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RESUMEN. 

 

       El factor nuclear -kB (NFkB) es considerado el mediador central del proceso inflamatorio y una 

pieza clave en la respuesta inmune innata y adaptativa.  Recientemente  se ha demostrado la 

importancia de la señalización de  este factor  en el desarrollo del cáncer. La  activación de NFkB es  

frecuente en los carcinomas, debida principalmente a las citoquinas inflamatorias en el 

microambiente tumoral. Es importante destacar,  que en todos los tumores malignos, NFkB actúa 

de una manera específica del tipo celular: mediante la activación de genes de supervivencia en las 

células de cáncer y genes promotores de la inflamación en los componentes del microambiente 

tumoral. Las  Neuropilinas comprenden dos receptores homólogos ampliamente expresados en la 

membrana plasmática (NRP1 y NRP2). Los datos preclínicos sugieren que el bloqueo de NRP1 

suprime el crecimiento tumoral mediante la inhibición de la angiogénesis, además de inhibir 

directamente la proliferación de células tumorales en ciertos modelos. Evidencias  recientes 

sugieren, además, un papel de las neuropilinas en la progresión del cáncer, debido a su interacción 

con los receptores de tirosina quinasas, moléculas de adhesión, e integrinas. Estos  y otros datos 

ponen de manifiesto que  las neuropilinas constituyen  plataformas de señalización en la superficie 

celular, potencialmente capaces de  regular a las células cancerosas, así como a las células del 

microambiente del tumor. Existen evidencias de que estas dos vías están relacionadas en diversos 

tipos de cáncer. Curiosamente, los datos clínico-patológicos a menudo demuestran una correlación 

entre el aumento de la expresión de neuropilinas y de la activación de NFkB, con estadios 

avanzados del tumor y  un mal pronóstico  En este estudio, se investigó el efecto del silenciamiento 

génico  de NIK, así como su sobreexpresión, en la expresión de NRP1 y sNRP en células de cáncer 

de próstata PC3.  La expresión de ARNm se determinó por reacción en cadena de la polimerasa con 

transcripción inversa (RT - PCR). Los niveles de proteína de NRP1 se determinaron por citometría 

de flujo. En las células con NIK inhibido  la expresión de sNRP se atenuó marcadamente,  

acompañada por la regulación al alza de NRP1 membranal. Caso contrario, en las células con una 

activación forzada de NIK, se observó un incremento de la expresión de las isoformas solubles y un 

decremento de expresión de la isoforma membranal de NRP1.   A partir de estos resultados, se 

concluyó que en la línea celular de cáncer de próstata PC3,  NFkB participa en la modulación a la 

baja de  la expresión de NRP1. 
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ABSTRACT. 

 

          The nuclear factor-kB (NFkB) transcription factor family has been considered the central 

mediator of the inflammatory process and a key participant in innate and adaptive immune 

responses.  It is only recently that the full importance of nuclear factor-κB signalling to cancer 

development has been understood.  NFkB activation is also prevalent in carcinomas, in which 

NFkB activation is mainly driven by inflammatory cytokines within the tumor microenvironment. 

Importantly, however, in all malignancies, NFkB acts in a cell type-specific manner: activating 

survival genes within cancer cells and inflammation-promoting genes in components of the tumor 

microenvironment. Yet, the complex biological functions of NFkB have made its therapeutic 

targeting a challenge. Neuropilins comprise two homologous widely-expressed single-pass plasma 

membrane receptors (NRP1 and NRP2).  Neuropilin-1 is a co-receptor for vascular endothelial 

growth factor (VEGF). Preclinical data suggest that blockade of NRP1 suppresses tumour growth 

by inhibiting angiogenesis, in addition to directly inhibiting tumour cell proliferation in certain 

models. Recent evidence further suggests a role of neuropilins in cancer progression due to their 

interaction with receptor tyrosine kinases, adhesion molecules, and integrins. Altogether, these data 

seem to qualify neuropilins as signaling platforms on the cell surface, potentially capable of 

regulating cancer cells, as well as cells of the tumor microenvironment.  There is evidence that these 

two channels are connected in various cancers.  Intriguingly, clinical-pathological data often 

indicate a correlation between increased expression of neuropilins and NFkB activation,   advanced 

stage tumors with poor prognosis.  To further investigate the relationship, we have built by 

overexpressing NIK in PC3 cells and inhibiting it by shRNA. Cultured PC3 were transducted with 

overexpression or shRNA and harvested for analysing NRP1 level by RT-PCR and flow cytometry. 

In NIK inhibited cells, the expression of sNRP was markedly attenuated, accompanied by the 

upregulation of NRP1.   Otherwise, forced activation of NIK, promotes an increase of the expression 

of soluble isoforms and   decreased NRP1 expression was observed.  From these results, it was 

concluded that the prostate cancer PC3 cell line, NFkB is involved in the down modulates of the 

expression of NRP1. 

 

. 
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INTRODUCCIÓN. 

 

HISTOLOGÍA Y PATOLOGÍA DE LA PRÓSTATA.   

 

    La próstata es una glándula exocrina que forma  parte del tracto reproductivo masculino 

en mamíferos. Aunque está presente en muchas especies de mamíferos, la morfología  y los 

productos  secretados de la próstata varían ampliamente. La próstata humana está constituida por 

varios componentes, tanto glandulares como no glandulares (1). El tejido no  glandular de la próstata 

se concentra anteromedialmente y es el principal  responsable de la convexidad anterior del órgano, 

mientras que el contorno de  la próstata glandular rodea de forma parcial el tejido no glandular, 

dando lugar  a cuatro regiones  distintas, cada una de las cuales proviene de un  segmento diferente 

de la uretra prostática. La uretra es por lo tanto un punto de referencia anatómico primario (2)  

(Figura 1).  

 

    Desde el punto de vista anatómico, la próstata puede diferenciarse en cuatro zonas: la zona 

periférica, central, de transición  y la zona anterior. 

 La zona periférica comprende aproximadamente el 70% de la masa de la próstata 

glandular normal. Es la región más susceptible a la inflamación y el  punto de origen de la 

mayor parte de carcinomas, aunque algunos surgen en la  zona de transición (2). 

 La zona anterior se ubica delante de la uretra, es fibromuscular y no presenta 

elementos glandulares (2). 

 La  zona de transición se compone de dos pequeños lóbulos independientes y rodea 

a la uretra posterior con un 5% del volumen glandular, es en esta zona donde la hiperplasia 

prostática benigna ocurre casi de manera exclusiva (2). 

 La zona  central,  cruzada por los conductos eyaculadores, comprende 

aproximadamente el 20 % de la masa de la próstata glandular. Esta zona es bastante 

resistente tanto a carcinoma como a  inflamación.(3) 

    

   En el epitelio prostático se pueden distinguir tres tipos celulares según sus características 

morfológicas, su función y su relevancia para la carcinogénesis. El tipo celular epitelial luminal es 

andrógeno dependiente, produce proteínas secretoras como el antígeno especifico prostático (PSA) 

y expresa el receptor de andrógenos (RA). El segundo tipo corresponde a las células basales, que 

forman una capa continua y no producen proteínas secretoras prostáticas (4), pero expresan factores 

que protegen del daño al DNA, tales como la proteína de defensa antioxidante Glutatión-S-
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Transferasa (GST) y el gen anti apoptótico Bcl-2. El tercer tipo celular es el neuroendócrino, es 

independiente de andrógenos y su acumulación en la capa basal es una característica del cáncer de 

próstata.  (5) 

Figura 1. Anatomía Zonal de la próstata Humana. Como se ha indicado, cada zona alberga secciones distintas de la 
uretra prostática. La zona central, donde pocas enfermedades se desarrollan, alberga el conducto de la vesícula seminal. La 
zona periférica, el principal sitio donde ocurren  lesiones precancerosas y cancerosas, alberga la uretra peneana. La zona de 
transición es el único sitio donde ocurre la hiperplasia benigna prostática. Imagen modificada de De Marzo et al., 2007 

 
 
   El cáncer de próstata (CaP) es una neoplasia maligna que se presenta usualmente en edades 

avanzadas. Es el segundo tipo de neoplasia maligna  más frecuente y la sexta causa de muerte por 

cáncer, representando el 14% (903.500) del total de nuevos casos de cáncer y 6% (258,400) del total 

de muertes por cáncer  en hombres, a nivel mundial (6). En México, en el 2011, el CaP ocupo el 

primer lugar en cuanto a mayor número de muertes asociadas a neoplasias malignas en  varones 

adultos ocupando un  16.9% (7). Es un cáncer que predomina en el adulto mayor, con el 75% de 

casos nuevos diagnosticados en pacientes mayores de 65 años. 

 

Al igual que en otros tipos de cáncer, el cáncer de próstata se desarrolla a través de la 

acumulación de modificaciones tanto genéticas como epigenéticas  y mutaciones en elementos 

implicados en el control del crecimiento celular normal y la homeostasis tisular, resultando en la 
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High prevalence
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Dietary factors. Epidemiological studies have revealed 

a link between prostate cancer incidence and mortality 

and the consumption of red meat and animal fats62–64. 

One mechanism by which meats might stimulate can-

cer development could be related to the formation of 

hetero cyclic amines (HCAs)65. The exposure of laboratory 

rats to dietary 2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,5-

b]pyridine (PhIP)66 results in carcinomas of the intestine 

in both sexes, in the mammary gland in females and in 

the prostate in males65. Rodent prostates contain four 

different lobes that do not correspond anatomically 

to the zones of the human prostate, and PhIP induces 

cancer only in the ventral lobe of rats67. In a recent study 

we exposed laboratory rats to PhIP and found a similar 

increase in the mutation frequency in all lobes of the 

prostate, yet the ventral lobe selectively responded with 

increased cell proliferation and cell death68. Therefore, 

PhIP functions as both a lobe-specific classical ‘tumour 

initiator’ as well as a ‘tumour promoter’. We also found 

that only the ventral lobe showed an increase in stromal 

mast cells, and stromal and intraepithelial macro-

phages68. After 12 weeks of PhIP exposure, the ventral 

lobe developed widespread epithelial atrophy; later, PIN 

and intraductal carcinomas were observed to develop 

directly from the atrophic epithelium (A.M.D., Y.N. 

and W.G.N., unpublished observations). Others have 

recently reported similar findings, in that PhIP treat-

ment was found to induce inflammation and atrophy 

before inducing PIN and intraductal cancers69. Although 

it is not yet known whether the lobe-specific increase in 

mast cells and macrophages has a role in the neoplastic 

process, mast cells have been shown to stimulate cancer 

formation in several animal models, probably as a result 

of the release of factors such as tumour necrosis factor-

a (TNFa) and various proteases, which might have an 

important role in tumorigenesis70–72.

Oestrogens. Another line of research into the causes of 

prostate inflammation and prostate cancer is the study 

of oestrogenic exposures in the prostate. Oestrogens are 

strongly linked to autoimmune processes in women, who 

are much more predisposed to autoimmune diseases 

than men. Increased levels of oestrogens, whether from 

environmental or developmental exposures, have long 

been linked to the development of prostate cancer73,74. 

Oestrogens affect the growth and development of the 

prostate, and this occurs through indirect routes on 

the hypothalamic–pituitary–gonadal axis through prolac-

tin, and also by direct effects mediated by oestrogen recep-

tor-a (ERa), which is expressed primarily in the stroma, 

and oestrogen receptor-b (ERb), which is expressed 

primarily in the epithelium73–76. Oestrogens given to neo-

natal rodents result in an ‘imprinted state’ or ‘developmen-

tal oestrogenization’ in which there are developmental 

defects, including a reduction in prostatic growth. This 

treatment also results in the development of lobe-specific 

inflammation, hyperplasia and dysplasia or PIN77,78. 
Virtually all of these effects are mediated through ERa79. 
Therefore, it is quite plausible that chronic inflammation 

in the adult human prostate might reflect an autoimmune 

reaction caused, at least in part, by oestrogens.

A break of immune tolerance to prostate antigens? 

