
 

 UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES  
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES 

 
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGÍA Y BIOLOGÍA MOLECULAR Y CELULAR 

 
 
 
 

Tesis presentada para optar al título de Doctor de la Universidad de Buenos Aires en el área 
de Ciencias Biológicas 

 
 
 
 

MECANISMOS MOLECULARES DE ACTIVACIÓN DE 

NF-κB REGULADOS POR EL COACTIVADOR TIF2 
 
 

Ignacio Martín Nojek Barbieri 
 
 
 
 
 
 
 
 

Director de tesis: Dra. Mónica Alejandra Costas 
 
 
 
 
 

 
Laboratorio de Biología Molecular y Apoptosis, Instituto de Investigaciones 

Médicas Dr. Alfredo Lanari, Universidad de Buenos Aires 
 
 
 
Buenos Aires, Noviembre de 2005 



 

 
 
 
 
 
 
 

A Patricia Barbieri y Carlos Nojek 
 
 
 



  

 
 
 
 
 
 

“I am among those who think that science 
has great beauty. A scientist in his 
laboratory is not only a technician: he is 
also a child placed before natural 
phenomena which impress him like a fairy 
tale”.  
 

Marie Curie (1867 - 1934) 
 
 
 
“Don't gain the world and lose your soul, 
wisdom is better than silver or gold”. 
  

Bob Marley (1945-1981)

 iii
 



Resumen 
 

 

RESUMEN 

 

MECANISMOS MOLECULARES DE ACTIVACIÓN DE NF-κB REGULADOS 

POR EL COACTIVADOR TIF2 

 

NF-κB es un factor de transcripción que induce numerosas respuestas 

biológicas. Previamente habíamos demostrado que la sobreexpresión de coactivadores 

de receptores nucleares aumentaba la actividad transcripcional de NF-κB en forma dosis 

dependiente. En este trabajo se estudió el mecanismo molecular por el cual el 

coactivador TIF2 regula la actividad de NF-κB y la importancia fisiológica de esta 

interacción. Encontramos que TIF2 interacciona físicamente y en forma directa con 

RelA, que la actividad de TIF2 es necesaria para una óptima actividad de NF-κB, y que 

no es redundante con la actividad de los otros miembros de coactivadores de la familia 

p160. Demostramos que TIF2 interacciona físicamente y en forma directa con p38 

MAPK, y que posee etiquetas de fosforilación para p38 MAPK. En particular 

encontramos que TIF2 es sustrato de p38, y su actividad modulada en respuesta a TNF-

α. Encontramos que p38 α y β promueven la degradación de IκBα en respuesta a TNF-

α, y que la fosforilación por p38 en la serina 1323 de TIF2 es requerimiento para una 

actividad óptima de TIF2. Además encontramos que TIF2 está localizado en el 

citoplasma y que TIF2 es capaz de asociarse a complejos inactivos de NF-κB, que en 

respuesta a TNF-α se vuelven activos y migran al núcleo. De acuerdo con estos 

resultados, propusimos un modelo molecular por el cual TIF2 regula en forma positiva 

la actividad transcripcional de NF-κB a través de la formación de un complejo general 

activo formado por TIF2, p38 MAPK, RelA, IKK e IκB.  
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Resumen 
 

 

ABSTRACT 

 

 

NF-κB MOLECULAR ACTIVATION MECHANISMS REGULATED BY TIF2 

COACTIVATOR 

 

NF-κB transcription factor induces numerous biologic responses. We have 

previously found that over expression of nuclear receptor coactivators enhanced NF-κB 

transcriptional activity in a dose response manner. In this thesis work we studied the 

molecular mechanisms by which TIF2 regulates NF-κB activity and the physiological 

importance of this interaction. We found that TIF2 physically interacts in a direct way 

with RelA. Moreover, TIF2 activity is necessary for an optimal activity of NF-κB, and 

this activity is not redundant with the other coactivator members of the p160 family. We 

demonstrated that TIF2 physically interacts in a direct way with p38 MAPK, and that it 

has phosphorylation tags for this kinase. In particular, we found that TIF2 is a p38 

substrate, and its activity is modulated by TNF. In addition, p38 α and β enhance IκBα 

degradation in response to TNF, and phosphorylation of TIF2 by p38 in serine 1323 is a 

requirement for optimal activity of TIF2. We also found that TIF2 localizes in 

cytoplasm and can associate to inactive NF-κB complexes, which become active and 

migrate to the nucleus in response to TNF. On behalf of these results, we proposed a 

molecular model where NF-κB transcriptional activity is regulated in a positive manner 

by TIF2 through the assembly of a general active complex containing TIF2, p38 

MAPK, RelA, IKK and IκB. 
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Receptor Asssociated Death Domain protein 
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TRAP: Proteína Asociada al Rceptor de Tiroides; Thyroid Receptor Associated Protein 
DRIP: Proteína de Interacción del Receptor de Vitamina D 
SWI/SNF: reguladores positivos del gen HO y SUC2; mating type switch, SWI/Sucrose 
Non-Fermenting 
ASC-2: Complejo Cointegrador De Señales Activadoras; Activator Signal Coactivator-
2 
SRC: Coactivador de Receptores Esteroideos; Steroid Receptor Coactivator 
CBP: Proteína de Unión a CREB; CREB Binding Protein 
CARM: Metiltransferasa de Arginina Asociada a Coactivador; Coactivator-Associated 
Arginine Methyltransferase 
PRMT: Metiltransferasa de Arginina; Protein Arginine Methyl-transferase 
CREB: Proteína de Unión a Elementos Respondedores a cAMP; cAMP-Response 
Element Binding protein 
TIF2/GRIP1/SRC-2/NCoA2: Factor Intermediario de la Transcripción; Transcription 
intermediary Factor 
SRC-1: Coactivador de Receptores Esteroideos; Steroid Receptor Coactivator 
RAC3/SRC3/AIB1/TRAM1/P/CIP: Coactivador Asociado a Receptor; Receptor-
associated Coactivator 
PKA: Proteína Quinasa A 
PR: Receptor de Progesterona 
ER: Receptor de Estrógeno 
AR: Receptor de Andrógeno 
TR: Receptor de la hormona Tiroidea 
GR: Receptor de Glucocorticoides 
MR: Receptor de Mineralocorticoides 
SRF: Factor de Respuesta en Suero; Serum Response Factor 
ONRs: Receptores Nucleares Huérfanos: Orphan Nuclear Receptors 
DBD: Dominio de Unión al ADN; DNA Binding Domain 
LBD: Dominio de Unión del Ligando; Ligand Binding Domain 
AF: Función de Activación; Activating Function 
HRE: Elementos Respondedores a Hormona; Hormone Response Element 
AD: Dominio de Activación transcripcional 
NID: Dominio de Interacción con receptores Nucleares; Nuclear receptor Interactin 
Domain 
CID: Dominio de Interacción con CBP; CBP Interacting Domain 
HAT: actividad de Transfencia de grupos Acetilos a Histonas; Histone Acetyl 
Transferase 
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SDN: Núcleo Sexualmente Dimórfico; Sexual Dimorphic Nucleus 
RXR: receptor de ácido trans retinoico 
PPARγ: Receptor del Proliferador del Peroxisoma Activado 
TH: Hormona Tiroidea 
AML: Leucemia Mieloide Aguda; Acute Myeloid Leukemia 
RAR: Receptor del Acido trans-Retinoico 
HEK: células Embrionarias de Riñón Humano; Human Embrionary Kydney cells 
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“Your theory is crazy, but it's not 
crazy enough to be true”.  
 

Niels Bohr (1885-1972) 
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1. NF-κB: UN FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN RÁPIDAMENTE ACTIVABLE 
 
El Factor Nuclear kapa 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) (1). 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 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 (2, 3), y ahora ya 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 específicos (2, 3). 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 (4) siendo clave para gatillar la primera línea de 

defensa contra las amenazas de la salud del organismo. 

 

1.1 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 (5). 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 

proteínas de la familia IκB y la señal de localización nuclear (NLS) (figura 1). Tanto los 
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dominios amino-terminales como los carboxilo-terminales están involucrados en la 

unión de esta molécula al ADN (6) 

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

subunidades p50 y p65 (7). Esta proteína es la que hoy en día se conoce como NF-κB, 

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) (8) (figura 1). 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-κB (9). 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 (10-14).  

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 periferia (15, 16).  

 

1.2 Proteínas IκB: una familia de  inhibidores de la actividad NF-κB 
 

1.2.1 Estructura general de la molécula inhibidora 

 

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 célula (figura 2).  

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

incluidas IκBα, IκBβ, IκBε, IκBγ, BCL-3 y los precursores p100 y p105 (17) (figura 1). 

La proteína inhibitoria mejor caracterizada es IκBα, ya que fue la primera en ser 
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clonada (18, 19). 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 p65 (20).  
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Figura 1: familia de proteínas Rel/NF-kB/IκB. El esquema muestra la proteínas de los 
diferentes miembros de estas familias. Las flechas indican los sitios de clivaje 
endoproteolítico. Los números representan los aminoácidos en cada proteína. Adaptado de 
Ghosh et al. 1998 (16):225-60.

 
 

1.2.2 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 
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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 y queda marcado para su degradación por 

el proteosoma 26S (21). 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 transcripción (22). Una vez dentro del núcleo NF-κB debe acceder a los 

promotores y enhancers de los genes que regula, antes de que pueda estimular su 

transcripción (figura 2).  

 

Inducción 
genes blanco

INFLAMACION

TUMORES

PROLIFERACION

CICLO CELULAR
P

P

Ub

Ub

NF-κB

TNF

TNFR

Degradación

Citoplasma

Núcleo

IKK

RelA
p50

IκB

IκB

NF-κBp50

RelA

Figura 2: vía clásica de activación de NF-κB por TNF-α. El esquema muestra una célula 
eucariota y los diferentes componentes de la vía involucrada en la inducción de los genes 
que responden a NF-κB.

Elementos κB

 
 

La respuesta de NF-κB ocurre prácticamente en todas las células y 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 distintas especificidades de unión al ADN, 

por ende, llevando a la modulación de genes diferentes, y por lo tanto, a diversas 

acciones biológicas (23). 
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Al inhibir la actividad de NF-κB también se regula negativamente su propia 

actividad, ya que NF-κB induce la transcripción de IκB (24). Esta regulación ocurre a 

través de los sitios κB que existen en el promotor de IκBα (25). 

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 (26). Esta 

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

nuclear (NES) presente en la región C-terminal de IκBα (27). 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 NES (28-31). 

 

 

1.3 IKK quinasa de IκB, reguladora de 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. 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 vice versa (32-38). Determinadas señales extracelulares inician una cascada de 

señalización que llevan a la activación de la quinasa de IκB, capaz de fosforilar a IκB 

en residuos de serina específicos en la región amino-terminal (Ser32 y Ser36 para IκBα, 

Ser19 y Ser23 para IκBβ) (39, 40). Esta quinasa es conocida como IKK, y juega un rol 

clave en el proceso de activación de NF-κB. 

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

(IKK2) e IKKγ (NEMO, IKKAP) (41). 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 catalíticas (42). Aunque estudios 

in vitro demuestren especificidades similares por sus sustrato, la IKKβ es la quinasa de 

IκB más potente (43). 
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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 (44, 45), sirven como 

componentes adicionales del complejo de IKK (46). 

 

 

1.4 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), 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 (47). 

Aún no existe total entendimiento o concordancia acerca de cómo los estímulos 

extracelulares e intracelulares gatillan 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 onda corta (254 nm) (48, 49). 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 26S (48). 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 tirosina (49). En ambos casos, la activación de NF-

κB es considerablemente más lenta y débil que la activación por TNF-α, IL-1 o LPS 

(41). 
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1.5 NF-κB regula numerosos genes involucrados en distintas respuestas celulares 
 

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

genes, como muestra la tabla 1 (7).  

 

Tabla 1:  Inducción de genes que responden a NF-κB 
Tipo de proteínas Proteínas inducidas Respuesta celular involucrada 
Citoquinas IL-1, IL-2, IL-2R, IL-6, IL-8, G-CSF, 

GM-CSF, TNFα, TNFβ, INFβ 
 

Activación de células del sistema 
inmune 

Moléculas de adhesión VCAM-1, ELAM-1, ICAM-1 
 

Migración celular y reparación 

Proteínas de fase aguda Angiotensinógeno, proteína amiloide 
del suero, glicoproteína ácida α1, 
proteína C3 del complemento, factor B 
del complemnto 
 

Inflamación 

Proteínas Rel e IκB IκBα, p105, c-Rel Regulación de la respuesta NF-κB 
 

Proteínas inhibitorias de la 
apoptosis 
 

Bcl2, TRAF1, TRAF2, A20, IEX-1L Inhibición de la apoptosis 

Proteínas proapoptóticas Ligando de Fas Apoptosis 
 

Protooncogenes c-Myc, ciclina D1 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 (50). 

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 neurodegenerativas (51) y cáncer (52, 53). En células 

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

aumentada su actividad transcripcional. En la tabla 4 se enumeran algunas de las 

enfermedades asociadas a la actividad anormal de NF-κB. 
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1.6 Rol tumorigénico de NF-κB 

 

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

κB sufre una activación descontrolada, que se contrapone a las señales proapoptóticas 

desatadas por la sobreexpresión oncogénica.  

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

sobreexpresados o mutados debido a diferentes procesos de translocaciones en diversos 

tipos de líneas celulares y leucemias o linfomas (52, 54-57). 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 varios tipos de cáncer humanos, como por ejemplo cáncer de mama (57), 

carcinoma de pulmón (58), cáncer de tiroides (52), leucemias linfoides T y B (59), 

melanomas (60), cáncer de colon (61), cáncer de vejiga (62) y varios tumores inducidos 

por virus (63-65).  

Algunos autores han mostrado que células provenientes de tumores de mama 

que no responden a tratamiento hormonal (receptor de estrógeno negativos), dependen 

de NF-κB para su proliferación celular aberrante evitando la apoptosis (66-68). Es más, 

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 tumorales (69). 

NF-κB contribuye a la tumorogénesis de otras maneras que inhibiendo la 

apoptosis, tal como se describe más adelante. Esta molécula es capaz de activar 

protooncogenes como c-Myc y la ciclina D1 (70, 71). De esta manera, existe un 

estímulo directo en el cual está involucrado este factor de transcripción en la 

proliferación celular. También se propone a NF-κB como el vínculo entre inflamación y 

cáncer, en trabajos donde estudian modelos de ratón que espontáneamente desarrollan 

carcinoma hepatocelular, un tipo de cáncer 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 progresar (72). 
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2. TNF: CITOQUINA INFLAMATORIA ACTIVADORA DE NF-κB 
 

2.1 Acciones biológicas 
 

El TNF produce un amplio espectro de respuestas a nivel del organismo, 

incluyendo fiebre, shock, daño de tejido, necrosis tumoral y anorexia. A nivel celular 

promueve la inducción de otras citoquinas y moléculas inmunorreguladoras (73). El 

TNF-α es una citoquina que induce respuestas celulares pleiotrópicas, incluyendo 

proliferación, diferenciación, así como también apoptosis y necrosis (74). La respuesta 

depende del tipo de célula blanco que esté involucrada, y poco se sabe acerca de las 

razones que causan un tipo de respuesta u otra.  

El TNF-α es vital para el mantenimiento de la homeostasis inmune, sin embargo 

la superproducción de esta citoquina puede llevar a la predominancia de efectos 

proinflamatorios que caracterizan estados patológicos graves tales como la sepsis. 

Existe como un trímero de 52 kDa o en su forma sin procesar, como una 

molécula de 26 kDa unida a membrana (75). Esta citoquina puede actuar sobre los 

leucocitos polimorfonucleares (PMN), que son el principal tipo celular que está presente 

en procesos proinflamatorios agudos. Estas células responden al TNF-α incrementando 

su adhesión a las células endoteliales, induciendo una actividad procoagulante que lleva 

a la trombosis y necrosis de los tejidos inflamados (76). Una vez que los PMN se han 

extravasado a la zona inflamada, se produce la desgranulación de estas células en forma 

localizada en el sitio de inflamación. 

Otro efecto del TNF-α en un estado de inflamación agudo es la inducción de 

fiebre y proteínas de fase aguda (77). 

En respuesta a una infección, la presentación del antígeno, así como la 

activación linfocitaria, se realiza en el contexto del complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC). El TNF-α induce la expresión de estas moléculas: MHC 

clase I, al actuar sobre las células endoteliales y fibroblastos de la dermis (78) y MHC 

clase II en macrófagos y células del páncreas (79). En células endoteliales, el TNF-α 

induce la expresión de la molécula de adhesión intracelular-1 (ICAM-1) y de otras 

moléculas de adhesión como la molécula de adhesión celular vascular-1 (VCAM-1) y 

ELAM-1, incrementando de este modo la adhesión de células T y de células 

presentadoras de antígeno en la zona de infección (80, 81). 
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En los macrófagos actúa directamente induciendo la síntesis de IL-1, e 

indirectamente al estimular la unión de macrófagos a las células endoteliales, 

favoreciendo la presentación de antígeno, así como la activación de células T y B. Por 

otro lado, esta citoquina ejerce una función antiparasitaria en macrófagos vía la 

producción de óxido nítrico (NO) (82, 83). 

Esta citoquina ejerce una amplia gama de respuestas biológicas, las cuales son 

generadas a través de la activación de la cascada de señales que se detallará a 

continuación. 

 

2.2 Receptores de TNF 
 

TNF-α tiene dos receptores diferentes, ambos de amplia distribución en todos 

los tejidos, localizados en la superficie celular: TNFR1 (p55) y TNFR2 (p75) (84). La 

similitud estructural de ambos receptores está limitada a los dominios extracelulares 

(85). Los dominios intracelulares de los subtipos p55 y p75 son muy diferentes, lo cual 

indica que utilizan distintas vías de transducción de señales. La exposición de células a 

TNF resulta en la activación de dos factores de transcripción: AP-1 (86) y NF-κB (87). 

Estos factores de transcripción median la inducción de citoquinas y genes 

inmunorregulatorios, así como también metaloproteinasas. En la mayoría de los tipos 

celulares la activación del factor de transcripción NF-κB ocurre primordialmente a 

través del TNFR1 (88).  

Ambos receptores carecen de dominios enzimáticos, y su capacidad de 

transducir señales es dependiente de la interacción con proteínas que se asocian en sus 

dominios citoplasmáticos (84). La unión del ligando a su receptor induce la formación 

de un cluster de receptor, y resulta en el reclutamiento de las proteínas involucradas en 

la cascada de señalización a los dominios citoplasmáticos del receptor de la citoquina 

figura 3).  

Por otro lado, la trimerización del receptor de TNF dada por la unión de su 

ligando, resulta en el reclutamiento de TRADD, que es capaz de interaccionar con la 

proteína FADD (Fas-associated protein with death domain), quien activa la maquinaria 

apoptótica (89).  

TNFR1 interactúa con TRADD (TNF-receptor 1-associated death domain 

protein), que funciona como un adaptador para el reclutamiento de otras proteínas como 
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es el caso de la  serina treonina quinasa RIP (receptor-interacting protein), proteína 

esencial para la activación de NF-κB, y TRAF2 (TNFR-associated protein) (90, 91). 

Este complejo proteico luego activa a la quinasa que fosforila al factor inhibitorio κB, 

(IKK), produciendo la subsiguiente activación del factor de transcripción NF-κB, como 

ya se ha descripto (figura 3). 

 

Figura 3: la unión del TNF-α al receptor de TNF recluta proteínas intracelulares que llevan 
a la activación de la vía de NF-κB o a la inducción de la apoptosis a través de la activación 
de la vía extrínseca por efecto de activación de la caspasa 8. 

TNF-α

TNFR1

EXTRACELULAR

CITOPLASMA

TRADD

Dominio de 
muerte

RIP

TRAF2
Pro-caspasa 8

FADD

NF-κB APOPTOSIS
Supervivencia Muerte

 

 

2.3 Apoptosis y necrosis asociado a TNF 
 

Se sabe que el TNF-α es una proteína que ejerce efectos citotóxicos y citostáticos contra 

líneas celulares tumorales, y originalmente fue identificada como un factor que lleva a 

necrosis hemorrágica rápida en tumores transplantables de ratón TNF, de ahí el nombre 
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de esta citoquina (92). La acción selectiva de esta monoquina contra líneas tumorales no 

es debido a diferencias en el número de receptores con alta afinidad por TNF, ya que 

muchas células normales muestran las respuestas características a TNF sin estar 

inhibido su crecimiento. La citotoxicidad selectiva del TNF contra líneas tumorales y 

los otros efectos de esta molécula estarían mediados por la activación de dos vías 

bioquímicas independientes (figura 3), en las cuales el factor de transcripción NF-κB 

juega un rol crucial para la supervivencia celular a través de la inducción de genes 

antiapoptóticos (93-101). La inducción de estos genes protectores podría ser la razón 

por la cual se explica que la mayoría de las células que son resistentes a la muerte que 

poseen el TNFR1, se sensibilizan a la muerte inducida por TNF-α con inhibidores de la 

síntesis del ARN o de proteínas, como la cicloheximida o la actinomicina D (102). Estas 

observaciones se condicen con experimentos donde muestran que células naturalmente 

resistentes al TNF-α transfectadas con un vector de expresión para IκB, se vuelven 

sensibles y mueren por apoptosis (99, 101, 103). 

El TNF puede inducir apoptosis o necrosis según el tipo celular y el contexto de 

señales que se activen dentro de la célula. La tabla 2 resume las principales diferencias 

entre la apoptosis y la necrosis. 

La apoptosis es una forma de muerte celular que ocurre normalmente en 

condiciones fisiológicas y que consiste en la eliminación de tipos celulares específicos, 

como ocurre en procesos tales como desarrollo y metamorfosis o en la maduración de 

células T en timo, donde son eliminados los clones con alta afinidad por lo propio. Más 

adelante se detallarán las características principales de este proceso. 

El TNF fue inicialmente identificado como una proteína derivada del suero de 

macrófagos que inducía la necrosis en tumores sólidos de ratón (102). Si bien hoy en 

día la mayoría de los trabajos coinciden que luego de la activación del TNFR1 se activa 

la vía de las caspasas, existen numerosos estudios donde está descripto un rol necrótico 

e independiente de caspasas para TNF. Por ejemplo, en células L929sAhFas el TNF 

lleva a la muerte por necrosis (104) y en células L929 transfectadas con el Receptor Fas 

las células mueren por necrosis cuando la vía de las caspasas está bloqueada (105, 106). 

Trabajos más recientes involucran a la JNK y a la proteína de choque térmico-90 

(HSP90) en el control del balance de muerte por apoptosis o necrosis provocada en 

respuesta al TNF (107, 108). 
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A pesar de esto, resulta importante destacar que sólo muy pocos tipos celulares 

son espontáeamente sensibles a la muerte por TNF-α, tal es el caso de las células L929 

(fibroblastos de ratón), a menos que la vía de activación de NF-κB sea bloqueada (99, 

101, 103, 143). De esta manera, el tratamiento de células HEK 293 entre otras, con 

TNF-α produce la activación de varias MAPKs, de NF-κB, pero no se induce la muerte 

celular. 

A pesar de que se sabe mucho acerca de la señalización que ocurre luego de la 

activación de los TNFRs, los mecanismos exactos de la cascada de señalización que 

determinan la vida o la muerte de la célula no están del todo clarificados. La activación 

de la vía de supervivencia a través de NF-κB o la vía apoptótica dependen del contexto 

en donde se encuentre la célula. 

 
Tabla 2: principales diferencias entre apoptosis y necrosis. 
 Apoptosis Necrosis 
Memb na 
plasmá

Intacta al del proceso Ruptur  ra
tica 

 hasta el fin a temprana

Citopl Se encoje y se fragmenta en cuerpos 
apoptó

Se hincha y estalla 

Mitoco Se ach
Salida l citosol y 
activac asas 

Se hin
Pérdida de la permeabilidad del poro 
transit
Pérdid
estallid

Muerte Fisioló
Contenidos en los cuerpos apoptóticos 

Accide ada 
Conten
aument

Membrana nuclear Se pierde rápidamente No se 
Cromatina Fragme Intacta 

asma 
ticos 
ica 
 del citocromo C a

ndria 

ión de casp

chan 

orio 
a de la fuerza protón motriz, 
o respiratorio, muerte rápida 
ntal y descontrolgica controlada 
idos liberados al exterior celular, 
o de respuesta inflamatoria 

pierde 
ntada hasta el final 

 

3. ASPE

utodestrucción celular (también llamado suicidio celular o apoptosis).  Juega un rol 

clave tanto en procesos fisiológicos como patológicos. En el primero de los casos este 

s celulares específicos, como ocurre 

en el desarrollo fetal, metamorfosis o en la maduración de los linfocitos T. Mientras que 

en pro

CTOS BÁSICOS DE LA APOPTOSIS 

 

La muerte celular programada es un proceso activo y altamento controlado de 

a

proceso está involucrado en la eliminación de tipo

cesos patológicos está involucrada cuando hay un aumento desregulado en la 

apoptosis, como es el caso del SIDA, Alzheimer, infartos, fallas cardíacas, Parkinson, y 

otras enfermedades neurodegenerativas; o donde la apoptosis esta disminuída y 
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entonces se produce un aumento en la proliferación celular, dando lugar a enfermedades 

como por ejemplo cáncer, lupus eritematroso y herpes, entre otras. 

La apoptosis involucra cambios morfológicos característicos como  el 

encogimiento celular, fragmentación del ADN, condensación de la cromatina y 

formación de cuerpos apoptóticos, los cuales son fagocitados sin que se gatille el 

proceso inflamatorio (109), a diferencia de la necrosis que involucra un proceso 

inflamatorio, debido a que el contenido celular es liberado al exterior. 

pasas, incluyendo 

activad

ón animal, que están involucrados en la inhibición 

e la actividad de las caspasas (110) (figura 4). Entre los miembros de esta familia están 

in, quienes inhiben la 

actividad de la caspasa-3 y -7, así como también la activación de la caspasa-9 mediada 

por Ap

y cada uno de ellos depende del 

estímulo apoptótico: la vía extrínseca y la vía intrínseca. El primero se centra en la 

 TRAIL), donde las caspasas 

son activadas dentro de un mecanismo de señalización que comienza con la unión del 

Se han caracterizado algunos de los agentes responsables de este fenómeno, en 

particular las proteasas intracelulares responsables de los cambios morfológicos y 

bioquímicos: las caspasas. En el proceso de apoptosis, las caspasas funcionan como 

iniciadoras de la señal en respuesta a estímulos pro-apoptóticos, o como efectoras del 

proceso. También fueron descubiertos diversos reguladores de las cas

ores e inhibidores, así como también las cascadas de señalización que activan la 

maquinaria de muerte celular (109). 

 
3.1. Inhibidores de la acción de las caspasas: proteínas IAP 

 

Existe una familia de inhibidores endógenos directos de las caspasas (IAPs) 

conservados a lo largo de la evoluci

d

las proteínas IAPs, X-IAP, cIAP-1, cIAP-2, ML-IAP y liv

af-1/citocromo c (111-113). El efecto inhibidor de las IAPs puede ser revertido 

por Smac/DIABLO, quien se une a los miembros de las IAPs neutralizando su actividad 

antiapoptótica (114) (figura 4). 

 

3.2 Dos vías de activación: la extrínseca y la intrínseca 
 

A pesar de que existen muchos caminos por los cuales se activan las caspasas, 

solamente dos de ellos han sido descriptos en detalle, 

familia de receptores de membranas (como el TNF, Fas y
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ligando

 
 

 al receptor en la superficie celular (115-117). Cuando el receptor es activado 

por su ligando, se recluta la procaspasa-8 al complejo, e inducida por su proximidad con 

el receptor, se produce su activación, que consiste en el clivado del dominio N-terminal, 

y la liberación de este dominio en el citoplasma (118-122). De esta manera, es capaz de 

interaccionar con varias proteínas, incluyendo la procaspasa-3, que una vez activada 

completa el programa de muerte celular (123) (figura 4). La vía intrínseca provoca la 

permeabilización de la mitocondria y la liberación de distintos factores, tanto pro- como 

anti- apoptóticos (118, 124). La apertura del poro trae con sigo la salida de otros 

factores apoptóticos mitocondriales, tal es el caso de el segundo activador de caspasas 

derivado de mitocondria (Smac), también llamado DIABLO (por proteína de bajo punto 

isoeléctrico de unión directa a IAP),  el factor inductor de apoptosis (AIF), que actúa de 

manera independiente de caspasas (123, 125) (figura 4) y miembros pro-apoptóticos de 

la familia Bcl-2, como Bax y la liberación del citocromo-c (119). 

 

Figura 4: activación e inhibición de la apoptosis. El esquema muestra los principales 
miembros involucrados en la regulación de la vía intrínseca y extrínseca de apoptosis.
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3.4 Apoptosis y NF-κB 

 

Los diferentes heterodímeros de NF-κB tienen diversos roles, a veces

contrapuestos en la modulación de la muerte celular por apoptosis. Si bien ahora está 

considerado que NF-κB tiene un rol anti-apoptótico, existen algunos trabajos donde NF-

κB cumple un rol como agente pro-apoptótico. En algunos casos, c-Rel ha sido asociado 

con el proceso apoptótico la promoción de la muerte por apoptosis, dado que el aumento 

en la expresión y acumulación de c-Rel dentro del núcleo correlaciona con la inducción 

de apoptosis en varios tejidos (126-128). En osteoblastos murinos el TNF induce 

apoptosis, y está mediada por NF-κB (129). La apoptosis inducida por el alfavirus 

también requiere de la forma activa de NF-κB (130). 

