF  

TRAF: Factor Asociado al Receptor de TNF  

TRAF: Proteína Asociada al Receptor de TNF  

TRAIL: Ligando Inductor de la Apoptosis Relacionado a TNF 

TRAILR: Receptor de TRAIL 
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