Another potential mechanism of self-perpetuating 

chronic inflammation in the prostate that could relate 

to all of the above-mentioned modes of prostate injury 

is that damaged prostate epithelial cells might release 

antigens that result in a break of the apparent immune 

‘tolerance’ to the prostate. For example, many prostate 

Figure 1 | Zonal predisposition to prostate disease. Most cancer lesions occur in 

the peripheral zone of the gland, fewer occur in the transition zone and almost none 

arise in the central zone. Most benign prostate hyperplasia (BPH) lesions develop in 

the transition zone, which might enlarge considerably beyond what is shown. The 

inflammation found in the transition zone is associated with BPH nodules and 

atrophy, and the latter is often present in and around the BPH nodules. Acute 

inflammation can be prominent in both the peripheral and transition zones, but is 

quite variable. The inflammation in the peripheral zone occurs in association with 

atrophy in most cases. Although carcinoma might involve the central zone, small 

carcinoma lesions are virtually never found here in isolation, strongly suggesting 

that prostatic intraepithelial neoplasia (PIN) lesions do not readily progress to 

carcinoma in this zone. Both small and large carcinomas in the peripheral zone are 

often found in association with high-grade PIN, whereas carcinoma in the transition 

zone tends to be of lower grade and is more often associated with atypical 

adenomatous hyperplasia or adenosis, and less often associated with high-grade PIN. 

The various patterns of prostate atrophy, some of which frequently merge directly 

with PIN and at times with small carcinoma lesions, are also much more prevalent in 

the peripheral zone, with fewer occurring in the transition zone and very few 

occurring in the central zone. Upper drawings are adapted from an image on 

Understanding Prostate Cancer website. PIN, prostatic intraepithelial neoplasia.
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inactivación de genes supresores de tumores y en la  activación de oncogenes, lo que conlleva a  la 

transformación maligna  de las células precursoras cancerosas. También existen evidencias de una 

inestabilidad genética subyacente que pudiera facilitar la progresión del tumor.   

 

 No se han detectado con exactitud las causas que originan el CaP, sin embargo, la 

patogénesis refleja tanto  componentes hereditarios como ambientales. Hasta ahora se considera 

una enfermedad multifactorial y los factores de riesgo más consistentes para el desarrollo del 

cáncer de próstata son la edad avanzada, antecedentes familiares, raza, factores dietéticos   y 

factores hormonales (apoyado por la presencia de receptores esteroides en las células tumorales y la 

respuesta positiva a la supresión de los andrógenos, así como a los altos niveles de 

Dihidrotestosterona en las células cancerosas) (8). 

 

Además, algunos factores producidos en el microambiente tumoral, extrínsecos a las células 

malignas, contribuyen al desarrollo y progresión tumoral. En numerosos tipos de cáncer el 

microambiente en torno a las células malignas es inflamatorio por naturaleza, lo que expresa una 

clara relación entre inflamación y cáncer (9). Aproximadamente el 20% de todos los cánceres 

humanos en los adultos resultan de estados inflamatorios crónicos, que se desencadenan por 

agentes infecciosos o la exposición a otros factores ambientales, o por una combinación de los 

mismos. A la vista de la elevada incidencia de la malignidad prostática y la frecuente presencia  de 

signos de inflamación en la próstata, es claro que la inflamación recurrente o crónica contribuye al 

desarrollo de la enfermedad (10).  

 

La inflamación es un proceso muy complejo, que implica cientos de genes. Por lo tanto, son 

muchos los genes en las vías inflamatorias que podrían contribuir al desarrollo de CaP. 

 

 El factor nuclear kappa B (NFkB) desempeña una función central en la inflamación y 

promueve la expresión de genes implicados en algunos aspectos del cáncer como supervivencia, 

proliferación y control del ciclo celular, angiogénesis e invasividad. Por tanto, NFkB podría 

proporcionar un nexo entre inflamación y cáncer, como componente clave de vías de señalización 

extracelular desencadenadas por agentes infecciosos, citocinas proinflamatorias (IL-1 o TNF-alpha), 

factores de crecimiento y señales de “peligro” liberadas por células necróticas (11).  

 

La activación de NFkB es  frecuente en los carcinomas,   debida principalmente a  citoquinas 

inflamatorias  presentes en el microambiente tumoral. Es importante destacar, sin embargo, que en 

todos los tumores malignos, NFkB actúa de una manera específica dependiendo del tejido y tipo 
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celular, por ejemplo, en CaP activa genes de supervivencia y genes que promueven la inflamación 

en los componentes del microambiente del tumor (12).  

 

FACTOR NUCLEAR KAPPA B (NFkB).  

 

El factor de transcripción nuclear kappa B (NFkB) fue descubierto como modulador de la 

transcripción de la cadena ligera de las inmunoglobulinas en los linfocitos B. Estudios posteriores 

demostraron que NFkB es un factor dimérico de transcripción nuclear y expresión ubicua,  

implicado en la regulación de diversos procesos celulares como inflamación, adhesión, 

proliferación, diferenciación, apoptosis y oncogénesis.    

 

NFkB comprende una familia génica cuyos miembros comparten domino de homología a Rel 

(REl Homology Domain [RHD]). En mamíferos, NFkB está constituida por cinco miembros: NFkB1 

(p50/p105), NFkB2 (p52/p100), RelA (p65), c-Rel y RelB (Figura 2). NFkB1 y NFkB2 se sintetizan 

como moléculas precursoras, p105 y p100 respectivamente, las cuales, sufren un procesamiento 

proteolítico, dan lugar a las formas maduras p50 y p52. Los factores de transcripción NFkB 

funcionales son dímeros formados por prácticamente cualquier combinación de los cinco miembros 

de la familia. Referente a su estructura todos los miembros de la familia NFkB presentan un 

dominio N terminal común llamado   RHD   de unión a DNA. Este dominio está formado por 300 

aminoácidos y es responsable de la dimerización entre los distintos miembros de la familia, de la 

asociación con el inhibidor IκB,  y también en este dominio se encuentran las secuencias de 

localización nuclear NLS (del ingles Nuclear Localization Sequence).   Solo p65, c-Rel y Rel B, pero 

no p50 y p52, poseen el dominio C-terminal de transactivación TAD. Por tanto, solamente los 

dímeros p50/p65, p50/c-Rel, p65/p65 y p65/c-Rel son transcripcionalmente activos, mientras que 

los homodímeros de p50 y p52 actúan como represores de la transcripción (13). 

 

NFkB es regulado por un gran número de estímulos y participa en una amplia variedad de 

procesos fisiológicos y patológicos mediante el control de la expresión de citoquinas, moléculas de 

adhesión o receptores inmunológicos. De entre ellos destacan la inmunidad, la inflamación y el 

desarrollo de diversos tejidos (14). 

 

Los dímeros de NFkB se encuentran predominantemente retenidos en el citoplasma 

formando un complejo con proteínas inhibidoras de la familia IkB. Por lo tanto, estas proteínas 

mantienen la vía NFkB inactiva. No obstante,  después de un estímulo adecuado, las proteínas IkB 

son fosforiladas, ubiquitinizadas y degradadas por el proteosoma, permitiendo así la liberación de 
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NFkB que se transloca al núcleo donde regula la transcripción de genes diana. La unión de las 

proteínas IkB con los dímeros de NFkB, oculta una de las dos secuencias NLS, por ello, el dímero 

debe primero disociarse del inhibidor IkB para alcanzar su destino nuclear. Dependiendo del 

estímulo, diferentes proteínas señalizan desde la membrana citoplasmática hacia el núcleo. 

Además, se ha observado que noxas como el estrés genotóxico, el daño en el DNA y estrés 

oxidativo desencadenan vías de señalización que van desde el núcleo hacia el citoplasma y que 

comprometen al complejo de activación de NFkB (15). 

 
Figura 2. Subunidades de NFkB. El término factor nuclear kappa B (NFkB) describe colectivamente los diversos 
homodímeros y heterodímeros que se pueden formar a partir de las cinco  subunidades de NF-kB en mamíferos. Todos ellos 
comparten un dominio de dimerización y de unión al ADN de aproximadamente 300 aminoácidos de longitud, que se 
denomina dominio de homología  a REL (RHD). RELA, RELB y c-REL contienen dominios de transactivación carboxi-
terminales (TAD), y RELB tiene un dominio amino-terminal de leucinas  (LZ). p52 y p50  derivan de la proteólisis de sus 
proteínas precursoras p100 y p105, respectivamente (no se muestra). Imagen modificada de Neil D. Perkins 2012.  

 

 

Se han descrito mecanismos distintos de activación de la vía de NFkB (Figura 3): 
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el complejo IKK α/β, que incluye a la proteína adaptadora NEMO (NFkB essential modifier, o IKKγ), 

induciéndose su poliubiquitinación y su posterior degradación por la vía del proteasoma.  NFkB 

quedará así libre y translocará al núcleo por interacción con importinas mediante su secuencia de 

localización nuclear. El equilibrio inicial se restablece rápidamente, debido a que uno de los genes 

que  NFkB regula son los propios IkB, que al ser sintetizados de nuevo, entrarán en el núcleo y 

secuestrarán los NFkB, llevándolos de nuevo al citoplasma mediante exportinas como Crm1. En la 

vía clásica  NFkB es principalmente un heterodímero que contiene RelA y p50 (16). 

 

La vía clásica está asociada a un incremento en la transcripción de citoquinas (IL6, IL12 β, IL-

1 β, TNF α), quimiocinas (IL8, RANTES), moléculas de adhesión (VCAM- 1, ICAM-1, E-selectina), 

enzimas productoras de mediadores inflamatorios (iNOS, COX2) e inhibidores de apoptosis. Éstos 

son componentes importantes de la respuesta inmunitaria innata a la invasión por 

microorganismos y se requieren para la migración de  células inflamatorias y fagocíticas a los 

tejidos donde NF-kB se ha activado por una infección o una herida (17). 

 

2) La vía no canónica (alternativa), también conocida como IkB independiente, se caracteriza 

por la activación del heterodímero RelB/p52 y es inducida  por un número limitado de estímulos, 

como diversas citoquinas de la familia del TNF (linfotoxina-β y CD40L, entre otros), factor 

activador de células B (BAFF), etc.  La activación de la vía no canónica de NFkB depende de la 

activación de homodímeros de IKKα a través de la proteína NIK (NFkB inducing kinase). NIK al 

activarse  fosforíla el complejo de IKKα, el cual por su parte es el responsable de la fosforilación de 

p100, que tras un procesamiento en el proteosoma da lugar a la forma activa, p52.  La forma 

madura de p52 se une a RelB  provocando su  translocación  nuclear y la respuesta génica (18). 

 

La vía alternativa de activación de NFkB está relacionada con la maduración y supervivencia 

de los linfocitos B, participando así en la inmunidad adaptativa (19),  osteoclastogénesis (20), el 

desarrollo de órganos linfoides y la regulación del ciclo celular (21). 

 

Se ha visto que las dos vías pueden ser solapantes, produciendo activaciones de genes más 

prolongadas. La vía clásica presenta una respuesta rápida a estímulos, mientras que la alternativa 

presenta una activación más retardada. De esta forma, estímulos como la linfotoxina-β, que puede 

activar las dos rutas, inducen de forma sostenida genes que dependen del heterodímero RelB/p52, 

al presentar éste una cinética de activación más lenta (22). 
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NFkB puede regular transcripcionalmente una gran variedad de genes. En circunstancias 

normales, estos genes reprograman integralmente el patrón de expresión génica de una célula para 

hacer frente a una amenaza para el organismo. Los blancos de NFkB son genes que codifican 

proteínas y microRNAs (miRNAs) que regulan una amplia gama de efectos biológicos. Estos 

incluyen citocinas, quimiocinas y sus respectivos receptores, que son asociados tradicionalmente 

con el papel central de NFkB en la respuesta inflamatoria, junto con los genes que regulan la 

supervivencia celular, la proliferación, la adhesión celular y el microambiente celular (23). El 

resultado de la activación de NFkB, en términos de los efectos sobre la expresión génica, variará 

dependiendo del tipo de tejido o célula. Aunque los genes diana de NFkB pueden ser similares 

entre células normales y cancerosas, su regulación puede ser diferente. Por ejemplo, los blancos de 

NFkB  en células tumorales,  pueden mostrar una inducción sostenida (o represión) de su 

expresión, que resulta en la pérdida de mecanismos de control de retroalimentación negativa (24). 

 

Figura. 3. Activación de la vía canónica y no canónica de NFkB. 