 

Tabla 3: productos de los genes blanco regulados por NF-κB con actividad apoptótica o antiapoptótica * 

 

Proteínas antiapoptóticas Función en apoptosis 

IAPs  

c-IAP1, c-IAP2, XIAP Inhibe caspasa-3 y -7. Previene de la activación de la pro-caspasa-9 

Familia Bcl-2  

Bcl-2, Bcl-xL, Bfl-1/A1, NR13 Antagonizan con los miembros proapoptóticos de la familia Bcl-2 

Moléculas adaptadoras  

TRAF-1, TRAF-2 Molécula adaptadora, aumenta la activación de NF-κB 
Otras  

A20 Bloquea la vía de muerte de TNF-α 
MnSOD Despeja especies reactivas de oxígeno 

c-FLIP Interfiere con la activación de las pro-caspasas-8 y -10 

DcR1 (receptor “señuelo” 1) Señuelo del receptor de muerte Trail 

GADD45β Inhibe la activación de JNK en respuesta a TNF-α 

Proteínas proapoptóticas Función en apoptosis 

Ligandos  

FasL, TRAIL Ligando de receptor de muerte 

Receptores  

Fas, TRAIL-R1, TRAIL-R2, 
DR6 

Receptor de muerte 

Factores de transcripción  

p53 Supresor tumoral, factor de transcripción 

c-Myc Factor de transcripción involucrado en progresión celular 

Familia de Bcl-2  

Bcl-xS Antagoniza con los miembros antiapoptóticos de la familia Bcl-2 

*Adaptada de Kucharczak et al. 2003 (22):8961-82 
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Contrastando con estos resultados, varios trabajos demuestran que ratones 

deficie

odifican para la familia de IAP, 

TRAF1 y TRAF2, Bcl-xL y la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) (70, 100, 135). 

Como aces de 

suprim lular (136). Estos genes poseen sitios de unión funcionales en sus 

zonas regulatorias, y se inducen en respuesta a estímulos de muerte (136).  

3.5 Rol antiapoptótico de NF-κB 

o regulador de la respuesta inflamatoria e inmune, las 

subunidades de NF-κB son importa ción 

celular, por lo que permitiría a esta molécula funcionar como un importante regulador 

de la tumorogénesis (137). De hecho ón o sobreexpresión 

de estas moléculas en distintos tip cemias, linfomas, 

m s, carcinomas y adenocarcin
-

debido a una apoptosis masiva de re que NF-κB jugaría un rol 

importante en la protección de las células al mecanismo de apoptosis. El efecto 

tr de las células sería la ión antiapoptótica (103, 

137, 1

les po  NF-κB regularía el proceso de 

apoptosis: (1) por la regulación directa de genes que inhiben o promueven la apoptosis; 

(2) a través de la regulación del cic ar a la célula a 

ntes en la actividad de NF-κB mueren durante la embriogénesis, y resaltan la 

importante actividad protectora de apoptosis de este factor de transcripción, necesaria 

para el normal desarrollo embrionario (96, 131). Sumado a lo anterior, la 

sobreexpresión de RelA protege a las células de la apoptosis inducida por TNF-α o la 

mediada por agentes quimioterapéuticos (96, 98, 132-134). También se demostró que la 

inhibición de NF-κB aumenta la sensibilidad a apoptosis de líneas celulares derivadas 

de leucemias (133).  

Dentro de los genes blanco regulados por NF-κB que podrían proveer de 

funciones anti-apoptóticas están incluidos los que c

 resume la tabla 3, NF-κB induce la transcripción de numerosos genes cap

ir la muerte ce

 

 

Además de su rol com

ntes reguladores de la apoptosis y la prolifera

, se ha encontrado hiperactivaci

os de tumores tales como leu

ieloma omas (138-141) (tabla 4). 

El fenotipo de ratones p65 /-, que mueren durante el desarrollo embrionario 

 hepatocitos, sugie

ansformante  consecuencia de una func

42, 143). 

Existen tres modelos genera r los cuales

lo celular, el cual puede sensibiliz
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señale y (3) a través de la interacción con proteínas cuyo nivel afecta el 

balance de vida o muerte celular. 

ende de la inducción de genes, y son 

varios los genes antiapoptóticos que son inducidos por este factor de transcripción (tabla 

3). Los

largo de la cascada de señales que desatan el proceso.  

s apoptóticas; 

La actividad antiapoptótica de NF-κB dep

 productos de los genes inducidos por NF-κB pueden bloquear el programa 

apoptótico gatillado por receptores de muerte o por vía de las mitocondrias. La 

importancia relativa de estos factores depende del tipo celular y la situación particular 

en donde se haga el estudio. La inducción incluye genes inhibidores de la apoptosis 

(IAPs), factores tipo Bcl2, factor 1 y 2 asociados a receptor de TNF (TRAF1 y TRAF2), 

A20 e IEX-1L (100, 137, 144, 145). Estas proteínas antiapoptóticas realizan sus 

actividades de manera coordinada, bloqueando el proceso de muerte celular programada 

en varios niveles a lo 

 

Tabla 4: enfermedades asociadas con una actividad anormal de NF-κB* 

Tipo de alteración de NF-κB Enfermedad 

Mutación de I B Enfermedad de Hodgkin (I B  e I B ) κ κ α κ ε

Actividad quinasa sobre IκB constitutiva Enfermedad de Hodgkin 

Leucemia linfoblástica aguda infantil 

Rearreglos genéticos, amplificación o sobre- Linfomas, mielomas y leucemias 

expresión de NF-κB Varios carcinomas y adenocarcinomas 

Actividad nuclear aberrante de NF-κB Artritis rematoidea, asma, aterosclerosis, 

enfermedad de Alzheimer, varios carcinomas, 

melanoma  

Activación de NF-κB dañada Ataxia, lupus eritematoso sistémico 

*Adaptada de Perkins 2000 (25):434-40. 

 

NF-κB inhibe la apoptosis generada por agentes que dañan el ADN y que actúan 

a través de la cascada que depende de mitocondria, a través de la regulación de la 

expresión de miembros de la familia de Bcl-2, como A1, Bcl-xL, Bax y el posible 

inhibid

el sellado del cuerpo apoptótico previene de la liberación de restos 

or de apoptosis IEX-1L (144, 146, 147). 

Debido a su propiedad de inhibir la apoptosis, NF-κB juega un rol central en la 

regulación de las respuestas inmune innata y adaptativa. La eliminación específica por 

apoptosis de células infectadas con bacterias y virus es una estrategia de defensa 

efectiva ya que 
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celular

 células que expresan una forma dominante negativa 

de IκB

las CD4+ y 

CD8+ puede inducir o reprimir la apoptosis dependiendo de la naturaleza del activador 

(137)

describen un efecto proapoptótico de NF-κB en modelos 

de daño neuronal, induciendo el supresor tumoral p53, quien estaría implicado en la 

disminución de la viabilidad neuronal en respuest usión e insultos 

tóxicos (137, 149). Existen otros estudios donde dem ores 

p53 es capaz de activar a NF-κ κ  

rol es de apoptosis, dado que la inhibición de este factor revierte 

el efecto apoptótico mediado por p53 (150). Sin embargo, otros autores sugieren que 

p53 escapaz de inhibir κB, y de esta m

niveles de expresión de proteínas antiapoptóticas, , produciendo el 

efecto apoptótico (151). 

La activación de genes que causan muerte no es la única vía por la cual NF-κB 

está involucrado en la promoción de la apoptosis. Resulta de marcada importancia el 

tiempo que le toma a NF-κB inducir la expresión de determinados genes claves en el 

proceso de salvación de la cé

ejemplo c-Rel regula en forma positiva la expresión de la superóxido dismutasa de 

es de las células infectadas o dañadas, y que podría resultar en la activación del 

proceso inflamatorio (148). 

Como se describió anteriormente, la citoquina TNF tiene la capacidad de matar 

células tumorales. Una evidencia a favor del rol protector de NF-κB es la sensibilidad a 

apoptosis por TNF que adquieren

α, o aquellas líneas celulares que no expresan p65 (103, 143). Aparentemente 

esta función protectora del NF-κB no se da solamente en células estimuladas con TNF, 

sino también células tratadas con radiación ionizante o agentes quimioterapéuticos. Esto 

sugiere que NF-κB jugaría un rol antiapoptótico en varios sistemas (98, 142). 

 

3.6 La otra cara de la moneda: rol proapoptótico de NF-κB 

 

Por otro lado, y sólo bajo ciertas circunstancias, el factor de transcripción NF-κB 

puede promover la muerte celular (137). Por ejemplo en cooperación con AP-1, NF-κB 

puede inducir la expresión del ligando de Fas en células T. Más aún, en célu

.  

Existen reportes donde 

a a isquemia o reperf

uestran que el supresor de tum

B a través de MEK1 y pp90rsk, y que el NF-

encial en la promoción 

B juega un

el efecto de NF- anera disminuir drásticamente los 

reguladas por NF-κB

lula. Según el contexto celular y las vías de activación de 

NF-κB, llevará más o menos tiempo este proceso de activación de la salvación. Por 
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manganeso (MnSOD), quien convierte el O2
- a H2O2 suprimiendo la muerte celular. Ese 

tiempo de síntesis es suficiente como para que se gatille la apoptosis de las células HeLa 

(152). 

urante la 

evolución desde organismos unicelulares como levaduras, hasta organismos más 

a superfamilia de las MAPK consiste en tres cascadas de serin/treonin 

quinasas: quinasas relacionadas con señales 

t

casos, muerte celular programada (155, 156).  

 

4. VÍAS DE ACTIVACIÓN DE NF-κB 
 
4.1 Elementos reguladores de las señales: las quinasas 

 

Las proteínas quinasas son enzimas que agregan en forma covalente un fosfato 

en serina, treonina o tirosina en proteínas específicas dentro de la célula. Esta 

fosforilación de proteínas puede controlar su actividad enzimática, la interacción con 

otras proteínas o moléculas, su localización celular, y su capacidad para ser degradado 

por proteasas.  

La familia de proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK) se compone 

de proteínas quinasas cuya función y regulación ha sido conservada d

complejos como los humanos (153). 

L

extracelulares (ERKs), p38 MAPK y la 

quinasa C-Jun N-terminal (JNK) (154) (figura 5). Las primeras responden a factores de 

crecimiento u otras señales mitogénicas externas promoviendo la proliferación celular y 

diferentes señales de muerte celular. Las otras dos cascadas son típicamente descrip as 

como quinasas activadas por estrés que promueven procesos inflamatorios, o en algunos 

Los últimos estudios demuestran que diversas cascadas de quinasas activadas 

por mitógenos (MAPK) contribuyen a la transmisión de estímulos extracelulares que 

finalmente terminan en la fosforilación directa o indirecta de varios factores de 

transcripción produciendo alteraciones en la expresión génica. Las MAPKs catalizan 

también la fosforilación y activación de varias proteínas quinasas, llamadas proteínas 

quinasas activadas por MAPKs (MKs). Las MKs son quinasas relacionadas entre sí que 

median un amplio rango de funciones biológicas en respuestas a mitógenos y estímulos 

de estrés (157). Entre ellas están las de estabilización y regulación de la traducción del 

ARNm, regulación de la transcripción y reorganización de la actina (157). 
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La familia de MK está compuesta por 11 miembros que generalmente se activan 

por mitógenos, estímulos de estrés, o ambos. Ellos son: las quinasas R6 ribosomales 

(RSKs), las quinasas activadas por estrés y mitógenos (MSKs), las quinasas que 

interactúan con las MAPKs (MNKs), las proteínas quinasas 2, 3 y 5 (MK2, MK3 y 

MK5).  

 

 

4.2 La vía de p38 MAPK está involucrada en una amplia gama de respuestas 

biológicas 

 

Descripta por primera vez en el año 1994, la cascada de p38 MAPK regula una 

inflamación y otras señales. En células de 

amíferos, las isoformas de p38 son fuertemente activadas por estrés ambiental y 

resión mucho más limitada (160). Las isoformas α y β pueden ser 

inhibid

mente) fosforilan a p38 MAPK, en cuestión de 

minuto

atasa MAPK (164-166). Estas fosfatasas 

son, en

variedad de respuestas a estrés celular, 

m

citoquinas proinflamatorias, pero no por estímulos mitogénicos (158).  

Existen cuatro isoformas de p38 MAPK (también conocida como CSBP, 

mHOG1, RK y SAPK2): α, β, γ y δ, que difieren en los tejidos donde son expresadas y 

la afinidad por activadores y los efectores (159) (figura 5). Las isoformas α y β son las 

que están expresadas en la mayoría de los tejidos, mientras que las isoformas γ y δ 

tienen una exp

as con los inhibidores específicos SB203580 y SB202190 (figura 5B). 

P38 MAPK es relativamente inactiva en la forma no fosforilada y es activada 

rápidamente por fosforilación en dos motivos Thr-Gly-Tyr (161, 162). MAPK quinasa-

3 y -6 (MKK3 y MKK6 respectiva

s luego de la exposición a estímulos como TNF-α, interlequina-1 o choque 

térmico (figura 5). La especificidad en la activación de p38 resultaría de la formación de 

complejos funcionales entre MKK3/6 y diferentes isoformas de p38, y el posterior 

reconocimiento selectivo del loop de activación de las isoformas de p38 por MKK3/6 

(163).  

La inactivación ocurre rápidamente y es mediada por fosfatasas como la proteína 

fosfatasa-1, la proteína fosfatasa-2A, o la fosf

 algunos casos, activadas por la fosfo-p38 MAPK.  

Está demostrado que p38 está presente tanto en el núcleo como en el citoplasma 

de células quiescentes. Sin embargo, luego de la estimulación celular la localización de 
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p38 no está del todo clara. Algunas evidencias muestran que luego de la activación p38 

transloca del citoplasma al núcleo (167), pero por otro lado, otros grupos de trabajo 

demuestran que luego del estímulo celular la forma activa de p38 es capaz de 

permanecer en el citoplasma (168).  

 

 

las respuestas inmune e inflamatorias, ya que p38 es activado en macrófagos, 

IL-1/TNF-a/ligandos de TLR/estrés celular (por ej. UV)

MKK1/2 MKK4/7 MKK3/6

ERK JNK P38α, β (γ, δ)

C-jun
ATF-2
SAP-1
El 1

CHOP
MEF2C

MNK

eIF4E

MSK 1/2

Histona H3 ATF1 CREB

PRAK MAPKAPK-2/3

TIP Hsp27 SRFk-

NF-κB/p65

A

B

SB203580 SB202190

Figura 5: vías de señalización de las MAPKs. A: el esquema muestra la mayoría de las
posibles quinasas y sustratos de p38, y solamente algunos ejemplos para ERK y JNK. Las 
cascadas se activan en respuesta a citoquinas inflamatorias (TNF e IL), productos
microbianos o estrés, a través de la activación de las MKKs. Los sustratos de las MAPKs
son factores de transcripción, salvo hsp27, TTP, elf4E y la histona H3. CHOP: proteína de 
unión a CAAT, CREB: proteína de unión al elemento respondedor a cAMP, eIF: factor de 
iniciación, MEF: factor enhancer de miocitos, PRAK: quinasa regulada por p
proteína accesoria para el factor de respuesta a suero, TLR: Toll-like receptor, SR

38, SAP: 
F: factor 

de re
p38β

spuesta a sueroAdaptado de Saklatvala 2004 (4):372-7. B: inhibidores de p38α y 
.

 

4.3 p38 MAPK juega un rol crítico durante la activación del sistema inmune 
 

Un gran número de evidencias demuestran que la actividad de p38 es crítica para 
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neutrófilos y células T por numerosos mediadores extracelulares de la inflamación 

como quimioatractantes, citoquinas, quemoquinas y lipopolisacárido bacteriano (169).  

ostaglandina H2 al inhibir la 

expresi

75), metaloproteinasas de la matriz 1 y 3 (176).  

l mecanismo preciso por el cual p38 estabiliza el ARNm aún permanece 

desconocido. Es claro que requiere de la proteína quinasa activada por MAPK 

(MAPKAPK-2)-2, elementos ricos en AU (ARE) en un ARNm inflamatorio y el 

proceso de deadenilación (177). 

Si bien los mecanismos involucrados en las funciones inmunes de p38 recién 

ahora están empezando a emerger, se demostró que la forma activa de esta quinasa es 

capaz de asociarse con varios blancos celulares. Entre ellos la fosfolipasa A2 citosólica, 

la proteína Tau asociada a microtúbulos, factores de transcripción como ATF1 y 2, 

MEF2A, Sap-1, eLK-1, NF-κB, Ets-1 y p53 (178) (figura 5). El hecho de que pueda 

asociarse con esta gran variedad de factores demuestra que p38 sería clave para diversas 

funciones biológicas, y algunas de ellas se  detallarán a continuación. 

 

4.3.1 Un rol dual para p38 en proliferación 
 

Dependiendo del tipo celular y el estímulo, p38 puede tener un rol positivo o 

negativo en la proliferación celular. Sería requerida p38 en células Swiss 3T3 inducidas 

por FGF-2 (179), para la proliferación de células hematopoyéticas inducidas por el 

factor estimulador de colonias de granulocitos (180) y la proliferación de células de la 

línea FD-EPO dependientes de eritropoyetina (181). 

En forma contraria, en CCL39 y en fibroblastos NIH 3T3, p38 tiene un rol 

inhibitorio en la progresión del ciclo celular en la transición de la fase G1 a la fase S, 

probablemente mediada por la inhibición de la expresión de ciclina D1 (182, 183). 

P38 también regula la respuesta inmune estabilizando el ARNm de células 

específicas involucradas en el proceso inflamatorio (169). Por ejemplo, la inhibición de 

p38 bloquea la producción del mediador inflamatorio pr

ón de la ciclo-oxigenasa-2 (COX-2) (170). Luego del bloqueo de p38 se observó 

que la disminución de la COX-2 se debía a la desestabilización de su ARNm (171). 

También se reportó que p38 es capaz de estabilizar el ARNm del TNF-α y THP-1, en 

monocitos humanos (172, 173); el ARNm de la proteína inflamatoria (MIP)-1a (172) y 

del factor estimulador de colonias de granulocitos/macrófagos (GMCSF) (174), el factor 

de crecimiento endotelial vascular (1

E
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Las p38 MAPKs fueron implicadas tanto como reguladores positivos y 

negativos en la supervivencia celular. Por ejemplo, en células PC12, p38 participa en 

apoptosis gatillada por la extracción del factor de crecimiento fibroblástico (FGF). Este 

proceso podría ser mediado por la inducción del ligando que activa el receptor de la 

citoquina FAS (184). Por otro lado la activación de p38 protege a cardiomiocitos 

neonatales primarios de rata de apoptosis inducida por anisomicina (185). 

 

4.3.2 Rol de p38 en diferenciación celular 

 

Recientemente se le atribuyó un rol importante a p38 en diferenciación de varios 

tipos de células de vertebrados. La diferenciación de adipositos de fibroblastos 3T3 L1 

inducida por insulina fue bloqueada por la expresión de un dominante negativo de p38α 

o la incubación de las células con el inhibidor específico SB203580 (186). De la misma 

manera, la expresión de una mutante constitutivamente activa del activador de p38 

(MKK6) indujo diferenciación adipocítica (187). Curiosamente, p38 puede también  

fosforilar la proteína de homología de C/EBP (CHOP), cuya expresión ectópica bloquea 

la diferenciación de 3T3 L1. Estos datos sugieren que p38 podría tener un rol negativo 

en la regulación de la diferenciación de las 3T3 L1 (188). Esta contradicción podría ser 

explicada bajo la consideración de que C/EBPb tiene mayor abundancia que CHOP a 

través del proceso de diferenciación, y p38 fosforilaría preferentemente a C/EBPb en 

lugar de CHOP, llevando a la diferenciación adipocítica (187).  

Otro rol de p38 es en diferenciación biogénica. La diferenciación de mioblastos 

C2C12 a miotubos inducida por medio de cultivo reducido en suero correlaciona con 

niveles altos de activación de la cascada de p38 (189). El tratamiento con SB203580 

lastos 

en miotúbulos, así como también la inducción de genes específicos de músculo (190). 

Más aú

 

tratami

retarda la elongación y alineamiento de mioblastos y previene la fusión de miob

n, la expresión de MKK6 promueve la capacidad de MyoD (un activador de la 

transcripción en biogénesis) para diferenciar fibroblastos 10T1/2 a células musculares, 

mientras que el tratamiento con SB203580 inhibe la actividad de MyoD (191).  

La diferenciación neuronal también parecería ser mediada por p38. En

entos de células PC12 con SB203580 o la transfección con la forma inactiva de 

MKK6 o mutantes de p38, resultó en una marcada inhibición en el crecimiento de 

neuritas inducidas con el factor de crecimiento neuronal (192). Otros procesos de 
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diferenciación que requieren la activación de p38 incluyen el factor 5 de crecimiento y 

diferenciación de células ATDC5 (193), diferenciación eritroide de células de ratón 

SKT6 inducidas con eritropoyetina (181), y la hipertrofia y patológica postnatal 

cardíaca (194, 195).  

 

 

4.3.3 L

superficie celular al núcleo y la posterior inducción de 

genes e

inducidos por estímulos de LPS (158, 196-198), y que la inhibición de la p38 MAPK 

uce la liberación de citoquinas (158, 199). 

Otro estudio muestra que la sobrexpresión de MEKK1 es capaz de incrementar la 

transcr

 de fosforilar componentes de la 

maquin

ce la 

actividad de NF-

quinasa de histona H3 y CREB nuclear (201). Un aspecto interesante de esta quinasa es 

os caminos se cruzan: p38 MAPK y NF-κB 
 

Las MAPKs pertenecen a una familia de quinasas que son esenciales para la 

transferencia de señales desde la 

specíficos. Como se describió más arriba, esta quinasa tiene un papel importante 

en la activación del sistema inmune. Por este motivo, no es casual que se la vea asociada 

con el factor que enciende los genes responsables de la activación del sistema inmune. 

En particular, esta quinasa está íntimamente asociada a NF-κB. Existen varios trabajos 

donde demuestran que la vía de activación de NF-κB depende de la actividad de p38 

MAPK. 

Está demostrado que la p38 MAPK es crítica para la expresión de genes 

con el competidor específico SB 203580 red

ipción mediada por NF-κB (200). Estudios más recientes demostraron que el uso 

de SB203580 o la expresión de un dominante negativo de p38 reducen 

significativamente los niveles de activación de NF-κB, sin alterar la unión de NF-κB a 

su secuencia específica (197). En el mismo estudio, los autores demuestran que p38 no 

es capaz de fosforilar a p65, aunque sí es capaz

aria basal de transcripción, proponiendo un rol indirecto en la regulación de la 

actividad transcripcional de NF-κB (197). De acuerdo con resultados obtenidos en 

nuestro laboratorio, y en concordancia con otros autores, la inhibición de p38 redu

κB (103, 199). 

Dentro de la familia de las MAPKs existe un miembro que es capaz de fosforilar 

a RelA/p65 en la serina 276 cuando las células son estimuladas con TNF-α. Se trata de 

la quinasa-1 activada por mitógenos y estrés (MSK1), identificada anteriormente como 
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que actúa río abajo de p38 y ERK MAPKs (figura 5). Además es activada por TNF-α, y 

es capaz de asociarse con p65, promoviendo de alguna manera la inducción de genes 

que responden a NF-κB (201). 

s por los cuales p38 activa a NF-κB aún no 

se conocen. Se ha demostrado que esta quinasa no fosforila a p65, por lo tanto debe 

tener u

entar el 

rango d

modulares en naturaleza, aumentando la versatilidad para permitir respuestas 

Los mecanismos moleculares exacto

n rol indirecto en la activación de esta vía. Dado que el objetivo primordial de 

este trabajo de tesis es caracterizar mecanismos de activación del factor de transcripción 

NF-κB, es necesario introducir a los mecanismos que actúan a nivel de la regulación de 

la transcripción. 

 

5. REGULACIÓN DE LA TRANSCRIPCIÓN 
 

La expresión de genes que codifican para proteínas en los organismos eucariotas 

está orquestada y elaborada de manera tal que genes sumamente específicos son 

prendidos y apagados en forma temporal y espacial según los requerimientos de la 

célula.  

El vasto incremento en la complejidad genética requerido para sostener las 

funciones celulares características de eucariotas ha resultado en una concomitante 

evolución del empaquetamiento de la cromatina del ADN, y de los factores regulatorios 

de la cromatina (202). El descubrimiento de que muchos de los coactivadores y 

represores, reclutados por los reguladores de la transcripción, tienen actividad dirigida 

sobre la cromatina, ha hecho entender aún más el proceso de regulación génica (203-

205). Está claro que la estructura local de la cromatina y el estado de acetilación en las 

regiones promotoras proveen puntos regulatorios que permiten a la célula increm

e respuestas transcripcionales. 

En el campo de la regulación génica, un concepto importante que surgió en los 

últimos años es la existencia de grandes complejos coactivadores de la transcripción, 

que facilitan la acción de los activadores de secuencias específicas. Entre los 

coactivadores existen subunidades individuales y grupos de subunidades enteras que se 

comparten o mezclan, lo que indica que estos grandes complejos son dinámicos y 

transcripcionales en un rango mucho más expandido y preciso. La presencia o ausencia 
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de las subunidades individuales en los complejos coactivadores estaría sujeta al control 

celular, dándole a la célula un control más preciso de la actividad génica (206-209). 

tivadores y correpresores en un 

determ ado contexto celular determina la actividad de los factores de transcripción. 

Este ba

factores que se asocian a TBP (TAFs), que actuarían como puente entre activadores de 

n una serie de polipéptidos asociados con TBP (los 

TAFs) 

lizar diferentes TAFs como adaptadores para reclutar a 

TFIID a los diferentes promotores (218-223) (figura 6). 

El balance relativo de expresión de coac

in

lance de coactivadores y correpresores depende del contexto celular, y va a ser 

diferente según el tipo de tejido y la vía que se haya activado en respuesta a una señal 

extracelular. Existe un tipo de factores de transcripción involucrados en las respuestas a 

estímulos proliferativos, de supervivencia, metabolismo y diferenciación celular: los 

receptores nucleares.  

 

5.2 Maquinaria basal de la transcripción 
 

En trabajos iniciales, a mediados de los 80s, se trató de describir cómo 

activadores de unión a secuencias específicas de ADN eran capaces de estimular la 

iniciación de la transcripción por la maquinaria transcripcional de eucariotas. Surgieron 

trabajos donde describen la manera por la cual el factor de transcripción general TFIID 

se une a secuencias nucleotídicas TATA, presentes en muchos de los promotores de 

eucariotas. Esta unión fue sugerida como una representación de la iniciación de la 

transcripción (210-212). Luego la proteína de unión a TATA (TBP) fue identificada y 

sustituyó funcionalmente a TFIID en la dirección de la formación del complejo de 

preiniciación (213, 214).  

Trabajos posteriores propusieron que TFIID contenía a TBP así como también 

secuencias específicas de ADN y la maquinaria basal de transcripción, funcionando 

como coactivadores para mediar la transcripción dependiente de activadores (215).  

Más tarde se identificaro

(216), y actualmente está establecido que TFIID está compuesto por TBP y 10 o 

más (dependiendo del organismo) TAFs (217).  

Experimentos in vitro revelaron que  los TAFs son requeridos para la activación 

de varias clases de activadores, pero no para la transcripción basal. Una caracterización 

más en detalle de estos componentes de TFIID reveló que diferentes tipos de 

activadores pueden interaccionar en forma directa con TAFs específicos, lo que sugiere 

que los activadores podrían uti
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Se piensa que los TAFs estabilizan la unión del promotor con TFIID haciendo 

contactos con secuencias de ADN específicas a nivel del iniciador (INR) y elementos 

que se encuentran río abajo del promotor (DPE), que son secuencias que están presentes 

en zonas cercanas al sitio de iniciación de la transcripción en una cantidad de 

promotores (224-228). Los contactos de TAF logran aumentar la alta afinidad de TFIID 

por las secuencias en el promotor, y serían necesarias para lograr mayores niveles de 

actividad transcripcional en el ambiente restrictivo de la cromatina. Estudios recientes 

gieren que los TAFs contribuirían para la activación de la transcripción de otras 

 TFIID, TAF250, es capaz de reclutar 

múltipl s actividades enzimáticas, incluyendo actividades de proteína quinasa y de 

transef

ado 

de regu

su

maneras. Por ejemplo, la subunidad más grande de

e

erencia de grupos acetilos a las histonas (HAT) (229-231).  

 

 
  

Figura 6: Maquinaria Basal de la Transcripción. El esquema muestra los elementos
fundamentales para la regulación de la transcripción en eucariotas: una secuencia
promotora de AND con la secuencia TATA, la RNA polimerasa II y los diversos factores de 
transcripción generales.

Pol II

IIH
IIE

IIF
IIBTBP

TAFs
IID IIA

TATA

Se sabe que el core de la RNA polimerasa II eucariótica (Pol II)  requiere de 

varios factores además del TFIID (TFIIA, B, C, E, F y H) para hacer blanco preciso en 

los promotores. Estos factores de transcripción generales (GTFs) también asisten con el 

desenrollado y la descondensación del ADN del promotor, así como también la 

transición de la iniciación de la transcripción a la elongación del ARN transcripto (232, 

233). La Pol II y los GFTs (la llamada maquinaria basal de transcripción) están 

conservados entre eucariotas tanto en forma estructural como funcional. Sin embargo, a 

pesar de que en experimentos in vitro se ha demostrado que la maquinaria basal de 

transcripción es suficiente para mediar la transcripción basal, se sabe que el alto gr

lación y la actividad transcripcional selectiva requieren la acción de activadores 

de secuencia específica. Estos se unen a elementos en el ADN que promueven la 
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transcripción (llamados elementos enhancer), que, en metazoarios, pueden estar 

ubicados hasta varias kilobases alejados del promotor. Es sabido que los activadores (y 

represores) sirven como componentes críticos del circuito regulatorio que asegura la 

transcripción precisa de un determinado gen, de acuerdo a las necesidades de la célula 

(234). 

