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1.- INTRODUCCIÓN 

1.1.- Carcinogénesis 

1.1.1.- El Ciclo Celular y la regulación de la división celular 

La proliferación celular tiene lugar de un modo controlado de acuerdo a las 

necesidades generales del organismo. La regulación de la proliferación celular, del 

crecimiento y de la síntesis del ácido desoxirribonucleico (DNA), están controlados por la 

maquinaria de regulación del ciclo celular (1) (Fig. 1). 

Existen puntos de control que evitan la progresión del ciclo celular, por ejemplo, 

cuando ocurren daños en el DNA (2), la progresión del ciclo celular se detiene, dando tiempo 

para que la reparación se produzca de inmediato y así prevenir alteraciones genéticas capaces 

de propagarse en las generaciones posteriores. Consistentemente, los puntos de control 

proporcionan una barrera para el desarrollo del cáncer. (3-5) 

La progresión del ciclo celular es activada directamente por una serie de proteínas 

heterodiméricas representadas por las ciclinas y las cinasas dependientes de ciclina (CDK). La 

decisión de una célula para entrar en fase S o de síntesis, que es cuando se duplica el genoma 

celular, está estrechamente controlada por el complejo ciclina D/CDK4/6 y los complejos 

ciclina E/CDK2, seguido del complejo ciclina A/CDK2 a lo largo de la fase S. (6) 

La progresión de la fase G1 a S también está regulada por la proteína Rb, que es una 

proteína supresora de tumor, particularmente alterada en el retinoblastoma. En el estado 

hipofosforilado, la proteína supresora de tumores Rb, está activa y lleva a cabo su función 

mediante la inhibición de la progresión del ciclo celular, (7) bloqueando a los factores de 

transcripción E2F1, E2F2 y E2F3a, que son esenciales para la expresión de genes que le darán 

continuidad al ciclo. (8) 

La proteína reguladora de la progresión del ciclo celular p21 es un inhibidor de CDK. 

La proteína p21 se une e inhibe la actividad de los complejos ciclina CDK2 o CDK1 y, por lo 

tanto, funciona como un regulador negativo de la progresión del ciclo celular en la transición 

G1 a S. La expresión del gen p21 está estrechamente controlada por la proteína p53. Esta 

proteína media la detención del ciclo celular en fase G1, en respuesta a una variedad de 

estímulos de estrés. (7,9,10) 
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El punto conocido como G2/M ocurre antes de la división celular. En este punto se 

debe evitar el inicio de la mitosis, cuando el DNA ha sufrido algún daño durante G1, S ó G2; 

el estrés genotóxico activa a los sistemas ATM/ATR, que son cinasas de treonina y serina 

conduciendo a su vez a la fosforilación y activación de las cinasas CHK1 y CHK2, seguido de 

la fosforilación de Cdc25C. El sistema ATM/ATR también activa la vía de señales p53 que 

contribuye a mantener a las células en la fase G2, al retener en el citoplasma mediante la 

proteína 14-3-3 a la cinasa dependiente de ciclina 1 (CDK1). En esta fase actúa el complejo 

ciclina B/CDK1 o MPF (promotor de la fase M), el cual es activado por la cinasa tipo Polo 

(PLK) y translocado al núcleo en prometafase coincidiendo con la desintegración de la 

membrana nuclear. La citocinesis es mediada por la ciclina B y es la fase en que se lleva a 

cabo la separación de las células hijas. Ésta ocurre sólo después del término de la mitosis, pues 

ambos procesos están vinculados espacial y molecularmente de una manera altamente precisa 

y no menos compleja. Cuando la ciclina B no es degradada por carecer de la secuencia de 

reconocimiento por el complejo APC, arresta a las células en anafase y no se procede a la 

citocinesis, marcando el final del ciclo celular. (11)  

 

 

Figura 1.- Fases del ciclo celular (1) 
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Varios agentes empleados contra el cáncer se han contemplado para mediar la fase 

G2/M y generar detención del ciclo celular en las células cancerosas a través de varios 

mecanismos: regulación a la baja de los complejos de CDK1 y las ciclinas A/B, la inactivación 

de la actividad Cdc25C, la interrupción de la polimerización de tubulina y el montaje del huso. 

Un ejemplo de estos agentes se probó en las células A549 de adenocarcinoma tratadas con 

dioscoreanona, la cual indujo detención del ciclo celular en la fase G2/M, y un porcentaje de 

apoptosis mediada por las proteínas Bax y Bcl-2 por medio de la permeabilización de la 

membrana mitocondrial, conduciendo a la activación de la caspasa 3. (12) 

El sistema de p53 es sensible al estrés celular de fuentes externas tales como la 

radiación, que a menudo resulta en daño al DNA. Si el daño no es demasiado grave, la 

detención del ciclo celular inducida por p53 se produce mientras que se repara el DNA. Sin 

embargo, si el daño es grave, la célula es impulsada hacia la senescencia o la apoptosis 

inducida por p53, ya que ésta interacciona directamente con la endonucleasa AP y la DNA-

polimerasa, que están implicados en la reparación por escisión. El supresor tumoral p53 es un 

factor de transcripción que regula el metabolismo, las señales de estrés, la supervivencia 

celular, el control del ciclo celular y la estabilidad del genoma. 

Por otra parte, el proceso de regulación del ciclo celular desempeña un papel crítico en 

la oncogénesis y en el desarrollo de la resistencia terapéutica. Aunque la estimulación 

constitutiva de la proliferación celular, a través de factores de crecimiento normales, es 

necesaria para el desarrollo tumoral, es insuficiente para causar transformación oncogénica de 

células normales, ya que se requiere de la interacción de varios factores para desarrollar un 

tumor. (13)  

Las vías de señalización involucradas en proliferación son sistemas altamente 

dinámicos, con elementos reguladores positivos y negativos. Muchos de los elementos 

positivos son protooncogenes, que a menudo están mutados para convertirse en genes activos 

constitutivamente, originando los oncogenes encontrados en muchas células tumorales. 

La célula presenta receptores de superficie para factores de crecimiento cuyo blanco 

principal son las ciclinas. Existen diferentes vías de señalización involucradas en proliferación 

que conducen a las células mediante la activación de los primeros eventos en G1. Entre estas 

vías de señalización se encuentra la vía de la proteína cinasa activada por mitógeno (MAPK), 

la vía JAK-STAT, mTOR, y Wnt, entre otras. (14,15) 
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La vía de señalización de Wnt actúa a través de β-catenina para aumentar el nivel del 

factor de transcripción Myc. El factor Myc aumenta la transcripción de la ciclina D, que es un 

componente inicial de la maquinaria de señalización del ciclo celular. (14) 

Se ha reportado que la fosforilación de transductores de señal y activadores de la 

transcripción 3 (STAT3) es importante en la inducción de la detención del ciclo celular en G1 

a través de la supresión de la expresión de p21 y la degradación de la ciclina D141. Estos 

hallazgos sugieren que la vía de JAK/STAT juega un papel crucial en la regulación del ciclo 

celular. (16) 

Cuando las células envejecen inician una etapa de senescencia que posteriormente la 

llevará a su muerte. En caso de que la célula sufra daño al DNA, se inicia el proceso de 

apoptosis. 

1.2.- Tipos de cáncer 

Los cánceres se clasifican de acuerdo con el órgano en el que se originan y con el tipo 

de células involucradas, habiéndose descrito muchas formas distintas aparentemente 

relacionadas con causas diferentes. (17) De acuerdo con el lugar en el que se producen, las 

diversas variedades se agrupan en: 

1.2.1.- Carcinomas 

Es una forma de cáncer con origen en células de tipo epitelial o glandular, de tipo 

maligno. Los dos grandes grupos de carcinomas son los carcinomas epidermoides y los 

adenocarcinomas. Los carcinomas constituyen el tipo más común de cáncer. Lugares comunes 

de carcinomas son la piel, la boca, el pulmón, la mama, el tracto digestivo y el útero. (18) 

1.2.2.- Sarcomas 

Derivan de estructuras de soporte como el tejido fibroso y vasos sanguíneos, son 

localmente agresivos mediante invasión y/o destrucción, recidivan y pueden dar metástasis a 

distancia. Sin embargo, no todos los sarcomas son igual de agresivos ni tienen la misma 

capacidad de dar metástasis, por lo que es importante entender el término sarcoma según el 

grado de diferenciación de la neoplasia. Generalmente un sarcoma bien diferenciado es de 
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bajo grado, y uno poco diferenciado suele ser de alto grado. Los de diferenciación intermedia 

suelen recidivar, pero rara vez dan metástasis. (18) 

1.2.3.- Leucemias y linfomas 

Se generan a partir de células formadoras de sangre que residen en médula ósea y en 

tejidos linfáticos. 

La principal diferencia entre estos tipos de cáncer es que las leucemias como la 

leucemia linfoblástica aguda afectan principalmente a la médula ósea y la sangre, y se puede 

propagar a otras partes del cuerpo, mientras que los linfomas afectan principalmente a los 

ganglios linfáticos u otros órganos, aunque también pueden afectar la médula ósea. (18) 

1.3.- Etapas de la carcinogénesis 

Cuando un médico se encuentra ante un tumor, no observa más que un pequeño 

momento de la vida del proceso canceroso, el denominado periodo clínico. Este periodo, a su 

vez, puede ser subdividido en dos fases, una fase local, en la que el tumor se encuentra todavía 

localizado en las estructuras primarias afectadas, y una fase de generalización, en la que en 

ocasiones se produce la diseminación del tumor (aparición de metástasis). 

Sea con una sola o con las dos subfases, este periodo puede ser asimilado a lo que 

representa la parte visible de un iceberg, que mantiene fuera de nuestra vista el periodo más 

largo, el que va desde la actuación de la causa hasta la emergencia clínica y que encierra el 

periodo precanceroso (iniciación, promoción y una parte más o menos importante de la 

progresión) (19) (Fig. 2). 
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Figura 2.- Representación esquemática de la evolución espontánea de un cáncer estándar. (18) 

 

La primera etapa del proceso de la carcinogénesis, absolutamente preclínica y en una 

primera etapa precancerosa, consta de tres etapas principales: 

1.3.1.- Iniciación 

En este proceso inicial de alteración de una célula (a nivel del genoma de la misma), la 

alteración de cualquiera de sus tres principales procesos: metabolismo, reparación del DNA y 

proliferación celular, puede iniciar la carcinogénesis. 

Al compuesto químico implicado en este proceso se le denomina agente iniciador o 

carcinógeno incompleto y es aquel que sólo es capaz de iniciar a las células. Este agente es 

muy escaso. Algunos de los mecanismos moleculares y celulares responsables de la iniciación 

de la carcinogénesis son: mutaciones en el genoma como transiciones, pequeñas deleciones, 

mutaciones puntuales de protooncogenes y/o oncogenes y mutaciones en genes implicados en 

la transducción de señales celulares, las cuales pueden producir alteraciones fenotípicas. 