 

Llama la atención cómo las consecuencias funcionales de  la activación anómala de NFkB se 

correlacionan con los marcadores del cáncer (figura 4). Esto  incluye la capacidad para promover la 
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NF-κB 

and the contribution of post-translational modifications 

(PTMs) (discussed below), are also not applicable to 

tumour analysis. Instead, the evaluation of NF-κB activity 

in tumours relies either on electrophoretic mobility shift 

analysis (EMSA) of DNA binding in protein extracts, or, 

more commonly, on immunofluorescent or immuno-

histochemical analysis of nuclear localization, which do 

not in themselves provide functional insights. Although 

PTM-specific antibodies can give some clues about activ-

ity, their accurate use is dependent on the quality of the 

tumour tissue used. Therefore, when nuclear NF-κB 

subunits are observed in tumours, there is frequently an 

assumption as to their activity, which can only be inferred 

by careful correlation with specific biomarkers, such as 

the expression levels of known target genes.

The lack of clarity of NF-κB subunit roles in tumours 

also derives from the types of mouse models being 

used. Most studies in this area have relied on IKK and 

NF-κB essential modifier (NEMO; also known as IKKγ)-

knockout strains or mutants, or the expression of a 

mutated, degradation-resistant form of IκBα (the IκB 

super-repressor). All of these models result in the inhi-

bition of multiple NF-κB complexes (see, for example, 

REFS 25,38–40). Consequently, this often means it is hard 

to disentangle NF-κB-independent IKK effects from those 

that are actually mediated by NF-κB subunits. Indeed, the 

tumour-promoting effects seen in these mouse models are 

likely to derive from a combination of both. Some stud-

ies have confirmed the important role of specific NF-κB 

subunits, such as the role of RELA in a mouse model of 

lung adenocarcinoma41. Nonetheless, this is an area that 

requires further investigation if the specific roles of NF-κB 

subunits are to be understood. Moreover, traditional gene 

knockouts may not provide the best route to achieve this: 

loss of an NF-κB subunit results in a rebalancing of the 

other subunits, which can frequently provide a partial 

compensatory effect42–44. Furthermore, because RELA 

can regulate the expression of the other NF-κB subunits15, 

knock-on effects are possible. Therefore, the creation of 

specific subunit mutants that are designed to inhibit 

aspects of their function (or to mimic tumour-associated 

mutants), might provide a route to a greater understand-

ing of the specific roles these proteins have in tumour 

cells. Currently, all the data point to their importance, but 

the precise transcriptional mechanisms involved, in con-

trast to upstream signalling, are largely vague and based 

on interpreting studies in cancer cell lines, which may not 

reflect the in vivo situation.

The nature of NF-κB deregulation in cancer. Genetic 

mutations that lead to aberrant nuclear NF-κB in 

tumours can generally take two forms. Oncogenes such 

as HRAS or BCR–ABL1, together with positive regula-

tors, such as NF-κB inducing kinase (NIK), undergo  

gain-of-function mutations that lead to continuous sig-

nalling to the IKK complex. Alternatively, mutations 

that disrupt negative regulators such as CYLD or A20 

lead to a failure to appropriately switch off NF-κB16,31,36,45. 

Direct activation of NF-κB complexes through the loss 

of the inhibitory proteins IκBα and IκBε have also been 

reported in Hodgkin’s lymphoma, but this does not seem 

to be a common occurrence in other tumour types34. 

Although NEMO mutations that are associated with 

inherited diseases such as incontinentia pigmenti have 

been described, activating NEMO mutations in cancer 

have not been reported34. And, although some missense 

mutations of IKKα (also known as IKK1 and CHUK) and 

IKKβ (also known as IKK2) have been found46, whether 

these are tumour promoting in their own right has not 

been investigated, despite the fact that constitutively 

active IKKβ can drive colorectal cancer in mice47.

As v-Rel is a potent oncogene in B cells48, and other 

proto-oncogenes that were identified as viral oncogenes, 

such as HRAS, are mutated in human cancers, it might 

be expected that the NF-κB subunits are subject to trans-

forming mutations. Although NFKB2 translocation, 

Figure 1 | NF-κB subunits and the mechanisms that control context-specific gene regulation. The term nuclear 

factor-κB (NF-κB) collectively describes the various homodimers and heterodimers that can be formed from the five 

mammalian NF-κB subunits. These all share an approximately 300 amino acid-long DNA binding and dimerization domain 

that is termed the REL homology domain (RHD). RELA, RELB and REL all contain carboxy-terminal transactivation domains 

(TADs), and RELB has an amino-terminal leucine zipper (LZ)-like motif. p52 and p50 are derived from proteolysis of their 

precursor proteins p100 and p105, respectively (not shown). Context-specific gene regulation by NF-κB is determined by a 

number of factors, including the selective activation of different dimers, as well as their different DNA binding and 

transactivation properties, together with post-translational modifications.
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(PTMs) (discussed below), are also not applicable to 

tumour analysis. Instead, the evaluation of NF-κB activity 

in tumours relies either on electrophoretic mobility shift 

analysis (EMSA) of DNA binding in protein extracts, or, 

more commonly, on immunofluorescent or immuno-

histochemical analysis of nuclear localization, which do 

not in themselves provide functional insights. Although 

PTM-specific antibodies can give some clues about activ-

ity, their accurate use is dependent on the quality of the 

tumour tissue used. Therefore, when nuclear NF-κB 

subunits are observed in tumours, there is frequently an 

assumption as to their activity, which can only be inferred 

by careful correlation with specific biomarkers, such as 

the expression levels of known target genes.

The lack of clarity of NF-κB subunit roles in tumours 

also derives from the types of mouse models being 

used. Most studies in this area have relied on IKK and 

NF-κB essential modifier (NEMO; also known as IKKγ)-

knockout strains or mutants, or the expression of a 

mutated, degradation-resistant form of IκBα (the IκB 

super-repressor). All of these models result in the inhi-

bition of multiple NF-κB complexes (see, for example, 

REFS 25,38–40). Consequently, this often means it is hard 

to disentangle NF-κB-independent IKK effects from those 

that are actually mediated by NF-κB subunits. Indeed, the 

tumour-promoting effects seen in these mouse models are 

likely to derive from a combination of both. Some stud-

ies have confirmed the important role of specific NF-κB 

subunits, such as the role of RELA in a mouse model of 

lung adenocarcinoma41. Nonetheless, this is an area that 

requires further investigation if the specific roles of NF-κB 

subunits are to be understood. Moreover, traditional gene 

knockouts may not provide the best route to achieve this: 

loss of an NF-κB subunit results in a rebalancing of the 

other subunits, which can frequently provide a partial 

compensatory effect42–44. Furthermore, because RELA 

can regulate the expression of the other NF-κB subunits15, 

knock-on effects are possible. Therefore, the creation of 

specific subunit mutants that are designed to inhibit 

aspects of their function (or to mimic tumour-associated 

mutants), might provide a route to a greater understand-

ing of the specific roles these proteins have in tumour 

cells. Currently, all the data point to their importance, but 

the precise transcriptional mechanisms involved, in con-

trast to upstream signalling, are largely vague and based 

on interpreting studies in cancer cell lines, which may not 

reflect the in vivo situation.

The nature of NF-κB deregulation in cancer. Genetic 

mutations that lead to aberrant nuclear NF-κB in 

tumours can generally take two forms. Oncogenes such 

as HRAS or BCR–ABL1, together with positive regula-

tors, such as NF-κB inducing kinase (NIK), undergo  

gain-of-function mutations that lead to continuous sig-

nalling to the IKK complex. Alternatively, mutations 

that disrupt negative regulators such as CYLD or A20 

lead to a failure to appropriately switch off NF-κB16,31,36,45. 

Direct activation of NF-κB complexes through the loss 

of the inhibitory proteins IκBα and IκBε have also been 

reported in Hodgkin’s lymphoma, but this does not seem 

to be a common occurrence in other tumour types34. 

Although NEMO mutations that are associated with 

inherited diseases such as incontinentia pigmenti have 

been described, activating NEMO mutations in cancer 

have not been reported34. And, although some missense 

mutations of IKKα (also known as IKK1 and CHUK) and 

IKKβ (also known as IKK2) have been found46, whether 

these are tumour promoting in their own right has not 

been investigated, despite the fact that constitutively 

active IKKβ can drive colorectal cancer in mice47.

As v-Rel is a potent oncogene in B cells48, and other 

proto-oncogenes that were identified as viral oncogenes, 

such as HRAS, are mutated in human cancers, it might 

be expected that the NF-κB subunits are subject to trans-

forming mutations. Although NFKB2 translocation, 

Figure 1 | NF-κB subunits and the mechanisms that control context-specific gene regulation. The term nuclear 

factor-κB (NF-κB) collectively describes the various homodimers and heterodimers that can be formed from the five 

mammalian NF-κB subunits. These all share an approximately 300 amino acid-long DNA binding and dimerization domain 

that is termed the REL homology domain (RHD). RELA, RELB and REL all contain carboxy-terminal transactivation domains 

(TADs), and RELB has an amino-terminal leucine zipper (LZ)-like motif. p52 and p50 are derived from proteolysis of their 

precursor proteins p100 and p105, respectively (not shown). Context-specific gene regulation by NF-κB is determined by a 

number of factors, including the selective activation of different dimers, as well as their different DNA binding and 

transactivation properties, together with post-translational modifications.
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supervivencia de  células cancerosas mediante la inducción de la expresión de genes anti-

apoptóticos; inducción de la proliferación celular mediante  la expresión de  ciclinas y proto-

oncogenes, la promoción de la metástasis mediante la regulación de la expresión de 

metaloproteinasas de la matriz y genes de adhesión celular; y la estimulación de la angiogénesis por 

la regulación de genes asociados con el crecimiento de nuevos vasos sanguíneos (25). Por otra parte,  

NFkB puede ayudar a promover un cambio metabólico en las células de cáncer favoreciendo la vía 

glucolítica sobre la  fosforilación oxidativa (efecto Warburg), mediante la inducción de la expresión 

de enzimas glicoliticas, así como, la represión de la expresión de genes mitocondriales (26). La 

capacidad de la  vía de IKK-NFkB para inducir la inflamación  denota  que es un componente 

crucial en el enlace entre las condiciones inflamatorias crónicas y cáncer. En efecto, hay un 

reconocimiento creciente del papel que la inflamación tiene en muchos tipos de cáncer y la 

importancia del papel de NFkB que en combinación con otras proteínas como el activador de la 

transcripción 3 (STAT3), como factor transcripcional de promoción tumoral. En este contexto,  

NFkB  funciona como un promotor tumoral y no se limita a los efectos intrínsecos dentro de las 

células tumorales,  NFkB también influye en la función de la infiltración de linfocitos y macrófagos 

(27). 

Figura 4. Consecuencias de la activación de NFkB. Imagen modificada de Neil D. Perkins, 2010 
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NFkB  Y CANCER.  

 

En un estado homeostático, una respuesta de NFkB es automáticamente autolimitada, a 

través de la inducción de ciclos de retroalimentación negativa. Estos incluyen la transcripción de 

NFKBIA (codifica IkBα) y NFKBIE (codifica IkBε), junto con genes que codifican proteínas que 

regulan negativamente las vías de señalización que conducen a la activación de IKK (28). La  

actividad desregulada de NFkB  en cáncer, puede ocurrir ya sea a través de mutaciones que 

conducen a los altos niveles intrínsecos de señalización IKK-NFkB dentro de las células tumorales o 

por la exposición continua de estímulos activadores de NFkB, tales como la liberación de citoquinas 

por macrófagos asociados al tumor (TAMs). La lista de tipos de tumores que muestran una  

actividad aberrante de NFkB es extensa e incluye muchos tumores sólidos, así como leucemias y 

linfomas. Como NFkB también es inducido por muchas drogas quimioterapéuticas comunes en 

cáncer, la actividad de NFkB potencialmente puede regular la supervivencia y la malignidad de la 

mayoría, si no todos, los tumores (29). 

 

 

Las mutaciones genéticas que conducen a la activación anómala  de NFkB en los tumores por 

lo general pueden ser de dos tipos. Oncogenes como HRAS o BCR-ABL1, junto con reguladores 

positivos, como NIK, sufren mutaciones con ganancia de función que llevan a la continua 

señalización del complejo IKK. Alternativamente, las mutaciones que afectan a  reguladores 

negativos tales como CYLD o A20 conducen a un fracaso en la regulación de NFkB (30).  

 

La exposición variada de las células cancerosas a múltiples estímulos inductores  de NFkB, 

incluyendo citoquinas inflamatorias, hipoxia,  daño al ADN y otros efectos rio abajo en la 

señalización oncogénica, hace que la actividad de NFkB no sea uniforme a lo largo de un tumor 

dado. Por lo tanto, distintos objetivos génicos tienen el potencial de ser inducidos o reprimidos en 

función del contexto del tumor, probablemente como consecuencia de diferentes mutaciones 

postraduccionales (PTMs), así como co-activadores y represores (31).    