 

5.3 Complejo mediador 

es independientes dentro de la familia de complejos de 

coactiv

r la 

formac

imitantes, o promover la activación de 

diferen

on la Pol II, también funcionan 

inducie

 

 

El fraccionamiento bioquímico de la maquinaria general de transcripción reveló 

otras actividades que pueden regular la respuesta de estos coactivadores, reprimiendo la 

transcripción basal o aumentando la transcripción activada. La identificación de 

complejos de coactivadores que interactúan con la Pol II, llamados Mediadores, provee 

evidencia experimental para suponer que algunos coactivadores de secuencias 

específicas de ADN funcionan reclutando la Pol II a las regiones promotoras de sus 

genes blanco (235, 236). Estos resultados son consistentes con la existencia de módulos 

funcionales y estructural

adores.  

La interacción directa de coactivadores con el complejo mediador de la 

transcripción y la copurificación con la Pol II, sugiere un modelo en donde esta clase de 

cofactores vinculan los activadores de la transcripción y la Pol II para promove

ión de un complejo estable de preiniciación a nivel del promotor. Sin embargo, 

estos grandes complejos de coactivadores son multifuncionales y podrían contribuir a la 

activación de la transcripción en varios pasos l

tes maneras en los distintos genes (234). Estos complejos son reclutados al ADN 

a través de interacciones con activadores transcripcionales de secuencia específica, 

incluyendo a los receptores nucleares como receptor de vitamina D y el receptor de la 

hormona tiroidea (237, 238).  

Si bien estos complejos de cofactores sirven de puente entre activadores que se 

encuentran a distancia del promotor y el promotor en sí c

ndo cambios conformacionales en la estructura nucleosomal sobre distintos 

componentes del complejo activador (239). 

 

 

 
30

 



Introducción 
 

 

5.4 El balance de coactivadores determina la actividad transcripcional 
 

Los coactivadores son moléculas que se encuentran en forma limitante dentro de 

la célula, capaces de formar complejos que modulan en forma positiva la actividad 

transcripcional, interactuando con diversos factores de transcripción (240).  

La regulación de la transcripción es dependiente no sólo de la activación del 

factor de transcripción y el remodelado de la cromatina, sino también de la presencia de 

coactivadores o correpresores (241, 242). Los coactivadores generalmente no se unen al 

ATP- de la cromatina, a través de la acetilación de histonas (240) (figura 7).  

ADN, sino que son reclutados en los promotores blancos a través de interacciones entre 

proteínas con los factores de transcripción blanco, y funcionan como moléculas 

vinculantes entre las proteínas de unión al ADN y las enzimas modificadoras que 

facilitan las alteraciones de la estructura local.  

Existen numerosos reportes de coactivadores ya caracterizados, sin embargo 

nueva evidencia emergente sugiere que el repertorio de coactivadores es mucho más 

grande que el anticipado anteriormente.  

 

 

5.4.1 Complejos coactivadores 

 

El complejo multiproteico TRAP/DRIP (que contiene a la proteína asociada al 

receptor tiroideo y la proteína que interactúa con el receptor de la vitamina D) interactúa 

con los receptores nucleares y con la maquinaria basal de transcripción, e influenciando 

en la transcripción mediada por receptores nucleares (243, 244). Este es un complejo 

que está formado por más de una docena de proteínas, e interactúa con los receptores 

nucleares de manera ligando dependiente a través de un solo componente denominado 

PBP (por proteína de unión a PPAR)/TRAP220/DRIP205. Este complejo reclutador de 

cofactores interactúa directamente con los factores de transcripción generales para 

activar la transcripción de genes blanco (240) (figura 7).  

Por otro lado, el complejo SWI/SNF (cambio defectuoso/anti fermentador de 

sucrosa), está presente en células de mamíferos y es homólogo al complejo presente en 

células de Drosophila. Está demostrado que interviene en la regulación transcripcional 

de los receptores nucleares (245) ya que su actividad ATPasa puede ser reclutada por 

varios receptores nucleares, provocando el posterior remodelamiento -dependiente de 
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El complejo cointegrador de señales activadoras (ASC-2) contiene un subset de 

proteínas del grupo tritórax que pueden metilar la histona H3 cuando es reclutado por 

los receptores nucleares a regiones específicas de la cromatina (246). 

El complejo de coactivadores de receptores esteroideos de la familia p160 (SRC) 

ros con actividad de transferencia de grupos acetilos, capaces 

de asociarse con el coactivador general CBP (proteína de unión a CREB), p300, el 

factor 

describen los miembros con los cuales estos factores son capaces de 

interac

 

está compuesto por miemb

asociado a p300/CBP y metiltransferasas que incluyen a la metiltransferasa de 

arginina asociada a coactivador (CARM1) y metiltransferasa de arginina asociada a 

proteína (PRMT1). Estas enzimas remodeladoras de la cromatina son reclutadas a los 

promotores a través de interacciones entre los receptores nucleares y los SRCs de la 

familia p160, de forma ligando dependiente (247, 248) (figura 7).  

Nuestro laboratorio se centra en el estudio funcional de esta familia de 

coactivadores, y en particular este trabajo de tesis doctoral focaliza los estudios en uno 

de los miembros de la familia p160 de coactivadores de receptores esteroideos. A 

continuación se 

cionar. Uno de los factores más importantes con los que interactúan los 

coactivadores de la familia p160 es CBP (figura 7), el cual se describe a continuación. 

 

Figura 7: Complejo de iniciación de la transcripción. La activación de la transcripción
(flecha negra) requeire del ensamblado del complejo de iniciación y una acción concertada
de diversos reguladores génicos (flechas rojas). En el esquema se muestran los diversos
complejos coactivadores interactuando entre sí, junto con la maquinaria procesadora del 
ARN (CE: enzimas de capping; Efs: factore
Adaptado de Lemon y Tjian 2000 (14):2551-69

s de elongación; SFs: factores de splicing.
.
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5.4.2 C

ervada, que 

compar

por hacer de puente físico entre factores 

de unió

 

hormonas, 

coactivadores de la familia p160, receptores nucleares, p53, proteínas de la maquinaria 

de transcripción basal (249).  

oactivadores generales de la transcripción: CBP y p300 
 

La proteína de unión a CREB (CBP) es una proteína altamente cons

te un 89% de homología a nivel del ADN con su homólogo murino, mientras 

que a nivel de proteína comparten un 95% (249). CBP está sumamente relacionada con 

p300: estas proteínas comparten un 63% de homología a nivel de proteína (250) (figura 

8). 

Ambas proteínas son claves en la interacción entre diferentes proteínas, es por 

esta razón que CBP se ha hecho la fama de “promiscua” (251). Tanto CBP como p300 

son extremadamente versátiles en su habilidad 

n al ADN y la maquinaria basal de transcripción, resultando en aumento en la 

actividad transcripcional de estos factores.  

 

CBP

00

2441A

p3
2414

B
Dominio de transactivación Dominio de transactivación

Dominio
Acetil- transferasa

CH1 KIX Br CH2 CH3
CBP

Figura 8: organización estructural de los coactivadores generales de transcripción CBP y 
p300. A:Las regiones oscuras son las que poseen mayor homología (indicada en %). En 
números se indica la cantidad de aminoácidos. B: dominios funcionales de CBP. Se indican
los dominios ricos en cisteína e histidina (CH1, CH2, CH3), el dominio KIX, el 
bromodominio (Br). Los dominios amino-terminal y carboxilo-terminal de CBP actúan como
dominios de transactivación, y el dominio de transferencia de grupos acetilo se encuentra
en la región central de la proteína.

 

CBP fue identificada inicialmente en ensayos de interacción de proteínas, en 

asociación con la proteína de unión a elementos respondedores a cAMP (CREB), un 

factor de transcripción (252). Hoy en día se sabe que CBP y p300 son capaces de hacer 

contacto y conectar las funciones de proteínas, entre la que se puede citar a factores de 

transcripción como JUN, CREB, E1A, E2F, NF-κB, receptores de 
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Tanto p300 como CBP pueden nuclear el ensamblado de diversos cofactores en 

el complejo coactivador (253) incrementando la concentración relativa de estos factores 

en el ambiente transcripcional local. De esta manera se facilita las interacciones 

proteic

imática, provocar el 

ambien

e 

ácido retinoico, pero mantienen actividad CREB normal (259). Ratones CBP+/- 

de los factores de transcripción de secuencia específica (250, 261).  

CBP y p300 comparten varias regiones conservadas presentes en muchos de los 

dominios conocidos de proteínas, algunos de ellos están esquematizados en la figura 8: 

(1) el bromodominio, el cual se encuentra en los HATs de mamíferos; (2) tres dominios 

as y las interacciones de las proteínas con el ADN. Dado el repertorio limitado de 

activadores, coactivadores y cofactores disponibles para las diversas respuestas 

celulares, lo más probable es que provean de sinergismo transcripcional y cooperación 

para armar grandes complejos regulatorios (254, 255). 

Además de su función como puente entre factores de transcripción y la 

maquinaria basal de transcripción, CBP/p300 también son transferasas de grupos 

acetilos (HAT) (256, 257) (figura 8), y por lo tanto son capaces de producir 

modificaciones en las histonas y, a través de esta actividad enz

te permisivo para la transcripción. Además de la acetilación de histonas, CBP es 

capaz de acetilar otras proteínas, como por ejemplo a la proteína supresora de tumores 

p53, regulando de esta manera su función como factor de transcripción (258).  

Los ratones p300-/- y CBP-/- muestran fenotipos letales embrionarios similares, y 

defectos en crecimiento y el cerrado del tubo neural (259).  Por otro lado, se demostró 

que fibroblastos p300-/- tienen defectos específicos en la transcripción dependiente d

muestran defectos en la diferenciación hematopoyética (260), y tienen probabilidades 

altas de desarrollar patologías hematopoyéticas a medida que envejecen. Estas 

patologías se observan en ratones CBP+/-, no así en ratones p300+/-. 

 

 

5.4.2.1 Estructura de CBP y p300 

 

Los genes de CBP y p300 están conservados en un gran número de organismos 

multicelulares, desde gusanos hasta humanos. A pesar de que CBP y p300 comparten 

una gran homología, los distintos análisis de ambas moléculas demuestran que tienen no 

sólo funciones sobrepuestas, sino que poseen funciones únicas para cada uno de ellos. 

En ensayos basados en transfecciones, ambos son capaces de transactivar a la mayoría 
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ricos en cisteínas e histidinas (llamados CH1, CH2 y CH3); (3) un dominio KIX; y (4) 

un dom nio de homología a ADA2, el cual muestra gran similitud con el factor de 

transcr

ría reconocer distintos motivos de acetilación de nucleosomas (263).  

te de la fosforilación de p65 por la PKA 

(264-266). La asociación entre CBP/p300 y la subunidad p65 de NF-κB ocurre a través 

 

P160 

 NCoA2) y RAC3 (conocido también como SRC3, AIB1, 

i

ipción de levaduras Ada2p. Los dominios CH1, CH3 y el dominio KIX estarían 

involucrados en la mediación de la interacción entre proteínas, ya que un número 

importante de proteínas es capaz de interaccionar con estos dominios (262). El 

bromodominio es capaz de interaccionar con numerosas proteínas acetiladas y también 

pod

5.4.2.2 CBP y su rol en la actividad de NF-κB 
 

La unión de CBP a NF-κB es esencial para la activación de este factor de 

transcripción, y aparentemente es dependien

de una interacción bivalente, que consiste en una interacción independiente de la 

fosforilación de NF-κB por PKA y una interacción que sí es dependiente de la 

fosforilación por PKA. En la interacción dependiente de la fosforilación está 

involucrado el dominio KIX de CBP. La mutagénesis de CBP que abarque cualquiera 

de estas dos regiones (la dependiente de fosforilación por PKA y la independiente) 

provoca una disminución en la transactivación de NF-κB.  

Para que NF-κB sea capaz de unirse a CBP (y por lo tanto aumentar su 

actividad) es necesario que el sitio de interacción con CBP (en el extremo amino-

terminal de p65) sea desenmascarado. Este sitio permanece tapado por su propio

extremo carboxilo-terminal y la fosforilación de p65 por PKA libera al extremo amino-

terminal de p65, el cual queda desenmascarado y libre para interactuar con CBP (266). 

 

 6. COACTIVADORES DE RECEPTORES ESTEROIDEOS DE LA FAMILIA 

 

La familia de coactivadores de receptores esteroideos p160 (SRC) incluye 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 de numerosos factores de transcripción. Sus 

tres miembros son SRC-1, el factor intermediario de la transcripción-2 (TIF2; conocido 

también como GRIP1, SRC-2,
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TRAM

 la PKA está asociada con la 

reducc

 
 

ntificados a través de ensayos de interacción con 

receptores esteroideos (PR, ER, TR y GR), y de ahí deviene el nombre de la familia que 

los inc

ción con líneas que 

expresa

1, P/CIP (267). Estos tres miembros poseen una alta homología, y es por ello que 

se los agrupa dentro de la misma familia (figura 9). 

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 pituitarias GH3 de ratas (268). El ácido retinoico aumenta la expresión de RAC3 

en A549 y MCF-7 (269, 270). La estimulación de

ión de TIF2, pero no con su expresión (271). Algunos autores postulan que la 

expresión de RAC3 puede ser regulada positivamente por el ácido retinoico (272). 

 

SRC-1 y TIF2 fueron ide

luye (273-278). 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 TIF2 

(278-283). 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 transcripción de los receptores nucleares en compara

n niveles normales de estos coactivadores (248).  

Además de servir como coactivadores de los receptores nucleares, nuestro grupo 

de trabajo y otros autores vimos que estas moléculas son capaces también de 

Figura 9: árbol de homología para los tres miembros de la familia p160 de coactivadores
de receptores esteroideos. La barra de porcentaje superior indica el porcentaje de 
homología que existe entre cualquiera de los dos grupos que se compr
de cada proteína indica la especie: h, humana; m, ratón; r, rata; c co

an. La primera letra
dorniz; x, Xenopus

laevis; z, pez cebra; d, Drosophila. Adaptado de Xu y Li 2003 (17):1681-92.
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interaccionar y promover significativamente la actividad transcripcional de otros 

factores de transcripción, como el factor de respuesta en suero (SRF) (255), la proteína 

de activación-1 (AP-1) (284), NF-κB (285), y la proteína de unión a elementos 

regulatorios de cAMP (CREB) (278). 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. 

 

6.1 Receptores nucleares 

luego de la activación por ligando, y receptores de tipo II, que son retenidos dentro del 

 con el objeto de identificar 

clones 

 

receptores nucleares (286, 287).  

6.1.1 Mecanismos funcionales de los receptores nucleares 

 

 

Los receptores nucleares componen una familia de factores de transcripción de 

eucariotas que regulan la expresión de genes en respuesta a señales endócrinas. Se los 

divide en receptores de tipo I (receptores esteroideos clásicos), que translocan al núcleo 

núcleo aún en la ausencia de su ligando. (247). La identificación de  la familia de 

receptores nucleares llevó a la práctica de una sucesiva serie de experimentos donde se 

usaron secuencias de oligonucleótidos degenerados, usados bajo condiciones de baja 

estringencia en experimentos de mapeo. Estas secuencias estaban basadas en las 

regiones conservadas de los receptores nucleares y usadas

que estuvieran relacionadas con los receptores nucleares. Estos experimentos  

permitieron descubrir la existencia  de ADN codificantes que contienen dominios 

similares a aquellos presentes en los receptores nucleares. Ya que los ligandos para estas 

proteínas no habían sido previamente identificados, se los llamó receptores huérfanos 

(ONRs), y se los clasifica como receptores del tipo III dentro de la superfamilia de

 

 

 

Los receptores nucleares están compuestos por cuatro módulos funcionales 

independientes. Estos son: el dominio modulador, el dominio de unión al ADN (DBD), 

la región bisagra y el dominio de unión al ligando (LBD) (286). El dominio modulador 

contiene generalmente una función de activación transcripcional (AF-1) y puede 
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interactuar con coactivadores de receptores esteroideos (SRCs) para aumentar la 

actividad del complejo receptor (288-291).  

El dominio más conservado entre los receptores nucleares es el DBD, compuesto 

por dos módulos de dedos de zinc de 66 a 70 aminoácidos, y una extensión carboxilo-

terminal (CTE). Los receptores nucleares pueden unirse al ADN en forma de 

monómeros, homodímeros y heterodímeros (292, 293), y la unión al sitio que contiene 

los elementos respondedores a la hormona también podría regular el reconocimiento del 

ligando (294).  

Por su lado, la región bisagra es altamente variable tanto en longitud como en 

secuencia primaria. Como su nombre lo indica, funciona como bisagra entre el DBD y 

 

 

 esteroideos, sin embargo, la 

mayorí

el LBD. Esta región debe ser  lo suficientemente flexible como para permitir una 

rotación del DBD de 180º, permitiéndole a algunos receptores unirse como dímeros a 

los elementos respondedores de hormona (292), y también como sitio de anclado para 

algunas proteínas correpresoras (295, 296).  

El LBD es un dominio multifuncional que media la unión del ligando, la 

dimerización, la interacción con proteínas de choque térmico, la localización nuclear y

las funciones de transactivación. Esta última función es dependiente de la presencia un 

motivo altamente conservado llamado Función de Activación-2 (AF-2), localizado en el

extremo carboxilo-terminal del LBD (286).  

 

 

6.1.2 Modelo clásico de activación de los receptores nucleares 

 

El modelo de acción de los receptores nucleares (incluyendo al receptor de 

estrógeno (ERα y ERβ), receptores de progesterona (PR-A y PR-B), el receptor de 

andrógeno (AR), el receptor de glucocorticoide (GR), y al receptor de 

mineralocorticoides (MR)) generalmente está representado por un receptor inactivo 

presente en el citoplasma acomplejado por proteínas de choque térmico, el cual luego de 

la unión de la hormona cambia su conformación, forman homodímeros, se unen a sus 

elementos respondedores a hormonas (HREs) dentro del núcleo, reclutan coactivadores, 

y aumentan la transcripción de sus genes blanco (247, 297) 

Este modelo es válido para algunos receptores

a de los receptores nucleares se encuentran en forma constitutiva dentro del 
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núcleo y generalmente unidos al ADN en ausencia de su ligando, actuando como 

represores de la transcripción de genes (295, 296, 298-301).  

La unión del ligando al receptor nuclear crea un cambio conformacional en su 

estructura, y permite que los coactivadores interactúen con él (302) y éstos son los que 

contienen los elementos que regulan en forma positiva la transcripción (303), a través de 

cambios a nivel de la cromatina o a nivel del receptor nuclear que son importantes para 

la modulación de su actividad. Dentro de las modificaciones que sufren los receptores 

ucleares están las que se producen por ubiquitinación, sumoilización, acetilación, 

 Estas modificaciones se originan a través de la acción 

coordinada de numerosas enzimas involucradas en varios eventos de señalización 

celular

el extremo amino-terminal, un dominio de homología 

Per/ARNT/Sim (PAS), un dominio de activación transcripcional carboxilo-terminal, y 

na región central que contiene tres motivos de LXXLL (donde L es leucina y X es 

es (241, 278, 281, 304-306) 

(figura 10).   

n

metilación y fosforilación.

: quinasas, acetil transferasas, deacetilasas, metil transferasas, demetilasas y 

enzimas relacionadas con la sumoilización y ubiquitinación (303).  

Finalmente, la transactivación dependiente de ligando depende del reclutamiento 

de coactivadores y correguladores, y en este proceso el dominio AF-2 juega un rol 

esencial. Para modular la transcripción de sus genes blanco los receptores nucleares 

interactúan con proteínas de la maquinaria general de transcripción, y junto con otros 

factores proteicos son los que orquestan el ambiente permisivo para la transcripción.  

 

6.2 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 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 

u

cualquier aminoácido) que interactúa con receptores nuclear

Los SRCs tienen dos dominios de activación transcripcional (AD1 y AD2) 

(figura 10). La región AD1 es responsable de la interacción con CBP y p300, pero no 

interacciona con los receptores nucleares (277, 280, 291). La región AD2 es capaz de 

interaccionar con metiltransferasas, las cuales provocan el remodelamiento de la 
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cromatina en forma local, y el ensamblado de la maquinaria de transcripción alrededor 

del promotor (307, 308). 

El motivo LXXLL dentro del NID forma una hélice-alfa anfipática que une la 

hendidura hidrofóbica de los LBD de los receptores nucleares luego de la unión del 

ligando (309). Aunque mutaciones en alguno de los tres motivos de LXXLL (L1, L2 y 

L3, ver figura 10) 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, tienen una unión diferencial para diferentes receptores 

nuclear

ta actividad es mucho más 

débil q

es (310). 

 
 

6.3 Mecanismos de acción 
 

Está demostrado que SRC-1 y RAC3 contienen actividad histona acetil 

transferasa (HAT), presentes en los dominios carboxilo-terminales (281, 311). A pesar 

de que estos dos coactivadores poseen actividad HAT, es

Figura 10: Estructura de los coactivadores de receptores esteroideos de la familia p160. A: 
de hélice-vuelta-hélice

(bHLH); 2 dominios homólogos a Per/ARNT/Sim (PAS); dominio de interacción con 
recep res nucleares (NID); dominio de interacción con CBP (CID); 2 dominios de 
activa
histoin

ue aquella presente en CBP, p300 y p/CAF. En experimentos in vitro de ensayos 

transcripcionales de cromatina, con mutaciones sitio-dirigidas en los dominios de SRC-

esquema de los SRCs con sus dominios conservados, básico

to
ción transcripcional (AD1 y AD2), dominio de transferencia de grupos acetilo a las
as. B: similitud e identidad de las secuencias aminoacídicas de los tres miembros de 

la familia p160. Adaptado de Xu y Li 2003 (17):1681-92.

A           B                                             CID                 AD2

bHLH PAS AD1

Región
rica en 

QNID

L1 L2 L3

NID CBP/p300 CARM1/PRMT1bHLH/PAS
RAC3

A
SRCs

B

SRC-1

TIF2

HAT

HAT

Similitud e Identidad: hSRC-1/TIF2 54%, 46%; SRC-1/RAC3 50%, 43% TIF2/RAC3 55%, 48%

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%
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1 involucrados en acetilación, se puede apreciar que la función coactivadora no está 

afectada, demostrando que este dominio no es esencial para el correcto funcionamiento 

y dem

apaz de metilar a la 

histona

en 

propiedades similares en cuanto a interacción con receptores nucleares y el aumento de 

su transcativación, varios reportes sugieren que sus actividades no se solapan, y que 

versus RAC3 (278). El RNAm 

y los n

encia parcial a hormonas y una reducción en el crecimiento de órganos 

blancos de esteroides en respuesta a es

ostrando la cooperatividad que existe entre los componentes que forman el 

complejo de iniciación de la transcripción (311, 312). 

Los coactivadores de la familia p160 también son capaces de interaccionar con 

coactivadores generales como la proteína de unión a CREB (CBP) y p300 (312, 313), 

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 nucleares (307). 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 c

 H3, aumentando de esta manera la activación transcripcional mediada por los 

receptores nucleares (314).  

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 

procesos biológicos. A pesar de que los tres miembros de la familia p160 pose

existe una división entre las funciones de SRC-1 y TIF2 

iveles 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 celulares (279). 

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 tejidos (315). Los niveles de RAC3 

no cambian en estos tejidos en comparación con los ratones salvajes, apoyando al 

diferente rol funcional de este coactivador versus TIF2 y SRC-1. Los ratones SRC-1-/- 

exhiben resist

timulación hormonal (315). Mientras que la 

eliminación de TIF2 demuestra que juega un rol crítico en las funciones reproductivas 

del ratón (316), los ratones RAC3-/- poseen retardo en el crecimiento, tamaño menor y 

función reproductiva reducida del desarrollo de la glándula mamaria (317, 318). 
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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 

perfect

ara interactuar con el GR y el TR (320). 

 

amente bien a TIF2, mientras que lo hace de manera muy débil a SRC-1 (319). 

Las preferencias de los receptores nucleares a diferentes coactivadores está vinculada 

con la estructura del dominio de unión del ligando de los receptores nucleares (306, 

319-322). Por ejemplo, el receptor de vitamina D y el ERβ interactúan con distintos 

motivos del dominio de interacción con los receptores nucleares del RAC3 (323), lo 

mismo ocurre con distintos dominios TIF2 y las afinidades que tienen los dominios de 

este coactivador p

Así como existen diferencias en cuanto a las afinidades por los deferentes 

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 pCAF (324). 

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 del complejo coactivador en un determinado 

contexto fisiológico regulará en forma positiva o negativa la actividad transcripcional de 

cada factor de transcripción con el que interactúa. 

 

6.4 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 tejidos (273).  

 
42

 



Introducción 
 

 

Localizado en el cromosoma 2 (p23) en humanos, y en el cromosoma 12 (A2-3) 

en ratón (325, 326), 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 tiroidea (268, 272). La proteína de 

SRC-1 fue identificada en testículos, cerebro, pulmón, hígado y corazón (278, 315). El 

fenotipo de ratones 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 hormonal (315). 

 

6.4.1 SRC-1 juega un rol importante en el desarrollo y función del cerebro 

 

Al nacimiento, las gónadas de las ratas producen testosterona que es convertida a 

dihidrotestosterona y estradiol en el cerebro. La dihidrotestosterona activa al AR y da 

como resultado un comportamiento masculino (incrementando comportamientos 

típicamente masculinos). En ratas macho el estradiol activa el ER y de ello resulta el 

desarrollo del núcleo sexualmente dimórfico (SDN) y un comportamiento defeminizado 

(una disminución de comportamientos típicamente femeninos). La infusión de 

testosterona en cerebros de ratas femeninas en etapa neonatal también da como 

resultado un mayor tamaño del SDN y desarrollo de comportamiento masculino.  

La regulación negativa de SRC-1 por infusión de oligonucleótidos antisense 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 antisense 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 

cerebro (327). 
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6.4.2 R

gesterona, el receptor de 

glucoc

 según el tejido, ya que en hígado, los genes 

regulad

dad si se trata al animal con una dieta 

rica en grasas (333). 

demás de estos receptores nucleares, es notable la capacidad de SRC-1 en la 

e otros factores de transcripción no relacionados con los receptores 

nucleares: AP-1 (334) y NF-κB (335).  

onal del GR 

ango 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 coactivador (291). 

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 pro

orticoides, el receptor de estrógeno, el receptor de la hormona tiroidea (TR), los 

receptores de ácido trans retinoico (RXR) (273), el factor nuclear 4 de hepatocitos 

(HNF-4) (328) y el receptor del proliferador del peroxisoma activado (PPARγ) (329).  

En ratones SRC-1-/- se observa una resistencia parcial a la hormona tiroidea ya 

que los niveles de hormona toriodea T3 y T4 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 

T3, apoyando la hipótesis de que la resistencia a TH en humanos puede ser causada por 

defectos en coactivadores del TR, como SRC-1 (330).  

El rol de SRC-1 en la función del receptor activado por proliferadores en 

peroxisoma (PPARγ) estaría relacionado

os por el factor de transcripción PPARγ no requerirían de su función (331), 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 activación (332). La 

inactivación de SRC-1 impide la actividad termogénica de PGC-1 en la grasa parda, 

disminuye el expendio de energía, y provoca obesi

A

activación d

La gran promiscuidad de SRC-1 llevó a algunos autores al estudio del rol de esta 

molécula en funciones antagónicas, como la que existe entre el receptor de 

glucocorticoides y NF-κB. Se demostró, por estudios de expresión de plásmidos 

reporteros, que la sobreexpresión de SRC-1 aumenta la actividad transcripci
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y del 

 glándula mamaria y 

stículos. La proteína se expresa en testículos, pulmón, hígado, cerebro, corazón y 

AC3 es un coactivador de receptores esteroideos. Es capaz de promover la 

activac

e une 

directa

r un retraso en la abertura de la vagina y en el desarrollo de las glándulas 

amarias (318). Además, el desarrollo alveolar de las glándulas mamarias en respuesta 

 estímulos combinados de estrógeno y progesterona disminuye significativamente en 

hembras RAC3-/-, sugiriendo que RAC3 estaría involucrado en la proliferación celular 

NF-κB de forma dosis-coactivador dependiente. Además, se demostró que la 

sobreexpresión de SRC-1 es capaz de revertir el efecto inhibitorio que existe entre estos 

dos factores de transcripción (336).  

 

 

6.5 RAC3 

 

Localizado en el cromosoma humano 20 (q12) (279, 326), este coactivador 

presenta un amplio rango de expresión. Basado en ensayos de northern blot (272, 281-

283, 315), la expresión del gen para este coactivador fue localizada en placenta, 

páncreas, pulmón, riñón, cerebro, hígado, útero, pituitaria,

te

glándula mamaria (278, 318). 

R

ión transcripcional de receptores activados por ligando en células de mamíferos, 

como el receptor de progesterona, el receptor de estrógeno  y el RAR (280, 283). 

RAC3 es una proteína que posee un peso molecular de 154 kDa, posee 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.  

Esta proteína tiene una potente actividad histona acetiltransferasa, s

mente 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 multiproteico de coactivación (281). 

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 (318). En primer lugar, los niveles de estrógenos están reducidos en 

hembras RAC3-/-, lo que causa una retraso en el desarrollo pubertal claramente 

evidenciado po

m

a
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estimulada por progesterona y diferenciación glandular durante el desarrollo alveolar de 

mama (318).  

 

e 

crecim

eceptores de estrógeno en forma 

ligando

feración celular mediada por estrógenos y la inhibición de la 

apopto

A-ras de tumor mamario, en células epiteliales, 

dado 

 

 

6.5.1 “Amplificado En Tumores de Mama” 

 

Una característica notable de RAC3 o AIB1 (por Amplified In Breast cancer) es 

que posee frecuencias de amplificación variable en tumores de mama humanos (279, 

337). Más aún, el ARNm de RAC3 también está sobreexpresado en varios tipos de 

tumores de mama (279, 338). Sin embargo, sólo el 10% de tumores de mama presentan 

niveles elevados de proteína RAC3 (339). La sobreexpresión de RAC3 en tumores de 

mama invasivos está correlacionado con altos niveles del receptor del factor-2 d

iento epidérmico (HER2)/neu (338, 340). En pacientes tratados con tamoxifeno, 

se observa el alto nivel de expresión de RAC3, y por esto 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 tamoxifeno 

(340).  