Las características morfológicas y biológicas de este proceso son: irreversible, la célula 

afectada no se distingue morfológicamente de la célula normal, es necesario que se produzca 

al menos un ciclo celular completo con división de la misma para que se "fije" el daño 

inducido, la eficiencia del proceso de iniciación puede ser modulada por agentes exógenos y/o 

hormonas endógenas. 
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Es de destacar que la aparición de células iniciadas puede ser espontánea. En la mayor 

parte de los casos, la iniciación se desencadena por los agentes completos (aquellos capaces de 

inducir la iniciación, promoción y progresión de la carcinogénesis a partir de células 

normales), éstos son mucho más abundantes en nuestro medio que los incompletos. Las dosis 

necesarias de los carcinógenos completos para iniciar las células son muy bajas, pero no 

suficientes para que el proceso de carcinogénesis sea permanente. (19) 

1.3.2.- Promoción 

El agente promotor se define como aquel compuesto químico capaz de causar la 

expansión selectiva de las células iniciadas. Los agentes promotores producen una alteración 

en la transducción de señales celulares. Por lo tanto, su mecanismo de acción reside en una 

alteración de la expresión génica mediada a través de receptores específicos. 

Algunos mecanismos moleculares y celulares de esta etapa son: no hay alteraciones 

estructurales directas en el DNA y es reversible tanto a nivel de la expresión genética como a 

nivel celular. 

Algunas características morfológicas y biológicas de este proceso son: la continuidad 

del estado de promoción en una población celular depende de la administración continuada del 

agente promotor, la eficiencia de esta etapa es sensible a la edad de la célula, a factores de la 

dieta y hormonales, agentes promotores endógenos pueden producir una promoción 

espontánea. (19) 

1.3.3.- Progresión 

El agente progresor es aquel compuesto químico capaz de convertir una célula iniciada 

o en estado de promoción en una célula potencialmente maligna. La progresión de la 

carcinogénesis se puede producir también mediante la incorporación en el genoma de 

información genética exógena (por ejemplo, de virus) o alteraciones cromosómicas 

espontáneas. 

Las características morfológicas y biológicas de esta etapa son: irreversible, se 

distingue morfológicamente la alteración en la estructura genómica celular reflejada por 

inestabilidad cariotípica. Esta última es la característica molecular de esta etapa. 
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Los mecanismos implicados son: la inestabilidad cariotípica es múltiple e incluye la 

alteración en el aparato mitótico, trastorno en la función de los telómeros, hipometilación del 

DNA, recombinación, amplificación y transposición génica. 

El estado de progresión se puede desarrollar a partir de células en estado de promoción 

o bien directamente a partir de células normales como resultado de la administración de dosis 

relativamente altas (dosis citotóxicas) de agentes carcinógenos completos. 

En algunas ocasiones tras estas primeras etapas en el proceso carcinogénico es posible 

objetivar lesiones tisulares (evidenciables microscópicamente) denominadas precancerosas 

(situaciones patológicas que, de manera estadísticamente significativa, preceden o favorecen la 

aparición de procesos tumorales). (19) 

1.4.- Cáncer y Tipos de carcinógenos 

Se define como cáncer a un conjunto de enfermedades relacionadas entre sí, en las 

cuales se observa un proceso de crecimiento celular descontrolado. Lo más peligroso de este 

padecimiento es que, aunque comienza de manera localizada, tiende a diseminarse a tejidos 

circundantes y distantes. Los mecanismos que inician este proceso involucran una serie de 

alteraciones en la maquinaria genética de la célula normal, las cuales pueden ser heredadas o 

adquiridas debido a factores físicos, químicos o biológicos. Luego de un período de tiempo 

variable, los tumores malignos evolucionan, su población celular se torna heterogénea y 

progresan a formas capaces de evadir la respuesta inmune antitumoral, proveerse de oxígeno y 

nutrientes a través de la formación de una red vascular propia, invadir tejidos vecinos o 

producir metástasis a distancia. (20) 

La asociación entre distintas alteraciones genéticas y el cáncer se ha estudiado desde 

hace mucho tiempo, y durante la década de los años 1970 , Harold Varmus y Michael Bishop 

descubrieron que las secuencias genéticas virales de un retrovirus, capaces de inducir la 

transformación neoplásica de las células, eran homólogas a genes normales presentes en las 

mismas; más tarde, determinaron que estos genes codificaban proteínas que ordenaban a la 

célula entrar en el ciclo de división celular, y que la mutación de estos genes actuaba de forma 

dominante, por lo que los denominaron oncogenes. (21)  
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En general, para su estudio, los agentes con capacidad carcinogenética se clasifican 

atendiendo a que actúen o no a afectando al DNA celular, diferenciándose entre agentes 

genotóxicos y no genotóxicos o epigenéticos. 

1.4.1.- Carcinógenos genotóxicos 

Algunos agentes carcinógenos, en especial los agentes iniciadores y progresores se 

caracterizan por su capacidad de alterar la estructura del DNA y/o de los cromosomas. Estos 

efectos genotóxicos inducen directamente la aparición de células neoplásicas (transformadas o 

malignas). En la mayor parte de los casos, la acción carcinógena de estos agentes consiste en 

un aumento del potencial oxidativo de las células, lo cual resulta en modificaciones en el DNA 

(oxidación del DNA) o formación de uniones covalentes de los agentes o sus metabolitos a las 

cadenas de DNA (aductos). 

En la acción de este tipo de sustancias, el metabolismo celular juega un papel 

fundamental, produciendo la biotransformación de sustancias en principio inocuas a 

compuestos (generalmente reactivos) que presentan capacidad genotóxica y que son llamados 

carcinógenos finales. En todo caso, la acción de un agente carcinogénico debe acompañarse, 

para que ésta sea efectiva, de un desbalance en los mecanismos de reparación de DNA. (22) 

1.4.2.- Carcinógenos endógenos 

Los mecanismos implicados en la carcinogénesis endógena son: oxidación por especies 

reactivas del oxígeno, reducción con antioxidantes, reacción con radicales libres e inhibición 

en la reparación de la oxidación del DNA. 

Los carcinógenos endógenos son especies reactivas del oxígeno. Las más importantes 

son los radicales hidroxilo (OH·) y el oxígeno singulete (O2), destacando también el anión 

superóxido (O´2), peróxido de hidrógeno (H2O2), especies peroxiladas (RO·2) y especies 

alcoxiladas (RO·). 

Las especies reactivas del oxígeno se producen a partir de las reacciones celulares 

como la respiración celular (transporte electrónico mitocondrial), procesos de síntesis y 

degradación del metabolismo (metabolismo del ácido araquidónico, oxidación de los ácidos 

grasos de alto peso molecular, oxidación de aminoácidos, síntesis del ácido ascórbico, 

oxidación de poliaminas, esteroidogénesis, oxidación de purinas), biotransformación de 
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xenobióticos (transporte electrónico microsomal, oxidación peroxidativa, funciones de las 

oxidasas) y activación de células fagocíticas (leucocitos periféricos, macrófagos, células de 

Kupffer del hígado y células Clara del pulmón). 

La oxidación endógena del DNA puede ser nuclear o mitocondrial. La oxidación del 

DNA mitocondrial es mucho más elevada debido a una mayor producción del anión 

superóxido durante la respiración mitocondrial. La mayor parte de los metabolitos 

responsables de la oxidación del DNA celular son el anión superóxido y el peróxido de 

hidrógeno y sus derivados. Las células poseen mecanismos eficaces de protección como la 

glutation peroxidasa y la superóxido dismutasa las cuales inactivan estos compuestos o 

antioxidantes específicos (metabolitos hidrofóbicos como el α-tocoferol e hidrofílicos como el 

ascorbato, ciertas proteínas, entre otros), los cuales disminuyen la cantidad de bases oxidadas 

del DNA. (22) 

1.4.3.- Carcinógenos exógenos 

Los carcinógenos exógenos son aquellos que incrementan la oxidación del DNA como, 

por ejemplo, agentes de proliferación de peroxisomas, benceno, arsénico, estradiol, 

nitrosaminas, bromuro de potasio, radiaciones ultravioletas (UVA y UVB) e ionizantes (rayos 

X). Muchas sustancias inorgánicas, particularmente hierro, cromo, cobalto (II) y sales de 

níquel en presencia de H2O2 producen la oxidación de las bases del DNA. Por otro lado, la 

exposición a la polución de los ambientes urbanos produce también altos niveles de DNA 

oxidado. La luz UVB (290-320 nm) produce mutaciones en el DNA y como consecuencia 

tumores de piel. La luz UVA (320-400 nm) es menos carcinógena y produce mayormente 

oxidación del DNA mediante la activación fotodinámica de especies reactivas del oxígeno. 

Hay compuestos químicos que pueden ser afectados por la radiación UV y producir la 

oxidación del DNA, principalmente mediante la generación de especies reactivas del oxígeno. 

(22) 

1.4.4.- Carcinógenos no genotóxicos o epigenéticos 

Son aquellos compuestos químicos que actúan por mecanismos que no incluyen la 

modificación directa del DNA, dando lugar finalmente a células genéticamente inestables 

(tumor). Aparentemente, estos agentes modulan el crecimiento y la muerte celular. En general, 
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estos compuestos actúan modificando la fisiología normal de órganos y sistemas específicos 

produciéndose una sobre-estimulación persistente cuyo resultado es la replicación celular 

intensificada (alteración del ciclo celular con efecto mitogénico). Esto puede dar lugar a un 

incremento de mutaciones espontáneas y de las probabilidades de alterar el DNA tanto por 

factores endógenos como exógenos antes de que haya posibilidad de reparación. Normalmente 

se trata de compuestos exógenos, aunque en determinadas circunstancias compuestos 

endógenos (hormonas) podrían considerarse como carcinógenos epigenéticos. 

 La acción carcinógena de estos compuestos puede tener diferentes mecanismos, pero 

todos ellos comparten las siguientes características principales: 

Especificidad.- Los compuestos epigenéticos, al contrario que los genotóxicos, pueden 

ser más específicos en su capacidad de inducir carcinogénesis ya que frecuentemente inducen 

la formación de tumores en una especie animal, un sexo determinado y en la mayor parte de 

los casos en uno o varios órganos determinados dentro de una especie. Esta especificidad 

puede ser explicada por diferencias fisiológicas, metabólicas y de sensibilidad inter especies. 

Existencia de un umbral en el desarrollo del tumor.- En la mayoría de los casos el 

efecto carcinógeno se produce solamente cuando se administran altas dosis de los compuestos, 

por lo que la carcinogénesis no aparecerá hasta que se alcance un determinado umbral. Según 

estos datos, se pueden construir curvas de dosis-respuesta para correlacionar qué dosis son 

perjudiciales. El análisis de estas curvas dosis-respuesta es de especial utilidad para determinar 

a qué niveles de un compuesto determinado no se produce efecto adverso y cuales constituyen 

factores de riesgo para el desarrollo del tumor en humanos. 

Reversibilidad.- Los carcinógenos epigenéticos actúan generalmente como promotores 

del tumor cuando son administrados continua y prolongadamente. Los efectos producidos 

pueden revertir parcialmente cuando se interrumpe la administración del compuesto. 