 

La actividad de NFkB se integra con múltiples vías de supresores tumorales, y el 

antagonismo con los supresores tumorales puede contribuir en parte a la actividad promotora del 

tumor de las subunidades de NFkB (32). Por ejemplo, NFkB puede inhibir la actividad de p53 a 

través de la competencia por las proteínas coactivadoras  p300 y CBP (33)   y puede inducir 
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transcripcionalmente la expresión de MDM2 (34). Sin embargo, los supresores de tumores conocidos, 

tales como p53, ARF, INK4A, PTEN, etc.,   también pueden regular a  NFkB. Ya sea por 

interacciones directas o afectando PTMs, los supresores tumorales regulan la actividad 

transcripcional de NFkB y pueden, por ejemplo, suprimir su capacidad para inducir la expresión de 

genes que están asociados con el crecimiento del tumor y la supervivencia. Por otra parte, p53 

puede evitar la localización mitocondrial de Rel A y la inhibición de la fosforilación oxidativa. Rel A 

se requiere para la expresión de la proteína p53 en inanición de glucosa, lo que permite a p53 

promover la fosforilación oxidativa a través de la expresión de genes tales como SCO2. Este 

mecanismo permite a RELA suprimir la transformación oncogénica de la regulación del 

metabolismo energético. Es importante destacar que la pérdida de p53 se traducirá en un cambio en 

la función de RELA, lo que le permite suprimir la expresión de genes mitocondriales y promover la 

glicolisis (35). 

 

La relación entre NFkB y el supresor tumoral p53 se revela aún más por la identificación de 

promotores que contienen sitios de unión para ambos factores de transcripción, tales como SKP2 , 

DR5 y cas4. Estos promotores funcionan como sitios importantes de la integración entre estas vías y 

permiten que funcionen cooperativamente, en vez de antagónica, para influir en el destino celular. 

Por otra parte, p53 y las subunidades de NFkB tales como RELA y p52 pueden interactuar 

directamente, por lo que pueden funcionar como co-reguladores transcripcionales para p53 , y 

viceversa , de forma independiente de los sitios de unión a promotor (36).  

 

Como consecuencia de estas vías, la actividad de NFkB puede ser pro-apoptótica, puede 

suprimir la metástasis o puede inhibir proliferación. Otras actividades supresoras de tumores de las 

subunidades NFkB incluyen una capacidad para inducir la senescencia y promover reparaciones de 

DNA. Como el desarrollo de tumores se asocia con la pérdida de supresores de tumor, un efecto de 

arrastre de esto es que  NFkB está menos controlado y es más probable que funcione de una manera 

antagónica, es decir, como promotor de tumores (37).  

 

Los mecanismos que articulan las funciones oncogénicas de NFkB son propensos a requerir 

más que la pérdida de supresores tumorales y la activación de IKK. Factores de transcripción como 

STAT3, que pueden funcionar cooperativamente con NFkB, participan en  la tumorigénesis 

dependiente  de NFkB. Por ejemplo, la transformación mediada por SRC requiere  de la regulación 

a la baja dependiente de NFkB del miRNA let-7, que conduce a un aumento de los niveles de IL- 6 y 

la activación de STAT3. Por otra parte,  vías de señalización paralelas, tales como la desregulación 

de la señalización de PI3K,  que resulta en la activación de AKT (también conocida como PKB) y la 
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supresión de GSK3 , la activación de la señalización de MAPK e IKKε también promueven el papel 

oncogénico de NFkB. Estas vías se combinan para determinar el papel de NFkB en las diferentes 

etapas de desarrollo del tumor o en respuesta a diferentes desencadenantes oncogénicos, tales como 

la inflamación crónica o la activación de proto-oncogenes . Sin embargo, la tumorigénesis en sí no 

es la única vía a través del cual NFkB puede influir en la supervivencia de un paciente con cáncer,  

la actividad de NFkB es también un determinante importante de la respuesta a la quimioterapia (38). 

 

NFkB Y CÁNCER DE PRÓSTATA. 

 

Existen evidencias de que  NFkB juega un papel muy importante en la iniciación y 

progresión del cáncer de próstata humano, existiendo una correlación entre la activación de NFkB y 

el grado de la agresividad del tumor. 

 

El tratamiento de CaP incluye la prostatectomía radical, radioterapia y opcionalmente la 

terapia de privación de andrógenos  (ADT),  los pacientes con CaP avanzado,  generalmente  son 

tratados con ADT. El objetivo molecular de la ADT es el receptor de andrógenos (AR),  un miembro 

de la superfamilia de receptores nucleares. El AR es responsable de la morfogénesis completa de la 

glándula prostática, la secreción de factores próstata-específicos y es importante para la 

supervivencia, el mantenimiento y la funcionalidad de las células epiteliales secretoras mediante la 

regulación de la expresión de factores de crecimiento paracrinos (como FGF o EGF) en las células 

estromales de próstata (39). Durante la iniciación del CaP, este control paracrino de las células 

epiteliales prostáticas se sustituye por una activación autocrina  AR-dependiente, que proporciona 

una señal para el crecimiento y la supervivencia constante, así como para la angiogénesis y  

migración (40).  

 

En un alto porcentaje de tumores obtenidos de pacientes en los que se observa un fracaso de 

la ablación de andrógenos, mostraron sobreexpresión del receptor AR, con un 30% asociado a un 

mecanismo de amplificación y otro 30%, que presentó mutaciones en el receptor eran todos tumores 

metastásicos (41).  

 

En adición a estas alteraciones, factores solubles que median la comunicación entre las 

células tumorales de la próstata y su microambiente pueden incrementar la proliferación de las 

células malignas en un ambiente libre de andrógenos. Factores de crecimiento, normalmente 

expresados por las células del estroma, tales como el factor de crecimiento de insulina (IGF-1); el 

factor de crecimiento de queratinocitos (KGF) y el factor de crecimiento epidermal (EGF) pueden 
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estimular la proliferación de las células epiteliales y activar al receptor AR en ausencia de 

andrógenos  (42).  

 

La castración o la ADT afecta a la producción de factores de crecimiento prostáticos por las 

células del estroma, que a su vez disminuye la supervivencia epitelial hasta el 75 %  y también 

induce la apoptosis a través del bloqueo de la señalización del AR. La castración también conduce a 

la degeneración de los capilares y de los vasos, que a su vez mejora la regresión del tumor. Estos  

cambios dan lugar a un éxito clínico de la ADT dentro de los primeros 18-36 meses, sin embargo, 

con el tiempo, todos los CaP adquieren resistencia contra la ADT y a este estadio clínico del cáncer 

de próstata que se refiere a menudo como hormono resistente, independiente de andrógenos o 

cáncer de próstata resistente  a la castración  (CRPCa),  es altamente resistente a la quimioterapia 

convencional (43).  

 

Aunque el CRPCa no responde a ablación hormonal, diversos mecanismos mantienen la 

funcionalidad del AR  en el 70 % de los casos. Por ejemplo,  la amplificación  del gen AR y/o la 

sobreexpresión del AR se han encontrado en aproximadamente un tercio de CRPCa. Entre el  10 y 

30 % de CRPCa, se observan mutaciones con ganancia de función del AR o  variantes alternativas,  

aumentando  la actividad o la estabilidad, el reconocimiento de ligandos o mayor afinidad hacia los 

andrógenos. Además, la producción autónoma de andrógenos en el tejido tumoral es otro 

mecanismo inusual de la activación de AR. Finalmente, el aumento de la inflamación que rodea el 

tumor puede promover la progresión independiente de andrógenos de CRPCa (44). 

 

Otro factor molecular en la transición hacia CRPCa es NFkB. Esta idea es apoyada por varias 

evidencias. En primer lugar, los pacientes con CaP que presentan niveles elevados de NFkB tienen 

un peor pronóstico. En segundo lugar, se observa una activación crónica de NFkB en varias líneas 

celulares de CRPCa. En tercer lugar,  muestras de CaP muestran una activación constante  de la 

proteína IKK1 situada rio arriba de NFkB. Por  último, NFkB  regula la transición  epitelio 

mesénquima,  inducida por TGF beta (pieza clave en el  proceso metastásico  en tumores sólidos) 

también en CaP. A pesar de estas observaciones, el papel exacto de NFkB en el inicio y la 

progresión del CaP no es completamente conocido (45).  

 

De hecho, algunas líneas celulares de CaP independientes de andrógenos como PC-3 o 

DU145 dependen para su crecimiento de  niveles constitutivamente elevados de NFkB  y la 

inhibición de NFkB,  por inhibidores farmacológicos  causa la muerte masiva de las células de estas 

líneas celulares. Todas las líneas celulares de CaP con actividad constitutiva de NFkB tienen o bajos 
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niveles del AR o la falta de expresión de dicho receptor. Este hecho condujo a la idea de que la 

activación crónica de NFkB  podría reemplazar al AR para asegurar la supervivencia y la 

proliferación celular en un ambiente privado de andrógenos y el bloqueo de NFkB podría ser una 

terapia eficaz para el tratamiento de CRPCa. En contraposición se han encontrado niveles bajos de 

activación de NFkB en líneas celulares dependientes de andrógenos, como LNCaP.  Sin embargo,  

en algunos casos de   CRPCa se expresan tanto  NFkB como el AR, lo que sugiere que la actividad 

crónica de NFkB no es simplemente un reemplazo de AR y puede ejercer funciones más específicas 

en CaP. 

 

 La activación de AKT y NFkB ocurre durante la progresión del cáncer de próstata, 

sugiriendo que NFkB podría ser un marcador de agresividad en este tipo de tumor. La activación 

de NFkB protege a las células de la apoptosis y el tratamiento de las células LNCaP con TNFalpha, 

en ausencia de andrógenos, produce un incremento en la expresión de Bcl-2 dependiente de NFkB, 

lo cual se correlaciona con una resistencia a la apoptosis. En base a este antagonismo y lo observado 

con la expresión de Bcl-2, se puede señalar que la activación constitutiva de NFkB contribuye a la 

supervivencia de las células del cáncer de próstata después de la deprivación de andrógenos (46). 

 

Se ha demostrado que en células troncales de cáncer (CTC), NFkB presenta una mayor 

actividad que el resto de la población, sin embargo, aún no es completamente  claro cómo es que 

NFkB puede regular a las CTC y que moléculas podrían participar en la  activación de esta vía. 

NFkB tiene un papel clave en la formación de mamoesferas y en la iniciación  del tumor mediada 

por CTC. En células troncales de cáncer de mama  se ha demostrado que NRP-1 regula NFkB. (47). 

Neuropilina-1 (NRP1), es un co-receptor de factores de crecimiento ligados a la tumorigenicidad de 

algunas CTC. Al inhibir la expresión de NRP1 se reprime severamente la activación de NFkB y la 

formación de mamoesferas, lo cual pone de manifiesto el papel esencial de NRP1 en cáncer  y el 

hecho de que  esta actividad está ligada a la activación de NFkB. No es el único estudio que 

relaciona a NFkB con las neuropilinas, de hecho existe una clara relación entre NRP1 y NFkB. Por 

ejemplo, en células endoteliales FGF induce NRP-1 vía NFkB (53).  Recientemente, en un estudio 

donde evaluaron el papel de NRP1 en el desarrollo del síndrome de Sjögren (SS), realizado en 

células epiteliales de las glándulas salivales humanas,  demostraron que NRP-1 ejerce su función a 

través de la activación de NFkB (48). También se ha visto que la unión de Sema3A a neuropilina-1 

(NRP1) inhibe el receptor activador de NF-kB  (RANKL) (49).  
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Ambas vías son importantes en la tumorogenicidad del cáncer de próstata, si bien no se sabe 

si hay una conexión entre estas. A continuación se describe a la familia de Neuropilinas y su 

importancia en cáncer.  

 

NEUROPILINAS. 

 

Las neuropilinas (NRP) son receptores multifuncionales que median funciones críticas en el 

sistema nervioso, sistema vascular y células tumorales. NRP1 y NRP2 fueron encontradas 

originalmente para unir  semaforinas  y factores de crecimiento vascular endotelial (VEGF). De 

hecho, las Neuropilinas son los principales componentes de complejos receptores oligoméricos, en 

asociación con Plexinas y receptores VEGF. 