Es de destacar que RAC3 interacciona con los r

 dependiente, y la actividad transcripcional de dicho receptor se ve aumentada 

cuando se transfectan células con este coactivador (279), por lo que estos autores 

sugieren que éste podría contribuir al desarrollo de cáncer en aquellos tejidos donde se 

exprese, y particularmente al cáncer dependiente de esteroides. 

En células de cáncer de mama, RAC3 puede ser reclutado al promotor de 

respuesta a estrógeno de ciclina D1, promoviendo la expresión de ciclina D1, mientras 

que la depleción de RAC3 en células de cáncer de mama MCF-7 reduce de forma 

significativa la proli

sis (339, 341).  

RAC3 también estaría involucrado en la tumorigénesis de la glándula mamaria 

por la expresión del virus tumoral v-H
-/-que en ratones RAC3  estos tumores están suprimidos (342). Estos 

descubrimientos indican que al menos RAC3 junto con otros coactivadores, podrían 

jugar un rol permisivo en la iniciación y progresión de cáncer de mama. 
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6.5.2 Mecanismo de acción de RAC3 

 

Todavía no están del todo claros los mecanismos bioquímicos por los cuales 

RAC3 ejerce su efecto coactivador. Algunos trabajos postulan mecanismos de acción a 

través de diversas señales que terminan modificando la molécula. Por ejemplo, se 

RAC3 asociado con la quinasa IKK (343). Esta quinasa podría fosforilar a 

RAC3 y promover la localización nuclear de RAC3. Más aún, nuestro grupo determinó 

que RA

vencia celular mediada por NF-κB.  

Por otr

RAC3 (344). Estas fosforilaciones de RA

que múltiples quinasas están 

(343). 

encontró a 

C3 es capaz de aumentar la expresión de genes mediada por NF-κB (285), 

mientras que los niveles de expresión del factor-1 regulatorio de interferón, un 

reconocido gen blanco de NF-κB, están reducidos en ratones RAC3-/- (343). Estas 

observaciones apoyan los descubrimientos hechos por nuestro laboratorio, que 

demuestran que RAC3 juega un rol importante en la respuesta inmune e inflamatoria, 

así como también en la supervi

o lado, recientemente se han caracterizado seis sitios de fosforliación de RAC3 y 

demostrado que diferentes señales producen diferentes patrones de fosforilación de 

C3 serían requeridas para una óptima 

interacción con los activadores transcripcionales y otros coactivadores. 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 

involucradas en sitios específicos de fosforilación de RAC3: p38 MAPK, JNK, IKKs y 

PKA (344). De acuerdo a observaciones hechas por el grupo de O´Malley, RAC3 es u 

sustrato de la IKK, y su localización celular depende de su fosforilación 

 

 

 

6.6 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 de hormona del receptor de glucocorticoides 

(276).  El gen que codifica para TIF2 está localizado en el cromosoma humano 8 (q21), 
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y su ARNm detectado en numerosos tejidos: placenta, testículos, cerebro, hígado, 

corazón y útero (272, 277, 315). La proteína TIF2 fue detectada en testículos, pulmón, 

erebro, hígado y corazón, mediante ensayos de western blot (278). Mediante ensayos 

e inmunohistoquímica, fueron detectados diferentes niveles de TIF2 inmunoreactivo 

ellos el tracto gastrointestinal, el páncreas, 

el riñón, útero, glándula mamaria, testículos, próstata, pulmón y glándula adrenal. La 

proteín

. La actividad del dominio AD1 estaría mediada por CBP, mientras que el 

domini

conozcan una superficie 

similar

ados en las células de Sertoli, ya que TIF2 está expresado en los testículos, y más 

c

d

en células epiteliales de varios tejidos, entre 

a TIF2 es también expresada en células del estroma del colon, del útero y en 

glándula mamaria. Mediante ensayos de inmunohistoquímica, no se detectó a TIF2 en 

hepatocitos, glándula tiroide ni músculo estriado (345).  

 

 

6.6.1 Estructura general 
 

Esta molécula posee dos dominios de activación autónomos AD1 y AD2 capaces 

de estimular la transcripción (277). Posee un único dominio de interacción con 

receptores nucleares (NID), compuesto por tres módulos que contienen el motivo 

LXXLL

o AD2 es independiente de la interacción con CBP (306). En 1998 el grupo 

dirigido por Gronemeyer demostró que un péptido conteniendo el NID 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 re

 en los dominios LBD de los receptores nucleares (306). 

 

 

6.6.2 Rol fisiológico 

 

Los ratones TIF2-/- muestran crecimiento somático normal, sin embargo la 

fertilidad de ellos 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 en del acrosoma espermátida y degeneración 

testicular dependiente de la edad. Los defectos en la fertilidad masculina podrían estar 

origin
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específicamente en este tipo celular. La ausencia de TIF2 en este tipo celular lleva a la 

cumulación de lípidos, apoptosis germinal, y desprendimiento de las células 

germin

coactivador para PPARγ. En ratones TIF2 , el tejido adiposo blanco expresa niveles 

transcripción. La ausencia de TIF2 en grasa parda provoca un aumento en la expresión 

rasos 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 

d inducida por una dieta rica en 

grasas o la hiperfagia (333). 

a

ales de las células de Sertoli (316).  

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 

placenta (316). Los ratones TIF2-/- no presentan un comportamiento sexual diferente al 

de los ratones normales, sin embargo cuando ratas son tratadas con oligonucleótidos 

antisentido para TIF2 en el hipotálamo, estas ratas hembras salvajes presentan un 

bloqueo en el comportamiento sexual (346).

 

 

6.6.3 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 energético (333). En tejido adiposo blanco, TIF2 funciona como 
-/-

superiores de leptina y niveles inferiores de genes involucrados en la antilipólisis, 

reabsorción y atrapado 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 

de la proteína desacoplada-1, PGC-1 y acetil coenzima A oxidasa, provocando niveles 

más altos de expendio de energía debido al aumento de oxidación de ácidos g

ratones son más aptos para protegerse contra la obesida
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6.6.4 Rango de acción 

 

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 

hormonales (276, 277, 347).  También es capaz de asociarse con RORα, un receptor 

 un rol importante en el desarrollo del cerebro, el crecimiento 

celular, la diferenciación, el metabolismo de lípidos, el mantenimiento de la 

homeo

P, 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 AML 

ostrado que la fusión MOZ-TIF2 actúa como dominante 

negativo para la actividad transcripcional de los activadores dependientes de CBP, como 

el facto

nuclear huérfano que tiene

stasis y la oncogénesis (348).  

Li y colaboradores demostraron que en células T47D, el GR recluta 

preferentemente a TIF2 entre los coactivadores de la familia p160, mientras que el PR 

interactúa con SRC-1 (324). 

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) 

(349-357). Se ha visto que en determinados pacientes con AML existen inversiones que 

provocaron la fusión entre una proteína llamada MOZ a TIF2. Se sugiere que TIF2 haría 

de puente para interaccionar con otros coactivadores, como CB

(354). También está dem

r de supresión tumoral p53 (355).  

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 cambios en el 

patrón de expresión de correguladores podría ocurrir durante la progresión del cáncer 

(358). 
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6.6.5 Localización celular 
 

En cuanto a la localización celular de TIF2, hay bastante discrepancia y distintos 

resulta

, AR, TR y el receptor del ácido retinoico 

(RARα  (362-364). Por otro lado, se vio que el AR es capaz de cambiar la distribución 

e TIF2, del núcleo al citoplasma (365), y también se vio que TIF2 colocaliza con 

ignificaría que el proteosoma 26S 

podría degradar a TIF2, regulando de esta manera la actividad del mismo (361). Otros 

trabajo

 

atina puede variar desde la eucromatina, donde las 

regiones genómicas están relajadas y transcripcionalmente activas, a heterocromatina, 

donde las regiones genómicas se encuentran de forma más ordenada, condensada y 

silenciada (369-371).  

dos. Algunos trabajos sugieren que en determinados tipos celulares, la 

localización de TIF2 es nuclear, y está localizada en forma heterogénea, como ocurre en 

células COS-1 (359). Sin embargo, en los mismos cultivos celulares, la distribución de 

TIF2 varía desde un distribución uniforme, a una altamente concentrada en focos 

nucleares (360-362). Se ha demostrado que existe colocalización entre TIF2 y varios 

receptores nucleares, entre ellos el GR, ERα

)

d

componentes del proteosoma, lo que por otro lado s

s muestran que TIF2 estaría esencialmente localizado en el núcleo de mioblastos 

proliferativos, sin embargo hay expresión de TIF2 en el citoplasma de este tipo celular 

(366). Durante el proceso de diferenciación de miocitos se induce la localización de 

TIF2 al núcleo, y luego se produce la interacción del coactivador con MEF2 (un factor 

promotor de miocitos) para funcionar de una manera cooperativa en el control de 

diferenciación y miogénesis (366). 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 núcleo (366). 

6.7 Actividades dirigidas contra la cromatina 
 

La mínima unidad de cromatina es el nucleosoma, que consiste en 146 pares de 

bases de ADN enrollado alrededor de un octámero de proteínas de histonas compuestas 

por un heterotetrámero (H3-H4)2 y dos dímeros H2A-H2B (367, 368). Las histonas 

vinculantes, como la H1 y otras proteínas asociadas a la cromatina empaquetan el ADN 

en estructuras más ordenadas.  

La estructura de la crom
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Los resultados más recientes sugieren que las actividades dirigidas contra la 

cromatina juegan un rol importante en la facilitación de la unión de activadores y la 

maquin

e activos están correlacionados con un incremento 

en la a

adas en este proceso de transferencia de grupos acetilos a 

las hist

de histonas exhiben selectividad por histonas 

en par

 secuencias de histonas acetiladas puedan ser reconocidas por dominios 

aria general de transcripción al ADN cromosomal. Más aún, muchos 

coactivadores reclutados por activadores tienen actividad modificadora de las histonas y 

están directamente involucrados en la alteración de la estructura local de la cromatina 

para facilitar la activación de la transcripción. Es el caso de los complejos 

remodeladotes del nucleosoma dependientes de ATP, que utilizan energía para perturbar 

o reorganizar la estructura de la cromatina por desestabilización y desplazamiento de los 

contactos entre el ADN y las histonas, para luego permitir la unión de activadores y el 

aparato transcripcional a las regiones promotoras y enhancers (368, 372, 373).  

 

6.7.1 Acetilación de histonas 

 

Los genes transcripcionalment

cetilación de las histonas, mientras que los genes silenciados (como aquellos 

ubicados en la heterocromatina) son asociados generalmente con histonas hipoacetiladas 

(374). Las proteínas involucr

onas (HAT)  forman parte del otro grupo de modificadores de la cromatina. Ya 

fue descripto un gran número de coactivadores de la transcripción en mamíferos con 

actividad HAT. Entre ellos la proteína de unión a CREB (CBP) y la proteína que 

interactúa con E1A (p300), los coactivadores de la familia p160, representada por SRC-

1, TIF2 y RAC3 y pCIP, entre otros (349, 375). Además de transferir grupos acetilos a 

las histonas, algunas de estas proteínas pueden transferir grupos acetilos a otros 

sustratos, y estas modificaciones pueden contribuir significativamente al mecanismo 

general de activación de la transcripción de un determinado grupo de genes. Por 

ejemplo, p300 es capaz de acetilar a p53 y aumentar la unión de este factor de 

transcripción al ADN (258).  

Muchas actividades modificadoras 

ticular, así como también lisinas individuales dentro de las histonas. Esta 

selectividad es especialmente prominente dentro de un contexto de sustratos 

nucleosomales (281, 311, 376).  De esta manera, los diferentes complejos con actividad 

HAT promueven la formación de patrones diferentes de acteilación, y puede ser posible 

que las
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modulares específicos e intrínsecos a las actividades que harán blanco sobre la 

cromatina. 
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RESU

nar con 

ceptores nucleares, sin embargo no se sabe aún con certeza cuál es el mecanismo de 

a contradice la posibilidad de reclutamiento de otras 

moléculas regulatorias, o modificaciones post-traduccionales de los coactivadores de la 

familia

MEN DE OBSERVACIONES A REMARCAR 

 

NF-κB es un factor de transcripción clave en procesos antiapoptóticos y 

oncogénicos que regula numerosos genes involucrados en ciclo celular y proliferación, 

y además está sobreexpresado e hiperactivado en diversos tipos de tumores. Su 

actividad transcripcional está regulada en forma positiva por diversos coactivadores, 

algunos de ellos también sobrexpresados en los mismos tipos de tumores. Este es el 

caso de los coactivadores de la familia p160, los cuales hemos encontrado que juegan 

un rol clave en diferentes modelos antiapoptóticos de una manera independiente de 

esteroides. Estos coactivadores poseen etiquetas que les permiten interaccio

re

interacción con NF-κB. Nad

 p160 como fosforilación y señales alternativas de localización nuclear o 

citoplasmática. En algunos tumores se ve localización citoplasmática de coactivadores, 

lo que sugiere que la localización puede ser modulada para cumplir roles alternativos a 

los clásicos de intermediarios en la remodelación de la cromatina.  
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS DEL TRABAJO 

 

De acuerdo con los antecedentes previamente mencionados se plantearon las 

siguientes hipótesis de trabajo: 

 

1- TIF2 es un factor necesario para la actividad de NF-κB 

2- Los mecanismos por los cuales el coactivador TIF2 aumenta la actividad 

transcripcional de NF-κB no están solamente vinculados a su capacidad de 

reclutar actividad acetilasa de histonas, sino también, probablemente a otras 

actividades enzimáticas, o a su participación como moléculas “scaffold” sobre 

los factores de transcripción. 

3- TIF2 no es una molécula de localización estrictamente nuclear, pudiendo 

cambiar su localización y actividad según las señales de su entorno 

4- La localización y actividad del coactivador TIF2 están moduladas por las 

mismas señales (TNF-α) que activan a factores de transcripción (NF-κB) con los 

cuales TIF2 se asocia. 

5- El coactivador TIF2 podrá funcionar como un “integrador” de las señales de 

ciertas MAPKs y la activación de NF-κB. 

 

Para el testeo de estas hipótesis, se plantearon los objetivos que se detallan a 

continuación. 

El objetivo principal de este trabajo es descubrir cuáles son los mecanismos 

moleculares por los cuales el coactivador TIF2 regula la actividad de NF-κB, y la 

importancia fisiológica de la interacción entre este factor de transcripción y el 

coactivador. Para ello se plantearon los siguientes objetivos particulares: 

1- Determinar si TIF2 es un factor necesario para la actividad de NF-κB. 

2- Determinar si TIF2 interacciona físicamente con miembros de la familia NF-κB, 

así como con moléculas asociadas con su activación. 

3- Determinar si TIF2 es sustrato de quinasas (p38 MAPK) activables por las 

mismas señales que activan a NF-κB (TNF-α). 

4- Determinar si estas señales pueden modificar la localización de TIF2 y su 

actividad. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

“The secret to creativity is knowing 
how to hide your sources”.  

Albert Einstein (1879-1955) 
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1. CUL LULAS 

 

Todo el manipuleo con células en cultivo se realizó en estrictas condiciones de 

esterilidad, utilizando una campana de flujo laminar, material plástico estéril 

descartable, y soluciones previamente autoclavadas o filtradas. 

Células embrionarias humanas de riñón HEK 293 fueron crecidas en medio 

DMEM (Dulbeco’s modified Eagles’ serum) alta glucosa (Gibco Laboratories, Grand 

Island, NY, USA) suplementado con 10% suero fetal bovino, penicilina (100 U/ml), 

estreptomicina (100 µg/ml) y gentamicina para evitar la contaminación con bacterias. 

Las células fueron mantenidas a 37 ºC en una atmósfera húmeda con CO2 5% en 

placas de plástico de 10 cm, y repicadas cuando su crecimiento llegara 

aproximadamente a un 90% de confluencia, lo que equivale a un repique cada cuatro 

días aproximadamente. Para levantar las células se utiliza Tripsina 1X (0.25% p/v y 1 

mM de EDTA en PBS 1X). 

 

SOLUCIONES UTILIZADAS 

PBS 10X 
NaCl     1.37 M 
KCl     26.8 mM 
KH2PO4    14.7 mM 
Na2HPO4    43 mM 
Llevar a pH=7.4 
 

2. VECTORES DE EXPRESIÓN Y PLÁSMIDOS REPORTEROS UTILIZADOS 

 

El plásmido reportero κB-Luciferasa fue gentilmente cedido por el Dr. Omar A. 

Coso, LFBM, Universidad de Buenos Aires. 

Se utilizó el vector de expresión para la proteína β-Galactosidasa (RSV-β-gal) 

para normalizar los datos de unidades relativas de luciferasa obtenidos. 

El plásmido pCR3.1 se utilizó como control de las transfecciones, y es el que se 

llama “vector vacío”. 

El vector de expresión de pRC-HA-Rel-A humano fue gentilmente cedido por el 

Dr. J. DiDonato, Cleveland Clinic, y fue utilizado para la traducción de RelA in vitro. 

El vector de expresión de pSG5-TIF2 fue gentilmente donado por el Dr. H. 

Gronemeyer, y fue descripto por Voegel et al. (306).  

TIVO DE CÉ
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Los vectores de expresión de bacterias GST-TIF2[1-766] y GST-TIF2[766-

462] fueron donados gentilmente por el Dr. Kushner y fueron descriptos por Webb et 

l. (290). 

El vector de expresión pCEFL-HA-p38 fue gentilmente cedido por el Dr. Omar 

. Coso, LFBM, Universidad de Buenos Aires, y fue utilizado para transfectar células 

ara los ensayos de quinasa. Este vector no contiene promotor T7, necesario para la 

aducción in vitro de p38. Por este motivo p38 se subclonó dentro del vector pCDNA3 

e Invitrogen. A continuación se detalla el procedimiento de subclonado. 

El vector TIF2 antisentido se construyó a partir del subclonado del extremo 5’ de 

pSG5-

proced

Los vectores de expresión de los mutantes puntuales de TIF2 (S1323A y 

 del pSG5-TIF2 utilizando el kit de mutagénesis sitio-

QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis Kit). Se detalla el 

procedimiento de construcción más adela

 

 

. SUCLONADO DE p38 DENTRO DEL PCDNA3 

 

Se cortan 10 µg de vector pCEFL-HA-p38 con las enzimas de restricción BamH 

I y Not I en buffer D de Promega. El fragmento se corrió en gel de agarosa al 0.8%, y de 

ahí se eluyó cortando el fragmento y purificándolo con columnas de purificación de 

Promega (Wizard PCR Preps DNA Purification System for Rapid Purification of DNA 

Fragments). Utilizando el mismo método, se purificó la banda correspondiente al vector 

pCDNA3 cortado con BamH I y Not I. 

Ambos fragmentos fueron cuantificados mediante espectrofotometría a 260 nm, 

y ligados con la enzima T4 ligasa del fago T4 (Promega). Para la reacción de ligación 

de HA-p38 a pCDNA3 se utilizó una relación 1:3 pCDNA3:HA-p38, en el buffer 

correspondiente para la ligasa del fago T4 (Promega). La reacción se llevó a cabo a 4 ºC 

durante 16 horas, y posteriormente se transformaron E. coli DH5α para amplificar el 

nuevo plásmido pCDNA3-HA-p38. 

 

 

1

a

A

p

tr

d

TIF2 en el vector pCR3.1 de invitrogen. A continuación se detalla el 

imiento de subclonado. 

S1323D) se construyeron a partir

dirigida de Stratagene (

nte, en esta sección. 

3
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4. CONSTRUCCIÓN DEL ANTISENTIDO DE TIF2 

sy (Promega). Luego, el 

inserto

a de restricción Not I). 

rimer 3’: 5’CCCAAGCTTCACGCAAATCAAGCAGGACTG3’ (en negrita está 

marcad cción Hind III). 

ma que la secuencia quede 

flanque cción, Not I y Hind III, de 

forma t tro del vector pCDNA3.1. 

omo templado de la reacción de PCR se utilizó el vector pSG5-TIF2. Con estos 

 

PCR se llevó a cabo en un volumen final de 50 µl: 

2

µl 

A- 5 min. a 94 ºC (desnaturalización inicial del ADN) 

 

Para la construcción del antisentido de TIF2 se levantó mediante la reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR) el extremo 5’ del RNAm de TIF2 tomando como molde 

el pSG5-TIF2. El producto de PCR se ligó con el vector T-Ea

 se cortó con enzimas de restricción XhoI y Hind III, y se lo insertó en la 

orientación antisentido dentro del vector pCR3.1 de Invitrogen (Figura 11A). 

 

4.1 Diseño de los primers: 

 

Los primers utilizados para la amplificación del fragmento del extremo 5’ de 

TIF2 fueron: 

Primer 5’: 5’CCGCTCGAGTTCAAGATGAGTGGGATGGGAG3’ (en negrita está 

marcado el sitio para la enzim

P

o el sitio para la enzima de restri

 

Las secuencias de los primers se diseñaron de tal for

ada por dos sitios de corte para dos enzimas de restri

al de poder clonar más fácilmente esta secuencia den

C

primers se amplificó una secuencia nucleotídica de 762 pares de bases. La reacción de

 

pSG5-TIF2 10 ng  2 µl 
Buffer 10X Taq  5 µl 
MgCl  (50 mM)  1.5 µl 
dNTPs (10 mM)  1 µl 
Primer 5’ 10 µM  1 µl 
Primer 3’ 10 µM  1 µl 
Taq (5 U/µl)   0.5 
H2O    38 µl 
 

Se utilizó un termociclador programado para seguir el siguiente programa: 
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B- 30 seg. a 94 ºC (desnaturalización de cada ciclo) 
C- 1 min. a 55 ºC (unión de los primers al templado) 
D- 1 min. a 72 ºC (elongación) 
E- Volver al punto B y repetir 30 veces. 

lizó a 100 V 

durante

a banda correspondiente al fragmento 5’ del RNAm de TIF2 de 762 pares de 

bases se cortó del gel bajo luz UV, y luego se lo purificó de la agarosa utilizando el kit 

una suspensión de partículas de 

alta afinidad al ADN doble cadena de más de 150 pares de bases. 

2

igasa T4 0.25 µl 

F- 5 min. a 72 ºC (elongación final) 
 

El producto de PCR se resuspendió en el buffer de siembra 6X (0.25% p/v de 

azul de bromo fenol; 0.25% p/v de Xylen Cyanol; 30% p/v de glicerol) antes de 

sembrarlo en un gel de agarosa 1% en buffer TAE 1X con 0.5 µg/ml de bromuro de 

etidio. La separación por gradiente electroforético (o “corrida”) se rea

 2 horas. Los geles fueron visualizados en un transiluminador de luz UV, y 

fotografiados con una máquina fotográfica digital Kodak con los filtros 

correspondientes (figura 11A). 

 

 

4.2 Purificación del fragmento producido por PCR a partir de geles de agarosa 

 

L

Geneclean (Bio 101). Este se basa en la utilización de 

El mismo procedimiento se utilizó para purificar el vector pCR3.1 cortado con 

las enzimas de restricción Not I y Hind III. 

 

 

4.3 Subclonado del fragmento de TIF2 en el vector T-Easy 

 

El producto de PCR fue ligado durante 16 horas a 4 ºC en el vector T-Easy 

(Promega) utilizando un volumen de reacción de 2.5 µl: 

 

T-Easy  0.25 µl 
Buffer 2X 1.25 µl 
Producto PCR 0.5 µl 
H O  0.25 µl 
L
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Con el producto de la ligación se transformaron E. coli DH5α 

quimiocompetentes siguiendo el protocolo de transformación detallado más abajo, y se 

plaque

e eligió un clon positivo al azar y se tomó su preparación de ADN a pequeña 

ADN con Not I y Hind III. El producto del corte con las 

enzima de restricción se corrió en un gel de agarosa al 1%, y de allí se procedió a la 

purific

ura 11A). 

cado. Para la reacción de ligación 

del fra

l producto ligado con la enzima ligasa T4 del fago T4 (Promega) fue utilizado 

para tr

r 

median

esina de intercambio iónico (Qiagen-

tip 500). 

5. CON E L S MU TES PUNTUALES DE TIF2 

de TIF2 utilizando el kit de mutagénesis 

sitio di Site-Directed Mutagenesis Kit) sobre el 

plásmido pSG5-TIF2.  

aron las bacterias en placas de Petri con LB Agar suplementado con X-Gal para 

distinguir colonias blancas (T-Easy con inserto) de las azules (negativas). Se picaron 

con palillos estériles 10 colonias blancas al azar para realizar amplificaciones de ADN a 

pequeña escala. Se chequeó la presencia del fragmento amplificado por PCR mediante 

cortes con las enzimas de restricción Not I y Hind III (figura 11A).  

S

escala para cortar 3 µg de 

s 

ación del fragmento de TIF2 (de 762 pares de bases) utilizando el kit Geneclean 

(Bio 101) (fig

El fragmento purificado se utilizó para ligarlo dentro del vector pCR3.1 

(Invitrogen) ya cortado con Not I y Hind III y purifi

gmento de TIF2 antisentido en el vector pCR3.1 se utilizó una relación 1:3 

pCR3.1:fragmento TIF2 en un volúmen final de 20 µl.  

E

ansformar E. coli DH5α, las cuales fueron crecidas a 37 ºC en placas de LB 

sólido suplementado con ampicilina 0.1 mg/ml como agente selectivo. Se picaron 10 

colonias al azar y se realizaron preparaciones de ADN a pequeña escala, para chequea

te cortes con Not I y Hind III cuáles de ellas eran clones positivos (figura 11A). 

Se eligió un clon positivo al azar, el cual se utilizó para preparar ADN a gran escala, y 

posteriormente purificarlo utilizando columnas de r

 

 

STRUCCIÓN D A TAN

 

Se construyeron dos mutantes puntuales 

rigida de Stratagene (QuikChange XL 
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Al inoacídico serina 1323 

por uno de ió el residio de serina 

1323 por u

ar uales de TIF2 se diseñaron primers con 

cambio

temperaturas. La incorporación de los 

oligonucleótidos generaron los nuevos plásmidos mutados. Luego de la PCR, los 

productos de reacción fueron tratados con la endonucleasa DpnI, la cual es específica 

uego el producto fue utilizado para transformar E. coli DH5a con el fin de 

amplifi

primer mutante (S1323A) se le cambió el residuo am

 alanina. Al segundo mutante (S1323D) se le camb

no de ácido aspártico. 

P a la construcción de los mutantes punt

s en la secuencia nucleotídica codificante para la serina 1323. Estos cambios se 

hicieron de manera tal que se sustituyera la serina 1323 original por una alanina o ácido 

aspártico. El plásmido pSG5-TIF2 se utilizó como molde para las PCRs, donde se 

utilizó la DNA polimerasa PfuTurbo, la cual replica ambas cadenas del plásmido con 

alta fidelidad, y sin desplazar los primers de oligonucleótidos mutantes. Los primers 

mutantes, cada uno complementario a las cadenas opuestas del vector pSG5-TIF2, 

fueron extendidos durante los ciclos de 

para ADN metilado o hemimetilado, y se usó para digerir el pSG5-TIF2.  

L

car ambas construcciones. 

 

Secuencia nucleotídica codificante salvaje de TIF2 (está remarcado el codón que 

codifica para la serina 1323): 
... TCCAGGCTTTACTGGGGCTACGACTCCCCAGAGCCCACTTATGTCACCCCGAATG5’

GCACA

 

.1 Secuencias de los primers mutantes utilizados: 

erina por Alanina (S1323A): 

3’... 

 

5

 

S

 

Primer 1 (sentido): 5´GGGGCTACGACTCCCCAGGCGCCACTTATGTCACCCCG 3´

Primer 2 (antisentido): 5´CGGGGTGACATAAGTGGCGCCTGGGGAGTCGTAGCCCC 3´

cido aspártico (S1323D): 

 

Serina por A

 

Primer ): 5´ ACGACTCCCCAGGATCCACTTATGTCACCCCG 3´   1 (sentido GGGGCT
Primer GGTGACATAAGTGGATCCTGGGGAGTCGTAGCCCC 3´ 2 (antisentido): 5´CGG
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La reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen final de 25 µl: 

 

Buffer de reacción 10X 2.5 µl  
pSG5-TIF2 (10ng)  1 µl 
Primer sentido (125ng) 1 µl 
Primer antisentido (125 ng) 1 µl 
dNTPs    0.5 µl 
QuickSolution   1.5 µl 
DNA pol PfuUltra  0.5 µl 
H2O    17 µl 
 

Se utilizó un termociclador programado para seguir el siguiente programa: 

 

A- 1 min. a 95 ºC
B- 50 seg. a 95 º

 (desnaturalización inicial del ADN) 
C (desnaturalización de cada ciclo) 

ramas obtenidos se pueden observar en la figura 11B. 

 

C- 50 seg. a 60 ºC (unión de los primers al templado) 
D- 10 min. a 68 ºC (elongación) 
E- Volver al punto B y repetir 18 veces. 
F- 7 min. a 68 ºC (elongación final) 
 

 

Finalmente se agregó 1 µl de endonucleasa Dpn I (10 U/µl) directamente sobre 

los productos de amplificación, y se incubaron durante 1 hora a 37 ºC para digerir el 

molde de pSG5-TIF2 salvaje. 

Los productos obtenidos se mandaron a secuenciar, y para ello se diseñó el 

siguiente primer: 

 

Primer de secuenciación de TIF2: 5’CAGAGGGAAATCCTGAACCA 3’. Los 

cromatog
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6. TRADUCCIÓN Y MARCACIÓN IN VITRO DE RelA Y p38 

ara la traducción in vitro de ambas proteínas se utilizó un kit de traducción in 

ra ello 

on 

enzima Not I respectivamente). Luego se realizó la reacción de 

traducción en un volum

uffer de reacción    2 µl 
Polimerasa de ARN T7   1 µl 

Figur 1: subclonado del antisentido de TIF2 y producción de mutantes puntuales para la 
Serina
subclo

hoI y Hind III y se subclona direccionado dentro del vector 
gura se indican las calles donde se corrió el producto de 

digest
or de peso molecular B: cromatogramas correspondientes a los productos de 

ción de S1323A y S1323D. Las secuencias mutadas se encuentran encuadradas.