Citotoxicidad.- Los agentes epigenéticos son citotóxicos, produciendo un perjuicio 

crónico en las células que resulta en un aumento en la proliferación celular. Este incremento 

en la proliferación celular puede ser responsable del desarrollo neoplásico, ya que el DNA es 

cada vez más sensible a mutaciones a lo largo de sucesivas divisiones celulares. Por otro lado, 

la modificación producida en el DNA ya sea de forma endógena o exógena tiene posibilidades 

muy altas de convertirse en mutaciones heredables puesto que las posibilidades de reparación 

disminuyen. En general, los agentes epigenéticos se pueden considerar como promotores en la 
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expansión de células espontáneamente iniciadas. Algunos de estos agentes químicos son el 

benceno, cloroformo, tricloroetileno, furfural, metapirileno, lindano y bifenilos policlorinados. 

Un ejemplo clásico de carcinogénesis epigenética es la aparición de hepatomas o 

hepatocarcinomas inducidos en modelos animales y en humanos tras la exposición prolongada 

a estrógenos (hepatocarcinogénesis). (22) 

1.5.- El cáncer pulmonar. 

El cáncer pulmonar fue considerado hasta mediados del siglo pasado como una 

enfermedad poco frecuente. A partir de 1930 su frecuencia ha aumentado y en la actualidad es 

el tumor maligno más frecuente en el mundo. Desde 2007 esta enfermedad se ha convertido en 

la principal causa de muerte, superando a los padecimientos cardiovasculares y otras 

patologías de elevada mortalidad. En México, el cáncer de pulmón se encuentra entre las tres 

principales causas de muerte por tumores malignos en adultos mayores de 35 años y es más 

frecuente en varones, aunque se ha reportado un incremento mundial en las mujeres. (23) 

Esto es el resultado de la interacción de factores genéticos y externos (físicos, químicos 

y biológicos), que producen la degeneración de las células, con lo que se originan lesiones 

precancerosas y finalmente tumores malignos. Dichos tumores suelen estar localizados, pero 

eventualmente pueden diseminarse a otros órganos (metástasis). La Organización Mundial de 

la Salud (OMS) estimó en 2008 que la principal causa de muerte en el mundo es el cáncer (7.6 

millones de casos), localizados en su mayoría en pulmón, estómago, hígado, colon y mama 

(OMS, 2011). Por su parte, la Organización Panamericana de la Salud (OPS) (2011), reportó 

que de 2007 a 2009 en América Latina, la tasa de mortalidad estandarizada a consecuencia de 

cáncer es de 110.7 muertes por cada 100 mil habitantes .Ya en 2012, la OMS señala que los 

tipos de cáncer diagnosticados con mayor frecuencia a nivel mundial son los de pulmón, 

hígado, estómago, colon y recto, mama y esófago. Por sexo, los cinco principales en las 

mujeres son el de mama, colon y recto, pulmón, cuello uterino y estómago, mientras que en 

los varones son el de pulmón, próstata, colon y recto, estómago e hígado (OMS, 2015). Las 

tasas más altas en la región se localizan en Uruguay (168.4 por cada 100 mil habitantes), Cuba 

(143.3) y Perú (136.6); México, como resultado de los esfuerzos que se han llevado a cabo en 

materia de prevención, atención oportuna y sensibilización, tiene la tasa más baja de 

Latinoamérica (75.4).  (24) 
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En México durante 2010, se observó que los principales tumores malignos que afectan 

a la población femenina adulta (de 20 años y más) que fue hospitalizada por este diagnóstico 

son el cáncer de mama (24.3%), el cervicouterino (9.7%) y el de colon (3.2 por ciento), en los 

varones adultos se concentran en cáncer de próstata (7.9%), bronquios y pulmón (4.9%) y 

colon (4.6 por ciento) (Tabla 1). (25) 

 

Tabla 1.- Tasa de mortalidad por principales tumores malignos. (25) 

Existen 2 tipos principales de cáncer de pulmón: cáncer pulmonar de células no 

pequeñas (NSCLC por sus siglas en inglés) que representa entre el 85% y 90% de los casos, y 

cáncer de células pequeñas (SCLC por sus siglas en inglés) que representa entre el 10% y 15% 

del mismo. El tratamiento para cada tipo de cáncer de pulmón es distinto, pero en general el 

pronóstico de los pacientes es malo y su sobrevida a 5 años es muy baja. Existen subtipos de 

NSCLC dependiendo del tipo celular en el que inicie el cáncer, pero todos se agrupan como 

NSCLC porque su tratamiento y pronóstico por lo general son similares. (26) 
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1.5.1.- Adenocarcinoma de pulmón 

Los adenocarcinomas corresponden aproximadamente al 40% del cáncer de pulmón y 

tiene su origen en las células epiteliales que forman el revestimiento interno de los bronquios y 

bronquiolos, principalmente a nivel de las células glandulares. Estas células son las encargadas 

de sintetizar y secretar los productos que generan, sobre todo mucinas, en la luz glandular. 

Este tipo de cáncer se ha asociado con el mal hábito de fumar, pero también es el tipo de 

cáncer más común entre los no fumadores, es más frecuente en mujeres que en hombres, y en 

jóvenes se presenta más a menudo que otros tipos de cáncer de pulmón. (26) 

1.6.- MUC1. 

1.6.1.- Las mucinas humanas 

Los términos mucoso, mucinoso o mucina hacen referencia a la capa viscosa que 

recubre los epitelios de los órganos huecos del tracto digestivo, respiratorio y genitourinario, a 

la que, históricamente, se le asignó una función protectora frente a las agresiones tanto 

exógenas como endógenas. Las mucinas son el principal componente de esta capa viscosa, 

pertenecen a una familia de proteínas de alto peso molecular y altamente glicosiladas 

producidas por las células de los tejidos epiteliales.(27) La principal característica de las 

mucinas es su capacidad para formar geles; cumpliendo funciones que van desde la 

lubricación, hasta la señalización celular, pasando por la formación de barreras físicas y 

químicas. (28) 

La sobreexpresión de mucinas, en especial de la proteína tipo mucina 1 (MUC1), se 

encuentra asociada a varios tipos de cáncer (29) principalmente carcinomas. 

1.6.2.- MUC1 y el cáncer 

MUC1 es una glicoproteína tipo mucina y fue una de las primeras en ser descrita en 

1973, y desde entonces se ha acumulado una gran cantidad de datos referentes a ella. Se trata 

de una O-glicoproteína heterodimérica que es sobreexpresada aberrantemente en células 

malignizadas e induce firmas genéticas asociadas a una baja tasa de supervivencia de 

pacientes con NSCLC. (30) 

MUC1 se expresa en la parte apical de epitelios normales, pero cambia su distribución, 

estructura e inmunogenicidad en células tumorales de adenocarcinomas, y estos cambios se 

https://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://es.wikipedia.org/wiki/Peso_molecular
https://es.wikipedia.org/wiki/Glicosilaci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Epitelio
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=MUC1&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/C%C3%A1ncer
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asocian al comportamiento tumoral. (31) Esta proteína es traducida como un sólo polipéptido 

que experimenta autoproteólisis derivando en las subunidades N-terminal (MUC1-N, también 

llamada α) y C-terminal (MUC1-C o β), (32) las cuales, a pesar de sufrir un corte proteolítico, 

se mantienen unidas por fuerzas no covalentes. MUC1-N se encuentra plenamente expuesta en 

la superficie celular externa y contiene una serie de aminoácidos que se repiten muchas veces 

y que se encuentran O-glicosiladas (secuencias VNTR, números de repetición en tándem). En 

contraste, MUC1-C es más pequeña y se encuentra anclada en la membrana celular, con un 

pequeño dominio amino-terminal expuesto hacia el espacio extracelular, y su dominio 

carboxilo-terminal en el citosol. Diversos estudios en los últimos años han desafiado la antigua 

creencia de que el papel de MUC1 en el desarrollo del cáncer recaía principalmente en la 

subunidad MUC1-N, confiriendo propiedades a las células tumorales que les permitían evadir 

el reconocimiento y destrucción por el sistema inmune, ya que ahora se sabe que MUC1-C 

tiene actividad de oncogén, participando en diferentes vías de señalización responsables de la 

iniciación y progresión tumoral. Este cambio de enfoque se apoya aún más por la ausencia de 

polimorfismo alélico y la glicosilación variable de MUC1-N, así como la presencia de MUC1-

C en casi todas las isoformas de MUC1 expresadas en células tumorales. MUC1-N es un 

biomarcador sérico para el cáncer de mama aprobado por la administración de alimentos y 

drogas de los Estados  Unidos de América (FDA), aunque su uso ya no es recomendado por la 

Sociedad Americana de Oncología Clínica. Sin embargo, la comparación en la expresión de 

MUC1-C en células normales y malignas de tejidos mamarios nos ofrece un enfoque 

novedoso hacia la explotación de las mucinas de membrana como biomarcadores, ya que se 

han reportado firmas genéticas inducidas con MUC1-C con pronóstico y valores predictivos 

para cáncer de mama. Estudios preclínicos con péptidos que interfieren con funciones 

oncogénicas de MUC1-C también parecen prometedores. (33) 

1.6.3.- Estructura y características de MUC1 

El gen humano MUC1 contiene 8 exones y ocupa cerca de 4.4 kbp en locus 1q21. El 

número de elementos VNTR es alelo dependiente, y en el caso de MUC1, varía entre 20 y 

125. La variabilidad en el número de transcritos de MUC1 es el resultado del empalme 

alternativo que toma lugar principalmente en las regiones de MUC1-N, en tanto que las 

regiones carboxilo-terminales que incluyen a MUC1-C permanecen imperturbadas. La 
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estructura general de las proteínas MUC1 en la superficie celular epitelial se ilustra en la Fig. 

3. (33) 

 

Figura 3.- Mucina transmembranal MUC1. (A) Estructura general de la proteína MUC1 en 

la superficie del epitelio celular. (B) Expresión de MUC1 en células epiteliales normales 

contra células tumorales. (31) 

 

1.6.4.- Subunidad α (MUC1-N) 

En general, las subunidades α de MUC1 llevan a cabo las funciones canónicas de las 

mucinas de lubricación y protección de la superficie epitelial. El alto grado de O-glicosilación 

de MUC1-N, aunado a que, estas subunidades son propensas a oligomerizarse, resulta en la 

formación de geles en la superficie apical celular que son permeables selectivamente a iones, 

moléculas, partículas y otras células. (33) 

MUC1 ha tenido múltiples nombres, incluyendo antígeno de membrana epitelial, 

mucina epitelial polimórfica, mucina urinaria polimórfica, antígeno DF3, CD227 y epsialina. 