 

 NRP1 fue identificada inicialmente como un antígeno de superficie célular neuronal ("A5") 

en Xenopus laevis; NRP2 fue identificado pocos años después en ratones. Los genes para  

neuropilina están presentes en todos los animales vertebrados. Las dos neuropilinas tienen una 

masa molecular de aproximadamente 130-140 kDa y dominios estructurales  muy similares, a pesar 

de que su homología general es tan solo del 44% a nivel de aminoácidos. La porción extracelular de 

las neuropilinas media múltiples interacciones proteína-proteína, y está formada por  dos dominios 

de unión (llamados dominios CUB o a1/a2), dos dominios homólogos a los factores de coagulación 

V / VIII (llamados dominios b1/b2) y un dominio meprinlike (llamado dominio MAM o  c). Los 

dominios “a” de las neuropilinas son responsables de unir los dominios sema de las semaforinas 

clase 3, mientras que la unión de  VEGFs a neuropilina  ocurre a través de los dominios “b”. Por 

otro parte, la porción situada entre los dominios "a" y "b" constituye un sitio de unión al dominio 

"Ig-like" y  regiones básicas cargadas de  las semaforinas secretadas (Figura 5). El dominio "c" media 

la homo y heterodimerizacion de las Neuropilinas, además, posiblemente podría participar en la 

interacción con otros receptores de membrana. La dimerización de Neuropilina parece ser esencial 

para su función. Finalmente, la región citoplásmica corta (alrededor de 45 aminoácidos) no esta 

particularmente conservada, pero termina con una secuencia consenso de aminoácidos (-SEA) 

interactuando  con los dominios PDZ (Homología PSD-95/Dlg/ZO-1).  

 

Los genes de Neuropilina  se caracterizan por múltiples variantes de procesamiento 

alternativo. Existen dos grandes isoformas de NRP2 (NRP2a y NRP2b) que tienen dominios 

extracelulares idénticos, pero dominios citoplásmicos y transmembraba divergentes,  se expresan 

en una variedad de tejidos de una manera no superpuesta. La secuencia primaria de NRP2a es más 

cercana a la de NRP1, mientras NRP2b carece del motivo de unión PDZ  y sus funciones son poco 
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conocidas.  Además, ciertas células producen  variantes solubles, que sólo contienen los dominios 

extracelulares "a" y "b" (50). 
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Figura. 5.  Representación esquemática de las Neuropilinas. Imagen modificada de Rizzolio, 2011 

 

Las Neuropilinas actúan como co-receptores de alta afinidad para las semaforinas  clase 3, en 

asociación con Plexinas. NRP1 y 2 muestran diferente especificidad de unión para las semaforinas 

de clase 3: Sema3A y Sema3F se unen con alta afinidad a  homodimeros de NRP1 y NRP2, 

respectivamente, mientras que otras semaforinas pueden interactuar tanto con  homodímeros o 

heterodímeros  de neuropilina (51). Debido a que las semaforinas no pueden unirse directamente a 

las  plexinas con alta afinidad (con la notable excepción de Sema3E), es probable que las 

neuropilinas participen en  la unión y "presentación" de las semaforinas a los receptores de 

señalización de las plexinas (52).  

 

Además de las semaforinas, las neuropilinas se unen específicamente  a los factores de 

crecimiento endotelial vascular (VEGFs), y forman un complejo con sus receptores de señalización 

de tirosina quinasa (VEGFR) (Figura 6). Por ejemplo, en presencia de NRP1 la unión de la isoforma 

165 de VEGF  (VEGF165) a su receptor de alta afinidad VEGFR2 se incrementa significativamente, 

mejorando así las actividades mitogénicas y quimiotácticas. Debido a que los sitios de unión de 
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VEGF165 a Neuropilina 1 y VEGFR han sido localizados en diferentes regiones, este ligando 

pueden interactuar simultáneamente con ambos receptores asociados. Por otra parte, se ha sugerido 

que, en lugar de afectar directamente la activación de VEGFR2, NRP1 podría regular su cinética de 

señalización. Además de las isoformas 165 y 121 de  VEGF, NRP1 puede unir miembros  

adicionales de la familia de VEGF, como VEGFB, VEGFE, y el factor de crecimiento placentario 2 

(PlGF2). A la inversa, NRP2 interactúa con la isoforma 145 de VEGF, con VEGFC y VEGFD. A pesar 

de que algunos estudios proponen que las semaforinas y VEGF pueden competir por la unión a 

NRP1, los estudios estructurales sugieren que VEGF165  y Sema3A tienen sitios de unión separados 

en  NRP1 y por lo tanto no compiten por la unión del receptor. Este problema es actualmente 

controvertido. Curiosamente, una supresión del dominio "a"  de NRP1 dificulta la interacción con 

semaforinas, pero no con VEGF. Por otra parte, una forma mutada de NRP1 con siete sustituciones 

de aminoácidos en el dominio "a"  ("NRP1-2ABC") se caracteriza por una fuerte reducción en la 

unión a semaforinas, manteniendo al mismo tiempo las interacciones con el VEGF, VEGFR2 y 

Plexina A1 (53). 

 

El papel funcional de la cola corta intracelular de las neuropilinas es poco conocido. A pesar 

de que no es necesaria para la unión con semaforinas  o VEGF, se ha demostrado  que una 

supresión de la secuencia C-términal de NRP1 (dominio de unión a PDZ)  reduce la formación del 

complejo VEGFR2/Nrp1  dependiente de VEGF165 y la respuesta en células endoteliales (54). 

Además, la región  C-términal de las neuropilinas, interacciona con la proteína  GIPC (también 

conocido como Synectina o NIP), y esta interacción se  ha asociado en la formación del complejo  

VEGFR2/NRP1 en  células endoteliales y  la regulación de la angiogénesis dependiente de NRP1 

(55). Recientemente, se ha demostrado que GIPC también modula la señalización de VEGFR3, a 

través de su interacción con NRP2a durante el desarrollo del sistema linfático. Por lo tanto, al 

interactuar con GIPC / Sinectina y potencialmente con otras proteínas que contienen el dominio 

PDZ, las neuropilinas podría regular múltiples complejos proteicos en la membrana plasmática. Por 

último, varios estudios cuestionan el dogma de que las neuropilinas actúan solamente como  

plataformas de unión a ligandos, y han proporcionado pruebas para la señalización de VEGF a 

través de neuropilinas independientes de VEGFR2. Esto es particularmente relevante en células 

tumorales, y podría implicar una función de señalización del dominio citoplásmico de neuropilinas 

(a través de transductores de señales asociados actualmente desconocidos) o la asociación de las 

neurpolinas con moléculas de señalización transmembrana adicionales. En particular, las colas 

citoplasmicas de NRP1 y NRP2 son en gran medida divergentes, por lo que podrían interactuar con 

diversos adaptadores o transductores de señal (56). 
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Figura. 6. Representación esquemática de los complejos moleculares que implican a las  neuropilinas en la 

membrana plasmática de células cancerosas. Imagen modificada de Rizzolio, 2011 

 

 

Las Neuropilinas se expresan ampliamente en todos los tejidos y  poblaciones celulares, 

durante el desarrollo embrionario y en el adulto. Además, la distribución de ambas proteínas a 

menudo se superpone, aunque la abundancia relativa varía entre tipos de células. De hecho, los 

mecanismos que controlan la expresión de las neuropilinas son en gran parte desconocidos.  

 

En particular, condiciones metabólicas anormales en las células tumorales, como la hipoxia y 

la privación de nutrientes pueden perturbar el destino del receptor. Por lo tanto, el impacto del 

estrés metabólico en el microambiente tumoral puede ser un importante mecanismo para regular la 

expresión de las neuropilinas y su función in vivo. Por ejemplo, la privación de nutrientes e hipoxia 

han demostrado que estimula la rápida pérdida de la expresión de NRP1  en  células endoteliales y 

cancerosas tanto por la degradación por autofagia como a través de la actividad lisosomal (57). 

 

 Recientemente, se demostró que NRP1 promueve la adhesión de las células endoteliales a la 

fibronectina, que es un elemento crucial en la angiogénesis. Al parecer, esta función de NRP1 no 
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está regulado por semaforinas o VEGF (58). Otros estudios han implicado a  NRP1 en la regulación 

de la adhesión célula-célula y la adhesión a la matriz extracelular. Ambas neuropilinas interactúan 

con moléculas de adhesión celular, tales como la L1-CAM y Nr-CAM, que parecen regular su 

función y señalización rio abajo en respuesta a semaforinas  (Figura 6). Además, L1-CAM y NRP1 

expresadas en dos células adyacentes también pueden interactuar en trans, conduciendo a la 

señalización bidireccional que se presenta en la regulación neuronal, así como en células de 

carcinoma de ovario (59). 

 

Tanto los ratones knock-out NRP1-/-, como los ratones transgénicos que sobreexpresan 

NRP1, muestran letalidad embrionaria entre E12.5 y E13.5 debido a  defectos cardiovasculares, 

además de otras anomalías en el desarrollo. En los ratones knock-out, se observa una regresión 

vascular y agenesia,  transposición de vasos grandes,  desarrollo incompleto del tronco aórtico-

pulmonar y desarrollo ineficiente de la red vascular en el saco vitelino. Cabe destacar que el 

fenotipo es similar pero menor que el observado en ratones knock-out VEGFR2 -/-, lo que indica 

que posiblemente NRP1 no es esencial en la fase inicial de la vasculogénesis dependiente de VEGF, 

pero es necesaria en la maduración posterior y remodelación de la red de vasos primarios. Ratones  

knock-out NRP1 específicos de células endoteliales, presentan defectos vasculares mayores y 

múltiples defectos cardíacos (60). Los ratones que sobreexpresan NRP1, a su vez, presentan un 

aumento del número de vasos sanguíneos y capilares dilatados y  no funcionales, con la 

consiguiente formación de hemorragias prolongadas, malformaciones cardíacas, además de los 

defectos del sistema nervioso (62). 

 

Los ratones knock-out NRP2 -/- son viables y tienen un fenotipo normal vascular. De hecho, 

muestran una ausencia o una severa reducción de los vasos linfáticos y capilares pequeños, 

mientras que las arterias, venas y vasos linfáticos más grandes se desarrollan normalmente. En 

particular, los ratones knock-out dobles NRP1/NRP2 mueren en el útero a E8.5, incluso antes que 

los ratones nulos de NRP1,  presentan defectos en el saco vitelino, grandes zonas avasculares en la 

cabeza y en el tronco y hemorragias múltiples. Este fenotipo vascular se asemeja más al fenotipo de  

ratones knock-out VEGF y VEGFR2 -/- (63).  

 

Se  ha demostrado que los ratones knock-out que carecen de semaforinas  que dependen de 

los receptores de neuropilina, como Sema3A, Sema3C y Sema3F, no presentan defectos importantes 

en la angiogénesis en el desarrollo, aunque pueden presentar defectos en cardiogénesis. Esto 

sugiere que la señalización semaforina-neuropilina no es esencial para la vasculogénesis. Sin 

embargo, la actividad reguladora  de las semaforinas dependientes de neuropilina  en células 
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endoteliales se ha demostrado de forma consistente. Por ejemplo, Sema3A y 3F ejercen un papel 

importante en la inhibición de la adhesión mediada  por integrinas de células endoteliales al 

sustrato. Sobre estas bases, Sema3A inhibe la adhesión de células endoteliales, la migración, la 

supervivencia y  proliferación, así como la angiogénesis in vivo (64). En particular,  VEGF165 

antagonisa  todas estas funciones de Sema3A, aunque todavía no está claro si esto se debe a la 

competencia en la unión de NRP1 o la activación de vías de señalización antagónicas a través de 

plexinas y VEGFR. En experimentos in vitro  se ha demostrado que Sema3F puede inhibir la 

proliferación de células endoteliales,  inducida tanto por  VEGF como por bFGF; posiblemente 

implicando efectos antagonistas en la cascada de señalización.  

 

En el sistema vascular, mientras NRP1 se expresa en las arterias, la expresión de NRP2 se 

limita al sistema linfático y en venas a niveles bajos. El desarrollo vascular linfático está regulado 

por VEGFR3, que es activado por su ligando VEGFC y VEGFD.  NRP2 pueden interactuar 

directamente con el complejo de señalización implicado en la linfangiogénesis (65).  

 

La angiogénesis está además crucialmente apoyado por células no endoteliales, incluyendo 

células murales (como pericitos y células musculares lisas) y  células derivadas de la médula ósea, 

reclutadas  de la circulación. Es importante destacar que NRP1 se ha implicado también en esta 

función. De hecho, NRP1 se requiere para el reclutamiento de células de médula ósea en sitios de 

neoangiogénesis en respuesta a VEGF165, donde estas células median la  maduración de los vasos y 

arteriogénesis por el mantenimiento de la activación y proliferación de células residentes de tejidos 

musculares lisos (66). 