1 kb
1 kb

XhoI + 
HindIII +       +       +       +      +       + +       +       + MMMPC

R Vector T-Easy Vector pCR3.1A

 

 

P

vitro de germen de trigo (TNT Coupled wheat germ extract systems, Promega). Pa

primeramente se linearizaron los plásmidos pCDNA3-HA-p38 y pRC-HA-RelA c

s de restricción (Xho I y 

en final de 50 µl: 

 

Extracto de germen de trigo   25 µl 
B

a 1
 1323 de TIF2. A: los geles de agarosa muestran los resultados de la estrategia de 
nado del antisentido de TIF2: el producto de PCR de 762 pb se subclona en el vector 

T-Easy, de allí se levanta con X
de expresión pCR3.1. En la fi

ión con ambas enzimas, y la flecha negra muestra el fragmento de 762 pb levantado. 
M: marcad
secuencia

B

S1323A S1323D

XhoI HindIII
HindIII XhoI

HindIII XhoI
pSG5-TIF2 pCR3.1 (5 kpb)

PCR (762 pb) PCR (762 pb)

1 kb762

6 kb

 
65

 



Materiales y Métodos 
 

 

Aminoácidos (menos metionina) 1 mM 1 µl 
[35S]Metionina    2 µl 

 µl)  4 µl 
2 µl 

 13 µl 

ras. 

7. TRANSF

e transformaron bacterias competentes con el plásmido que se deseaba 

amplifi

 coli (DH5α o BL21) se 

agregar ico y se agitó suavemente para mezclar. Se 

incubar elo. Se colocaron las bacterias a 42ºC 

para producirles el choque térmico. Se agregó 1 ml de LB y se incubaron a 37 °C 

durante 50 minutos, con el fin de que se exprese la resistencia a antibiótico que posee el 

plásmi

g/ml, para seleccionar las bacterias transformadas. Todos 

los plá

istencia a kanamicina. Los cultivos se dejaron crecer durante toda la 

noche en la estufa de 37 °C. Se picaron colonias al azar y se crecieron en 5 ml de medio 

DN plasmídico. 

 

SOLUCIONES UTILIZADAS 

LB (Luria-Bertani) 
Triptona    10 g/l 
Extracto de levaduras   5 g/l 
NaCl     5 g/l 
 

LB-agar 
LB + 15 g/l de ágar 
 

 

inhibidor de RNAsa (10 U/
Plásmido cortado 1 µg   
H2O     
 

La reacción se llevó a cabo a 30 ºC durante 2 ho

 

 

ORMACIÓN DE BACTERIAS 

 

S

car.  

A 100 µl de bacterias quimiocompetentes Escherichia

on 50-100 ng de ADN plasmíd

on las bacterias durante 15 minutos en hi

do. 

Se plaquearon 100 µl en una placa de Petri con LB-agar suplementada con 

ampicilina o kanamicina 0.1 m

smidos utilizados en este trabajo llevan la resistencia a ampicilina, salvo el TIF2-

GFP que lleva res

LB con ampicilina 0.1 mg/ml durante 12 horas a 37 ºC con agitación (270 rpm). 

Luego se procedió a la purificación y amplificación del A
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8. EXTRACCION DE ADN PLASMÍDICO POR GRADIENTE DE CLORURO 

DE CESIO 

 

Los plásmidos más utilizados fueron purificados por medio de esta técnica, dado 

que se obtienen altos rendimientos.  

Se partió de un cultivo de bacterias transformadas con el plásmido que se 

deseaba amplificar, se creció durante 24 horas a 37 °C a 300 rpm en 500 ml de terrific

broth suplementado con ampicilina 0.1 mg/ml. Se centrifugaron las bacterias a 4 °C a 

5.000 rpm durante 15 minutos. Se descartó el sobrenadante y se resuspenden las

bacterias en 40 ml buffer P1 con RNAsa A 100 µg/ml. Se agregaron 40 ml de buffer P2

y se mezcló inmediatamente (5 minutos a temperatura ambiente). Se agregaron 40 ml de 

buffer P3 y se mezcló inmediatamente (5 minutos a temperatura ambiente y luego 25 

minutos en hielo). 

Se centrifugó a 7.000 rpm durante 30 minutos y se filtró con un embudo con

gasa para que no pasen los restos de bacterias. Se agregaron 0.7 volumenes de

isopropanol y se dejó al menos 1 hora a -20 °C, para que precipite el ADN. 

Se centrifugó a 8.000 rpm y se descartó el sobrenadante. Se lavó con 100 ml de 

EtOH 70% y se centrifugó a 8.000 rpm durante 30 minutos. Con cuidado se descartó el 

sobrenadante y se dejó secar a temperatura ambiente. 

El pellet fue resuspendido con TE pH=8 (10 ml) y colocado en tubos falcon de

15 ml con 300 µl de Bromuro de Etidio 1%. 

 

 

 

 

 

 

e agregó la misma masa de CsCl que la solución que contenía el ADN con el 

bromuro de etidio y se incuba la solución a 37 °C para solubilizar las sales de Cesio. 

tico especiales para 

ultracentrífuga. Luego se sellaron los tubos de plástico con el calentador y se 

centrifu

EtOH 100% y 10 % de NaAco 3M, para 

precipitar el ADN. Se centrifugó a 8.000 rpm durante 30 minutos, se descartó el 

sobren llet, y el ADN se resuspendió 

con 40

S

Se pasó el contenido de los tubos de 15 ml a tubos de plás

garon a 55.000 rpm a temperatura ambiente (22 °C) durante 12 horas. 

Se extrajo la banda (se ve con luz UV) con una jeringa y se colocó la mezcla 

extraída en un tubo de 15 ml. Se realizaron lavados seriados con un volumen de butanol 

saturado en agua para extraer el bromuro de etidio. Se llevó a tres veces el volumen con 

H2O y se agregaron 2.5 volumenes de 

adante y se lavó con EtOH 70%. Se dejó secar el pe

0 µl de H2O. 

 
67

 



Materiales y Métodos 
 

 

Se realizó una nueva precipitacion de ADN con 1 vol de isopropanol y 10 % de 

NaAco ende en 500 µl 

H2O. 

ADAS 

th 
riptona   12 g/l 

ntes de usar se agregan 100 ml/l de K2HPO4 0.72 M/KH2PO4 0.17 M 

r P1 

   10 

lisis al na de 

intercambio aniónico obtenida comercialmente, todo bajo las condiciones apropiadas de 

baja sa RNA, proteínas, solventes e impurezas de bajo 

peso m  lavado con una concentración media de sal. Finalmente, el 

ADN p lta sal, y luego es concentrado 

y desal

e siguieron todos los pasos que indica el manual de instrucciones del 

proveedor, utilizando siempre las columnas “Quiagen-tip 500”, que rinden 

aproximadamente 1 µg/µl de TE o agua, resuspendiendo el producto final en un 

volúmen de 500 µl de TE o agua. 

 3 M, y se lavó con EtOH 70%. Finalmente el ADN se resusp

 

 

SOLUCIONES UTILIZ

Terrific Bro
T
Extracto de levadura  24 g/l 

l   4 ml/l Glicero
A

 

Buffe
Tris-HCl pH 8   50 mM 
EDTA mM 
RNAsa A    100 µg/ml 
 

Buffer P2: 
NaOH    0.2 N 
SDS    1%  
 

Buffer P3 
Acetato de potasio pH 5.2  3 M 

 

 

9. KIT PARA PURIFICACIÓN DE ADN PLASMÍDICO DE QIAGEN 

 

Este protocolo de purificación de plásmidos está basado en un procedimiento de 

calina modificado, seguido por la unión del ADN plasmídico a la colum

l y pH. Luego se remueven el 

olecular mediante un

lasmídico es eluido de la colu n bumna co ffer de a

ado por precipitación con isopropanol. 

S
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10. CUANTIFICACIÓN DEL ADN  PLASMÍDICO 

 

Una vez disuelto en TE o agua, el ADN plasmídico fue cuantificado midiendo la 

absorb

cia obtenido por el factor de dilución por 

la cons

os ensayos. 

mendados. 

as corridas electroforéticas se realizaron a 

5-10 V

luz 

ultravio

ADAS 

TBE 1X 

ancia de la solución a 260 nm en un gene cuant. Las concentraciones se 

calcularon multiplicando el valor de absorban

tante de asbortibidad molar. 

 

 

11. DIGESTIÓN CON ENZIMAS DE RESTRICCIÓN 

 

Se efectuaron diversas digestiones con enzimas de restricción para chequear que 

los plásmidos utilizados fueran realmente los necesarios para realizar las distintas 

transfecciones u otr

Las digestiones con las enzimas de restricción se realizaron en las condiciones 

de temperatura y salinidad indicadas por el manual del fabricante (Promega/New 

Englan Biolabs). Se utilizaron las unidades enzimáticas y los buffers allí reco

 

12. GELES NATIVOS DE AGAROSA 

 

Los geles de agarosa utilizados se prepararon con buffer TBE 1X o TAE 1X al 1-

1.5 %, con 0.5 µg/ml de bromuro de etidio. L

/cm. Antes de sembrar, las muestras se resuspendieron con el correspondiente 

volúmen de buffer de siembra 6X. Los geles fueron visualizados y fotografiados con 

leta, utilizando una cámara fotográfica digital (Kodak). 

Se utilizaron distintos marcadores de peso molecular según el tamaño de las 

bandas esperadas. 

Se utilizaron los siguientes marcadores de peso molecular: 

1Kb Ladder (Gibco BRL) 

1 Kb Ladder (New England Biolabs) 

100 bp (New England Biolabs) 

 

 

SOLUCIONES UTILIZ
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Tris base    8.9 mM 
Acido bórico    8.9 mM 
EDTA     2 mM 
 

AE 50X (1 litro) 
ris base    242 g 
cético glacial   57.1 ml 

57.1 ml 

0.25 % p/v 
 p/v 

 

13. PR ARES DE CÉLULAS EN 

CULTIVO 

mediante ensayos de western blot se extrajeron las proteínas nucleares. Para un mayor 

rendim lu as se encontraban en un 80% de confluencia al 

omento de la extracción. Con el siguiente protocolo adaptado, cada placa de 10 cm de 

élulas HEK 293 rindió aproximadamente 50 µl de extracto nuclear. Se siguió el 

s pasos se 

realizaron en hielo o en centrífuga refrigerada): 

% v/v de manera tal que quede al 0.5 % 

v/v. Se

del citoplasma. Se separó el sobrenadante en un tubo 

T
T
A
EDTA 0.5 M pH 8   
 

Buffer de siembra 6X 
Azul de bromofenol   
Xylen Cyanol    0.25 %
Glicerol    30 % v/v 
 

EPARACIÓN DE EXTRACTOS NUCLE

 

Para determinar los niveles de diferentes proteínas presentes en el núcleo 

iento de la técnica, las cé l

m

c

siguiente protocolo para la extracción de proteínas nucleares (todos lo

Se levantaron las células en 1 ml de buffer PBS con rubber, y se recolectaron en 

microtubos de 1.5 ml. Luego de centrifugarlas durante 2 minutos a 1.000 rpm, se 

descartó el sobrenadante y se resuspendieron en 500 µl de buffer PBS. Este paso se 

repitió 2 veces para lavar las células. 

Se eliminó el sobrenadante y se estimó el volumen celular empaquetado (VCE). 

Se resuspendió con 1 volumen igual al VCE de solución NE1. Se dejó reposando en 

hielo durante 15 minutos. Se agregó NP-40 10

 vortexeó el microtubo durante 10 segundos e inmediatamente se pasó al paso 

siguiente. 

Se centrifugó a 4000 rpm durante 5 minutos. El pellet eran los núcleos y en el 

sobrenadante quedaron proteínas 
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aparte, se centrifugó a 10.000 rpm para eliminar el debris celular, descartando el pellet y 

apartando el sobrenadante en un nuevo microtubo. En esta fase se encontraban las 

proteín

, y se resuspendió el pellet en 2/3 del VCE con 

solución NE2. Se dejó reposar en hielo con agitación (en  agitador orbital) durante 30 

minutos.  

trifugó a 4000 rpm durante 

10 minutos para que precipiten los restos nucleares. Se descartó el pellet, y el 

sobren

0 mM HEPES pH 8.0 
M MgCl

 mM DTT 

 

14. D A CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNAS EN 

EXTR

a determinación de la concentración de proteínas en las muestras se realizó 

mediante el método de Bradford: 5 ml de extracto (diluídos en 395 ml de H2O) con 100 

µl de reactivo de Bradford 5X (BioRad). La concentración se determinó a partir de la 

medición de la absorbancia a una longitud de onda de 580 nm en un espectrofotómetro 

as del citoplasma. 

El pellet del paso anterior (los núcleos) se lavó al menos dos veces más con 1 

volúmen de NE1 para eliminar proteínas del citoplasma que estuvieran contaminando. 

Se descartó el sobrenadante

Se vortexeó el microtubo durante 30 segundos y cen

adante se pasó a nuevos microtubos, en alícuotas de 5 µl. Las muestras se 

guardaron a -70 ºC para su posterior uso.  

 

 

SOLUCIONES UTILIZADAS 

NE1 (Nuclear Extract 1) 
1
1.5 m 2
10 mM KCl 
1
 

NE2 (Nuclear extract 2) 
20 mM HEPES pH 8.0 
1.5 MgCl2
25 % Glicerol 
420 mM NaCl 
0.2 mM EDTA 
1 mM DTT 
0.5 mM PMSF 

 

ETERMINACIÓN DE L

ACTOS CELULARES 

 

L
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y la ex  patrones estándar de BSA 

(0.5-10

15. EN

15.1 Transfección por el método de CaCl2

n HEK 293 crecidas en 

placas de 1 sidad de 8x105 

células/placa. A las 24 horas se incuban las células con 1 ml de la mezcla de 

ansfección conteniendo una masa total de 3 µg de ADN plasmídico, y a las 16 horas se 

bio de 

lulas se dejaron crecer durante 48 horas en la estufa de cultivo para luego 

estimularlas y  procesarlas para el ensayo. 

ayos reporteros se realizaron las transfecciones de células HEK 293 

crecidas en

ansfección se cambió el medio de 

transfe

µl de Buffer HeBS 2X. Luego se incorporó gota a 

gota la

rante 30 minutos para luego ser incorporada a las diferentes placas. Con el 

objetiv

trapolación de la misma en una curva realizada con

 µg). 

 

 

SAYOS DE TRANSFECCIÓN TRANSITORIA 

 

 

Para los ensayos de actividad quinasa se transfectaro

0 cm con 10 ml de medio DMEM suplementado a una den

tr

cambió el medio de cultivo por nuevo medio suplementado. Luego del cam

medio, las cé

Para los ens

 placas de seis pocillos (cada pocillo tiene aproximadamente 3 cm de 

diámetro) en 1 ml de medio DMEM suplementado a una densidad inicial de 2x105 

células/pocillo. A las 24 horas de sembradas las células, éstas se incubaron con 100 µl 

mezcla de transfección. Finalmente, en cada pocillo se utilizaron 300 ng de los 

diferentes vectores de expresión junto con 8 ng del vector κB-luciferasa y 4 ng del 

vector RSV-β-galactosidasa. A las 16 horas post-tr

cción por nuevo medio DMEM suplementado. 

La mezcla de transfección se preparó en el momento de la transfección de la 

siguiente manera: en un microtubo de 1.5 ml se preparó la mezcla ADN:CaCl2 y en un 

microtubo separado se colocaron 500 

 mezcla de ADN:CaCl2 en el tubo que contenía el buffer HeBS. Como esta 

incorporación debía ser realizada con agitación, mientras se agregaban las gotas de la 

mezcla se burbujeaba el segundo tubo con una pipeta de 2 ml acoplada a una propipeta 

automática. La mezcla de transfección se dejó a temperatura ambiente (en el flujo 

laminar) du

o de determinar eficiencia de transfección con este método, se realizaron diversas 

transfecciones transitorias utilizando el protocolo antes mencionado. En la figura 12 se 
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muestran células HEK 293 transfectadas en forma transitoria con vectores de expresión 

para GFP visualizadas con microscopia de fluorescencia (12A, B y D) y ensayos de 

coloración in situ utilizando el método de precipitación de X-Gal de Promega (células 

azules 

N plasmídico   3 µg 
 2 M (250 mM final)  62 µl 

a2HPO4  1.5 mM 

 tubo 2 

 

son positivas) para RSV-beta-galactosidasa (12C). 

 

SOLUCIONES UTILIZADAS 

Mezcla ADN:CaCl2 (tubo 1) 
AD
CaCl2

H2O     435 µl 
 

HeBS 2X (tubo 2) 500 µl 
HEPES  50 mM 
NaCl   280 mM 
N
Llevado a pH=7.12 
 

Mezcla de transfección: tubo 1 +

 
 

 

Figur
vector

B

D

A

C

a 12: transfección por el método de CaCl2. HEK 293 transfectadas con 300 ng del 
 de expresión para GFP (A, B y D) o RSV-β-galactosidasa (C).
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16. ESTIMULACIÓN CON CITOQUINAS 

 

Las células fueron estimuladas con TNF-α humano recombinante (Calbiochem o 

SIGMA) en una concentración final de 10-40  ng/ml, según se indica en cada figura de 

lulas fueron incubadas 

durante 5 horas con la citoquina a 37 ºC 64 horas post-transfección. Para el resto de los 

 15 a 50 minutos, según se indica en cada 

una de las figuras. 

s de haberlas estimulado con TNF para luego 

realiza

los resultados. Para los ensayos reporteros de luciferasa, las cé

ensayos, el tiempo de estimulación varió de

 

 

17. ANÁLISIS DE EXPRESIÓN DE GENES REPORTEROS 

 

17.1 Cosecha de las células 

 

Se cosechan las células a las 5 hora

r el análisis de la expresión de los plásmidos transfectados. Para la cosecha de las 

células, se lavaron 2 veces con PBS 1X, y se retiró todo el líquido con una bomba de 

vacío. 

Se agregaron 200 µl/pocillo de Reporter Lysis Buffer 1X comercial (Promega), 

para lisar las células. Se dejó actuar por 15 minutos y luego se colectaron los extractos 

con “rubber policeman” y recolectados en un microtubo de 1.5 ml. 

Se eliminan los restos celulares por centrifugación (5 minutos a 10.000 rpm) y se 

pasa el sobrenadante a un nuevo microtubo. 

 

17.2 Medición de la activdad β-galactosidasa (β-gal) 

 

La enzima β-galactosidasa es sensible a los ciclos de congelado y descongelado 

del extracto. Por esto se realizaron los ensayos inmediatamente luego de producir los 

extractos. 

Para medir la actividad presente en los extractos de células transfectadas, se 

incubaron 20 µl de extracto con 20 µl del sustrato cromogénico ONPG (orto-nitro-fenil-

galactósido) en buffer β-gal 1X, durante 1 hora a 37 °C. Luego se detuvo la reacción 

con el agregado de 100 µl de Na2CO3 1M, que además intensifica el color amarillo de la 
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reacción; se cuantificó la aparición del producto coloreado (orto-nitro-fenol) midiendo 

la absorbancia a 415 nm en un lector de Elisa. 

 

SOLUCIONES UTILIZADAS: 

 

Buffer β-gal 2X:    
 0.2 M 

17.3 M

uciferasa se realizó luego de obtener los 

xtractos. Para medir la actividad presente en los extractos se tomaron 15 µl de extracto 

 

 

 

Na2HPO4   
NaH2PO4    0.2 M  

l  MgC 2     2 mM
β-mercapto-etanol   0.1 M 

NPG     1.33 mg/ml O
 

 

edición de la actividad luciferasa 

 

 

El ensayo de actividad de la enzima de l

e

y se pasaron a microtubos de 1.5 ml. Luego se agregaron 50 µl del reactivo para el

ensayo de luciferasa (Luciferase Assay System Freezer 1-Pack, Promega).  

Inmediatamente después de agregar el reactivo para el ensayo de luciferasa, se 

colocó el microtubo en un contador beta, y se inició la lectura de 30 segundos para cada

tubo. 

Las Unidades Relativas de Luciferasa (URL) corresponden al promedio de las 

cuentas por segundo y en todos los casos se relativizan los valores al valor obtenido en 

un tubo, expresándolo como porcentaje de actividad. Para el análisis de los datos se 

normalizaron los valores de luciferasa obtenidos con los obtenidos para el ensayo de de

β-galactosidasa, es decir el cociente entre URL y los valores de β-galactosidasa. 

Como control se utilizó 15 µl de Reporter Lysis Buffer en lugar de extracto 

celular. 
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18. ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA DESNATURALI-

ZANTES (PAGE-SDS) 

je de entre 60 y 150 V usando buffer de corrida 1X. 

OLUCIONES UTILIZADAS 

ris pH 6.8    0.3125 M 
DS     10 % 

  25 % 
o Fenol Blue   0.05 % 

-mercaptoetanol   10 % 

SDS 10 %    50 ml 

urante 1 hora con buffer de transferencia, 

utilizando una membrana de difluoruto de polivinilo PVDF (BioRad) previamente 

de proteínas se realizó en 

frío durante 2 horas a 100 V con buffer de transferencia. 

inada la transferencia se procedió al tratamiento de las membrana 

para incubarlas con los 

biente. Esto se realiza para evitar el pegado inespecífico del primer 

anticuerpo a utilizar, ya que 

 

Las electroforesis en geles de poliacrilamida se realizaron utilizando minigeles 

de poliacrilamida. Se prepararon geles de 8, 10 o 12% de acrilamida con SDS. Las 

muestras se incubaron a 95 ºC en cracking buffer por 10 minutos. La corrida de las 

muestras proteicas se realizó con un marcador de peso molecular como referencia 

(BioRad) a un volta

 

S

Cracking buffer (Laemmli buffer) 5X 
T
S
Glicerol  
Brom
β
 

Buffer de corrida (Tris-Glicina-SDS) 5X (1 litro) 
Tris base    15.1 g 
Glicina    94 g 

 

 

19. ENSAYOS DE WESTERN BLOT 

 

La transferencia se realizó en frío d

activada en metanol 100% durante 5 minutos. La transferencia 

Una vez term

diferentes anticuerpos: 

Se bloquearon durante 2 horas con TTBS 5% leche en polvo descremada a 

temperatura am

la albúmina bovina se unirá en aquellos lugares de la 

membrana donde no hubiera proteínas unidas. 

Se realizaron lavados de la membrana con TTBS de 10 minutos para quitar el 

exceso de las proteínas de la leche. Se incubaron las membranas con la solución que 
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contiene el anticuerpo diluido en TTBS con 0.5% p/v BSA, y se dejaron incubando a 

temperatura ambiente durante dos horas o durante toda la noche (según corresponda 

para cada anticuerpo). La concentración de anticuerpo varió de acuerdo a cada uno. 

nticuerpo primario se realizaron tres lavados de 

las me branas con TTBS de 10 minutos cada uno, para quitar el exceso del primer 

anticue

TTBS 0.5% p/v BSA, que 

recono primario, conjugado con la 

proteín rato para que dé el 

producto quimioluminiscente. 

e realizaron tres lavados de las membranas con TTBS de 10 minutos cada uno, 

dario utilizado. Se realizó un cuarto lavado 

con TBS (sin el detergente Tween 20). 

a membrana es apoyada sobre un vidrio y se procedió a la visualización de las 

proteín

urante 1-15 

minuto

con TTBS (10 minutos cada lavado), y se incubaron durante 1 hora a 50ºC en 

TTBS.

TBS 
ris pH 7.5    20 Mm 
aCl     9 g/l 
ween 20    0.05 % 

Buffer de transferencia 5X (1 litro) 
Glicina    15.1 g 
Tris base    72.4 g 
En el momento de la transferencia, la solución 1X se prepara con 20 % metanol. 

Luego de la incubación con el a

m

rpo utilizado. 

Se agregó el anticuerpo secundario diluido en 

ce las FC (Fracción Constante) del anticuerpo 

a HRP (peroxidasa de rabanito) para que reaccione con el sust

S

para quitar el exceso del anticuerpo secun

L

as utilizando la solución para la detección inmuno-fluorescente. Se bañó la 

membrana con volúmenes iguales de solución de H2O2 con solución luminol 

amplificada durante 1 minuto, luego del cual se limpió el exceso con una servilleta, se 

la cubrió con film plástico y se la expone a la película radiográfica d

s. 

Las membranas que deben ser reutilizadas para un segundo bloteo, se lavaron 3 

veces 

 Para las cuantificaciones densitométricas se utilizó el programa NIH image 

(NIH). 

 

 

SOLUCIONES UTILIZADAS 

 

T
T
N
T
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Solución luminol 
L
D

uminol (Sigma)    22.5 mg 
isolver en 50 ml de una solución 0.1 M de Tris-HCl pH=8, luego filtrar con 

membr

olución luminol-amplificadora final 
Luminol   220 µl 

50 ml 

20. PR NTES GST-TIF2 

ormadas con los plásmidos de 

expresión GST-TIF2[1-766] y GST-TIF2[766-1462] durante toda la noche a 37ºC. Se 

agregaron los 20 ml de bacterias a 250 ml de LB, y se dejó crecer hasta que el cultivo 

 a 600 nm. Se agregó IPTG (isopropil-beta-D-

tiogalactopiranósido) 1 mM. Se incubaron las bacterias inducidas a 37ºC durante dos 

horas y

 (ditiotreitol) 1 M y 0.7 ml de 

sarcosi

os. Se centrifugó el producto sonicado 

durante

ana de 0.3 µ (Millipore) 
 

Solución amplificadora 
Acido p-coumárico (Sigma)  18.5 mg 
Disolver en 1.25 ml dimetil-sulfóxido (DMSO) 
 

S
Solución 
Solución Amplificadora  
 

Solución H2O2

H2O2 100%    2 µl 
0.1 M de Tris-HCl pH=8  10 ml 
 

 

EPARACIÓN DE PROTEÍNAS RECOMBINA

 

Se crecieron E. coli BCL-21 en 20 ml de LB transf

lleguó a una densidad óptica de  0.6-0.8

 media y luego se centrifugaron a 5000 rpm durante 15 minutos. 

El pellet bacteriano se rsuspendió en PBS con inhibidores de fosfatasas, se 

agregaron 100 ml de lisozima 10 mg/ml (0.2 mg/ml concentración final), y se incubaron 

durante 15 minutos en hielo. Se agregaron 50 µl de DTT

l al 10% (p/v en PBS). Se sonicaron las bacterias durante 4 minutos, con 30 

segundos de intervalo y pulsos de 25 segund

 20 minutos a 10.000 rpm a 4ºC. Se transvasó el sobrenadante a un tubo de 15 

ml donde se agrega Tritón X-100 al 20% v/v, y se completa el volumen hasta 10 ml con 

PBS con inhibidores de fosfatasa. Se incubó durante 30 minutos en hielo y con 

agitación.  

Para la unión de la proteína recombinante se utilizaron esferas de sefarosa con 

glutation (Amersham). Se usaron 250 µl (se usan diluidas al 50% v/v, con PBS) por 
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cada 250 ml de cultivo originales, y se incuba durante 2 horas a 4 ºC con agitación 

suave. Luego se centrifugaron a 2.000 rpm durante 2 minutos a 4 ºC y el pellet (proteína 

recombinate unida al glutation de las esferas de sefarosa) se lavó 4 veces con 5 ml de 

PBS co

 de proteínas o en ensayos de quinasa. 

proteínas se utilizó una solución conteniendo coomasie 

brillian

las/pocillo en DMEM alta glucosa. 24 horas más tarde fueron estimuladas con 

20 ng/m

n 3 lavados con buffer de lisis para eliminar las proteínas inespecíficas. Se 

desnaturalizaron las muestras con 10 µl de cracking buffer, y se separaron por gradiente 

electroforético en geles de poliacrilamida 10-12%. Se transfirieron las proteínas a 

membranas de difluoruto de polivinilo PDVF (BioRad) y se realizaron ensayos de 

western blot usando diferentes anticuerpos específicos para determinar las proteínas 

involuc binantes de TIF2. Para las 

cuantif IH image (NIH). 

n inhibidores de fosfatasa. El producto del último lavado se resuspendió en 250 

µl de PBS con inhibidores de fosfatasa y se guardó a 4ºC para su posterior uso en 

ensayos de interacción

Para determinar la masa y la calidad de proteína recombinante producida, se 

sembró el producto en un gel SDS-PAGE al 6% poliacrilamida, y se lo comparó con un 

patrón de BSA de masa conocida corrido en calles paralelas, además de un patrón de 

peso molecular. Para teñir las 

t blue R 250 0.25% (p/v) en metanol:agua:ácido acético (5:5:1). Los geles se 

secaron sobre papel Whatman 3 M durante 1 hora a 80ºC. 

 

 

 

21. ENSAYO DE COPRECIPITACIÓN DE PROTEÍNAS GST-TIF2 

 

Células HEK 293 fueron cultivadas en placas de 6 pocillos a una densidad de 2.5 

x 104 célu

l de TNF-α por 30 minutos, en los casos que corresponda. Luego las células 

fueron lisadas con 300 µl de buffer de lisis, y 50 µl de extracto proteico fueron 

incubados con 1 µg de proteína recombinante GST-TIF2 durante 2 horas a 4ºC. Se 

realizaro

radas en la interacción con las proteínas recom

icaciones densitométricas se utilizó el programa N

 

SOLUCIONES UTILIZADAS 

Buffer de lisis 
Hepes pH 7.4  50 mM 
NaCl   250 mM 
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Nonidet P40  1% v/v 
1mM 

OQUÍMICO 

oresce ltivaron 2.5x105 células HEK 293 

en plac  de diámetro. A las 24 horas se 

estimu l durante 30 minutos. Se realizaron 3 

lavado  con buffer de fijación (3% 

parafor 15 minutos a temperatura ambiente. 