Esta multiplicidad de nombres refleja la gran cantidad de anticuerpos monoclonales (MAbs) 

que han surgido independientemente en contra de MUC1-N, usando células tumorales o sus 

membranas, glóbulo de grasa de leche humana (HMFG), péptidos u oligosacáridos como 

inmunógenos. La investigación de la reactividad y especificidad de 56 MAbs conlleva a las 

siguientes conclusiones: 34 MAbs son direccionados hacia epítopes localizados dentro del 

motivo VNTR; 16 MAbs mostraron evidencia de restos de carbohidratos involucrados en sus 
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epítopes; no se encontró relación obvia entre el tipo de inmunógeno y la especificidad de cada 

MAb; y la secuencia hidrofílica PDTRPAP estuvo siempre presente tanto en epítopes 

completos como en partes dentro del núcleo proteínico de MUC1. (34) 

Se cree que las propiedades adhesivas y anti-adhesivas de MUC1-N promueven la 

migración celular, un requerimiento para la metástasis. Por una parte, la estructura de MUC1-

N (larga, sobresaliente a la superficie celular, rígida y altamente cargada negativamente) 

confiere propiedades anti-adhesivas a células que sobreexpresan MUC1, las cuales interfieren 

con las interacciones célula-célula. (35) 

Por otro lado, MUC1-N asociada a tumores gana propiedades adhesivas atando 

moléculas de adhesión. Se sabe que la unión de estas moléculas a MUC-N expresadas en 

células endoteliales, tales como moléculas tipo selectinas y molécula de adhesión intracelular 

1, contribuyen a la propagación metastásica hematógena de células que sobreexpresan MUC1, 

y la Galectina 3 podría ser también un protagonista en este proceso. (36) 

Por su gran complejidad y diversidad, los O-glicanos se encuentran participando en 

funciones tan diversas como en la conformación de la estructura secundaria, terciaria e 

inclusive de la cuaternaria de algunas proteínas, como en el caso de las mucinas, y también 

participan evitando la agregación de las proteínas. (37) 

Como consecuencia de la transformación maligna ocurren cambios muy importantes en 

la glicosilación, sobre todo en la etapa de elongación de los O-glicanos. Esto determina que las 

cadenas de oligosacáridos de las glicoproteínas se acorten (glicosilación incompleta) y 

entonces algunos tipos de núcleos de glicanos, que en las células normales se encuentran 

enmascarados por la adición de otros azúcares, queden expuestos en la superficie celular, 

resultando en la formación de nuevos antígenos asociados al cáncer. (38) 

La expresión de estos antígenos suele ser discontinua a lo largo de la cadena 

polipeptídica.  El antígeno Tn es el precursor del antígeno T o TF que se forma por la acción 

de una β-galactosil transferasa, la cual puede estar bloqueada y provocar una sialilación 

temprana del antígeno Tn (39), que normalmente se encuentra sustituido con galactosa o N-

acetilglucosamina, lo que permite la formación del esqueleto del oligosacárido y finalmente su 

terminación con la adición del ácido siálico. La expresión del antígeno sialil-Tn se ha asociado 

con diferentes carcinomas, como el adenocarcinoma gástrico difuso, los cánceres de pulmón, 

cervico-uterino y de hígado. (40) 
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1.6.5.- Subunidad β (MUC1-C) 

MUC1-C, aparentemente, contribuye a la señalización del crecimiento celular. No es 

inmediatamente obvio el por qué una proteína cuya función principal es la protección física de 

la superficie expuesta de células epiteliales diferenciadas terminales debe, adicionalmente, 

influir en el crecimiento celular. Una teoría apoyada por evidencia experimental es que, las 

mucinas de membrana (como MUC1) actúan como sensores primarios de ataques y daño a la 

superficie epitelial y la subunidad β podría entonces iniciar respuestas que favorecen 

supervivencia, proliferación y motilidad celular para la reparación de daños epiteliales. (41) 

La actividad proliferativa de MUC1-C podría iniciar o favorecer la progresión tumoral 

si ésta no se regula, o si MUC1 se sobreexpresa. Se ha detectado una gran cantidad de MUC1-

C intracelularmente en células neoplásicas, particularmente en mitocondria y núcleo; dentro 

del núcleo, se encuentra principalmente en la matriz nuclear y en el nucléolo. (32) 

MUC1 surgió como un oncogén casi tres décadas después de su caracterización 

molecular inicial. Hallazgos de que la sobreexpresión de MUC1 de longitud completa 

promueve la transformación, tanto in vitro (fibroblastos 3Y1) como in vivo (ratones), fueron 

seguidos rápidamente por la demostración de que la sobreexpresión del dominio citoplásmico 

de MUC1-C (MUC1-CD) por sí solo es suficiente para inducir el crecimiento independiente 

del anclaje y la tumorigenicidad in vitro. (42) 

MUC1-CD consta de 72 aminoácidos, y es altamente conservado entre especies de 

mamíferos (> 95% de identidad). MUC1-CD resume bien el número todavía creciente de 

mecanismos por los cuales MUC1-C promueve la progresión del tumor y la metástasis. (43) 

MUC1-CD posee varios residuos de serina, y tirosina (Fig. 4), los cuales pueden fosforilarse 

diferencialmente y determinar la unión de ciertas proteínas con actividad reguladora de 

mecanismos de proliferación celular, como se describe a continuación. 

Estudios bioquímicos en líneas celulares y estudios genéticos en ratones transgénicos 

han implicado a MUC1-CD en una variedad de vías oncogénicas. La señalización de MUC1-C 

en la membrana celular se inicia tras la fosforilación de residuos de tirosina. MUC1-CD 

contiene siete residuos de tirosina y es un sustrato para RTK, incluyendo los cuatro miembros 

de la familia del receptor epidermal humano (HER), el receptor 3 del factor de crecimiento de 

fibroblastos, el factor de crecimiento derivado de plaquetas β, y del receptor del factor de 

crecimiento epidérmico (EGFR). La N-glicosilación del único residuo de asparagina presente 
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en la región extracelular de MUC1-C proporciona un sitio de unión para la Galectina-3. Se 

cree que la Galectina-3 sirve como un puente para asociar MUC1-C con EGFR y posiblemente 

otros RTKs, y que MUC1-C N-glicosilado aumenta los niveles de mRNA de Galectina-3 

suprimiendo la expresión de miR-322. (42) 

El EGFR activado, fosforila a MUC1-CD en Tyr 60 (Fig. 4) y permite la unión de la 

proteína 2 de unión al receptor de factores de crecimiento (GRB2) y la proteína SOS de 

intercambio de nucleótidos de guanina Ras, lo que da como resultado la activación de las 

proteínas cinasas activadas por mitógeno y Ras. Las cinasas proto-oncogénicas intracelulares, 

tales como PKCd, Src y glicógeno sintasa cinasa 3b (GSK3b), a través de la fosforilación de 

residuos de serina y treonina (Fig. 4), regulan las interacciones entre MUC1-CD y otras 

proteínas de unión intracelular. A través de su interacción con EGFR, MUC1-C potencia la 

señalización del receptor, aumentando el reciclaje más que la degradación después de la 

endocitosis; la entrega de factores de receptor internalizados a la superficie de la célula da 

como resultado la re-exposición al factor de crecimiento y, por lo tanto, una señalización 

aumentada. (43) En las células pancreáticas, la Galectina-3 parece regular la endocitosis tanto 

de MUC1 como de EGFR. (44) 

MUC1-C es detectado en el citoplasma y núcleo de células transformadas que 

sobreexpresan MUC1. Sin embargo, si toda la subunidad MUC1-C o sólo MUC1-CD se libera 

de la membrana plasmática o, alternativamente, si MUC1-C citoplásmico y nuclear se insertan 

incluso en las membranas durante la síntesis, son preguntas que aún no se han resuelto. Sin 

embargo, el tráfico de MUC1-CD en células expuestas al estrés y que sobreexpresan MUC1 

está bien establecido in vitro. La dimerización de MUC1-CD, a través del motivo CQC 

inmediatamente adyacente al dominio trans-membranal (Fig. 4), se requiere para la 

importación de MUC1-CD en las mitocondrias y el núcleo. Este mismo motivo regula el 

reciclado de MUC1 de los endosomas a la membrana plasmática, lo que sugiere que la 

oligomerización también puede jugar un papel importante en este proceso.  La asociación con 

proteínas diana, como importina β, sirven para llevar a MUC1-CD al núcleo, donde actúa 

como un poderoso regulador transcripcional. (45) En asociación con β catenina, MUC1-CD 

coactiva la transcripción de genes diana de la vía de señalización WNT, incluyendo ciclina D1 

y factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF). (46) Mediante la inducción de la expresión 

de CTGF, un potente mediador de la remodelación de la matriz extracelular y la angiogénesis, 
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MUC1-CD, facilita la creación de un microambiente reactivo de tumor; la inducción MUC1-

CD-dependiente de CTGF requiere fosforilación de una tirosina específica de MUC1-CD 

(Fig. 4). (45) 

 

Figura 4.- Subunidad MUC1-C. Se ilustran: dominios estructurales, dominio extracelular 

(ED), dominio transmembranal (TM), y dominio citoplásmico (CD) de la subunidad MUC1-C, 

y se muestran sus respectivas secuencias de aminoácidos del dominio citoplásmico. El 

pequeño dominio extracelular contiene un sitio de unión a Galectina 3. El CD de MUC1-C 

contiene numerosos sitios de fosforilación, algunos de los cuales (indicados) son cruciales 

para sus funciones. Se delimitan las subregiones del CD involucradas en la unión con varios 

efectores indicados y el comercialmente disponible anti-MUC1-N CT2 MAb. Se resaltan los 

motivos de dimerización y localización nuclear requeridos para la importación nuclear y 

mitocondrial de MUC1-C. (45) 
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1.6.6.- Expresión de MUC1 en células de adenocarcinoma pulmonar 

MUC1 se encuentra presente en la superficie apical de células epiteliales polarizadas 

normales, mientras que, en células malignas, ésta se distribuye, expresa y glicosila 

aberrantemente (Fig. 3B). MUC1 es sobre-expresada en la mayoría de los carcinomas, así 

como en tumores malignos de tipo hematológicos. Recientes estudios sugieren que la sobre-

expresión de MUC1 se logra en los niveles transcripcionales en el control de la expresión 

genética. (42) 

Se ha observado en células de cáncer de mama una amplificación del locus del gen de 

MUC1 (1q21). MUC1, a través de asociaciones entre MUC1-C y otros factores de 

transcripción, tales como STAT1 ó 3, regula su propia actividad promotora. Estudios acerca de 

la O-glicosilación en glándulas mamarias muestran que las células normales sintetizan MUC1 

con glicanos más largos y altamente ramificados, mientras que las células tumorales producen 

MUC1 con menos glicanos, y éstos, a su vez, tienden a ser más cortos y menos ramificados, y 

frecuentemente difieren en la composición del carbohidrato. Los antígenos Tn, sialil-Tn y el 

antígeno oncofetal Thomson Friedenreich se encuentran frecuentemente presentes dentro de 

MUC1 asociado a tumores. (47) 

En células tumorales que han perdido su polaridad, las proteínas MUC1 ya no se 

encuentran restringidas al dominio apical y son extendidas a lo largo de toda la superficie 

celular (Fig. 3B), la pérdida de la polaridad en células malignas permite interacciones entre 

mucinas unidas a la membrana y otras proteínas de membrana plasmática, tales como el 

receptor para el factor de crecimiento epidermal humano (hEGFR), perteneciente a la familia 

de receptores cinasas de tirosina (RTKs), que normalmente reside dentro del dominio 

basolateral de células polarizadas. Interacciones entre mucinas y RTKs conllevan a la 

activación de vías de señalización resultantes en la proliferación y la supervivencia celular. (48) 

Dichas interacciones son transitorias en células epiteliales normales durante la pérdida 

reversible de la polaridad inducida por estrés, mientras que son constitutivas en células 

malignas debido a la pérdida permanente de la polaridad y son frecuentemente aumentadas a 

través de la sobreexpresión de estas proteínas que interaccionan con las mucinas. (45) 
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1.7.- Membrana plasmática y balsas lipídicas (GEM). 