 

La primera evidencia fuerte de la función  de la señalización de semaforinas / neuropilina  en 

la angiogénesis tumoral, se encontró en melanomas que sobreexpresan Sema3F, los cuales son poco 

vascularizados, debido a la fuerte cascada anti-angiogénica mediada por NRP2, inhibiendo el 

desarrollo de tumores y la diseminación metastásica (67). Se  ha demostrado que la expresión de 

Sema3A en células endoteliales sirve como un inhibidor endógeno de la angiogénesis en lesiones 

premalignas, la cual se pierde durante la progresión tumoral. De hecho, la inhibición farmacológica 

de Sema3A endógena durante el inicio angiogénico, aumenta la angiogénesis y acelera la 

progresión tumoral.  Sema3A inhibe el crecimiento del tumor primario, la angiogénesis tumoral y la 

diseminación metastásica en modelos tumorales de ratón cuando se sobreexpresa en las células 

tumorales (68).  
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NEUROPILINAS Y CANCER. 

 

Las neuropilinas se expresan en una amplia variedad de líneas celulares tumorales humanas 

y neoplásicas. NRP1 se expresa predominantemente en los carcinomas, mientras que NRP2 

habitualmente se expresa en los tumores no epiteliales, como los melanomas, leucemias y 

neuroblastomas. En algunos casos los dos receptores se encuentran co-expresados. Datos  clínico-

patológicos  a menudo indican una correlación entre el aumento de expresión de neuropilinas y 

etapas avanzadas del tumor y por lo tanto un mal pronóstico (69).  

 

En particular, la sobreexpresión de NRP1 ha sido detectada en líneas celulares tumorales y en 

biopsias de tumores de diverso origen (Tabla 1), por ejemplo, de próstata, mama, vejiga, riñón, 

colon, páncreas, piel, ovario y pulmón, pero no en el epitelio normal correspondiente. Los altos 

niveles de NRP1 se han asociado significativamente con un peor pronóstico en pacientes con cáncer 

de mama, y se correlaciona con un comportamiento invasivo y potencial metastásico en carcinoma 

gastrointestinal  y carcinoma de próstata (70). Pacientes  con cáncer de pulmón de células no 

pequeñas que tienen una elevada expresión de NRP1, tienen una menor supervivencia a la 

enfermedad. En cáncer de páncreas, ambas neuropilinas se sobreexpresan, y esta  co-expresión se 

asocia con un peor pronóstico. Además,  NRP1 es altamente expresado en células inflamatorias 

infiltradas en el tumor (71).  

 

NRP2 está sobreexpresada especialmente en tumores derivados de las células de la cresta 

neural (72). La expresión de NRP2 es variable correlacionada con la progresión del tumor y el 

pronóstico en los tumores humanos. En cáncer de vejiga, la expresión de NRP2  se correlaciona con 

un estadio tumoral avanzado (73), en cáncer de mama se correlaciona con mal pronóstico y 

formaciones metastasicas en los ganglios linfáticos (74). En contraste con estos estudios, se ha 

demostrado que la pérdida de la expresión de NRP2 en los tumores carcinoides gastrointestinales 

se correlaciona con la progresión (75). 

 

Los mecanismos que inducen la sobreexpresión  de las Neuropilinas en tumores humanos 

avanzados son poco conocidos. Sin embargo, un número de señales ambientales se han asociado en 

la regulación de la expresión  de las neuropilinas en células tumorales in vitro. La hipoxia, un 

regulador clave de los niveles de VEGF en los tejidos, da lugar a una mayor expresión de NRP1 en 

células de neuroblastoma, pero disminuye la expresión en células de astrocitoma (76, 77).  El  factor de 

crecimiento insulinico tipo 1 y EGF inducen la expresión de  NRP1 en células de cáncer de colon, 

mientras que el factor de necrosis tumoral alpha, una citoquina que se ha demostrado que induce la 
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expresión de Neuropilinas en otros sistemas tumorales, no induce la expresión en estas mismas 

células. La activación de EGFR también se ha demostrado que regula a la alta la expresión de NRP1 

en varias células tumorales. En particular, el EGF induce la expresión de NRP1 en líneas celulares 

de colon humano y adenocarcinoma de páncreas, al parecer a través de PI3K /Akt y p38 (78).  

 

 

Tabla 1. Sobreexpresión de Neuropilinas en canceres  humano  

Tipo de cáncer  Neuropilina 1 Neuropilina 2 

Leucemia mielode aguda x  

Astrocitoma x  

Cáncer de vejiga  x 

Cáncer de mama x x 

Cáncer colorrectal  x x 

Cáncer de esófago x  

Cáncer de vesícula biliar x x 

Cáncer gastrointestinal x  

Glioma x  

Cáncer de riñón  x  

Cáncer de pulmón x x 

Cáncer de ovario  x x 

Cáncer de páncreas x x 

Cáncer de próstata  x  

Cáncer de piel x  
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En suma, la sobreexpresión de neuropilinas es un hallazgo frecuente en los tumores 

avanzados, lo que puede sugerir la adquisición de una ventaja funcional a nivel celular.  

 

Además de ser expresadas en células tumorales, las neuropilinas se expresan en células 

estromales  normales del microambiente del tumor. Además de las células endoteliales, el último 

incluye los glóbulos blancos derivados de la médula ósea reclutados de la circulación. En particular, 

la expresión de NRP1 por las células hematopoyéticas tiene un papel indirecto en la promoción de 

la vasculogénesis y la angiogénesis (72). 

 

En particular, la expresión de  NRP1 enriquece subtipos específicos de  monocitos y 

macrófagos, tales como macrófagos asociados al tumor (TAM) y monocitos que expresan Tie-2 

(TEM), ambos implicados en la progresión tumoral, aunque su papel funcional en la regulación del 

arresto de estas células en el microambiente del tumor no se ha dilucidado. NRP1 media contactos 

entre las células dendríticas y los linfocitos T a través de interacciones homofílicas y es esencial para 

la iniciación de la respuesta inmune primaria. NRP1 también está especialmente enriquecida en 

células T reguladoras (Treg), que son importantes, en la respuesta inmune anti-tumoral y participan 

en la generación de la tolerancia inmunológica hacia las células del cáncer (72).  

 

En general, la expresión NRP1 parece favorecer y sostener la proliferación en diferentes 

líneas de células tumorales.  

 

Las vías de señalización de NRP1 en las células tumorales pueden implicar VEGFR2, 

fosfoinosítidos-3-kinasa (PI3K) y activación de Akt.  VEGF puede inducir la expresión de factores 

de supervivencia celular, como el FAD y el HGF, en las células de cáncer (a través de NRP1) (78).  

 

Se ha demostrado que la expresión de NRP1 ayuda a mantener un fenotipo indiferenciado en  

células cancerosas. De hecho, mientras mas agresivo es el carcinoma de células renales, mayor es la 

expresión de NRP1 y cuando su expresión es modulada a través de un RNA de interferencia, las 

células adquieren un fenotipo más diferenciado, caracterizado por la expresión de marcadores 

específicos del epitelio renal (como cadherinas) (75).  

 

Aunque la mayoría de los estudios han indicado un papel de las neuropilinas en la 

promoción de tumores, otros informes indican que NRP1 podría tener la función opuesta. Por 

ejemplo, una elevada expresión de NRP1 se asoció con un pronóstico más favorable en pacientes 
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con cáncer de colon (78). Estas discrepancias se encuentran actualmente sin resolver, implicando la 

existencia de diferentes vías de señalización.  

 

El papel funcional de las neuropilinas en los tumores es especialmente complejo debido a sus 

interacciones adicionales con integrinas, moléculas de adhesión (como L1-CAM), y receptores de 

tirosina quinasas (tales como c-Met y receptores  TGF-Beta). En particular, la sobreexpresión de 

NRP1 en células de cáncer pancreático promueve la señalización de c-Met inducida por HGF, y la 

invasividad de las células tumorales. Por otra parte, tanto NRP1 y NRP2 pueden unirse a HGF, y 

NRP1 puede asociarse con c-Met, que conduce a una mayor migración de células endoteliales y una 

mayor proliferación. El complejo formado por NRP1 y PDGFR regula la migración de células 

troncales mesenquimales (MSC) y por lo tanto puede controlar la movilización de las MSC en la 

neovascularización y la remodelación tisular. Además, PDGF-B, a través de NRP1, controla el 

reclutamiento de células troncales mesenquimales y su diferenciación a pericitos. Estos datos 

demuestran que las Neuropilinas son plataformas de señalización en la superficie celular, 

potencialmente capaces de regular en múltiples niveles a las células cancerosas, así como a las 

células del microambiente tumoral (78). 

 

Como se mencionó anteriormente tanto la vía de NFkB como de NRP  son importantes en la 

tumorogenicidad del cáncer de próstata, por lo cual, en este trabajo nos proponemos investigar si 

NFkB regula NRP-1 en cáncer de próstata y si es por medio de la vía canónica y/o no canónica. 
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HIPÓTESIS 

 

           La  vía canónica y no canónica de NFkB regulan  NRP1  en células de cáncer de próstata. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo general: 

Determinar si NFkB regula NRP1 ya sea por la vía canónica o no canónica en células de 

cáncer de próstata. 

 

Objetivos específicos: 

 Determinar los niveles de NRP1 en células de próstata de tejido normal  y canceroso  

 Determinar si la vía canónica de NFkB regula Neuropilina 1 

 Determinar si la vía no canónica de NFkB regula Neuropilina 1 
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ANTECEDENTES. 

 

Se ha demostrado que en células troncales de cáncer (CTC), NFkB presenta una mayor 

actividad que el resto de la población, sin embargo, aún no es completamente  claro cómo es que 

NFkB puede regular a las CTC y que moléculas podrían participar en la  activación de esta vía. 

NFkB tiene un papel clave en la formación de mamoesferas y en la iniciación  del tumor mediada 

por CTC. En células troncales de cáncer de mama  se ha demostrado que NRP-1 regula NFkB. (47). 

Neuropilina-1 (NRP1), es un co-receptor de factores de crecimiento ligados a la tumorigenicidad de 

algunas CTC. Al inhibir la expresión de NRP1 se reprime severamente la activación de NFkB y la 

formación de mamoesferas, lo cual pone de manifiesto el papel esencial de NRP1 en cáncer  y el 

hecho de que  esta actividad está ligada a la activación de NFkB. No es el único estudio que 

relaciona a NFkB con las neuropilinas, de hecho existe una clara relación entre NRP1 y NFkB. Por 

ejemplo, en células endoteliales FGF induce NRP-1 vía NFkB (53).  Recientemente, en un estudio 

donde evaluaron el papel de NRP1 en el desarrollo del síndrome de Sjögren (SS), realizado en 

células epiteliales de las glándulas salivales humanas,  demostraron que NRP-1 ejerce su función a 

través de la activación de NFkB (48). También se ha visto que la unión de Sema3A a neuropilina-1 

(NRP1) inhibe el receptor activador de NF-kB  (RANKL) (49).  
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METODOLOGÍA. 

 

PLÁSMIDOS USADOS 

En relación a la vía canónica, utilizamos el plásmido pRcCMV-IkB-S32/36 (79), el cual 

contiene la secuencia que codifica para el súper-represor del factor NFkB: un IkBalpha con los 

residuos de serinas 32 y 36 mutadas por alaninas. Debido a estas mutaciones, el inhibidor IkBalpha 

no puede fosforilarse en estos residuos y por consiguiente no se degrada, de tal manera que 

mantiene al factor de transcripción NFkB inactivo en el citoplasma de las células. Como plásmido 

control se utilizó el vector que solo tiene clonado el promotor.  Ambos  contienen el gen de 

resistencia a G418 (Geneticina). 

 

En el caso de la vía alternativa,  para determinar si la sobre expresión de NFkB tiene algún 

efecto sobre NRP1, se diseñaron plásmidos para la sobreexpresión de NIK.  Como plásmido control 

se utilizó el vector que solo tiene clonado el promotor,  ambos plásmidos contienen  el gen de 

resistencia a G418. Para el caso contrario, es decir, para evaluar el efecto que tiene sobre NRP1 la 

inhibición de la vía de NFkB, se utilizó un shRNAs para NIK el cual se clonó en el vector pGEM-T 

Easy (Promega) y se subclonó en el vector pQCXIO (clontech) para conferir resistencia a 

puromicina. Como plásmido control se utilizó el vector que solo tiene clonado el promotor.   