Cada pocillo se lavó 3 veces con PBS, y los vidrios fueron colocados en pocillos de una 

placa d on Tritón X-100 al 0.2% en PBS 

durante ron ijadas 2 veces con PBS durante 5 

minutos. Se realizó el bloqueo con PBS 3% BSA durante 1 hora a temperatura ambiente 

ario se 

realizaron durante toda la noche a 4 ºC. La dilución de los anticuerpos se realizaron en 

PBS 3%

étodo de 

CaCl2, 

EDTA   
 

 

22. AN LISIS INMUNOHISTÁ

 

Para los ensayos de inmunoflu ncia se cu

as de 6 pocillos sobre vidrios circulares de 12 mm

laron las células con TNF-α 20 ng/m

s con PBS y luego se fijaron las células

maldehído, 0.02% glutaraldehído) durante 

e 24 pocillos. Se permeabilizan las células c

 10-15 minutos. Se lava  las células f

y se lavaron nuevamente con PBS. Las incubaciones con el anticuerpo prim

 BSA. Luego de la incubación con el anticuerpo primario, las células se lavaron 

3 veces con PBS durante 15 minutos, y se realizaron las incubaciones con los 

anticuerpos secundarios conjugados con Cy3 durante 1 hora a temperatura ambiente. 

Las células se lavaron tres veces con PBS durante 15 minutos y se montaron sobre 

cubreobjetos con una solución de PBS:glicerol (1:1). 

Para la visualización de TIF2-GFP se transfectaron las células por el m

se fijaron a los portaobjetos de 12 mm, y se montaron sobre cubreobjetos. 

Las muestras en todos los casos fueron analizadas con un microscopio invertido 

de fluorescencia (Nikon), con el filtro de epifluorescencia adecuado. Las imágenes 

digitales se tomaron con la cámara digital acoplada al microscopio, y salvadas como 

imágenes TIFF de 32 bits en una computadora, para luego ser analizadas utilizando el 

programa Adobe Photoshop. 
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23. ENSAYOS DE ACTIVIDAD QUINASA 

 

Para los ensayos de actividad de p38 MAPK se transfectaron en forma 

transitoria HEK 293 con 3 µg de pCEFL-HA-p38, por el método de CaCl2. 40 horas 

post-transfección las células fueron estimuladas (o no, según se indique en cada caso) 

con 10 ng/ml de TNF-α durante 30 minutos. Las células fueron lavadas con PBS 1X 

tres ve

osteriormente para ensayar la actividad quinasa de p38 sobre TIF2, las 

proteínas inmunoprecipitadas fueron resuspendidas en 30 µl del buffer de reacción 

conteniendo 1 µCi de [32P]-γ-ATP, 20 µM ATP frío y 1 µg de sustrato (GST-TIF2[1-

cubó a 30 ºC 

durante 30 minutos. La reacción fue detenida con el agregado de 10 µl de Cracking 

Buffer 

riton X-100    1% v/v 
0.5 % p/v 
1 mM 

µg/ml 

ces y lisadas con buffer de lisis K. La p38 MAPK fue inmunoprecipitada de los 

lisados celulares mediante la incubación con anticuerpos específicos (Santa Cruz) 

durante 2 horas a 4 ºC. Las proteínas inmunoprecipitadas se recuperaron del resto de las 

proteínas del lisado celular mediante el uso de esferas de sefarosa conjugadas con 

proteína A (Santa Cruz). Luego se lavaron una vez con  buffer 1, una vez con buffer 2 y 

una vez con buffer de reacción de quinasas. 

P

766 o GST-TIF2[766-1462] según se indique). La mezcla de reacción se in

e incubadas durante 10 minutos a 100 ºC. 

Las muestras se sembraron en geles de poliacrilamida al 8%, y la separación por 

gradiente electroforético se realizó a 100 V. Luego el gel se secó durante 1 hora a 80 ºC 

sobre una lámina de papel secante (Whatman 3M), y expuesto a película radiográfica 

durante 24 horas. Para las cuantificaciones densitométricas se utilizó el programa NIH 

image (NIH). 

 

SOLUCIONES UTILIZADAS 

Buffer de lisis K 
HEPES pH=7.5   25 mM 
NaCl     0.3 M 
MgCl2     1.5 mM 
EDTA     0.2 mM 
DTT     0.5 mM 
T
Vanadato de Sodio   
PMSF     
Leupeptina    20 
 

Buffer 1 de quinasa (en PBS 1X) 
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NP-40   1% v/v 
Vanadato de Sodio 2 mM 
 

Buffer 2 de quinasa 
Tris pH=7.5  100 mM 
LiCl   0.5 M 
 

Buffer de reacción de quinasas 
MOPS pH=7.5 12.5 mM 
b-glicerofosfato 12.5 mM 
MgCl2   7.5 mM 
EGTA   0.5 mM 
Fluoruro de sodio 0.5 mM 
Vanadato de sodio 0.5 mM 
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want to see in the world”.  

sk not what your country can 

 

 

RESULTADOS 
 

 

 

“You must be the change you 

 
Mahatma Gandhi (1869-1948) 
 
 
 
 
 

“A
do for you; ask what you can do 
for your country” 
 

John F. Kennedy (1917-1963) 
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1. TIF CIONAMIENTO DE NF-κB 

n la introducción, es sabido que el tratamiento de diferentes 

líneas celulares con la citoquina inflamatoria TNF-α produce un aumento significativo 

en la a tivación de NF- B con respecto a células no estimuladas con la citoquina, y 

posteri  de los genes que responden a NF-κB (87, 377).  

les de activación de NF-κB en respuesta a 

TNF-α e transfecciones transitorias con el vector 

reporte rol de un promotor que contiene elementos 

respon ue oras de tratamiento de estas células con 20 ng/ml 

de TNF-α se produce un incremento significativo en la actividad de NF-κB con 

respecto a las células que no fueron estimuladas (figura 13). En este modelo 

experimental se logró una activación de NF-κB de aproximadamente unas 40-50 veces 

usando dosis de 20 ng/ml de TNF-α, con respecto a las células no tratadas (figura 13). 

 

 
 

Figura 13: efecto del TNF-α en HEK 293. Células HEK 293 transfectadas en forma 
transitoria con los plásmidos reporteros κB-Luciferasa y β−galactosidasa. Luego de 5 hs 
de estímulo con 20 ng/ml de TNF-α se obtuvieron los extractos proteicos de las células y 
se midió la actividad reportera. Las unidades relativas (U. R.) representan los valores 
normalizados de la actividad luciferasa con la actividad beta galactosidasa. En la figura se 
muestran las medias +/- el ES de un experimento representativo de por lo menos cuatro 
experimentos independientes.
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En el 2001 en nuestro laboratorio se vio que TIF2 era un coactivador de NF-κB 

(378), coincidentemente con trabajos publicados por otros autores (379). Para esclarecer 

s mecanismos moleculares de acción y la importancia del coactivador TIF2 en la 

spuesta de activación de NF-κB ante el estímulo inflamatorio de la citoquina pro-

flamatoria TNF-α, se realizaron diversos ensayos de actividad transcripcional de NF-

κB.  

Con el objetivo de determinar los ef

ctividad transcripcional de NF-κB se habían realizado ensayos de co-transfección 

ansitoria con el vector de expresión para TIF2 junto con el vector de expresión del gen 

portero luciferasa controlado por el promotor con elementos que responden a NF-κB. 

Como puede observarse en la figura  un 

aumento significativo en los niveles de activ quellas 

células que poseían niveles normales de expres n 

 

 
 

lo

re

in

ectos de la sobreexpresión de TIF2 en la 

a

tr

re

14, la sobrexpresión de TIF2 causó

ación de NF-κB con respecto a a

ió del coactivador TIF2 (figura 14).  
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Figura 14: efecto de la sobreexpresión de TIF2. Células HEK 293 cotransfectadas con los 
plásmidos reporteros y el vector de expresión de TIF2. Luego de 5 hs de estímulo con 20 
ng/ml de TNF-α se obtuvieron los extractos proteicos de las células y se midió la actividad 
reportera. Las unidades relativas (U. R.) representan los valores normalizados de la 
actividad luciferasa con la actividad beta galactosidasa. En la figura se muestran las medias 
de triplicados +/- ES de un experimento representativo de por lo menos tres experimentos 
independientes.
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Los resultados obtenidos demostraron que la actividad de NF-κB se ve 

aumentada significativamente con la sobreexpresión de este miembro de la familia p160 

con re

Para el

 

 

specto a aquellas células que expresan niveles normales de TIF2. ¿Qué tan 

necesario es TIF2 en la transactivación de NF-κB? Para probar ello se realizaron los 

experimentos que se detallan a continuación.  

En primer lugar se anuló la actividad de TIF2, y analizó la actividad de NF-κB. 

lo se realizaron construcciones antisentido contra el ARNm de TIF2 y se midió 

actividad transcripcional de NF-κB a través de ensayos reporteros. La construcción del 

antisentido de TIF2 se encuentra detallada en la sección de materiales y métodos de este 

trabajo.  

 

 
 

La figura 15 muestra que la sobreexpresión de la construcción antisentido contra 

TIF2 logra disminuir significativamente la actividad transcripcional de NF-κB en 

respuesta a 20 ng/ml de TNF-α, con respecto a aquellas células que expresan la forma

endógena de TIF2, o bien las que fueron transfectadas con la versión salvaje de TIF2. 

Esta disminución en la actividad de NF-κB es de aproximadamente un 40% (figura 15).

Figure 15: efecto del antisentido de TIF2 en la actividad de NF-κB. Células HEK 293 
transfectadas en forma transitoria con vector vacío, o con el vector de expresión de TIF2, 
o la construcción que genera el ARN antisentido de TIF2 junto con los vectores 
reporteros κB-luciferasa y β-galactosidasa. Las células fueron estimuladas con 20 ng/ml 
de TNF-α en los casos que se indican en la figura. Los extractos proteicos fueron 
tomados luego de 5 horas de estímulo con la citoquina, y se tomaron los valores 
relativos de luciferasa (U.R.) y de β-galactosidasa para normalizar los valores. Se 
muestran las medias de triplicados +/- el ES. *P<0.001 con respecto a Vector Vacío + 
TNF-α (test de Student).
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Estos resultados demuestran que TIF2 es necesario para la normal actividad de 

NF-κB  

 

 

2. TIF2 INTERACCIONA FÍSICAMENTE CON RelA 

 

 

coprec

io 

amino-terminal (del aminoácido 1 al 766) y el dominio que abarcaba la totalidad del 

ng/ml de TNF-α en comparación con la interacción que se da en condiciones basales. 

Dada la importancia de los coactivadores en la actividad de NF-κB, y en 

particular el efecto de transactivación de TIF2 sobre NF-κB, se evaluó si TIF2 era capaz 

de interaccionar físicamente con RelA, el componente más estudiado del dímero NF-

κB, y los posibles dominios involucrados. Para ello se realizaron ensayos de

ipitación de proteínas, utilizando dominios recombinantes de TIF2 conjugados 

con transferasa S de glutation (GST) como “carnada” en extractos proteicos de células 

HEK 293. Se produjeron y purificaron proteinas de fusión conteniendo el domin

dominio carboxi-terminal (del aminoácido 766 al 1462) de TIF2 en bacterias 

Escherichia coli BL21 según se detalla en MATERIALES Y MÉTODOS (figura 16).  

Las proteínas de fusión GST-TIF2[1-766] y GST-TIF2[766-1462] se incubaron 

con extractos proteicos de HEK 293 estimuladas o no con TNF-α 20 ng/ml. Utilizando 

glutation unido a sefarosa, se precipitaron las proteínas unidas a GST-TIF2 utilizadas 

como “carnada”. Estos precipitados fueron analizados por PAGE- y se determinó por 

ensayos de western blot la presencia de proteínas capaces de unirse a las distintas 

porciones de TIF2.  

Se comprobó que RelA es capaz de unirse a ambos dominios de TIF2, y formar 

parte del complejo que se une al coactivador (figura 17). De esta manera demostramos 

que TIF2 es capaz de interaccionar físicamente con RelA. 

Como puede verse en la figura 17, RelA pudo ser detectado tanto en complejos 

conteniendo el extremo amino-terminal de TIF2, como el carboxilo-terminal. Puede 

observarse también que la unión de RelA con TIF2 se da preferencialmente sobre el 

dominio amino-terminal del coactivador (GST-TIF2[1-766]) (figura 17B). 

La unión con el dominio carboxilo-terminal de TIF2 (GST-TIF2[766-1462]) es 

aproximadamente diez veces mayor luego de la activación de NF-κB en respuesta a 20 
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Esta di

 

e 

NF-κB. Si bien estos resultados demuestran que existe una interacción física entre TIF2 

y RelA, no aseguran que esta inter

 

ferencia no es tan notoria en la interacción que se observa con el dominio amino-

terminal (figura 17B).  

 

GST-TIF2
[1-766]

GST-TIF2
[766-1462]BSA BSA

MM

1    115                368                                624  869           1010           1131   1288       1462

A           B                                             NID                                  CID                   AD2

bHLH PAS AD1

Región 
rica en 

Q

766                                                             1462

1

TI  
Salvaje

TIF2
[1-766]

TIF2
[766-1462]

A B

Figura 16: construcciones de TIF2 fusionadas al dominio GST A: esquema del vector 
pGEX 2TK donde fueron subclonados los dos dominios de TIF2. B: niveles de ambos 
dominios de TIF2 obtenidos luego de su purificación. Como patrón de masa se corrió 
seroalbúmina bovina (BSA) en cantidades crecientes. M: patrón de peso molecular. 
C:esquemas de TIF2 con sus dominios  básico de hélice-vuelta-hélice (bHLH); 2 
dominios homólogos a Per/ARNT/Sim (PAS); dominio de interacción con receptores 
nucleares (NID); dominio de interacción con CBP (CID); 2 dominios de activación 
transcripcional (AD1 y AD2). Los dominios aminoterminal y carboxiterminal (TIF2 [1-766 
y TIF2 [766-1462] respectivamente) subclonados en pGEX 2TK se esquematizan más 
abajo. Los números representan los aminoácidos contenidos en cada región.

F2
C

 

Con estos resultados se demostró que se requiere de una estimulación previa con 

la citoquina inflamatoria para que RelA se una a TIF2, y puede suponerse que se 

requiere mayor cantidad de RelA unido a TIF2  para que se produzca la activación d

acción se dé en forma directa. 
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2.1 TIF

xpresó la proteína RelA in vitro a través de la expresión de RelA en 

un siste

inios de 

GST-T

rse en forma 

directa

2 interacciona en forma directa con RelA 

 

Dada la importancia demostrada anteriormente de TIF2 en la transactivación de 

NF-κB, se realizaron ensayos para comprobar si la interacción física entre TIF2 y RelA 

podía darse en forma directa.  

Para ello se e

ma de componentes de germen de trigo (ver figura 18A y el detalle experimental 

en la sección de materiales y métodos), se marcó radioactivamente con un isótopo de 

azufre en metionina. Se incubó RelA recombinante y marcada con ambos dom

IF2 recombinantes obtenidos de la expresión en bacterias. Luego de sendos 

lavados y precipitaciones, se obtuvo el complejo que interacciona con GST-TIF2 y se 

separaron las fases por gradiente electroforético.  

La figura 18B demuestra por primera vez que RelA es capaz de uni

 al coactivador con la misma intensidad para el dominio amino-terminal  (TIF2-

GST[1-766]) como para el carboxi-terminal (TIF2-GST[766-1462]). 
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Figura 17: ensayo de interacción de TIF2. A: western blot contra RelA (p65) de extractos 
de células HEK 293 tratadas o no con 20 ng/ml de TNF-α durante 30 minutos. Los 
extractos fueron incubados con las construcciones recombinantes de GST-TIF2 y luego de 
la incubación fueron sembrados en gel SDS-PAGE 10 % y bloteados con anticuerpos 
específicos para RelA (p65). B: Unidades relativas de RelA obtenidas a partir de las 
intensidades de quimioluminiscencia del inmunoblot.
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[

 

3. EL

nismo por el cual p38 

MAPK activa a NF-κB no está del todo claro, pero se sabe que no es través de la 

fosforilación de p65 (197). Estos autores proponen que la MAPK p38 tendría un rol 

indirecto en la activación de este factor de transcripción y en la regulación de sus 

numerosas actividades biológicas (197). ¿Cuál sería el rol de p38 sobre la actividad NF-

κB? La hipótesis planteada por nuestro laboratorio sugiere que existe una interacción 

Figura 18: ensayo de interacción directa de TIF2 con RelA. A: autoradiografía de la sonda 
RelA marcada con metionina [35S] traducida in vitro utilizada para los experimentos de 
interacción con GST-TIF2. B: ensayo de interacción proteica directa utilizando las distintas 
construcciones de GST-TIF2 con la sonda de RelA marcada radioactivamente traducida in 
vitro. C: unidades relativas de RelA obtenidas a partir de las intensidades de marca 
radioactiva procedente de la autoradiografía.
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De esta manera, se demostró por primera vez que TIF2 es capaz de interaccionar 

físicamente, y además en forma directa, con el componente más estudiado de NF-κB 

(RelA/p65).  

La siguiente interrogante fue acerca de la interacción de TIF2 con los otros 

miembros regulatorios de la vía de activación de NF-κB. 

 

 

 COMPLEJO TIF2/NF-κB REQUIERE DE P38 MAPK PARA SU 

ACTIVACIÓN 

 

Como se mencionó en la parte introductoria de este trabajo, la actividad de NF-

κB depende de la activación de p38 MAPK (197, 380). El meca
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entre p38 MAPK y el coactivador TIF2, y a través de esta interacción TIF2 es capaz de 

producir su efecto transactivador sobre NF-κB. Para resolver esta incógnita se 

realizaron los experimentos que se detallan a continuación. 

En primer lugar se determinó si p38 era capaz de modular la actividad de NF-κB 

a través de la interacción con el coactivador TIF2. 

 

 

3.1 Cinética de activación de p38 

 

En diferentes líneas celulares la activación de p38 MAPK en respuesta a TNF-α 

ocurre a los pocos minutos luego del estímulo con la citoquina. Dado que se analizarían 

niveles de interacción entre p38 y TIF2, se determinó la cinética de activación de p38 

por TNF-α en la línea celular HEK 293. Las células fueron estimuladas con diferentes 

tiempos de incubación con 20 ng/ml TNF-α y se realizaron ensayos de western blot con 

los extractos proteicos provenientes de esta línea celular. Se analizaron los niveles de 

38 MAPK activos luego de 15, 20, 30 y 45 minutos de tiempo de incubación.  

uestran que a los 15 minutos luego 

del estímulo con 20 ng/ml de TNF-α, p38 ya se encuentra en su estado activo 

(fosfor

stado activo. Estos resultados demuestran que tanto la 

concen

activación de NF-κB en HEK 293 se 

realiza

 reportero κB-

luciferasa (ver materiales y métodos). Luego de la pre-incubación de las células con el 

inhibidor específico SB203580, se estimularon las células con 20 ng/ml de TNF-α. Se 

p

Los resultados mostrados en la figura 19 dem

ilado) dentro de las células (figura 19A). También puede observarse en la figura 

19 que luego de 45 minutos de incubación de las células con 20 ng/ml de TNF-α aún 

hay presencia de p38 en su e

tración utilizada de TNF-α como los tiempos de estímulo con los que se trabajó 

son los adecuados para estudiar los efectos sobre p38 MAPK en esta línea celular.  

 

 

3.2 La activación de NF-κB utiliza actividad p38 

 

Para estudiar el rol de p38 MAPK en la 

ron ensayos de actividad de NF-κB en presencia de un inhibidor específico para 

las isoformas α y β de p38 MAPK (SB203580). Para ello las células fueron 

transfectadas en forma transitoria con vectores de expresión para el gen
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tomaron extractos proteicos con los cuales se midieron los niveles de actividad de NF-

κB a través de la medición de las unidades relativas de luciferasa regulada por 

elementos κB.  

Los resultados obtenidos demuestran que la activación de NF-κB en respuesta a 

20 ng/ml de TNF-α es dependiente de la actividad de p38, ya que el tratamiento con 

SB203580 disminuye significativamente la actividad de NF-κB con respecto a aquellas 

células que no fueron pretratadas con el inhibidor (figura 20).  

Aquellas células transfectadas con el vector vacío y estimuladas con TNF-α 

disminuyen su actividad NF-κB un 45% cuando son pretratadas con el inhibidor de p38 

con respecto a aquellas células que no fueron pretratadas (figura 20). Estos resultados 

demuestran que las isoformas α y β de p38 en su forma activa son necesarias para 

actividad de NF-κB.  
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0

 
 

Con estos resultados se abría un vínculo entre p38α, p38β y el coactivador TIF2, 

ya que estas tres proteínas son necesarias para que NF-κB actúe al 100% de su 

actividad.  
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Figura 19: estado de fosforliación de p38 MAPK luego del estímulo con TNF. A: western blot 
anti fosfo-p38 M
fueron estimula

to
ados con los anticuerpos específicos. B: niveles relativos de p38 MAPK fosforilada, 
dos de las intensidades relativas de quimioluminiscencia del inmunoblot. Los valores de 

p38 fosforilados fueron normalizados con los niveles de p38 MAPK totales.
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Nos preguntamos qué rol tendría el coactivador TIF2 en la transactivación de 

NF-κB, y en particular qué relación tendría con la quinasa p38 para aumentar la 

actividad de este factor de transcripción. Para responder esta pregunta, inicialmente se 

determ

B203580.  

e realizaron ensayos de actividad reportera con el vector de expresión del gen 

ciferasa, estimulando las células con 20 ng/ml de TNF-α y sobreexpresando a TIF2 a 

 con el vector de expresión para TIF2. Luego de la 

colección de extractos proteicos se procedió a la medición de luciferasa para medir los 

niveles

inó si la actividad de NF-κB que se ve aumentada por la sobreexpresión de TIF2, 

era capaz de ser revertida con el pretratamiento de S

S

lu

través de transfecciones transitorias

re

 de activación de NF-κB (figura 20). 

 

 
 

Como puede observarse en la figura 20, el pretratamiento de HEK 293 con el 

inhibidor SB203580 disminuye aproximadamente un 70% el efecto de transcativación 

de TIF2 en respuesta a 20 ng/ml de TNF-α, con respecto a aquellas células que no 

fueron pretratadas.  

Figu a 20: efecto de p38 MAPK sobre la actividad de NF-κB. Células HEK 293 fueron 
tran ectadas con vector vacío o el vector de expresión de TIF2 junto con el vector 
reportero κB-luciferasa. Fueron pretratadas con 20 µM del inhibidor de p38α y p38β
SB203580 durante 30 minutos (según se indica en la figura) y luego tratadas con 40 

 midieron las unidades relativas de 
lucif rasa, normalizando los datos con los valores obtenidos de la actividad β-
gala tosidasa. Los resultados son las medias de triplicados +/- ES de tres experimentos 
inde
TIF2

r
sf

ng/ml de TNF-α durante 5 horas. Posteriormente se
e
c
pendientes. *P<0.01 con respecto a Vector Vacío + TNF, **P<0.001 con respecto a 
 + TNF (test de Student).
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Dado que la sobreexpresión de TIF2 es incapaz de revertir la acción inhibitoria 

del bloqueo de p38 sobre la actividad de NF-κB, se demostró que la actividad 

transactivadora de TIF2 sobre NF-κB requiere de la actividad de p38α o p38β.  

3.3 TIF

rotein Kinase Resource (381) se observó que TIF2 contenía al 

menos dos potenciales sitios de fosforilación por p38 en el dominio carboxilo-terminal. 

que contiene las etiquetas blanco de p38, es capaz de fosforilarse y que en respuesta a 

TNF-α

o control el dominio amino-terminal, que no contiene etiquetas 

blanco de p38, se observó una banda ténue, no modulada en respuesta a TNF-α, 

Sabiendo que NF-κB no es sustrato de p38 (197) se quiso saber entonces si TIF2 

era sustrato de p38.  

 

 

2 es fosforilado por p38 MAPK 

 

¿Requiere TIF2 de la actividad quinasa de p38 para su actividad de 

transactivación sobre NF-κB? Mediante programas bioinformáticos como el ScanSite y 

la consulta de The P

Las serinas involucradas serían las Ser 895 y la Ser 1323 de la secuencia aminoacídica 

de TIF2. 

Para determinar si estos sitios podían ser fosforilados por p38, se realizaron 

experimentos de fosforilación de TIF2 en presencia de complejos que contuvieran a la 

quinasa p38 MAPK. Para ello se utilizaron los dos dominios de TIF2 recombinantes 

fusionados a GST en ensayos de quinasa (figura 21C).  

En particular, GST-TIF2[1-766] y GST-TIF2[766-1462] fueron utilizados como 

sustratos en ensayos de quinasa, donde se incubó en forma conjunta ATP marcado 

radioactivamente con un isótopo de fósforo en el fosfato γ, e inmunoprecipitados de 

extractos proteicos de HEK 293 bajo diferentes estímulos, utilizando anticuerpos 

específicos para p38.  

En concordancia con lo observado a través de los programas bioinformáticos, se 

observó que TIF2 era capaz de ser fosforilado por inmunoprecipitados de p38 MAPK 

(figura 21A).  

En la figura 21A puede observarse que el dominio carboxilo-terminal de TIF2, 

 se produce un aumento en los niveles de fosforilación de alrededor del 25% con 

respecto a aquellas células que no fueron tratadas con la citoquina (figura 21). Por otro 

lado, al utilizar com
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corresp

 

 

puede ser fosforilado por p38 MAPK, y que los niveles de fosforilación dependen de los 

niveles

ondiente muy probablemente a una señal inespecífica, como es habitual observar 

en este tipo de ensayos (figura 21). 
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Figura 21: ensayo de quinasa asociado a TIF2. A: autoradiografía de un ensayo 
representativo donde se utilizaron las distintas construcciones de GST-TIF2 como sustrato 
de fosforilación, en presencia de inmunoprecipitados realizados con anticuepros anti  p38. 
Los extractos proteicos son de células HEK 293 estimuladas o no con 10 ng/ml de TNF-α
durante 30 minutos. B: niveles relativos de GST-TIF2 fosforilados, tomados de las 
inetnsidades relativas de la autoradiografía. C: niveles de proteínas recombinantes GST-
TIF2 utilizadas en el ensayo de quinasa, detectadas mediante la coloración de los geles 
con azul de coomasie. Como patrón de masa se utilizó seroalbúmina bovina (BSA). M: 
marcador de peso molecular.
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M

 

Con estos resultados se demostró por primera vez que un coactivador de NF-κB

 de p38 MAPK activos a través del estímulo con TNF-α.  
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3.4 TIF2 interacciona físicamente  con p38 MAPK 

 

Dado que la actividad de p38 es requerida para la actividad de NF-κB, y TIF2 es 

un blanco de fosforilación de p38, se realizaron ensayos de co-precipitación de 

proteínas para determinar si p38 era capaz de interaccionar físicamente con TIF2. Para 

ello se

tos proteicos de HEK 293, y luego se separó por gradiente 

electroforético las proteínas que co-precipitarony. Mediante ensayos de western blot, se 

determ ó que TIF2 es capaz de interaccionar con p38 MAPK (figura 22A).  

 

 

e TIF2 son capaces de interaccionar físicamente con p38 MAPK. 

Puede 

] que la p38 proveniente de células sin estimular (figura 22B).  

 utilizaron los dominios recombinantes de TIF2 conjugados con GST como 

“carnada” en extrac
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Figura 22: ensayo de interacción de TIF2 con p38 MAPK. A: western blot contra p38 MAPK 
de extractos de células HEK 293 tratadas o no con 20 ng/ml de TNF-α durante 30 minutos. 
Los extractos fueron incubados con las construcciones reco
de la incubación fueron sembrados en gel SDS-PAGE 1

cíficos para p38 MAPK. B: Unidades relativas de p38 MAPK obtenidas a partir de las 
sidades de quimioluminiscencia del inmunoblot.

 

Como se observa en la figura 22, y al igual que en el ensayo de quinasa (figura 

21), ambos dominios d

observarse que existe una leve preponderancia del dominio carboxiterminal de 

TIF2 con p38 MAPK. En respuesta a TNF-α, hay mayor interacción de p38 con GST-

TIF2[766-1462

Con el objeto de determinar si esta interacción se daba en forma directa o 

indirecta, se realizaron ensayos de interacción entre los dos dominios recombinantes de 

TIF2 (aminoácidos 1-766 y aminoácidos 766-1462), y p38 MAPK traducida in vitro, 

marcada con un isótopo radioactivo de azufre en metionina (figura 23A).  
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Luego de la incubación de ambas proteínas recombinantes y separación por 

gradiente electroforético se observó que p38 era capaz de interaccionar con ambos 

dominios de TIF2. En particular, se puede observar que existe mayor interacción física 

de p38 MAPK con el dominio carboxilo-terminal de TIF2 que con el amino-terminal 

(figura 23). 

 

osibles se realizaron 

diversos ensayos de co-precipitación proteica y diversos ensayos enzimáticos.  