La membrana plasmática es una estructura formada por dos láminas de fosfolípidos, 

glucolípidos y proteínas que rodean, limitan la forma y contribuyen a mantener el equilibrio 

entre el interior y el exterior de las células. Regula la entrada y salida de muchas sustancias 

entre el citoplasma y el medio extracelular. 

Está compuesta por dos láminas que sirven de "contenedor" para el citosol y los 

distintos compartimentos internos de la célula, así como también otorga protección mecánica. 

Está formada principalmente por fosfolípidos (fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina), 

colesterol, glúcidos y proteínas (integrales y periféricas). 

La principal característica de esta barrera es su permeabilidad selectiva, lo que le 

permite regular el paso de agua, iones y metabolitos, a la vez que mantiene el potencial 

electroquímico. La membrana plasmática está compuesta por una doble capa de fosfolípidos, 

por proteínas unidas no covalentemente a esa bicapa, y glúcidos unidos covalentemente a los 

lípidos o a las proteínas. 

El orden de las cabezas hidrofílicas y las colas hidrofóbicas de la bicapa lipídica 

impide que solutos polares, como sales minerales, agua, carbohidratos y proteínas, difundan a 

través de la membrana, pero generalmente permite la difusión pasiva de las moléculas 

hidrofóbicas. Esto permite a la célula controlar el movimiento de estas sustancias vía 

complejos de proteína trans-membranal tales como poros y caminos, que permiten el paso de 

iones específicos como el sodio y el potasio. (49) 

Antiguamente se creía que la membrana plasmática era un conjunto estático formado 

por la sucesión de capas proteínas-lípidos-lípidos-proteínas. Hoy en día se concibe como una 

estructura dinámica cuyo modelo se conoce como "mosaico fluido", término acuñado por S. J. 

Singer y G. L. Nicolson en 1972. Esta estructura general -modelo unitario- se presenta 

también en todo el sistema de endomembranas (membranas de los diversos orgánulos del 

interior de la célula), como retículo endoplasmático, aparato de Golgi y envoltura nuclear, y 

los de otros orgánulos , como las mitocondrias y los plastos, que proceden de endosimbiosis. 

El 98% de los lípidos presentes en las membranas celulares son anfipáticos. Los tres 

principales tipos de lípidos en las membranas eucarióticas son los fosfoglicéridos 

(fosfolípidos), los esfingolípidos y el colesterol; cabe mencionar que los fosfoglicéridos y los 

esfingolípidos se encuentran en todas las células. Le siguen los glucolípidos, así como 
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esteroides (sobre todo colesterol). Estos últimos no existen o son escasos en las membranas 

plasmáticas de las células procariotas. Existen también grasas neutras, que son lípidos no 

anfipáticos, pero solo representan un 2% del total de lípidos de membrana. Se ha postulado 

que los lípidos de membrana se podrían encontrar en dos formas: como un líquido 

bidimensional, y de una forma más estructurada, en particular cuando están unidos a algunas 

proteínas formando las llamadas balsas lipídicas. Se cree que el colesterol podría tener un 

papel importante en la organización de estas últimas. 

El porcentaje de proteínas oscila entre un 20% en la mielina de las neuronas y un 70% 

en la membrana interna mitocondrial (50) el 80% son intrínsecas, mientras que el 20% restantes 

son extrínsecas. Las proteínas son responsables de las funciones dinámicas de la membrana, 

por lo que cada membrana tiene una dotación muy específica de proteínas; las membranas 

intracelulares tienen una elevada proporción de proteínas debido al elevado número de 

actividades enzimáticas que albergan. En la membrana las proteínas desempeñan diversas 

funciones: transportadoras, conectoras (conectan la membrana con la matriz extracelular o con 

el interior), receptoras (encargadas del reconocimiento celular, adhesión) y enzimas. 

 

 

Figura 5.- Modelo de la estructura de la membrana plasmática. (47) 

 

Las balsas lipídicas o GEM, son microdominios moleculares situados en la membrana 

plasmática, que consisten en asociaciones estables entre los esfingolípidos, glicolípidos y 

el colesterol (GEM). Por ello, estos grupos forman una fase lipídica más densa que 

los glicerofosfolípidos, y así constituyen zonas especiales de la membrana plasmática que 
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funcionan como "balsas" (del inglés rafts) que flotan entre el conjunto de los demás lípidos. 

Estas unidades en la membrana plasmática son muy diversas y dinámicas en cuanto a tamaño 

y composición, y tienen asociadas proteínas de membrana las cuales les confieren distintas 

propiedades y funciones. Por lo tanto, teniendo en cuenta estas balsas de lípidos, debemos ver 

la membrana plasmática como un componente celular heterogéneo, en el cual se disponen 

numerosas balsas de lípidos que cambian en sus propiedades y definen funciones distintas en 

las regiones de la membrana celular. Este empaquetamiento lateral de los esfingolípidos y el 

colesterol conduce a la formación de dominios dispersos que se encuentran en una fase similar 

a la fase líquida ordenada (51) dentro de la bicapa de las membranas (Fig. 6). 

 

Figura 6.- Modelo de estructura de los GEM. La bicapa lipídica es asimétrica en los GEM, 

con la esfingomielina y los glicoesfingolípidos enriquecidos en la cara exoplásmica de la 

membrana y los glicerolípidos (p.e. fosfatidilcolina) en la cara citoplásmica. El colesterol está 

presente en las dos caras y se intercala entre las cadenas hidrocarbonadas. (52) 

 

La estructura peculiar de los GEM les confiere la propiedad de ser insolubles en 

detergentes no iónicos (Tritón X-100) a bajas temperaturas. De esta forma, las proteínas y 

lípidos de los GEM pueden ser aislados bioquímicamente por centrifugación de equilibrio 

como complejos de baja densidad insolubles en el detergente Tritón X-100 (DIGs). (53) 

https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADnas
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Los DIGs, sin embargo, al ser aislados aparecen como agregados más grandes que los 

GEM intracelulares. Los últimos datos indican que el tamaño de los GEM es 

considerablemente pequeño y por debajo del poder de resolución de las técnicas microscópicas 

aplicadas hasta el momento. (54) 

Simons y Wandinger-Ness propusieron en 1990 un modelo de transporte apical basado 

en distintas observaciones independientes. Se conocía que la membrana apical de las células 

epiteliales está enriquecida en glicolípidos y colesterol. (55) Por otro lado, se había observado 

que existe un co-transporte de glicolípidos y proteínas a la membrana apical de las células 

MDCK (riñón canino Madin-Darby). (56) El modelo basado en los GEM postula que el 

mecanismo de transporte apical está fundamentado en las interacciones lípido-lípido y lípido-

proteína (Fig. 7) que tienen lugar en microdominios específicos con un contenido elevado en 

glicolípidos y colesterol. (52) 

 

Figura 7.- Modelos de formación de vesículas de transporte. El transporte basolateral está 

fundamentado en interacciones proteína-proteína. El mecanismo propuesto para el transporte 

apical, sin embargo, se basa en interacciones lípido-lípido y lípido-proteína. (52) 

De esta forma, los glicoesfingolípidos se asocian y forman agrupamientos en las 

membranas de la red del trans-Golgi (TGN), donde podrían actuar como plataformas para la 

inclusión de proteínas destinadas a ser transportadas a la membrana apical, mientras que las 

proteínas con destino a la membrana basolateral serían excluidas. Estos lípidos y proteínas 

podrían ensamblarse junto con proteínas accesorias en la cara citoplásmica de la TGN para 



~ 35 ~ 
 

formar un subdominio capaz de formar vesículas que engloben la maquinaria necesaria para 

asegurar una distribución específica a la membrana apical. Las proteínas basolaterales, cuyo 

transporte está basado en interacciones proteína-proteína, no son capaces de acceder a estos 

dominios y son excluidas específicamente de las vesículas de transporte apical. Es importante 

diferenciar las proteínas que son transportadas unidireccionalmente por los GEM, es decir, 

proteínas carga, de aquellas que estarían formando parte de la maquinaria de transporte 

mediada por GEM, ciclando entre la TGN y la membrana plasmática. (52) 

1.7.1.- Proteínas asociadas a GEM. 

La organización de los GEM para los procesos de transporte o señalización requiere de 

una maquinaria proteínica especializada, en la cual las familias de MAL (proteína de la 

mielina y linfocito) (57) y caveolina (58) son los elementos mejor caracterizados. En particular la 

proteína MAL fue el primer miembro identificado en la maquinaria proteínica integral 

involucrada en el tráfico mediado por GEM a la superficie apical en células epiteliales 

polarizadas MDCK. (59,60) 

Caveolina-1 (cav-1), una proteína de membrana multifuncional asociada a GEM, es el 

miembro fundador de la familia de las caveolinas. (61) Esta familia se encuentra principalmente 

en invaginaciones de membrana plasmática llamadas caveolas y en la región del Golgi, y 

forma un andamio en el cual son reclutadas muchas clases de moléculas de señalización para 

generar complejos de señalización preensamblados. (62) La caveolina es la proteína asociada a 

GEM mejor caracterizada. Se ha visto que esta proteína se une al colesterol, pudiendo estar 

implicada en su transporte a la membrana plasmática. (63,64) 

Las anexinas son una familia de proteínas que se unen a las membranas en presencia de 

calcio. Se ha descrito que la anexina XIIIb se localiza apicalmente en las células MDCK, 

mientras que la anexina XIIIa se distribuye en las dos membranas de estas células, estando 

ambas implicadas en el transporte apical de proteínas mediado por GEM. (65,66) 

El proteolípido MAL también se asocia específicamente a los GEM de células 

epiteliales polarizadas y de linfocitos T. (67-69) De hecho, MAL es la única proteína asociada a 

GEM que se ha demostrado que tiene una función esencial como componente de la maquinaria 

para el transporte apical de proteínas de membrana y secretadas en las células epiteliales. 

(59,60,70) 
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1.8.- Proteína MAL 

MAL es un proteolípido de membrana de aproximadamente 17-kDa que está asociada 

a los GEM y cuya función ha sido descrita como proteína reguladora del flujo apical de 

proteínas tanto en la vía directa como en la indirecta, por lo que son buenos candidatos para 

mediar la clasificación apical de proteínas lípido-dependiente. (71) 

El gen MAL fue identificado originalmente por Alonso y Weissman en 1987, durante 

una búsqueda de genes diferencialmente expresados durante el desarrollo de células T. (72) Se 

predijo que el gen MAL codificaba una proteína de membrana integral de 17 kDa denominada 

MAL. Más recientemente, esta proteína fue identificada como un componente de GEM, en 

linfocitos T, células epiteliales de riñón canino Madin-Darby y células formadoras de mielina. 