  

PURIFICACIÓN DE DNA PLASMÍDICO 

 

Extracción de DNA plasmídico  por lisis alcalina (MINIPREP) 

 

Para realizar la extracción de DNA por lisis alcalina se transfirieron colonias individuales 

de bacterianas  a 5 mL de cultivo Luria-Bertani (LB) con ampicilina  y se crecieron  a 37°C con 

agitación constante durante toda la noche. Transcurrido este tiempo los 5 mL de cultivo  se 

centrifugaron a máxima velocidad durante un minuto. Se retiró el sobrenadante y la pastilla se 

resuspendió en 200 L  de solución I fría (glucosa 50 mM, Tris 25 mM pH8, EDTA 10 mM pH8). 

Una vez disgregada la pastilla se agregaron 400 L de solución II (NaOH 0.2 N, SDS 1%), se mezcló 

por inversión y se mantuvo en hielo durante 4 minutos, posteriormente se agregaron 300 L de 

solución III fría  (Acetato de Potasio 5M, ácido acético y agua desionizada) mezclándolos por 

inversión. La mezcla se centrifugó a máxima velocidad durante 5 minutos, el sobrenadante se 

recuperó y transfirió a un tubo limpio al cual se le agregaron 480 L de isopropanol durante 15 

minutos. Posteriormente, las muestras se centrifugaron a máxima velocidad durante 5 minutos. La 
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pastilla se lavó con un  1 mL de etanol al 70% y se dejó secar  al aire por un periodo de 5 minutos 

para después resuspenderla en 50 L de TE (Tris 10 mM y EDTA 1mM, pH8). 

 

Extracción de DNA plasmídico por columna 

 

Una vez confirmadas las construcciones por restricción  enzimática se extrajo DNA 

plasmídico siguiendo las instrucciones del fabricante a partir de 250mL de cultivo con el kit 

EndoFree plasmid Maxi Kit (Qiagen). El DNA que se obtuvo de esta manera fue usado para los 

experimentos de transfección. 

 

DIGESTIÓN DEL DNA PLASMÍDICO. 

 

Digestión con enzimas de restricción para la construcción de plásmidos 

 

Para poder realizar la construcción de los vectores utilizados en los experimentos de 

transfección fue necesario el uso de enzimas de restricción pues con ellas obtuvimos, insertamos y 

eliminamos los fragmentos de DNA de interés. De manera general se usaron de 3 a 5 unidades de 

enzima por g de DNA, 1 x del buffer 10x recomendado para cada enzima y agua desionizada 

estéril. Esta reacción se dejó incubando por un periodo de 1.5 a 24 horas a la temperatura 

especificada para cada enzima. 

 

Digestión con enzimas de restricción para la comprobación de las construcciones 

 

Después de haber purificado el DNA plasmídico de interés se sometió a una reacción de 

restricción que permitiera verificar si efectivamente se trataba de la construcción esperada. La 

reacción consistió de 3 a 5 unidades de enzima por g de DNA, 1x del buffer de corte 10x y agua 

desionizada estéril, la mezcla se dejó durante aproximadamente 2 horas incubando a  la 

temperatura óptima para la actividad de la enzima. 

 

TRANSFORMACIÓN DE BACTERIAS SUPERCOMPETENTES  

 

Para la transformación de bacterias supercompetentes se descongelo una alícuota de 

bacterias Escherichia coli DH5 alpha en un baño de hielo-agua. De esta alícuota se tomaron 100 L y 

se mezclaron con 1 L del DNA plasmídico de interés, se dejó 30 minutos en el baño de hielo-agua 

para posteriormente incubarla por un tiempo exacto de 1 minuto y 45 segundos a 42ºC, 
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inmediatamente la mezcla se colocó en un baño de hielo-agua por 2 minutos y se agregaron 900 L 

de medio LB y se  incubaron durante 1 hora a 37ºC para que se recuperaran. Transcurrido este 

tiempo se tomaron de 100 a 200 L para sembrarlos en cajas Petri con agar LB y el antibiótico de 

selección. Una vez sembradas las cajas se incubaron a 37ºC durante toda la noche. 

 

ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA. 

 

Las electroforesis en gel de agarosa se usaron tanto para analizar si las construcciones se 

llevaron a cabo adecuadamente como para obtener fragmentos específicos de DNA.  La técnica 

consistió en colocar geles de agarosa al 1.5% en una cámara de electroforesis con buffer TAE 1X (40 

mM de Tris-acetato, 1 mM de EDTA a pH8) y Gel red (1 L/100 mL). Como marcador de peso 

molecular  se utilizaron 1 kb y de 100 pb (Gibco BRL). Una vez terminada la electroforesis el gel se 

expuso a un transiluminador  de luz UV para observar el DNA y se obtuvo su registro fotográfico 

con una cámara digital.  

 

CUANTIFICACIÓN DEL DNA 

 

La cuantificación del DNA se llevó a cabo en un espectrofotómetro NanoDrop® ND-1000. 

 

CULTIVO CELULAR 

 

Se utilizaron las siguientes líneas celulares: 

 Línea celular derivada de carcinoma de Próstata humano PC 3 (Figura 7) representativa 

de un estadio andrógeno-independiente de adenocarcinoma grado IV de próstata, 

obtenidas de ATCC (American Type Culture Collection).  

 Células humanas epiteliales de próstata normales, obtenidas de ATCC (PCS-440-010) 

 Células estromales normales de próstata, obtenidas  de ATCC (WPMV-1   CRL-2854) 

 

Los tres tipos celulares  fueron sembradas en cajas Petri  de 10 mm, en medio líquido 

(DMEM),  suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB) v/v inactivo y mantenidas a una 

temperatura de 37°C, 5% CO2 y una atmósfera húmeda a saturación. Para la realización de los 

ensayos los cultivos se desarrollaron entre un 60-80% de saturación de la caja de cultivo. 
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Figura 7. Células PC3  

 

TRANSFECCIÓN DE CÉLULAS  

 

El día previo a la transfección se tripsinó una caja al 80% de confluencia  de 10 cm de 

diámetro con células PC3,  una porción de éstas células se ocupó para sembrar una caja de 6 pozos  

(500, 000 células por pozo) de tal forma que al día siguiente las células estuvieran aproximadamente 

al 70% de confluencia y listas para ser transfectadas.  Las células se mantuvieron en medio DMEM 

enriquecido con SFB al 5%. La transfección se llevó a cabo usando Lipofectamina LTX (6 L por 

pozo) (Invitrogen), la cual se combinó con medio DMEM sin SFB y sin antibióticos y con el DNA 

plasmídico a analizar en condiciones de esterilidad. Las proporciones de los componentes de la 

mezcla de transfección fue la siguiente: por cada 2.5 g  de DNA, se agregaron 2.5 L de PLUSTM 

Reagent,  480 L de medio y 6 L de lipofectamina LTX.  Las células PC3 transfectadas se incubaron 

a 37°C en una atmosfera húmeda con 5% de CO2.  Para la obtención de líneas  estables, las células  

se seleccionaron con puromicina (1.5 ug/uL) durante 7 días o G418 (650 ug/uL) durante 20 días, 

según el caso.  
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EXTRACCIÓN DE RNA  

 

La extracción del RNA total de las células se realizó usando el reactivo Trizol (Life 

Technologies) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 

ANÁLISIS DE EXPRESIÓN GÉNICA POR RT-PCR 

 

La expresión de cada uno de los genes analizados, se validó mediante la técnica de RT-PCR. 

 

Para la obtención del cDNA, el  RNA total se retrotranscribió usando el kit High-Capacity 

cDNA Archive (Applied Biosystems), bajo las siguientes condiciones:  2  L de Buffer 10X RT,  0.8 L 

de  25X dNTP  Mix (100mM), 2 L de  Randon Primers (10X) y 1 L de  Multi Scribe RT. Se 

utilizaron 2000 ng de RNA y la reacción se ajustó a 20 L con H2Odd. Las condiciones de 

amplificación fueron: 25ºC  10 minutos, 37ºC 120 minutos, 85ºC 5 segundos. 

 

En cada  reacción de PCR se amplificó simultáneamente el gen problema  y el gen de 

referencia 18S como control de carga en todas las líneas celulares.  En cada reacción se utilizaron los 

primers indicados en la tabla 3 y AmpliTaq Gold®,  GeneAmp® 10X PCR Buffer (Roche) bajo las 

siguientes condiciones: 2.5 L de Buffer 10x,  4.0 L de DNTP´s [10mM],  2.5  L de Primer 1 

[10pmol/ l],  2.5  L de  Primer 2 [10pmol/ l],  1.5  L de MgCl2 25mM,  0.125 L de Taq Pol. 5 

u/l y  40.8 L de H2Odd.  

 

CITOMETRÍA DE FLUJO. 

 

Los ensayos  se realizaron  con un citómetro  FACSAria (BD biosciences, Heidelberg, 

Germany). Las células se desprendieron con Acutasa  y  se centrifugaron a 1500  rpm,  se utilizaron 

1 millón de células por experimento, y se utilizaron los anticuerpos CD304-APC (BDCA-

4/Neuropilin-1) para determinar la expresión proteica y Mouse IgG1-APC como control de isotipo, 

ambos anticuerpos de MACS Miltenyi Biotec, a una concentración 1:11 en PBS al 1% de SFB.  
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 Tabla 2. Primers utilizados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  TM 

NIK  

 

5´-ACTTAAGTTTAGGAATCTTCCCACT-3´ 

5´GAGCTTATCTCCAGGGTTGC-3´ 

56°C 

IKB ALPHA 5´-CAAGGTGGTGATTCAGAGCA-3´ 

5´-GGGAGGAAAGGGAAGAAGAG-3´ 

58°C 

18 S 5´-ACAAGTTCTGGGGGACACAG-3´ 

5´-AGACAGACGGGCAAAGTGAC-3´ 

56°C 

NRP1 5´-CACCTGCCCATCTTTTGATT-3´ 

5´-CCTTCGTCAGGCATATTGGT-3´ 

57°C 

NRP1 sol  5´-TCTACTTCCAGGAGGACGAGTAGTA-3´ 

5´-GGAGGCAGAGTCCTGTGACCAGGAT-3´ 

56°C 
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RESULTADOS 

 

Análisis de la expresión de neuropilinas endógenas. 

 

En primera instancia se analizó la expresión de NRP-1 membranal y las isoformas solubles de 

manera endógena en la línea celular PC3 y en células normales de próstata, estromales (NEs) y 

epiteliales (NEp). Como puede observarse en la figura 9,  solo la línea celular PC3 muestra 

expresión de Neuropilinas,  en las células normales la expresión es nula. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Son muchos los estudios que han mostrado la expresión  de NRP1 en diversas  células 

tumorales y el nivel de expresión de  NRP-1 es significativamente más alta en tejidos tumorales  que 

en los tejidos no malignos. En  muestras de carcinoma de próstata humanos, la sobreexpresión de 

NRP-1 es un marcador de agresividad tumoral  y potencial metastásico. 

 

Sobreexpresión  de NIK 

 

Para evaluar el efecto de la vía no canónica de NFkB sobre las neuropilinas, determinamos 

los efectos de la alteración en la expresión, tanto de la inhibición como de la sobreexpresión de NIK  

sobre la expresión de NRP1 y las isoformas solubles. 

 

Figura 9. Expresión de NRP-1 membranal y solubles en células de 

 cáncer de próstata. Se muestra el análisis de PCR a partir de RNA total.  
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Para promover la sobreexpresión, creamos una línea celular estable que  sobreexpresa  NIK. 

Una vez seleccionadas con G418, se corroboro la expresión por RT-PCR. 

 

En la Figura 10, se muestra el incremento en los niveles de RNAm de NIK en la línea celular 

transfectada.  

 

Efecto de la sobreexpresión de NIK en la expresión de neuropilinas. 

 

Para evaluar si la sobreexpresión de NIK promueve  cambios en la expresión de las 

neuropilinas, realizamos un análisis de expresión por RT-PCR de ambas células (PC3/V y 

PC3/NIK). 

 

En la figura 11, se puede observar que la expresión forzada de NIK disminuye la expresión 

de NRP-1 membranal e incrementa la expresión de las isoformas solubles.  