Si bien el dominio carboxi-terminal (766-1462) posee mayor capacidad de 

reclutar a p38 MAPK, el dominio amino-terminal de TIF2 también es capaz de 

interaccionar con p38, corroborando todas las observaciones anteriores. Estos resultados 

demuestran que la interacción entre TIF2 y p38 es directa, y que se formaría un 

complejo conteniendo a TIF2 y p38 MAPK en condiciones basales, posiblemente en el 

citoplasma de la célula. Luego de la activación de la vía de NF-κB por TNF-α, este 

complejo se asociaría a RelA y migraría al núcleo luego de la fosforilación de TIF2 por 

p38 MAPK. 
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Figura 23: ensayo de interacción directa de TIF2 con p38 MAPK. A: ensayo de interacción 
proteica directa utilizando las distintas construcciones de GST-TIF2 con la sonda de RelA 
marcada radioactivamente traducida in vitro. B: autoradiografía de la sonda RelA marcada 
con metionina [35S] traducida in vitro utilizada para los experimentos de interacción con 
GST-TIF2. C: unidades relativas de RelA obtenidas a partir de las intensidades de marca 
radioactiva procedente de la autoradiografía.
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¿Qué ocurre con IκB e IKK con respecto a este complejo multiproteico? ¿Serían 

capaces de interaccionar con TIF2, RelA y p38, para formar un complejo más grande y 

más regulado? Para determinar si estas interacciones eran p

 97



Resultados 
 

4. TIF2 FORMA PARTE DE UN COMPLEJO MULTIPROTEICO QUE 

ACTIVA A NF-κB 

o, y luego 

se una a secuencias promotoras de determinados genes para inducir su transcripción 

TIF2 y formar parte del complejo multiproteico de TIF2/ NF-κB/p38 MAPK se 

realiza

extremo 

carbox

 

Tal como se describió en la parte introductoria de este trabajo, el modelo clásico 

de activación de NF-κB en respuesta a TNF-α sostiene que este factor de transcripción 

está presente en el citoplasma celular en su forma inactiva, unido a IκB (17). La 

activación de NF-κB se logra a través de la degradación de IκB a través de la activación 

de la quinasa de IκB (39, 40). Luego de su fosforilación, IkBα es degradado por el 

proteosoma 26S (25), y este proceso permite que NF-κB transloque al núcle

(22). Para que esta inducción ocurra debe formarse un complejo multiproteico activo de 

NF-κB, el cual debe ser orquestado y sumamente preciso en cuanto a los componentes 

que lo forman y los tiempos de interacción entre cada uno de sus componentes. 

Además de RelA y p38, ¿estarían los otros miembros de la cascada de activación 

de NF-κB presentes en el complejo multiproteico formado alrededor de TIF2? En otras 

palabras: se determinó si TIF2 estaba presente en complejos de NF-κB activos o 

inactivos. Por este motivo se analizó su capacidad de interacción con IκBα e IKK.  

 

 

4.1 TIF2 Interacciona  físicamente con IκBα 

 

Con el objeto de determinar si IκB era capaz de interaccionar físicamente con 

ron ensayos de co-precipitación proteica en respuesta a 20 ng/ml de TNF-α. 

Estos ensayos se realizaron con extractos proteicos de HEK estimuladas o no con TNF-

α junto con los dos dominios recombinantes de GST-TIF2.  

La figura 24A muestra el resultado del ensayo de co-precipitación de TIF2 con 

IκBα, donde se observa que existe mayor interacción de IκBα con el 

ilo-terminal de TIF2 con respecto al extremo amino-terminal de TIF2 

(aproximadamente un 50% más). También puede observarse que en respuesta a 20 

ng/ml de TNF-α la interacción de IκBα con ambos dominios de TIF2 disminuye 

aproximadamente a la mitad (figura 24B). 
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Estos resultados demuestran que ambos dominios de TIF2 son capaces de 

interaccionar físicamente con IκBα y que en respuesta a TNF-α el factor inhibitorio se 

desprende parcialmente del complejo. Además, la liberación de IκBα del complejo de 

TIF2 demuestra que el coactivador es capaz de interaccionar con la forma activa de NF-

κB, en concordancia con la capacidad de inducir los genes que responden a NF-κB en 

respues

 

ta a TNF-α, como se demuestra a través de los resultados mostrados en la figura 

17. 

 
 

Hasta el momento nuestros resultados muestran que en condiciones basales TIF2 

permanece unido a RelA y p38 MAPK en forma directa (figura 18 y 23) y con IκB 

(figura 24). En respuesta a 20 ng/ml de TNF-α IκB se libera del complejo, y luego se 

induce la transcripción de los genes que responden a NF-κB. En el caso de la liberación 

de IκB, se sabe que requiere de señales que terminan fosforilándolo en al menos dos 

serinas sumamente conservadas. Una de las quinasas involucradas en este proceso 

enzimático es la IKK, la cual fue blanco de los siguientes ensayos.  
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Figura 24: ensayo de interacción de TIF2. A: western blot contra IκBα de extractos de 
células HEK 293 tratadas o no con 20 ng/ml de TNF-α durante 30 minutos. Los extractos 
fueron incubados con las construcciones recombinantes de GST-TIF2 y luego de la 
incubación fueron sembrados en gel SDS-PAGE 10 % y bloteados con anticuerpos 
específicos para IκBα. B: Unidades relativas de IκBα obtenidas a partir de las intensidades 
de quimioluminiscencia del inmunoblot.
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4.2 TIF2 Interacciona físicamente con IKK 

 

Dado que IκBα permanece unido al complejo hasta que se produce la activación 

de la v

rboxilo-

termina

 

ía de NF-κB, y que se sabe que IKK es la responsable de la fosforilación de 

IκBα, se quiso determinar si IKK estaba presente en el complejo de TIF2.  

A través de ensayos de interacción proteica se observó la presencia de esta 

quinasa en el complejo multiproteico de TIF2 (figura 25). Como puede observarse en la 

figura 25, a través de ensayos de western blot se revela una banda correspondiente a 

IKKβ, que es la subunidad regulatoria de esta quinasa. Además, la figura 25 muestra 

que la interacción de esta quinasa con el dominio carboxilo-terminal de TIF2 (766-

1462) resulta unas 20 veces mayor que la interacción que se produce con el dominio 

amino-terminal de TIF2 (1-766) (figura 25B). Junto con estos resultados, se puede 

observar que esta interacción no depende de TNF-α, dado que el dominio ca

l de TIF2 es capaz de interaccionar con IKKβ aún en condiciones basales (figura 

25A). 

Estos resultados demuestran que la IKK es capaz de interaccionar físicamente con TIF2, 

y permanecer unida al complejo multiproteico de TIF2 tanto en condiciones basales 

como en respuesta a 20 ng/ml de TNF-α.  

0

25

50

75

100

125

150

175

200

225

250

GST-TIF2[766-1462] GST-TIF2[1-766]

TNF-α  20 ng-ml        +                  -                   +                  -

U
. R

. d
e 

IK
KGST-TIF2

[1-766]

IKK

A B

TNF-α             − +           − + 

Figura 25: ensayo de interacción de TIF2 con IKK. A: western blot contra IKK de extractos 
de células HEK 293 tratadas o no con 20 ng/ml de TNF- duran
fueron incubados con las construcciones recombinantes de

α te 30 minutos. Los extractos 
 GST-TIF2 y luego de la 

incub
espec

GST-TIF2
[766-1462]

ación fueron sembrados en gel SDS-PAGE 10% y bloteados con anticuerpos 
íficos para IKK. B: Unidades relativas de IKK obtenidas a partir de las intensidades de 

quimioluminiscencia del inmunoblot.
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Finalmente, estos resultados terminan por demostrar que NF-κB es capaz de 

fomar un complejo multiproteico dinámico en cuanto a la presencia de diferentes 

componentes cruciales para su activación. En particular, se demostró que inicialmente 

TIF2 está asociado a complejos inactivos (conteniendo a IKK e IκBα) y en respuesta a 

TNF-α este complejo se vuelve activo. 

De acuerdo con nuestros estudios, TIF2 interacciona físicamente con miembros 

de la cascada de activación de NF-κB, de clásica ubicación citoplasmática, aún en 

experimentos. 

5. LOCALIZACIÓN CELULAR DE IκBα E IKK 

citoplasmática del complejo NF-κB:IκB se centran en la idea del enmascaramiento de la 

señal de localización nuclear (NLS) de las subunidades de NF-κB por las proteínas IκB. 

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 vice versa (32-38).  

condiciones basales. Por otro lado, TIF2 ha sido descripto como una molécula de 

ubicación nuclear (359-362) y de acuerdo con trabajos recientes la activación de NF-κB 

también podría ocurrir en el núcleo (32-38), dado que existen complejos de IκB-α, IKK 

y componentes del proteosoma en este compartimento celular. 

Básicamente, se toma en cuenta que 1) el modelo clásico de activación de NF-

κB está en discusión, y que existe la posibilidad de que complejos de NF-κB:IκB 

localicen dentro del núcleo, y que 2) en condiciones basales TIF2 esté asociado a 

complejos inactivos conteniendo a IκBα y que 3) a TIF2 se lo asocie clásicamente al 

núcleo, era de suponer que TIF2 debería asociarse tempranamente a complejos inactivos 

de NF-κB de localización nuclear. 

Con el objeto de determinar cuál es el modelo correcto y dónde ocurre la 

interacción entre los miembros de la familia de NF-κB y TIF2, se hicieron los siguientes 

 

 

 

Dado que TIF2 es considerado de localización nuclear y dado que demostramos 

que interacciona con IκBα e IKK, se quiso ver la localización de estas moléculas en 

condiciones basales o en respuesta a TNF-α. 

Como se mencionó en la parte introductoria, las bases de la localización 
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Con el objeto de determinar la localización celular de IκBα en HEK 293 en 

respuesta a 20 ng/ml de TNF-α, se realizaron ensayos de western blot contra IκBα de 

extract

ambién hay 

presenc

e esta técnica no se detecta presencia de IKK 

dentro del núcleo. Sin embargo, es de notar que el tratamiento de 30 minutos con 20 

os proteicos nucleares y citoplasmáticos. 

Los ensayos de western blot de extractos nucleares y citoplasmáticos revelaron 

que IκBα está predominantemente ubicado en el citoplasma, aunque t

ia de IκBα en el núcleo (figura 26). Se observó también que la cantidad de IκBα 

disminuye en respuesta a 20 ng/ml de TNF-α (figura 26).  

Estos ensayos revelan que si bien existe localización de IκBα dentro del 

citoplasma, una buena proporción del mismo se encuentra en el núcleo de estas células. 

Estos datos sostienen la posibilidad de la formación de un complejo multiproteico 

citoplasmático (dado que IKK se encuentra fundamentalmente en este compartimiento) 

que contenga a las proteínas regulatorias de la actividad de NF-κB, donde TIF2 

funcionaría como puente vinculante de todas ellas.  

 

 
 

Como se mencionó en la parte introductoria de este trabajo, en la vía clásica de 

activación de NF-κB, la IKK es capaz de fosforilar a IκBα en respuesta al TNF en el 

citoplasma. Esta señal lleva a la ubiquitinación de IκBα, la cual es degradada a través 

de la vía del proteosoma 26S (382).

Para determinar la localización celular de IKK en HEK 293 se realizaron 

ensayos de western blot a partir de extractos nucleares y citoplasmáticos, revelando con 

Citoplasma Núcleo

IKK

TNF-α            − +           − +
Citoplasma Núcleo

IκBα

TNF- α           − +           − +

Figura 26: localización subcelular de IKKβ e IκBα. Ensayos de western blot de extractos 
proteicos de células HEK 293 tratadas o no con 20 ng/ml de TNF-α durante 30 minutos. 
Se fraccionaron los extractos proteicos nucleraes y citoplasmáticos y se sepraron las 
proteínas en geles SDS-PAGE 10%. Posteriormente se blotearon con anticuerpos 
específicos para IKKβ (panel izquierdo) e IκBα (panel derecho).

anticuerpos específicos contra IKKβ. Los resultados muestran que IKKβ está presente 

únicamente en el citoplasma (figura 26). El estímulo con TNF-α no afecta la 

distribución subcelular, ya que por medio d
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ng/ml d

 de la figura 27 muestran claramente que no se 

altera l

 

 RelA 

e TNF-α afecta levemente la corrida electroforética de la proteína, como puede 

observarse en el retraso que sufre la misma en la figura 26.  

Estos resultados se corroboraron con ensayos de inmunofluorescencia indirecta 

realizados para detectar la localización subcelular de IKK in situ sobre células HEK 

293. Los ensayos inmunohistoquímicos

a distribución subcelular de IKK en respuesta a 20 ng/ml de TNF-α. Como puede 

observarse en la figura 27, en condiciones basales y en respuesta a TNF-α la IKK 

permanece retenida en el citoplasma.  

 

Basal

 

 

6. LOCALIZACIÓN CELULAR DE p38 Y

 

Con respecto a la localización celular de p38 MAPK también existen 

controversias. La mayoría de los trabajos aseguran que p38 está localizado en el 

citoplasma en su forma inactiva, y luego de su activación por estímulo es capaz de 

translocar al núcleo en su forma activa (68, 167, 383). Sin embargo, existen otros 

Figura 27: localización subcelular de IKKβ. Ensayos 
sobre células HEK 293 A: sin estimular B: estimuladas

de inmunofluorescencia indirecta 
 con 20 ng/ml de TNF-α durante 

30 minutos.

F-αBA TN
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trabajo

e p38 se realizaron ensayos de western 

blot co

nque se observa una banda 

corresp

 

 

observa presencia de la misma en el núcleo, aunque no se pudo determinar por medio de 

esta téc

nmunofluorescencia indirecta sobre HEK 293 en 

respues

s donde muestran que la localización primordial de p38 es nuclear y p38 activada 

localiza en el citoplasma (168).  

Para determinar la localización celular d

ntra p38 total y contra fosfo-p38, a partir de extractos nucleares de HEK 293 y 

ensayos de inmunofluorescencia indirecta contra fosfo-p38 MAPK.  

Como demuestran los ensayos de western blot de la figura 28A, p38 en HEK 

293 está localizado primordialmente en el citoplasma, au

ondiente a esta quinasa en los extractos nucleares. A través de esta técnica no se 

pudo determinar si los niveles de p38 nucleares aumentan en respuesta a TNF-α. 

 

Citoplasma Núcleo

p38

TNF-α            − +           − +
Citoplasma Núcleo

P-p38

TNF-α            − +           − +

 

De la misma manera, se realizaron ensayos de western blot contra la forma

activa de la p38 MAPK. Los resultados de la figura 28B demuestran que hay un 

aumento de la forma activa de p38 en respuesta a TNF-α en el citoplasma, y también se 

Figura 28: localización subcelular de p38 MAPK. Ensayos de western blot de 
extractos proteicos de células HEK 293 tratadas o no con 20 ng/ml de TNF-α durante 
30 minutos. Se fraccionaron los extractos proteicos nucleraes y citoplasmáticos y se 
corrieron en geles SDS-PAGE 10%. Posteriormente se blotearon con anticuerpos 
específicos para p38 MAPK (panel izquierdo) y fosfo p38 MAPK (P-p38, panel 
derecho).

nica si los niveles de esta quinasa en el núcleo eran modulados en respuesta a la 

citoquina.  

Con el objeto de determinar con mayor precisión los niveles nucleares de p38 

MAPK se realizaron ensayos de i

ta a 20 ng/ml de TNF-α.  

Los ensayos de inmunofluorescencia revelan que en condiciones basales p38 

MAPK activa está localizado primordialmente en el citoplasma celular (figura 29A). En 

respuesta a 20 ng/ml de TNF-α existe una migración de p38 MAPK hacia el núcleo. 

Resultados similares se obtuvieron en fibroblastos de ratón L-929 (384).  
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De esta manera, se demostró que en esta línea celular p38 MAPK se encuentra 

en el citoplasma, y en respuesta a TNF-α migra hacia el núcleo donde podría asociarse 

al coactivador. 

Para corroborar la presencia de RelA en el citoplasma cuando las células no 

están estimuladas, y la migración al núcleo luego del tratamiento con TNF, se realizaron 

ensayos de inmunofluorescencia indirecta contra RelA/p65 en respuesta a 20 ng/ml de 

TNF-α. Como muestra la figura 30A, en condiciones basales RelA/p65 permanece 

recluido en el citoplasma celular, y en respuesta a la citoquina gran parte de la proteína 

Figura 29: localización subcelular de fosfo p38 MAPK. Ensayos de inmunofluorescencia 
indirecta sobre células HEK 293 A: sin estimular B: estimuladas con 20 ng/ml de TNF-α
durante 30 minutos.

A BBasal TNF-α

migra al núcleo (figura 30B).  

Al igual que p38 MAPK, RelA/p65 migra hacia el núcleo una vez que se 

-κB. encienden los mecanismos de activación de la vía NF
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7. TIF2 LOCALIZA EN EL CITOPLASMA 

 

En cuanto a la localización celular de TIF2, y como se mencionó en la parte 

únicamente en el núcleo interaccionando con la maquinaria transcripcional de diferentes 

factores de transcripción (366, 385).  

introductoria de este trabajo, la mayoría de los trabajos aseguran que TIF2 está presente 

A

B

as
al

TN
F-

α
B

Figura 30: localización subcelular de RelA. Ensayos de inmunofluorescencia indirecta 
sobre células HEK 293 A: sin estimular B: estimuladas con 20 ng/ml de TNF-α durante 
30 minutos.
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Con el objeto de comprobar la factibilidad de la formación de complejos 

citoplasmáticos, se decidió determinar la localización celular de TIF2. Para ello se

realizaron ensayos de fluorescencia transfectando en forma transitoria HEK 293 con el 

vector de expresión de TIF2 acoplado a la proteína verde de fluorescencia (GFP). Los 

resultados de microscopía fluorescente muestran que TIF2-GFP se encuentra localizado

en el núcleo, y más aún, localizado focos discretos dentro del mismo (figura 31B). Estos

resultados concuerdan con lo observado anteriormente por los grupos de Hager y de

Paschal (359, 386). 

 

 

 

 

 

 

 

Se propuso determinar qué ocurría con la localización de la proteína TIF2 

endógena, dado que la expresión ectópica de una proteína como GFP puede llevar a 

Citoplasma Núcleo

TIF2

TNF-α            − +           − +
Citoplasma Núcleo

TIF2

TNF-α            − +           − +

TNF
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C

Fig
cit

HEK 293 transfectadas con 
TIF2-GFP. C: ensayo de inmunofluorescencia indirecta sobre células HEK 293 
es uladas (panel inferior) o no (panel superior) con 20 ng/ml de TNF-α durante 40 
minutos.

-α
- - - -
+                             +                        +      +     

ura 31: localización subcelular de TIF2. A: western blot contra TIF2 de extractos 
oplasmáticos o nucleares de células HEK 293 tratadas o no con 20 ng/ml de TNF-α

durante 30 minutos. B: ensayo de fluorescencia de células 

tim
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patrones de expresión diferentes a las encontradas en la forma salvaje. Para ello

realizaron ensayos de western blot a partir de extractos nucleares de HEK 293. Como 

muestran estos resultados (figura 31A), se puede afirmar que hay presencia de TIF2 

endógeno dentro del núcleo, al igual que los ensayos de fluorescencia de TIF2-GFP. Sin 

embargo, y sorprendentemente, los ensayos de western blot también muestran a TIF2

el citoplasma (figura 31B).  

Con el fin de reconocer la localización de la forma endógena de TIF2, se

realizaron ensayos indirectos de inmunofluorescencia en células HEK 293 utilizando 

anticuerpos específicos para TIF2.  

Los resultados demuestran que la localización de TIF2 en HEK 293 es 

citoplasmática (figura 31C) cuando las células no son tratadas con TNF-α, y un 

pequeño porcentaje de TIF2 está localizado dentro del núcleo. En respuesta a TNF-α

localización de TIF2 cambia. Se puede observar que luego del estímulo se ubica en el 

espacio perinuclear, es decir alrededor del núcleo (figura 31C).  

Estos resultados de localización celular son coherentes con la idea de la 

formación del complejo multiproteico citoplasmático, ya que la presencia de TIF2 en el 

citoplasma permitiría la interacción con los diferentes factores regulatorios de

actividad NF-κB, y el transporte de estas moléculas hacia el núcleo, donde se

encuentran las zonas regulatorias que responden a NF-κB.  

Basándonos en los resultados obtenidos con los ensayos de co-precipitación 

entre IKK y TIF2 (figura 25), los resultados obtenidos mediante ensayos de western bl

de extractos citopolasmáticos y nucleares (figura 29) y los ensayos de

inmunofluorescencia de IKK (figura 26), podemos suponer que esta proteína tiene la 

posibilidad de interaccionar con el extremo carboxilo-terminal de TIF2 dentro del 

 se 

 en 

 

 la 

 la 

 

ot 

 

citoplasma, y si bien el tratamiento de las células con TNF-α no afecta la interacción 

física entre IKK y TIF2, es probable que se desprenda del complejo antes de que el 

complejo transloque al núcleo, ya que no se observa presencia de IKK en el núcleo en 

on estos resultados se concluye que TIF2 podría asociarse a los complejos 

inactiv

respuesta a la citoquina. 

C

os de NF-κB en el citoplasma, y fosforilarse allí, y más tarde, en respuesta a 

TNF-α translocar al núcleo. Sin embargo aún quedaba por determinar el mecanismo 

molecular por el cual p38 contribuía a promover la actividad de NF-κB, y hasta qué 
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punto 

s requerida para que NF-κB sea activado, aún no se conocen los 

mecani os exactos por lo cuales esta quinasa provoca el aumento en la actividad de 

 

 

 

 

 

 

con respecto a aquellas células que no fueron tratadas con TNF. A los 40 minutos post-

tratamiento con TNF-

si las células no fueron pretratadas con este inhibidor (figura 32). El efecto más notorio 

la fosforilación de TIF2 era relevante para la actividad de este factor de 

transcripción. 

 

 

8. p38 PROMUEVE LA DEGRADACIÓN DE IκBα 

 

Si bien se sabe que la actividad de p38 aumenta luego del estímulo con TNF-α, 

y que su actividad e

sm

este factor de transcripción. Está demostrado que la acción de esta quinasa no es a través

de la fosforilación de RelA (197), y nuestros resultados indicarían que, en su lugar, 

podría tratarse de la fosforilación de TIF2.  

Dada la presencia de p38 MAPK e IκB en el complejo multiproteico, se planteó

que podría llegar a existir un vínculo entre estos dos componentes. Para determinar el 

rol de la quinasa en la activación de NF-κB se determinó la cantidad de IκBα que 

permanecía sin degradar cuando las isoformas de p38 eran bloqueadas,  

Para determinar el rol de p38 MAPK en la cinética de degradación de IκBα se

realizaron ensayos de western blot con anticuerpos contra IκBα a partir de extractos 

proteicos de HEK 293 estimuladas o no con 20 ng/ml de TNF-α en presencia del

inhibidor de p38 SB202190 (figura 32). Para ello se pretrataron a las células con 

diferentes concentraciones del inhibidor SB202190 (0-20 µM) durante 30 minutos, 

luego de lo cual fueron estimuladas con 20 ng/ml de TNF-α durante 0 a 50 minutos 

(figura 32).  

Los ensayos de western blot de la figura 32 muestran que en respuesta a la 

citoquina se produce una disminución de IκBα en las células a lo largo del tiempo. Sin 

embargo, cuando se pretrató a las HEK 293 con 20 µM del inhibidor de p38α y p38β, el 

efecto de degradación de IκBα se revierte.  

En particular, con una dosis de SB202190 de 20 µM y a los 30 minutos luego de

la estimulación con TNF-α puede observarse que queda remanente un 80% de IκBα

α un 80% de IκBα permanece todavía activo en las células 

cuando se inhibe a p38 con 20 µM de SB202190, en comparación con el 30% que queda 
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se observó a los 50 minutos post-tratamiento con TNF-α: en estas células sólo quedó un 

20% del IκBα respecto al observado en condiciones basales, a diferencia de las células 

que fueron pretratadas con 20 µM de SB202190 donde se observó aproximadamente un 

70% de remanencia de IκBα (figura 32). 
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Estos resultados indican que la actividad de p38 MAPK regula en forma 
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Figura 32: efecto de p38 MAPK sobre la degradación de IκBα. A: Células HEK 293 
fueron pretratadas con el inhibidor de p38α y p38β SB202190 durante 30 minutos y 
luego tratadas con 20 n
sembrados en gel SDS

γTubulina

A

g/ml de TNF-α durante distintos tiempos Los extractos fueron 
-PAGE 10% y bloteados con anticuerpos específicos para IκBα

y p
rela

B

osteriormente para γ-tubulina como control de carga de los geles. B: Unidades 
tivas de IκBα obtenidas a partir de las intensidades de quimioluminiscencia los 

inmunoblots.
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cuando existe un estímulo proinflamatorio como es la liberación de TNF-α. Cuando la 

actividad de esta quinasa está disminuida, hay mayores niveles de IκBα presentes en la 

célula, aún en respuesta a TNF-α. Nuevamente, esta inhibición de la degradación de 

Bα concuerda con la disminución de la actividad de NF-κB observada en los ensayos 

bidor de p38 (figura 20). Sin 

embargo restaba por determinar hasta qué punto la fosforilación de TIF2 era relevante 

para la

 de NF-κB.  

puntuales sobre este residuo y analizó qué ocurría con la actividad 

transcr

 A esta mutante se le cambió el residuo de 

serina 1

Iκ

reporteros donde se pretrató a las células con el inhi

 activación de NF-κB. 

 

 

9. LA SERINA 1323 DE TIF2 ES UNA BLANCO DE FOSFORILACIÓN PARA 

p38 MAPK 

 

Dado que la actividad de p38 es requerida para una óptima actividad de NF-κB, 

capaz de promover la degradación de IκBα, y capaz de fosforilar a TIF2 en las etiquetas 

identificadas, se quiso determinar si la fosforilación de TIF2 por p38 en las etiquetas 

identificadas podría desempeñar algún rol en la regulación de la actividad

Nos preguntamos entonces qué sucedería con la actividad de NF-κB si 

realizábamos mutaciones puntuales sobre TIF2 en aquellos residuos propuestos por el 

ScanSite y The Protein Kinase Resource (381). La hipótesis sugería que si anulábamos 

los sitios de fosforilación por p38 MAPK la actividad de NF-κB se vería reducida con 

respecto a aquellas células que expresaran la forma salvaje de TIF2. Dado que ambas 

herramientas bioinformáticas coincidían en la serina 1323 de TIF2, se realizaron 

mutaciones 

ipcional de NF-κB en respuesta a TNF-α. 

Tal como se describe en la sección de materiales y métodos, se realizaron dos 

mutantes puntuales de TIF2: en primer lugar una mutante al que le fue anulado el sitio 

de blanco de fosforilación por p38 MAPK.

323 por un residuo de alanina (S1323A, figura 33C). En segundo lugar, y con el 

objeto de mimificar la carga negativa del grupo fosfato en esa zona de TIF2, se 

construyó una mutante a la cual se le cambió el residuo de serina 1323 por un residuo de 

ácido aspártico (S1323D, figura 33C). 

Para analizar qué ocurría con la actividad de NF-κB se realizaron ensayos 

reporteros sobreexpresando ambas construcciones por separado. Se co-transfectó en 
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forma transitoria HEK 293 con las dos mutantes puntuales, el vector reportero para 

actividad luciferasa controlado por elementos κB y beta-galactosidasa para normalizar 

los valores obtenidos.  

 

 
 

Los resultados de la figura 33A muestran que la mutación de la serina 1323 por 

una alanina produce una significativa disminución de la actividad de NF-κB en 

Figura 33: efecto de la mutación en la Ser 1323 de TIF2 sobre la actividad NF-κB. A y 
B: Actividad kB-luciferasa de células HEK 293 transfectadas en forma transitoria con 
vector vacío, o con el vector de expresión de TIF2, o el mutante puntual de TIF2 (Ser x 
Ala S1323A y Ser x Asp S1323D, A y B respectivamente) junto con los vectores 
reporteros κB-luciferasa y β-galactosidasa. Las células fueron estimuladas con 20 ng/ml 
de TNF-α en los casos que se indican en la figura. Los extractos proteicos fueron 
tomados luego de 5 horas de estímulo con la citoquina, y se tomaron los valores 
relativos de luciferasa (U.R.) y de β-galactosidasa para normalizar los valores. Se 
muestran las medias de triplicados +/- ES de un experimento representativo de tres. 
*P<0.01 con respecto a TIF2 salvaje + TNF, **P<0.01 respecto de S1323D + TNF (test 
de Student). C: esquema de la secuencia amino-acídica de TIF2, con sus diferentes 
dominios. En el recuadro se detalla en negrita la serina mutada por alanina o ácido 
aspártico.
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respuesta a 20 ng/ml de TNF-α, con respecto a aquellas células transfectadas con la 

versión salvaje de TIF2. Esta disminución de actividad representa aproximadamente el 

20% de la actividad que presentan las células que sobreexpresan la versión salvaje de 
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TIF2. Este resultado demuestra que la fosforilación de TIF2 por p38 en el residuo 1323 

es necesaria para la óptima coactivación de TIF2. 

Estos resultados se condicen con los observados cuando las células son tratadas 

con el inhibidor específico de p38 MAPK (figura 20), y demuestran que la actividad 

transcripcional de NF-κB depende de la actividad quinasa de p38 MAPK sobre el 

coactivador TIF2. 

A diferencia de aquellas que expresan la mutante S1323A, las células que son 

transfectadas en forma transitoria con  la mutante S1323D y se las estimulan con 20 

ng/ml de TNF-α no presentaron diferencias significativas con respecto a aquellas 

a manera, si se mimifican las cargas negativas del grupo fosfato en TIF2 a 

través del cambio del residuo de serina por un residuo de ácido aspártico (el cual ya 

contien

s 

transfe

asal obtenida luego de la transfección 

con vec

duce el efecto de TIF2 sobre la actividad de NF-

κB. Ad

células que sobreexpresan la construcción salvaje de TIF2.  

De est

e las cargas negativas), no se observa el efecto negativo que produce la ausencia 

del sitio de fosforilación por p38 sobre la actividad de NF-κB (figura 33B). Si bien no 

hay diferencias significativas entre el grupo transfectado con la forma salvaje de TIF2 y 

las transfectadas con la mutante S1323D, los resultados obtenidos luego de la

cciones con esta mutante muestran que existe un tendencia positiva sobre la 

actividad de NF-κB en respuesta a TNF-α.  

En la figura 33B se ve que la mutante S1323D en condiciones basales tiene 

diferencias significativas de actividad NF-κB con respecto a las actividades basales de 

NF-κB de células transfectadas con la versión salvaje de TIF2, o las que fueron 

transfectadas con vector vacío. La actividad basal de la mutante S1323D de TIF2 

corresponde aproximadamente al doble de actividad basal de la construcción de TIF2 

salvaje, y alrededor de cuatro veces la actividad b

tor vacío (figura 33B).  