(68,69,73) Se ha demostrado que MAL juega un papel esencial como un componente de la 

maquinaria proteínica para el transporte apical de membrana (especialmente de proteínas 

ancladas con glicofosfatidil inositol o GPI) y proteínas secretadas. (59,60,70) 

El primer reporte de MAL como una proteína supresora de tumores fue publicado en 

2003. Este estudio mostró que la expresión exógena de MAL en células TE3 reprimió la 

formación de tumores inducidos por células TE3 en ratones desnudos, inhibió la motilidad 

celular y produjo apoptosis mediante la vía Fas. (74) 

Estudios recientes muestran que el gen de MAL, y particularmente su región 

promotora, está hipermetilada en diferentes tipos de cáncer de origen epitelial, lo cual produce 

que este gen no se exprese, por lo que ha sido descrita como un gen supresor de tumores con 

valor diagnóstico en cáncer esofágico, colorectal, gástrico y NSCLCs. (75,76)  

Rancano et. Al. (1994), determinaron que MAL contiene 4 segmentos hidrofóbicos 

transmembranales, cada uno con una secuencia hidrofílica adyacente. (77) La amplificación por 

PCR del c-DNA de MAL a partir de diferentes muestras de células T, indicaron la existencia 

de 4 diferentes isoformas del mRNA de MAL, nombradas MAL-a, -b, -c y -d. Se ha reportado 

que MAL tiene una arquitectura de cuatro hélices transmembranales con las regiones N y C 

terminales citoplásmicas. Ellos llamaron a esta región el dominio MARVEL, que es un 

dominio compartido por miembros de la familia MAL, así como por miembros de las familias 

fiscina, girina y ocludina. (78) 
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2.- JUSTIFICACIÓN 

 El cáncer de pulmón es una de las principales causas de muerte en México y en el 

mundo y a pesar de los avances en terapias multimodales, el pronóstico de los pacientes sigue 

siendo pobre. Debido a esto y a que en varias líneas celulares de adenocarcinoma pulmonar 

existe una sobreexpresión de MUC1 y baja expresión de MAL, y hasta la fecha no se ha 

descrito un mecanismo anti-oncogénico de MAL, por lo que la presente tesis pretende estudiar 

la relación entre la subunidad MUC1-C y MAL, así como el tránsito intracelular de MUC1-C, 

principalmente hacia el núcleo. 

Se ha descrito que, al restablecer los niveles de expresión MAL, ésta puede de algún modo 

desconocido, revertir el fenotipo tumoral en ciertos adenocarcinomas, (74) y éstos a su vez 

sobreexpresan MUC1, por lo que resulta interesante determinar si la actividad supresora de la 

proteína MAL está relacionada con una inhibición de la oncogénesis promovida por MUC1. 

Esto permitiría en un futuro la posible utilización del gen MAL en la terapia génica contra el 

desarrollo de adenocarcinomas, y significaría un tratamiento alterno, novedoso y 

probablemente más efectivo para este tipo de cáncer. 
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3.- OBJETIVOS 

2.1.- Objetivo general 

Determinar el efecto de la sobreexpresión de MAL en el tráfico celular de MUC1-C en 

la línea celular de cáncer pulmonar HCC827, y en células HEK293 transfectadas establemente 

con MUC1 humana. 

2.2.- Objetivos particulares 

- Determinar los niveles de expresión endógena de la proteína MAL, en las células 

HCC827. 

- Determinar la distribución subcelular mediante inmunotransferencias e 

inmunofluorescencia, y cuantificar la expresión de MUC1-C en células HCC827 

transfectadas transitoriamente con la construcción MAL-GFP y en células HCC827 no 

transfectadas (expresión endógena). 

- Generar una línea celular que no exprese endógenamente MUC1 (células HEK 293) 

mediante la transfección y expresión estable de MUC1 humana transgénica, para 

comparar con células que sí la expresan endógenamente. 

 

4.- HIPÓTESIS 

Al aumentar la expresión de MAL, cambiará la distribución subcelular de MUC1-C, 

disminuyendo la cantidad de MUC1-C en el núcleo celular. 
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5.- MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1.- Líneas celulares y cultivo celular 

Células HCC827.- Son células epiteliales humanas de pulmón, con crecimiento 

adherente, provenientes de un paciente caucásico, de sexo femenino y 39 años de edad con 

adenocarcinoma aisladas en 1994 (Fig.8). Este adenocarcinoma de pulmón tiene una mutación 

adquirida en el dominio tirosin-cinasa del EGFR (eliminación de E746 - A750). (82)  

Estas células crecen en monocapa con medio RPMI a 37 °C y 5% de bióxido de 

carbono. Se ha demostrado que MUC1 es ampliamente sobreexpresada en células de NSCLC 

incluyendo las HCC827. (79) 

 

 

Figura 8.- Células HCC827 cultivadas en medio RPMI y condiciones estándar. (79) 
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Células HEK 293.- Estas células, conocidas como HEK293, son una línea celular 

proveniente de células de riñón de embrión humano (Fig.9). Estas células son muy sencillas 

de cultivar en medio DMEM a una temperatura de 37 °C en condiciones estándar y presentan 

alta eficiencia de transfección. (80) 

 

 

Figura 9.- Células HEK 293 cultivadas durante varios días en medio de cultivo estándar. 

Células e imagen de EnCor Inc. de Biotecnología. (80) 

 

5.2.- Plásmidos y transfecciones 

El plásmido pcDNA3.1/higromicina y las construcciones pcDNA3.1/higromicina-

MAL-GFP y pcDNA3.1/higromicina-MAL-myc fueron donadas por el Dr. Peter Arvan, de la 

Universidad de Michigan, Estados Unidos. Esos plásmidos se usaron para hacer transfecciones 

transitorias de las células HCC827, usando liposomas (Lipofectamina 2000, Invitrogen) en 

proporción 8uL/2ug DNA, en medio Opti-MEM (Gibco), sin suero fetal. Las células se 

cultivaron hasta una confluencia del 60%, y se dejaron 6 horas con la mezcla de plásmido y 

liposomas. Posteriormente se cambió el medio a RPMI suplementado con suero y el fenotipo 

se analizó a las 48 horas post-transfección. Para transfectar las células HEK293 y generar una 

línea celular estable que exprese MUC1-22r humana, se siguió el mismo protocolo, pero con 

la construcción pcDNA3.1/higromicina-hMUC122r, donada por la Dra. Hughey, Pensilvania, 

Estados Unidos, y las células que expresaban MUC1-22r humana se seleccionaron con 250 

µg/mL de higromicina B en el medio de cultivo. 
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La replicación de los plásmidos se hizo en células competentes E. coli DH5-α.  

Aproximadamente 5 ng de plásmido se incubó con las bacterias y se indujo la transformación 

mediante choque térmico (45 seg a 37oC y 2 min en hielo). Las bacterias fueron cultivadas 1 

hr en medio líquido SOC y se sembraron en placas de LB agar conteniendo 150 µg/mL de 

ampicilina, y se dejó crecer colonias toda la noche a 37oC. Se picaron 2 o 3 colonias y se 

crecieron en LB líquido con la misma concentración de ampicilina. El plásmido amplificado 

se purifico a partir de los medios líquidos de LB utilizando el kit Ultra Clean Mini o Midi 

Plasmid Prep (MO BIO, California, USA), dependiendo del volumen de cultivo. Brevemente, 

se hizo el lisado de las bacterias en cultivo, se precipitó la proteína y el DNA cromosómico, 

manteniendo soluble el DNA del plásmido. El plásmido se adsorbió en una membrana de 

sílica, y se lavó con etanol para mantener precipitado el DNA, y finalmente se eluyó el 

plásmido purificado con un amortiguador de TRIS-EDTA pH: 7.4, el plásmido se guardó a 

4oC. La concentración de DNA se determinó espectrofotométricamente. 

 

5.2.1.- Electroforesis en agarosa 

Para analizar la pureza de los plásmidos se realizaron electroforesis en gel de agarosa 

al 1% en, amortiguador tris-etanolamina pH 8.0, y bromuro de etidio 0.5 µg/mL, a 100 V por 

media hora, se pusieron marcadores de peso y el gel se observó en un trans-iluminador con luz 

UV. 

5.3.- Inmunoprecipitación 

Una vez transfectadas las células HCC 827 (aproximada mente 3 x106 con MAL-GFP 

y otra cantidad igual con un vector pcDNA3.1-higromicina vacío), fueron lisadas con el 

método REAP, (81) obteniendo 3 fracciones celulares: lisado total, fracción citosólica y 

fracción nuclear. Posteriormente se midió la concentración de proteína en las fracciones con el 

Pierce ™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, ver más adelante). Se tomó el 

volumen necesario de cada lisado para obtener una concentración de 40µg/mL de proteína 

utilizando como disolvente buffer de dilución (Tris 0.1M, pH 7.4; NP40 10%; EDTA 0.5M). 

Se llevó a un volumen de 1.3 mL con buffer de dilución y a cada fracción se le agregó 2µL de 

anticuerpo anti-β catenina. Se dejó en agitación toda la noche. Al día siguiente se le retiró la 

agitación y se centrifugó pop-spin, se le agregó a cada fracción 30µL de proteína G-agarosa y 
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se dejó incubando 2 horas a temperatura ambiente con agitación constante. Se centrifugó a 

14000 rpm a 4oC por 10 minutos y el sobrenadante se guardó en congelación. El pellet se lavó 

una vez con buffer de lavado (Tris 1M, pH 7; EDTA 0.5M; NaCl 5M), y se resuspendió y se 

centrifugó por 10 min a 14000 rpm, posteriormente, se agregaron 20 µL de agua y 20 µL de 

buffer de muestra de electroforesis (tris 0.5M, SDS 1%, β-mercaptoetanol 5%, pH: 6.8, de 

acuerdo al método de Laemmli, (82) una vez homogenizado de hirvió por 5 minutos para 

después centrifugarlo. Se tomó el sobrenadante y se procedió a la electroforesis y la IET. 

 

5.3.1.- Determinación de la concentración de proteínas 

La cuantificación de proteínas se realizó con el kit de Pierce ™ (BCA Protein Assay 

Kit), el cual se basa en dos reacciones de quelación. Este kit combina la bien conocida 

reducción de Cu2+ a Cu1+ por proteínas en medio alcalino, con la detección colorimétrica 

altamente sensible y selectiva del catión Cu+1 en ácido bicinconínico (BCA). El primer paso 

es la quelación del cobre con las proteínas en un ambiente alcalino para formar un complejo 

azul claro. En esta reacción, conocida como reacción de Biuret, los péptidos que contiene 3 o 

más residuos de aminoácidos forman un complejo quelato colorido con los iones Cu2+ en 

medio alcalino que contiene tartrato de sodio y potasio. En el segundo paso de la reacción, el 

BCA reacciona con el catión Cu1+ que se formó en el paso 1, el producto de reacción de color 

púrpura intenso es el resultado de la quelación de 2 moléculas de BCA con 1 ión Cu1+. Este 

complejo es hidrosoluble y muestra una fuerte absorbancia lineal a 562 nm al incrementar las 

concentraciones de proteína. 