 

 

Figura 10. Sobreexpresión de NIK en células PC3.  RT-PCR empleando RNA total extraído 
de células control transfectadas con el vector vacío  (PC3/V) y de las células transfectadas 
con el vector específico para NIK (PC3/NIK).  



 

 44 

 

 

Para determinar la expresión a nivel de proteínas de NRP1 membranal, se analizaron las 

muestras por citometría de flujo, detectando niveles de expresión menores en las células que 

sobreexpresan NIK (PC3/NIK) comparadas con las células control  (Figura 11a). 

  

Inhibición de NIK 

 

Realizamos la inhibición de NIK a través de un shRNAs. No logramos obtener una línea 

estable, debido a que las células transfectadas con el shRNA para NIK murieron a los 3 días de 

selección, esto no ocurrió con las células transfectadas con el vector control. Debido a esto,   a las 48 

horas después de la tranfeccion, realizamos la extracción de RNA total, y evaluamos si existía algún 

efecto sobre la expresión de NIK. En la figura 12, se puede observar la disminución  en los niveles 

de RNAm de NIK en la línea celular transfectada.  

Figura 11. Niveles de NRP-1  y solubles en células PC3 con sobreexpresión de NIK 

y control. RT-PCR empleando RNA total  extraído de células control transfectadas 
con el vector vacío  (PC3/V) y de células  transfectadas con el vector específico para 
NIK (PC3/NIK).  
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En estas células PC3/NIK- no fue posible determinar la expresión a nivel de proteínas de 

NRP1 por citometría de flujo, debido a que durante el proceso de marcaje con los anticuerpos las 

células murieron. E l experimento lo realizamos por triplicado y en todos los casos obtuvimos el 

mismo resultado.  

 

Efecto de la inhibición de NIK en la expresión de neuropilinas. 

 

Para evaluar si la inhibición  de NIK promueve  cambios en la expresión de las neuropilinas, 

realizamos un análisis de expresión por RT-PCR de ambas células (PC3/V- y PC3/ NIK-) 

 

En la figura 13 se puede observar que la inhibición de esta cinasa redujo la expresión de las 

isofomas solubles  e incrementa la expresión de la isoforma membranal de NRP-1.  

Figura 12. Inhibición  de NIK en células PC3. RT-PCR empleando RNA total 
extraído de células control transfectadas  con el vector vacío  (PC3/V-)  y de las 
células transfectadas con el shRNA específico para NIK (PC3/NIK-).  
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Inhibición de la vía canónica de NFkB. 

 

Para evaluar el efecto de la vía canónica de NFkB sobre las neuropilinas, determinamos los 

efectos de la alteración en la expresión, específicamente  de la inhibición  de esta vía sobre la 

expresión de NRP1 y las isoformas solubles. 

 

Para promover la inhibición, creamos una línea celular estable que  sobreexpresa  un 

IkBalpha mutado. Una vez seleccionadas con G418, la sobreexpresión de IkBalpha mutada en las 

células tranfectadas se corroboro a través de RT-PCR, ver Figura 14. La nueva línea celular estable 

se denominó PC3/IkBaDN. En ellas, la mayoría del factor de transcripción NFkB está secuestrado 

en el citoplasma.  

Figura 13. Niveles de NRP-1 en células PC3 con NIK inhibída. RT-PCR 
empleando RNA total  extraído de células control transfectadas con el 
vector vacío  (PC3/V-) y de células  transfectadas con el shRNA para NIK 
(PC3/NIK -).  
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Efecto de la inhibición de la vía canónica de NFkB en la expresión de neuropilinas. 

 

Para evaluar si la inhibición  de la vía canónica de NFkB promueve  cambios en la expresión 

de las neuropilinas, realizamos un análisis de expresión por RT-PCR de ambas células (PC3/V- y 

PC3/ IkBaDN-) 

 

En la figura 15, se puede observar que la inhibición de esta vía redujo la expresión de las 

isofomas solubles  e incrementa la expresión de la isoforma membranal de NRP-1, mostrando el 

mismo efecto que observamos  al inhibir la vía no canónica.  
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Figura 14. Inhibición de la via canónica de NFkB. RT-PCR 
empleando RNA total extraído de células control transfectadas  con el 
vector vacío  (PC3/V)  y de las células transfectadas con el super 
represor para NFkB  (PC3/IkBαDN). 

Figura 15.  Expresión de NRP-1 en células PC3 con la via canónica de NFkB 

inhibida. RT-PCR  empleando RNA total extraído de células  control 
transfectadas  con el vector vacío  (PC3/V)  y de las células  transfectadas con 
el super represor para NFkB  (PC3/IkBαDN). 



 

 48 

En la siguiente tabla se resumen los resultados obtenidos:  

VÍA DE NFKB Expresión de NRP1 Expresión de isoformas 

solubles  

CANÓNICA 

INHIBIDA  

  

NIK ACTIVADO   

NIK  INHIBIDO   
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DISCUSIÓN. 

 

Cada vez existen más evidencias que apoyan la relación entre inflamación y algunas 

neoplasias. El cáncer de próstata frecuentemente presenta estadios inflamatorios crónicos. Sin 

embargo, los efectos causales que los relacionan son pocos conocidos. El factor de transcripción 

NFkB promueve la expresión de numerosos genes implicados en la inflamación y control del ciclo 

celular, supervivencia, proliferación, angiogénesis e invasividad. De esta manera, en un 

microambiente crónicamente inflamatorio, NFkB puede actuar tanto sobre células cancerosas como 

en las células inflamatorias, estableciendo ciclos  de señalización entre ellas que refuerzan el 

microambiente inflamatorio y aportan señales de supervivencia a las células malignas. Existen 

evidencias que NFkB juega un papel muy importante en la iniciación y progresión del cáncer de 

próstata humano, existiendo una correlación entre la activación de NFkB y el grado de la 

agresividad del tumor. 

 

La cascada de señalización de NFkB es vista como un blanco terapéutico  contra el cáncer 

debido a su papel en la oncogénesis y la quimioresistencia en muchos tipos de tumores.  

 

NFkB ha sido implicado en la progresión del cáncer de próstata a través de dos mecanismos: 

la promoción de metástasis a través de la expresión de MMP-9  o su promoción a través de vías  

andrógeno independientes a través de un mecanismo hasta ahora desconocido. Numerosos 

estudios han demostrado que en cáncer de próstata, así como en otros tipos de tumores, la 

metástasis se correlaciona directamente con el nivel de expresión de varios genes angiogénicos 

incluyendo; VEGF, factor de crecimiento de fibroblastos (bFGF), IL-8 y de metaloproteasas  de 

matriz MMP-2 y MMP-9 (80). La expresión de proteínas MMP se asocia con mal pronóstico en una 

variedad de cánceres, incluyendo de próstata. Un aumento de MMP-2 y MMP-9 se asocia con la 

progresión del tumor, pero cómo es regulada la expresión de estos genes  en cáncer de próstata es 

en la actualidad incierta. Se sabe sin embargo que NFkB se une al promotor  MMP-9 (80), lo cual es 

una evidencia mas de que la señalización de NFkB puede estar implicada en la metástasis de cáncer 

de próstata. 

 

La inhibición  inducida de la actividad de NFkB conduce a una disminución en la 

proliferación celular y la apoptosis.  

 

Se ha demostrado que en células troncales de cáncer (CTC), NFkB presenta una mayor 

actividad que el resto de la población, sin embargo, aún no es completamente  claro cómo es que 
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NFkB puede regular a las CTC y que moléculas podrían participar en la  activación esta vía. NFkB 

tiene un papel clave en la formación de mamoesferas. y en la iniciación  del tumor mediada por 

CTC. En células troncales de cáncer de mama  se ha demostrado que  NRP1 regula NFkB. (47).  

NRP1, es un co-receptor de factores de crecimiento ligados a la tumorigenicidad de algunas CTC. 

Al inhibir la expresión de NRP1 se reprime severamente la activación de NFkB y la formación de 

mamoesferas, lo cual pone de manifiesto el papel esencial de NRP1 en cáncer  y el hecho de que  

esta actividad está ligada a la activación de NFkB. No es el único estudio que relaciona a NFkB con 

las neuropilinas, de hecho existe una clara relación entre NRP-1 y NFkappa B. Por ejemplo, en 

células endoteliales FGF induce NRP-1 vía NFkappaB (53).  Recientemente, en un estudio donde 

evaluaron el papel de NRP1 en el desarrollo del síndrome de Sjögren (SS), realizado en células 

epiteliales de las glándulas salivales humanas,  demostraron que NRP1 ejerce su función a través de 

la activación de NFkB (48). También se ha visto que la unión de Sema3A a NRP1 inhibe el receptor 

activador de NFkB  (RANKL) (49).  

 

Como la importancia biológica de la activación de NFkB, así como la expresión de NRP1 en  

cáncer de próstata es clara en la actualidad, se llevó a cabo este estudio para determinar si  la vía de 

NFkB  modula la expresión de neuropilinas en una línea celular de cáncer de próstata PC3. 

 

Se  investigó el efecto de la inhibición y estimulación  de la actividad de NFkB directamente 

.sobre la expresión de NRP1 membranal y las isoformas solubles.  

 

 

Como podemos observar la inhibición de la vía de NFkB, tanto la canónica como la 

alternativa, promueve un aumento en la expresión  de NRP1 membranal y una disminución de la 

expresión de las isoformas solubles. En el caso opuesto, en donde la vía de NFkB se activo, como 

era esperado,  ocurrió lo contrario, la actividad forzada de NIK promovió un aumento en la 

expresión  de las isoformas solubles y una disminución de la isoforma membranal de NRP1. 

 

Como mencionamos anteriormente, NRP1 juega un papel crítico en  la angiogénesis, y la 

progresión del tumor. Diversos estudios demuestran que la regulación de la función de NRP1 en 

estos procesos es en múltiples niveles. Un mecanismo es la modulación de la expresión génica de 

NRP1. Otro mecanismo para la regulación de la función de NRP1 es la expresión de isoformas 

solubles, que a menudo actúan como antagonistas (81).  Estas isoformas solubles se expresan en 

múltiples tejidos humanos normales [82], y algunos tejidos cancerosos. 
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Estudios previos han demostrado también que ya sea las isoformas solubles de NRP1 (sNRP) 

o una variante recombinante de  NRP1 (B1B2 A1A2) pueden inhibir la unión a los receptores de 

VEGF en la superficie celular de VEGF165 y suprimir las actividades estimuladoras de VEGF165 en 

migración celular y  proliferación (81,83).  

 

Una de las funciones importantes de receptores de superficie celular solubles es secuestrar 

los ligandos afines del receptor de longitud completa, inhibiendo así los procesos fisiológicos 

mediados por dicho receptor. Por ejemplo,  se ha observado que cuando se sobreexpresan las 

isoformas solubles de NRP1 en un modelo de  carcinoma de próstata de rata, aumenta la apoptosis 

y disminuye el número y la integridad de los vasos sanguíneos, por lo tanto inhibe fuertemente la 

angiogénesis y la progresión tumoral (81).  

 

 Las sNRP son antagonistas funcionales de receptores de VEGF, lo que sugiere que estas 

moléculas NRP1 solubles pueden ser entidades farmacológicas útiles para regular la angiogénesis y 

el desarrollo neuronal durante los procesos fisiológicos y patológicos. 

 

sNRP1 inhibe la angiogénesis tumoral dependiente de VEGF165  y también pueden inducir  

apoptosis mediante el secuestro de VEGF165. Se ha demostrado que VEGF165 es un factor de 

supervivencia tumoral y la inhibición de este promueve la  apoptosis del tumor (84). 

 

Es base a estos y otros estudios, proponemos que en la línea celular de cáncer de próstata 

(PC3), la vía de NFkB (canónica o alternativa) modula la expresión de NRP1 y parece ser que es a 

través de la regulación de la expresión de las isoformas solubles, las cuales son inhibidoras y tienen 

funciones antagónicas de la isoforma membranal.   
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CONCLUSIONES. 

 

 La inhibición de la vía canónica de NFkB en la línea celular de cáncer de próstata 

(PC3) promueve un incremento en la expresión  de NRP1 membranal y una 

disminución en la expresión de las isoformas solubles.  

 La inhibición de NIK en la línea celular de cáncer de próstata (PC3) promueve un 

incremento en la expresión  de NRP1 membranal y una disminución en la expresión 

de las isoformas solubles.  

 La  expresión forzada de NIK en la línea celular de cáncer de próstata (PC3) 

disminuye la expresión de NRP-1 membranal e incrementa la expresión de las 

isoformas solubles.  
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