Por otro lado, como puede observarse en la figura 33B, hay una diferencia 

significativa entre las condiciones basales y en respuesta a TNF-α cuando son 

transfectadas con la mutante S1323D.  

Estos resultados demuestran que la actividad transactivadora óptima de TIF2 

depende en gran medida de la actividad quinasa de p38 sobre la serina 1323, dado que 

la ausencia del sitio de fosforilación re

emás, los resultados obtenidos demuestran que la fosforilación en la serina 1323 
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de TIF2 por p38 no es la única señal necesaria para una óptima actividad de NF-κB en 

respuesta a TNF-α.  

Finalmente se demostró la importancia de la formación del complejo 

multiproteico donde la actividad de p38 sobre el mismo es clave para el óptimo 

funcionamiento de TIF2 en la actividad transactivadora de NF-κB. 
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CONCLUSIONES 

 

Los resultados obtenidos permiten concluir los siguientes puntos: 

 

1. TIF2 interacciona físicamente y en forma directa con RelA, el componente más 

estudiado del dímero NF-κB. 

2. L

ripcional. 

4. T

 en respuesta a TNF migra al núcleo. 

9. p

 

a actividad coactivadora de TIF2 es necesaria para una óptima actividad de NF-

κB, y no es redundante con la actividad de los otros miembros de la familia p160. 

3. La actividad de p38 MAPK α y β no es imprescindible para la actividad de NF-

κB, pero sí promueve el aumento de su actividad transc

IF2 posee etiquetas de fosforilación para p38 MAPK. 

5. El dominio carboxilo-terminal de TIF2 es sustrato de p38 MAPK, y su actividad 

sobre el mismo es modulada en respuesta a TNF-α. 

6. TIF2 interacciona físicamente y en forma directa con p38 MAPK. 

7. TIF2 es capaz de asociarse a complejos inactivos de NF-κB, dado que interacciona 

físicamente con IκBα e IKKγ, y en respuesta a TNF-α este complejo se vuelve 

activo. 

8. TIF2 está localizado en el citoplasma y

38 MAPK α y β promueven la degradación de IκBα en respuesta a TNF-α. 

10. La fosforilación por p38 en la serina 1323 de TIF2 es fundamental para la 

actividad óptima de TIF2 en la transactivación de NF-κB. 
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“Nothing shocks me. I'm a 
scientist”.  
 

Indiana Jones 
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1. MODELO DE ACCIÓN DE TIF2 

e describimos 

un modelo molecular de acción de TIF2 con los componentes más importantes de la vía 

como cleares, es capaz de interaccionar en forma directa 

p38, 

199,  vez se propone 

m 8, a través del coactivador 

inflam

a adaptadora y 

Podrí

NF-κ asociación del factor de transcripción con secuencias específicas del ADN 

onar 

por s terminal. Por otro lado, 

 en condiciones basales, TIF2 es capaz de interaccionar físicamente con IκB, el cual es 

liberado en respuesta a TNF-α.  

IF2 interacciona físicamente con IKK a través de su dominio amino-terminal 

como también a través de su carboxilo-term anece tanto en 

condiciones basales como en respuesta a TNF-α. 

Demostramos que p38 MAPK también posee capacidad de unión con el 

complejo multiproteico TIF2:RelA:IκB:IKK, ya que esta quinasa es capaz de 

interaccionar físicamente y en forma directa con TIF2. Demostramos por primera vez 

que p38 MAPK promueve la degradación de IκB en respuesta a TNF-α, dado que la 

inhibición de su actividad disminuye los niveles de degradación de IκB. Asimismo 

demostramos que TIF2 es sustrato de p38, el cual modula la fosforilación en la serina 

1323 de TIF2 en respuesta a TNF-α. Teniendo en cuenta ambas observaciones, la 

 

Los resultados obtenidos están sintetizados en la figura 34, dond

de activación de NF-κB: el coactivador TIF2, primeramente descripto en la literatura 

 coactivador de receptores nu

con uno de los componentes del complejo NF-κB, tal como RelA, además de la quinasa 

utilizando dominios diferentes de los utilizados por receptores nucleares. 

Si bien es sabido que la actividad de p38 regula la actividad de NF-κB (197, 

200) como hemos descripto previamente en esta tesis, por primera

un odelo del mecanismo molecular por el cual la quinasa p3

TIF2, puede contribuir a la activación de NF-κB y a la regulación de la respuesta 

atoria, proliferativa y anti-apoptótica. 

Nuestros resultados permiten concluir que TIF2 es una proteín

bastante promiscua en cuanto a su interacción con diversos factores de transcripción. 

an existir complejos de TIF2/IKK/p38 prearmados que preceden a la activación de 

B y a la 

(figura 34). 

Los resultados obtenidos demuestran que TIF2 es capaz de interacci

físicamente y en forma directa con RelA, el componente más estudiado de NF-κB, tanto 

u dominio amino-terminal como por su dominio carboxilo-

y

T

inal, y esta unión perm
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fosforilación de p38 sobre TIF2 de algún modo estaría cooperando con la degradación 

e IκBα y promoviendo la actividad transcripcional de NF-κB.  

Podemos suponer que este complejo multiproteico podría armarse en el 

itoplasma, dado que TIF2 antes de la estimulación con TNF-α posee localización 

itoplasmática (al igual que p38, IκBα, IKKβ y RelA), y en respuesta a TNF-α el 

omplejo multiproteico migra hacia el núcleo donde se induciría la actividad 

anscripcional de los genes que responden a NF-κB (figura 34).  

 

 

d

c

c

c

tr

Figura 34: Esquema del modelo molecular de activación de NF-κB. TIF2 se encuentra 
en el citoplasma celular donde recluta a IKK, RelA, IκBα y p38 MAPK, quien activa a 
TIF2 a través de fosforilaciones en serinas del C-terminal en respuesta a TNF-α. La vía 
de NF-κB continúa con la fosforilación de IκBα, su degradación, y la posterior 
localización del complejo multiproteico al espacio perinuclear, donde se liberaría IKK. El 
complejo transloca al núcleo donde se induce la expresión de genes que gatillan la 
activación de procesos biológicos como inflamación, tumorigénesis, proliferación y la 
inducción de proteínas involucradas en la activación del ciclo celular.
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Al regular la actividad de NF-κB, TIF2 tendría un rol importante en la 

regulación de los procesos biológicos controlados por NF-κB tales como la activación 

del sist

do que este factor requiere de múltiples 

activid

ara que NF-κB se libere de su factor inhibitorio a través de la fosforilación 

en resi

plasma. 

la que los mismos son reclutados en 

los pro

ema inmune, los procesos inflamatorios, la regulación de la proliferación y del 

ciclo celular y finalmente la oncogénesis (figura 34). 

 

 

2. TIF2: ¿UN NUEVO MECANISMO TRANSACTIVADOR, DIFERENTE AL 

CLÁSICO? 

 

Si bien se sabe que NF-κB requiere de coactivadores generales para su 

transactivación (264-266, 285, 335, 378, 379), aún no se conocen los mecanismos 

exactos por los cuales se produce el fenómeno de transactivación a través de la 

interacción con los mismos. Está demostra

ades enzimáticas que actúen a nivel de la cromatina para crear un ambiente 

permisivo para su transcripción (387-389). Por otro lado también se requiere de 

proteínas regulatorias que interactúan con NF-κB, y que no se encuentran dentro del 

núcleo. Por ejemplo, está demostrado que se requiere de actividad enzimática en el 

citoplasma p

duos de serina específicos (390). Otro ejemplo sería que la fosforilación de RelA 

es requerida para aumentar su capacidad de unión a secuencias específicas en el ADN y 

para su activación transcripcional (391, 392). Estos antecedentes demuestran que la 

actividad de NF-κB en respuesta a TNF-α está regulada por diferentes moléculas que se 

encuentran dentro y fuera del cito

Como se describió en la introducción, la regulación de la transcripción es 

dependiente de la presencia de coactivadores o correpresores (241, 242). El mecanismo 

clásico de transactivación de coactivadores postu

motores blancos a través de interacciones con los factores de transcripción 

blanco, y funcionan como moléculas vinculantes entre las proteínas de unión al ADN y 

las enzimas modificadoras que alteran la estructura local de la cromatina, para crear un 

ambiente permisivo para la transcripción. 

Este trabajo demuestra que TIF2, una molécula que clásicamente está asociada 

con la regulación de la transcripción a través de la interacción con factores 

remodeladores de la cromatina, contribuye a la activación de un factor de transcripción 
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por un mecanismo diferente al previamente descripto para coactivadores, a través de la 

interacción con proteínas claves de la vía NF-κB.  

 

 

3. TIF2 TIENE UNA ALTA CAPACIDAD DE INTERACCIÓN PROTEICA 

 

NF-κB y los receptores nucleares muestran requerimientos similares de 

coactivadores y funciones de transferencia de grupos acetilos, a pesar de que son 

res 

tivos 

res 

 

os 

 en 

de TIF2 (393). Estos resultados muestran que si bien 

hay dominios dentro de los coactivadores que son comunes para diferentes factores de 

transcripción, también hay otros dominios que no son tan comunes, y si bien se ha 

determinado la interacción física con receptores nucleares, en este trabajo se demuestra 

por primera vez que existe una interacción directa entre un factor de transcripción no 

relacionado con los receptores nucleares y un coactivador de la familia p160, aunque 

aún no hemos determinado las etiquetas involucradas. Profundizar estos estudios sería 

de suma importancia para el desarrollo futuro de inhibidores/antagonistas específicos de 

la interacción TIF2/NF-κB y aplicaciones terapéuticas, sin afectar la función de los 

receptores nucleares.  

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

subunidades p50 y p65/RelA (7). Este dímero es el que hoy en día se conoce como NF-

κB, aunque ya se sabe que existe una gran diversidad de miembros que pertenecen a la 

familia de NF-κB. Como se mencionó en la parte introductoria de este trabajo, las 

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

moléculas completamente diferentes. En particular NF-κB, al igual que los recepto

nucleares, requiere de coactivadores de la familia p160, los cuales contienen mo

consenso que contienen etiquetas de LXXLL (donde L es residuo de leucina y X 

cualquier otro aminoácido) que son importantes para la interacción con recepto

nucleares y CBP (241, 278, 281, 304-306, 320-322). Por ejemplo, NF-κB requiere del

motivo LXD2 de SRC-1 y del motivo LXD4 dentro del dominio de interacción con 

CBP (379), aunque no se demostró que hubiera una interacción directa entre miembr

de la familia de NF-κB y SRC-1. Por otro lado, mediante ensayos de deleción del 

extremo carboxilo-terminal de TIF2 (del aminoácido 1121 hasta el 1462) se observó 

que la actividad transcripcional del factor de transcripción AP-1 disminuye

comparación con la versión salvaje 
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activas

n determinar si esta combinación 

fuera posible, determinar si TIF2 podría resultar un regulador negativo de la 

transcripción de NF-κB. 

ión de CBP a NF-κB es esencial para la activación de este factor de 

transcripción. Como se mencionó en la parte introductoria de este trabajo, tanto CBP 

como p

encia de grupos acetilos, sería probable que 

TIF2 e

IF2 podría contribuir a la actividad de NF-κB 

por otr

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

represivas (10-14). Sería interesante determinar qué ocurre con respecto a la interacción 

física entre TIF2 y otros miembros de la familia de NF-κB, en particular la interacción 

de TIF2 con los homodímeros represivos, y tambié

 

La un

300 poseen dominios de transferencia de grupos acetilos, y también ambos son 

capaces de asociarse con proteínas de transferencia de grupos metilos a histonas (394), 

las cuales provocan cambios estructurales sobre la cromatina. Estos cambios en la 

cromatina proveen códigos para el correcto funcionamiento de la maquinaria regulatoria 

de la expresión génica. En particular, tanto la metilación como la acetilación de residuos 

específicos dentro de la cromatina provocan cambios estructurales que generan 

ambientes permisivos para la iniciación de la transcripción. Por otro lado, se vio que 

CBP es capaz de acetilar a RelA en residuos de lisina promoviendo su capacidad de 

unión al ADN y la liberación de IκB (395, 396) y además se sabe que TIF2 es capaz de 

asociarse con CBP y p300 funcionando de manera sinérgica y promoviendo la actividad 

transcripcional de numerosos factores de transcripción (306). Sin embargo, la 

asociación entre CBP y TIF2 se inhibe cuando la región carboxilo-terminal de CBP y 

p300 se encuentra metilada (397). Dado que TIF2 es el único coactivador de la familia 

p160 que no posee actividad de transfer

jerza funciones de remodelación de la cromatina en asociación con otros factores 

que sí posean tales funciones. Tal sería el caso de asociación con CBP, PCAF o 

posiblemente a través de la interacción con los otros miembros de la familia p160.  

De acuerdo con estas observaciones, se podría pensar entonces que el aumento 

en la transactivación de NF-κB por TIF2 podría estar mediado por otras moléculas 

involucradas en el remodelado de la cromatina. Sin embargo, independientemente de 

ésto, y de acuerdo a nuestros resultados, T

o mecanismo no clásico, tal como se ha mencionado previamente, a través de 

acciones enzimáticas muy probablemente citoplasmáticas. 
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4. ¿LA p38 MAPK ACTIVA A TIF2? 

 

Se demostró que TIF2 es capaz de ser fosforilado por p38 MAPK en respuesta a 

TNFα (figura 21) y que in vivo los niveles de IκBα dependen de la actividad de p38 

o de 

la activación de p38 MAPK no están del todo esclarecidos. Según resultados obtenidos 

por otr

BP en los genes blanco de NF-κB.  

(figura 32). Los mecanismos por los cuales se produce la degradación de IκBα lueg

os grupos de investigación, la inhibición de p38 disminuye los niveles de 

fosforilación de IκBα in vitro (199). La formación de un complejo que contiene a TIF2, 

p38, RelA, IκBα e IKKβ podría explicar la regulación de IκBα por p38, dada la 

proximidad física de todas estas moléculas y su potencial para interactuar entre sí.  

Al igual que p38, MSK1 es una quinasa esencial para la activación de NF-κB en 

respuesta a TNF (201). MSK1 es capaz de fosforilar a RelA/p65 en la serina 276 en 

respuesta a TNF-α y actúa río abajo de p38 y ERK MAPKs (201). Según estas 

observaciones, éste podría ser un mecanismo adicional por el cual p38 induce la 

activación de NF-κB. Sería interesante determinar si esta quinasa forma parte del 

complejo TIF2/RelA dentro del núcleo, y si juega algún rol adicional en la 

transactivación de TIF2 sobre NF-κB. 

En este trabajo demostramos que TIF2 interacciona físicamente y en forma 

directa con p38 MAPK (figuras 22 y 23). La interacción directa entre TIF2 y p38 es 

importante para la transactivación de NF-κB, dado que un cambio en la serina 1323 de 

TIF2 disminuye la actividad de NF-κB con respecto a la forma salvaje de TIF2 (figura 

33). Esta interacción también podría ser relevante en otras acciones clásicas del 

coactivador, tomando en cuenta lo discutido en el item anterior, en el reclutamiento de 

factores involucrados en la acetilación de histonas (como CBP y PCAF). No está del 

todo claro el papel que juega p38 con CBP, aunque algunos trabajos muestran que CBP 

puede ser fosforilado in vitro por p38 (398). Sería interesante determinar si p38 juega 

algún rol en la asociación entre TIF2 y CBP, y si de alguna manera es capaz de modular 

la actividad HAT de C

Además, la asociación directa entre TIF2 y p38 podría estar relacionada en la 

modulación de la actividad de otros factores de transcripción, especialmente receptores 

nucleares. Según resultados recientes, p38 aumenta la actividad transcripcional del GR, 

y también es capaz de aumentar la localización nuclear del mismo y provocar un 

aumento en la unión a sus secuencias blanco presentes en el ADN (384, 399). Dado que 
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TIF2 es un coactivador del GR (276), sería interesante determinar si el efecto 

transactivador de TIF2 sobre GR está modulado por p38 MAPK, o si un cambio en la 

secuencia blanco de fosforilación por p38 cambia la localización del receptor nuclear, o 

si hay una diferencia en cuanto a la unión del GR a sus secuencias blanco en presencia 

del antisentido de TIF2 o de diferentes mutantes de TIF2.  

 

 

5. ACC

e en 

terapia

 se requiere de la actividad 

uinasa de p38 (380), y este trabajo de tesis demuestra que TIF2 requiere de la misma 

IONES CONCERTADAS DE TIF2 Y p38 MAPK 

 

Como se mencionó en la parte introductoria de esta tesis, es sabido que p38 está 

involucrada en muchas de las respuestas celulares a estrés y a inflamación (400-405). 

En este trabajo demostramos que TIF2 es sustrato de la p38 MAPK (figura 21) y 

además esencial para promover la actividad de NF-κB, uno de los factores más 

importantes relacionado con la activación del sistema inmune e inflamatorio. Dada la 

asociación tan íntima entre estos tres componentes (RelA, TIF2 y p38) es factible 

suponer que la respuesta a estrés e inflamación podría depender de los niveles de TIF2 

intracelulares, sobre todo si se toma en cuenta que la proteína TIF2 está ampliamente 

distribuida en diferentes tejidos. El ARNm de TIF2 fue detectado en placenta, 

testículos, cerebro, hígado, corazón y útero (272, 277, 315). La proteína TIF2 fue 

detectada en testículos, pulmón, cerebro, hígado, corazón y en células epiteliales de 

varios tejidos, entre ellos el tracto gastrointestinal, el páncreas, el riñón, el útero, la 

glándula mamaria, los testículos, la próstata, el pulmón y la glándula adrenal. La 

proteína TIF2 también se expresa en células del estroma del colon, del útero y en la 

glándula mamaria (278, 345). En resumen, todas aquellas acciones y patologías hasta el 

presente conocidas como dependientes de NF-κB y p38 MAPK, también serían 

dependientes de TIF2. Esto sería de suma importancia y abriría un nuevo enfoqu

s futuras. 

 

 

6. SEÑALES QUE ACTIVAN A TIF2 

 

Para la activación de NF-κB en respuesta a TNF

q
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actividad quinasa para su correcto funcionamiento en la transactivación de NF-κB 

(figura 33). Mediante programas bioinformáticos descubrimos dos serinas de TIF2 que 

podrían

estar 

compen

cto coactivador de RAC3 sobre el receptor de 

estróge

cción de expresión de genes 

sumam

 ser blanco de la actividad quinasa de p38: las serinas 895 y 1323. Como se 

demostró en este trabajo mediante ensayos de actividad reportera con mutantes 

puntuales para TIF2, la serina 1323 es clave para la actividad de NF-κB en respuesta al 

TNFα (figura 33). La falta del sitio fosforilable por p38 promueve una disminución de 

alrededor de un 20% en la actividad de NF-κB en comparación con la forma salvaje de 

TIF2 (figura 33). Si bien esta diferencia es significativa, la disminución no es del 100%, 

lo que revela que podrían existir otros mecanismos responsables de la transactivación de 

NF-κB por TIF2, o bien la presencia de TIF2 salvaje endógeno podría 

sando la mutación. Sería interesante determinar a través de ensayos reporteros 

qué ocurriría con la mutación de la segunda serina encontrada, y el efecto de la doble 

mutante.  

Existen varios reportes donde se demuestra que los miembros de la familia p160 

son capaces de ser fosforilados. Entre ellos hay trabajos que demuestran que SRC-1 

puede ser fosforilado hasta en siete residuos diferentes, y RAC3 en seis (344, 406). Otro 

aspecto interesante es que para el efe

nos se requiere de los seis sitios fosforilados, mientras que para la 

transactivación sobre NF-κB se requiere que cinco de ellos estén fosforilados (344). 

Estos datos indicarían que los diferentes patrones de fosforilación sobre estas moléculas 

estarían generando distintos niveles de regulación sobre los diferentes factores de 

transcripción que estarían modulando. Un efecto similar podría estar ocurriendo sobre la 

actividad de TIF2 y la fosforilación provocada por p38 en la serina 1323 de TIF2, dado 

que existen trabajos que demuestran que la serina 736 de TIF2 es capaz de ser 

fosforilada por la ERK en respuesta al factor de crecimiento epidérmico (EGF) (407). 

Estas señales que recaen sobre la serina 736 de TIF2 podrían aumentar la actividad de 

Elk-1, ER, y el PR, mientras que la fosforilación de la serina 1323 sería un patrón 

requerido para la activación de NF-κB, y por ende la indu

ente diferentes a los inducidos por receptores nucleares, aunque podría no ser 

exclusiva de este factor. Sería interesante, entonces, determinar qué ocurre con la 

cascada de señalización de estos receptores nucleares en presencia de la mutante 

S1323A de TIF2.  
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Un aspecto interesante de los resultados obtenidos con las mutantes puntuales de 

TIF2 es que la mutante S1323D, la cual contiene la nueva carga negativa proveniente 

del ácido aspártico, modula la actividad de NF-κB en respuesta a TNF-α (figura 33B). 

Esta diferencia de actividad (entre la actividad basal y la desatada en respuesta a TNF) 

significa que además de la fosforilación en el residuo de serina 1323 debe existir otro 

ecanismo que sería regulado en respuesta a la citoquina, y que aportaría al aumento de 

 actividad de NF-κB. Podría tratarse de una etiqueta ubicada en otros sitios de TIF2 

oinformáticos, o bien por 

iferentes quinasas activadas en respuesta a TNF-α, como la misma IKK, que según 

resulta

bién interactúa con CBP (379), sería interesante determinar el rol de 

IF2 en la protección de apoptosis de células de cáncer de colon.  

Por otro lado, y tal como se describió en la parte introductoria de este trabajo, se 

 leucemias, dado que se lo encontró fusionado 

 proteínas claves del desarrollo de leucemias mielioides agudas (351-353, 355-357). 

Dado q

m

la

fosforilables por p38 y no detectados por los programas bi

d

dos preliminares no mostrados en este trabajo, también sería capaz de fosforilar a 

TIF2, o bien algún otro mecanismo no determinado. Estos planteos no estarían muy 

lejos de la realidad, si tomamos en cuenta que existen trabajos que demuestran que 

RAC3 es modulado por la actividad de la IKK (343), o que RAC3 podría fosforilarse en 

cuatro sitios diferentes posiblemente involucrados en la transactivación del ER, como lo 

demuestran los estudios in vitro realizados por el grupo de O’Malley (344). Más allá de 

las fosforilaciones, tampoco puede descartarse la posibilidad de cambios 

conformacionales post-traduccionales para el correcto funcionamiento de TIF2, 

ocasionados por la interacción con otras proteínas regulatorias. Como ejemplo puede 

citarse el trabajo del grupo de Mellgren, quien demuestra que TIF2 está sujeto a 

ubiquitinación luego de la activación de la vía de PKA (408).  

Está reportado que la inhibición de p38 promueve la muerte celular de células 

derivadas de melanomas tratadas con radiación UV, de células mielomonocíticas 

tratadas con TNF-α, y de células de cáncer de colon, a través de la inducción de genes 

antiapoptóticos (409-411). En particular, el trabajo de Nishihara y colaboradores sugiere 

que p38, a través de MSK1 interactúa con CBP para inducir la expresión de genes 

antiapoptóticos (411). Dado que TIF2 interactúa con p38, y dado que además esta 

reportado que tam

T

vio que TIF2 participa en la progresión de

a

ue p38 es capaz de activar a TIF2 a través de su fosforilación, sería interesante 

determinar el rol de esta quinasa en este tipo particular de patologías, aunque algunos 
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trabajos asocien a p38 como proteína antitumoral en ciertas líneas derivadas de 

leucemias (412-415). 

 

 

7. LA IMPORTANCIA DE LA LOCALIZACIÓN CELULAR DE TIF2 

 

Como se mencionó en la parte introductoria de este trabajo, y como se muestra 

en la figura 30, la activación de NF-κB en respuesta a TNF-α termina resultando en la 

translocación de NF-κB al núcleo. En este trabajo se mostró que TIF2 es capaz de 

potenciar la actividad de NF-κB en respuesta a TNF-α (figura 14 y 20). 

Sorprendentemente, y acorde con observaciones previas hechas sobre la localización 

celular de RAC3 (317, 343), los resultados de los ensayos de inmunofluorescencia 

demuestran que TIF2 está presente en el citoplasma previo al tratamiento con TNF-α 

(figura 31C, panel superior), alejado de su sitio funcional de transcripción nuclear. En 

respuesta a TNF-α TIF2 es capaz de translocar al núcleo donde ejerce su clásico rol de 

coactivador (figura 31C, panel inferior). El hecho de que TIF2 se encuentre localizado 

en el citoplasma e interaccione con proteínas citoplasmáticas, sugiere que esta molécula 

podría desempeñar alguna otra función en citoplasma, además de su clásica acción 

coactivadora, acorde a lo que se demostró en este trabajo.  

 

En trabajos anteriores propusimos un modelo por el cual receptores nucleares y 

NF-κB podrían competir por diversos coactivadores (285, 378). Esta competencia 

nuclear por determinados coactivadores podría resultar en la activación de otras vías con 

respuestas biológicas sumamente diferentes o incluso antagónicas, como la del GR y 

NF-κB. Dado que TIF2 es capaz de promover la actividad de diversos receptores 

nucleares y, también la de NF-κB, la concentración o incluso la localización celular de 

TIF2 podría llevar a la activación de una u otra (o ambas) vías, con la consecuente 

inducción de respuestas celulares diversas. La sobreexpresión o una localización 

anormal de este coactivador podría llevar a una situación potencialmente peligrosa para 

el organismo, como ejemplifica el trabajo de Anzick y colaboradores para RAC3 (279). 
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8. ¿QU

AC3 presenta un patrón 

de unió

bargo, la expresión 

diferen

EDA TODO EN FAMILIA? 

 

El hecho de que los coactivadores de la familia p160 puedan regular en forma 

positiva la actividad de diferentes receptores nucleares con tanta promiscuidad en 

células transfectadas, y el hecho de que los defectos fueron observados solamente en un 

pequeño número de tejidos de animales mutantes para SRC-1, TIF2 o RAC3, sugiere 

que la familia de SRCs podría tener funciones solapadas. Asimismo el hecho de que 

ratones que carecen de SRC-1, TIF2 o RAC3 funcionales, apoya la idea de que los 

miembros de la familia de SRCs podrían compensar parcialmente las funciones de cada 

uno (315, 316, 318). En general se observa que TIF2 y SRC-1 comparten funciones y se 

diferenciarían de RAC3, como lo ejemplifica la acción de este coactivador sobre la 

actividad de RAR (278). La posibilidad de que TIF2 y SRC-1 compartan funciones se 

hace más notoria si se comparan ratones TIF2-/- y ratones que son TIF2-/-/SRC-1+/-. En 

estos últimos tipos de ratones, los efectos producidos en células de Sertoli por la falta de 

TIF2 se hacen aún más notorios que en ratones TIF2 -/- (416). 

En cuanto a la transcripción dependiente de NF-κB se observó muy 

recientemente que los tres miembros de la familia p160 presentan un patrón de unión al 

promotor de IκBα muy definido (y diferente) en respuesta a TNF. En la unión al 

promotor de IκBα se une en primer lugar TIF2, en segundo lugar se une SCR-1 y la 

señal de TIF2 unido a este promotor disminuye. Por su lado, R

n oscilatorio (417). Aunque a priori estos datos sugieran que los tres miembros 

de esta familia podrían sustituirse en la transcripción mediada por NF-κB, está 

demostrado que existe un orden determinado de acción de cada uno de ellos en la 

activación transcripcional de NF-κB, y además apoyan la idea de la formación de 

diferentes complejos regulatorios que funcionan en forma orquestada. El hecho de que 

los tres miembros puedan actuar de manera coordinada en la transactivación, explicaría 

porqué no existe una deficiencia general en la función de NF-κB en ratones knock out 

para TIF2, RAC3 o SRC-1 (315, 317, 318, 333, 416). Sin em

cial y tejido-específica de los SRCs podría ser responsable de funciones 

específicas para cada tejido. Si bien los SRCs presentan expresión en un amplio rango 

de tejidos, los niveles de expresión son dependientes del tipo celular y del tejido, como 

por ejemplo las diferencias en cuanto a la expresión de los SRCs en testículos y 

epidídimo (418).  
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Las diferencias temporales y espaciales de expresión de los SRCs podría 

explicar las discrepancias entre los experimentos de expresión en líneas celulares 

(donde todos los miembros promueven la transcripción de la mayoría de los receptores 

nucleares) y los experimentos donde se utilizan ratones knock out. Por otro lado, es 

eles) todos 

s miembros de la familia p160. En este trabajo de tesis demostramos que la correcta 

activid

importante tomar en cuenta el tipo de línea celular, si se expresan (en qué niv

lo

ad de NF-κB depende de TIF2, como puede observarse en los resultados 

obtenidos con el antisentido de TIF2 (figura 15). Cuando estas células son deprivadas 

de TIF2 la actividad transcripcional de NF-κB en respuesta a TNFα disminuye 

aproximadamente a la mitad de la actividad normal (figura 15). Estos datos demuestran 

que la actividad transcripcional de NF-κB en respuesta a TNFα no es puenteada por los 

otros miembros de la familia de TIF2, y que efectivamente TIF2 es necesario para la 

actividad transcripcional. Según Gao et al., TIF2 funcionaría como un coactivador que 

mantendría la transcripción basal (417), y luego sería reemplazado por SRC-1 y RAC3. 

Los resultados de esta tesis apoyan estas observaciones, dado que la actividad 

transcripcional de NF-κB si bien disminuye en presencia del antisentido de TIF2, no es 

bloqueada al 100% (figura 15). Esto significaría que algún otro coactivador estaría 

suplementando en forma parcial la actividad de TIF2, y bien podría ser alguno de los 

otros dos miembros de la familia de SRCs. 
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