 

5.4.- Fraccionamiento celular: método REAP, y fraccionamiento basado en 

solubilidad en detergentes 

El fraccionamiento se realizó con dos métodos: 

1) El método REAP (Rapid, Efficient And Practical, por sus siglas en inglés) (79). Este 

método, además de ser económico, nos permite obtener tres fracciones, citoplasma, 

núcleo y lisado total en poco tiempo. Para obtener las fracciones las células crecidas en 

placas de 6 pozos, se despegaron con tripsina al 0.25%, se lavaron con PBS frío y se 

centrifugaron; el sobrenadante se desechó y el pellet se resuspendió en 450 µL de buffer 
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PBS frío con NP40 0.1%, y se lisaron mecánicamente. Se tomaron 150 uL de lisado y se 

etiquetó como la fracción de lisado total. El remanente se centrifugó a 10 000 rpm por 10 

segundos y se tomaron 150 µL del sobrenadante lo cual es la fracción citosólica, 

finalmente el sedimento se resuspendió en PBS, se centrifugó para lavarlo, y el botón se 

resuspendió en 90 µL de buffer PBS-NP40 y se congeló a -80 o C, la fracción nuclear se 

obtuvo al sonicar el sedimento. 

2) Un método alterno usado para obtener más fracciones subcelulares fue usando el kit de 

fraccionamiento subcelular basado en la solubilidad en detergentes (Pierce Thermo 

Scientific, #Lote: 78840), el cual nos permitió la separación de proteínas de cinco 

compartimentos subcelulares (unidas al citoesqueleto, unidas a cromatina, nucleares 

solubles, de membrana y citoplasmáticas), ya que cuenta con cuatro amortiguadores de 

extracción, y esto nos permitió realizarlo en poco tiempo y sin necesidad del uso de 

ultracentrífuga por gradiente. 

 

5.5.- Inmunofluorescencia directa e indirecta. 

Las células se crecieron en cubreobjetos de vidrio redondos colocados en pozos de una 

placa de 24, entre 50 y 60% de confluencia en el medio correspondiente. Después de lavarlas 

dos veces con PBS se fijaron con una solución de formaldehído al 4% en PBS, pH 7.2, y se 

permeabilizaron con Tritón X-100 al 0. 1% en PBS. Se bloquearon con albúmina ultrapura al 

1% y los anticuerpos primaros y secundarios se colocaron en una solución de albúmina al 

0.1% en amortiguador de Tritón X100 PBS durante 4 horas o toda la noche. 

Las muestras fueron examinadas en un microscopio Leica SP8 confocal (Leica 

Microsystems, Wetzlar, Germany). Las imágenes fueron procesadas con el paquete Leica 

Application Suite Advanced Fluorescence (LAS AF) (Leica Microsystems, Wetzlar, 

Germany). 

 

5.6.- Electroforesis e inmuno electrotransferencia (IET). 

Las electroforesis se realizaron de acuerdo al método de Laemmli (82) en gel de 

poliacrilamida al 10% ó 5% dependiendo del peso molecular de las proteínas para analizar. 
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El gel se preparó de la siguiente manera: 

Gel separador: 

Reactivo Cantidad 

Agua desionizada 4.5Ml 

Amortiguador Tris 1.5M, pH: 8.8, 4X 2.5mL 

Solución de acrilamida/bisacrilamida 30% 3.3 mL 

APS (Persulfato de amonio) 10% 50uL 

TEMED 50uL 

Gel empacador (4%): 

Reactivo Cantidad 

Agua desionizada 3.05mL 

Amortiguador Tris 0.5M, pH:6.8 4X 1.25mL 

Solución de acrilamida/bisacrilamida 30% 0.67mL 

APS (Persulfato de amonio) 50uL 

TEMED 50uL 

 

Se determinó la concentración de proteína de cada muestra utilizando el método del 

ácido bicinconínico, se hirvieron 2 minutos en amortiguador desnaturalizante (tris 0.5M, SDS 

1%, β-mercaptoetanol 5%, pH: 6.8, buffer de Laemmli), y se cargó la misma cantidad de 

proteína en el gel de acrilamida. La electroforesis se realizó a 120V aproximadamente durante 

1 hora en un sistema Mini-Protean Tetra (BioRad, USA). 

El gel de acrilamida se transfirió en un sistema semi-seco Power Pac 1000 (BioRad) a 

una membrana de nitrocelulosa, a 20V durante 1 hora en amortiguador de transferencia (tris 

25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% y SDS al 0.1%). La membrana se bloqueó usando una 

solución de leche sin grasa al 3% en amortiguador TBST (tris 20 mM, cloruro de sodio 0.5 M, 

tween-20 0.5%, pH7.5) durante al menos 1 hora o toda la noche en agitación suave. El primer 

anticuerpo se colocó en una solución de leche al 1% en el mismo amortiguador y en dilución 

de 1:1000 a 1:5000 dependiendo del anticuerpo usado, incubando toda la noche. 

Después de lavar la membrana con TBST 2 veces, se colocó el segundo anticuerpo 

específico para cada anticuerpo primario, acoplado a la enzima peroxidasa de rábano a una 

dilución 1:5000 y se dejó incubando al menos 1 hora. 

Las bandas se detectaron mediante la actividad enzimática de la peroxidasa mediante 

quimioluminiscencia. Las imágenes se obtuvieron y procesaron en un equipo Chemi-doc 

(BioRad, USA). 
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6.- RESULTADOS 

6.1.- Plásmidos. 

La pureza de los plásmidos utilizados para los experimentos se comprobó mediante EF 

en agarosa. Como se puede observar en la Fig. 10 se observan diferentes tamaños de los 

plásmidos y las bandas corresponden a por lo menos 3 estados distintos de 

superenrrollamiento.  

 

Figura 10.- Electroforesis en agarosa al 1% con bromuro de etidio, para comprobar pureza 

de los siguientes plásmidos: En el carril 1 se observa un plásmido vacío 

(pcDNA3.1/Higromicina), en el carril 2 se observa el plásmido hMUC1 22r, y el tercer carril 

se observa el plásmido MAL-GFP ambos cDNA clonados en el mismo vector mostrado en el 

carril 1. 

 

6.2.- Expresión endógena de MAL en células HCC827. 

Primeramente, se determinó la expresión endógena se MAL en las células HCC827 

mediante IET, con lisados celulares totales. En la Fig. 11 se observa que no se detecta una 

banda de proteína correspondiente a MAL en los lisados totales de esta línea celular (carril 1). 

Con este dato confirmamos que podíamos usar esta línea celular para realizar los experimentos 

de expresión transgénica de MAL y observar el fenotipo respecto a MUC1-C. 
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Figura 11.- IET de lisados celulares totales de células HCC287. Carriles: 1) 20 µg de 

proteína de lisado total de células HCC827 nativas, 2) 10 µg de proteína de lisado total de 

células HEK293 transfectadas transitoriamente con MAL-myc 3) 20 µg de proteína de lisado 

total de células HEK 293 transfectadas transitoriamente con MAL-myc. El anticuerpo usado 

fue anti-MAL, diluido 1/1000. 

 

6.3.- Expresión y distribución de MUC1-C en células HCC827 y HEK293. 

La proteína MUC1-C se distribuye en las tres fracciones subcelulares obtenidas por el 

método REAP, así observamos en la Fig. 12, que se detecta MUC1-C en el lisado total y en 

citoplasma, sin embargo, presenta una cantidad mucho mayor en la fracción nuclear de estas 

células. Esta distribución corresponde a lo esperado para esta oncoproteína, ya que en células 

transformadas su localización nuclear favorece la activación transcripcional de genes de 

proliferación celular, como se mencionó anteriormente en la introducción. Por su parte las 

células HEK293 no tienen expresión endógena de MUC1, ya que como se observa en la Fig. 

13, no se detecta la banda correspondiente a MUC1-C en los lisados totales de estas células, 

pero cuando se transfectaron, y se generó una línea celular que expresa establemente esta 

proteína, los lisados celulares si son positivos en el IET. En la Fig. 14 podemos observar la 

distribución de MUC1 mediante IFI, tanto en las células HEK293-hMUC1-22r y HCC827. La 

distribución es muy diferente ya que en las HEK293-hMUC1-22r, MUC1 se localiza 

predominantemente en la región del Golgi y en la membrana plasmática, mientras que las 

HCC827 muestran un patrón vesicular disperso en todo el citoplasma. Debido a que hay señal 

1         2         3 
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de MUC1 en la región nuclear, hicimos la proyección en el plano z para determinar si se 

encontraba realmente en el núcleo o cerca de él. En el panel C observamos que MUC1 se 

encuentra en la región peri-nuclear pero no en el núcleo. 

6.4.- Células HEK293 transfectadas con MUC1 

 

Figura 12.- IET de fracciones subcelulares obtenidas por el método REAP de células 

HCC827. Carril 1) Lisado total, 2) Fracción citosólica, y 3) Fracción nuclear. El anticuerpo 

anti-MUC1-C se diluyó 1/5000, y se corrieron 20µg de proteína en cada caso. La flecha 

indica la posición del marcador de peso molecular correspondiente a 25kDa. Como se puede 

apreciar, la mayor expresión de MUC1-C se encuentra en la fracción nuclear. 

 

Figura 13.- IET de células HEK293: carriles: 1) lisado total de células HEK293 

transfectadas establemente con hMUC-22r. 20µg de proteína, 2) lisado total de células 

HEK293 transfectadas establemente con hMUC-22r, 40µg de proteína, 3) lisado total de 

células HEK293, sin transfectar, 40µg de proteína. Anticuerpo anti-MUC1-C 1/5000. La 

flecha indica la posición del marcador de peso molecular correspondiente a 25kDa.  Los 

carriles 1 y 2 son el control positivo y el carril 3 es el control negativo para mostrar que las 

células HEK293 no expresan endógenamente MUC1. 
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                                            A                                                                     B 

 

C 

 

Figura 14.-  Inmunofluorescencia indirecta en microscopio confocal A.- de células HEK293-

MUC1 y B.- células HCC827. MUC1 (rojo) se distribuye de forma distinta en ambas células, 

en las primeras se observa principalmente en membrana plasmática y aparato de Golgi y no 

se aprecia señal de MUC1-C en la región nuclear. En las últimas se observa un patrón 

vesicular difuso, inclusive en la región nuclear, para determinar si MUC1 está o no en el 

núcleo se obtuvo la imagen en el plano z (C). El fluoróforo usado en ambos casos fue Alexa 

555. 

 

 

Figura 15.- Inmunofluorescencia indirecta en microscopio confocal de células HEK293-

MUC1transfectadas transitoriamente con la construcción MAL-GFP. La señal verde 

corresponde a la proteína verde fluorescente fusionada con MAL, y la señal roja corresponde 

a MUC1 (Alexa 555). Se observa la distribución de ambas proteínas en la membrana 

plasmática, pero sin clara co-localización (color naranja), lo cual sí se observa en la región 

del aparato de Golgi (color amarillo). 
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6.5.- La sobreexpresión de MAL disminuye la cantidad de MUC1-C en el núcleo, 

tanto en células HCC827 como en HEK293/MUC1. 

Como podemos observar en el IET mostrado en la Fig. 16, cuando se transfectaron las 

células HCC827 con el plásmido MAL-GFP, la cantidad de MUC1-C en la fracción nuclear 

disminuyó importantemente (60%). Esta reducción es significativa y aunque no llega a ser un 

bloqueo total de la translocación de MUC1-C al núcleo, nos permite determinar que la 

expresión de MAL interfiere ostensiblemente con el tráfico nuclear de MUC1-C. El mismo 

resultado se observó con las células HEK293-hMUC1-22r, como podemos ver en la Fig. 17. 

 

Figura 16.- IET de células HCC827, fraccionadas con el método REAP. Carriles: 1) lisado 

total, células transfectadas con MAL-GFP, 2) lisado total, células transfectadas con el vector 

vacío, 3) fracción citosólica, células transfectadas con MAL-GFP, 4) fracción citosólica, 

células con vector vacío, 5) fracción nuclear, células transfectadas con MAL-GFP, 6) 

fracción nuclear, células con vector vacío. Se normalizó por concentración de proteína y se 

corrieron 15 µg de proteína total, el anticuerpo anti-MUC1-C fue 1/5000. Se aprecia una 

clara diferencia entre la cantidad de MUC1-C en el núcleo de las células control (vector 

vacío) y aquellos núcleos de células que sobreexpresan MAL. MAL disminuye la cantidad de 

MUC1-C en el núcleo. Así mismo se aprecia menos MUC1-C en el lisado total de las células 

que expresan MAL. 

 

 

Figura 17.- IET de células HEK293, fraccionadas con el método REAP. Carriles: 1) lisado 

total células transfectadas con el vector vacío, 2) lisado total, células transfectadas con MAL, 

3) carril vacío, 4) Fracción citosólica, células transfectadas con vector vacío, 5) Fracción 

citosólica, células transfectadas con MAL, 6) carril vacío, 7) Fracción nuclear, células 

transfectadas con vector vacío. 8) Fracción nuclear, células transfectadas con MAL, 

Observamos el mismo patrón encontrado en las células HCC827 (Fig. 16). 
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Gráfica 1.- Valores obtenidos por medio del programa Gel Analyzer 2010 para la expresión 

de MAL en fracciones celulares de células HCC827 transfectadas y no transfectadas 

mostrada en la Fig. 16. LT= lisado total, FC= fracción citoplasmática, FN= fracción 

nuclear, VV= células transfectadas con el vector vacío y MAL, células transfectadas con el 

plásmido con la construcción MAL-GFP. Para cada fracción celular el número de pixeles que 

corresponde al 100% se tomó para los valores obtenidos con el vector vacío, y los 

correspondientes a los valores con MAL se muestran en % de inhibición. 
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6.6.- La expresión de MAL disminuye la cantidad de MUC1-c unida a la β-

catenina. 

En la figura 18 observamos el resultado de un experimento de co-inmunoprecipitación, 

usando anticuerpo anti-β-catenina y un anticuerpo anti MUC1-C para la IET. La β-catenina es 

ligando de MUC1-C, y como podemos observar existe menor cantidad de MUC1 que precipita 

unido a esta proteína, lo cual indica que la disminución en la cantidad de MUC1-C encontrada 

cuando se expresa MAL también repercute en cuánto MUC1-C se puede unir a la β-catenina. 

  

 

Figura 18.- IET de fracciones subcelulares de células HEK 293-MUC1 transfectadas 

transitoriamente con MAL-GFP.  Las fracciones se inmunoprecipitaron con exceso de 

anticuerpo anti-β-catenina. La IET se hizo con anti-MUC1-C en las condiciones 

anteriormente señaladas. Carriles: 1) lisado total, vector vacío, 2) lisado total, células 

transfectadas con MAL, 3) fracción citosólica, vector vacío, 4) fracción citosólica, células 

transfectadas con MAL, 5) fracción nuclear, vector vacío, 6) fracción nuclear, células 

transfectadas con MAL. Aunque se observa que en general hay menos MUC1-C co-

inmunoprecipitada con la β-catenina, son notorias las diferencias en las fracciones citosólicas 

y nucleares. 
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7.- ANÁLISIS DE LOS RESULTADOS 

En la literatura, no hay datos reportados que indiquen si las células HCC827 expresan 

endógenamente MAL, por ello probamos esa posibilidad ya que esa línea celular sería nuestro 

modelo de estudio. Como observamos en la Fig. 11, no se detectó por IET la presencia de 

proteína MAL en las células HCC827 silvestres, por lo que se concluimos que no existe 

expresión endógena considerable de dicha proteína. Con respecto a la expresión de la proteína 

MUC1 por estas células se puede observar en la Fig. 12 que sí expresan una cantidad 

considerable de MUC1 de forma endógena y la proteína se detecta en las diferentes fracciones 

celulares obtenidas: lisado total, fracción citosólica y fracción nuclear, notándose mayor 

cantidad de MUC1-C en la fracción nuclear. Aunque cabría esperar que el lisado total tuviera 

más cantidad de MUC1, ya que debería sumar las fracciones citosólica y nuclear, en este caso 

esto no es así porque el detergente usado en el método REAP, (NP-40) no produce la lisis de 

la membrana nuclear, y los núcleos se rompen y liberan su contenido sólo hasta que son 

lisados por sonicación. Esta característica del método REAP nos permitió obtener en forma 

muy pura y sin contaminación las fracciones citoplásmica y nuclear, y por ello decidimos 

usarlo en este proyecto, ya que además los resultados obtenidos con el kit de separación 

subcelular comercial (Pierce) fueron muy semejantes y no se muestran. 

La distribución predominantemente nuclear de MUC1-C nos permitió analizar con 

mejor precisión la disminución de esta proteína en el núcleo cuando se sobreexpresó la 

proteína MAL en las células HCC827. Por otro lado, observamos que las células HEK293 no 

expresan endógenamente MUC1 (Fig. 13), por esta razón decidimos usarlas para la expresión 

transgénica de MUC1, y generar un modelo alterno que nos permitiera saber si el fenotipo que 

observamos en las células HCC827 era algo más general o una particularidad de esas células. 

La distribución celular de MUC1 expresada transgénicamente en células HEK293, 

determinada mediante IFI se observa en la Fig. 14. MUC1-C se localiza principalmente en 

membrana plasmática (como se esperaba) y en el Golgi. No se detectó señal en la zona 

correspondiente al núcleo. Este dato no descarta que MUC1-C esté presente en los núcleos, ya 

que no teñimos este organelo, ni tampoco hicimos una amplificación alta de las imágenes. Es 

importante señalar que es muy difícil encontrar en la literatura referencias en las cuales hayan 

podido detectar MUC1-C en el núcleo mediante esta técnica (83). Se esperaba poder observarlo 

debido a que la línea celular HEK293-hMUC122r sobreexpresa MUC1 y la cantidad de ésta 
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en el núcleo debería ser alta, sin embargo, las células HCC827 sobreexpresan endógenamente 

MUC1 y tampoco se pudo ver MUC1-C en sus núcleos (Fig. 14), ya que como se observa en 

el panel C, no hay co-localización de la señal de MUC1 en rojo y los núcleos teñidos en azul 

con el fluoróforo Hoescht 33258. Por otra parte, la distribución tan distinta de MUC1 

observada en las dos líneas celulares podría explicarse porque en principio las células 

HEK293 no son epiteliales y no expresan MUC1, sin embargo al ser transfectadas con un 

cDNA con el gen hMUC1-22r, la proteína se distribuye en las regiones en donde se ha 

descrito en células epiteliales “normales” lo cual indica que estas células poseen la maquinaria 

proteica necesaria para transportar la proteína transgénica en forma semejante a como sucede 

en células epiteliales. Por otra parte, las células HCC827 derivan de un adenocarcinoma 

pulmonar (NSCLC), por lo que su sobreexpresión ahora está influenciada también por la 

transformación de las células, lo cual produce probablemente una distribución anormal de la 

mucina, esto concuerda con lo descrito para la distribución de MUC 1 en células de cáncer y 

de mama de tiroides, en donde se observa a MUC1 presente en vesículas citoplásmicas. (84,85)  

El efecto de la expresión transgénica de la proteína MAL se caracterizó por una 

reducción significativa de los niveles de MUC1 en células HCC827, y ésta fue mayor en la 

cantidad de MUC1-C en la fracción nuclear, representada por un 63%, como se observa en la 

Fig. 16 y Gráfica 1. De igual forma, observamos el mismo fenotipo causado por la expresión 

de MAL en el modelo alternativo generado en células HEK293-hMUC1-22r, Fig. 17. Lo cual 

nos indica que la expresión de la proteína MAL, está relacionada con la disminución de los 

niveles de la proteína MUC1, y es un proceso más general, no sólo limitado a una línea celular 

de cáncer pulmonar humano. El fenotipo descrito tiene implicaciones importantes debido a 

que hasta ahora en la literatura no se ha descrito alguna asociación ya sea fisiológica o 

asociada a alguna patología entre MAL y MUC1-C. Tampoco se ha establecido que la 

expresión de la primera altere el tráfico celular de la segunda, sin embargo, sí se ha 

demostrado que MUC1 es un ligando natural de otro miembro de la familia MAL, la proteína 

MAL-2, la cual está implicada en el tráfico de proteínas a la región baso-lateral de la 

membrana de células epiteliales. Interesantemente, en este mismo trabajo también se demostró 

que MUC1 interacciona físicamente con MAL mediante el método de doble-híbrido en 

levaduras, no obstante, no se postuló algún significado fisiopatológico de dicha interacción. 

(84)   



~ 54 ~ 
 

En la Fig. 15, Se puede observar claramente que cuando las células HEK293-hMUC1-

22r expresan MAL transgénicamente, existe co-localización de MUC1 y MAL en la región del 

Golgi, sin embargo, no se puede determinar con precisión si esa co-localización se debe a que 

ambas están transitando por el sistema RE-Golgi, o están interactuando físicamente a ese 

nivel. Por otro lado, tampoco se puede observar que exista colocalización de ambas en la MP o 

en el citoplasma, lo cual podría indicar que probablemente MAL y MUC1-C no interaccionan 

al menos en los modelos celulares usados en este trabajo. Por este motivo se buscó una 

explicación del fenotipo encontrado, siguiendo el siguiente razonamiento: MUC1-C 

interacciona con la proteína β-catenina en el citoplasma y en el núcleo, (86) y esta interacción 

resulta importante para que MUC1-C sea traslocada al núcleo y actúe activando genes como 

Myc y Ciclina D1, los cuales favorecen la progresión del ciclo celular. Por ello decide 

determinar si la expresión de la proteína MAL, afectaba la unión de MUC1-C con la proteína 

β-catenina mediante experimentos de co-inmunoprecipitación. Es importante mencionar 

también que, en las células cancerosas, el aumento de la expresión de MUC1 promueve la 

invasividad de células cancerígenas a través de la interacción de β-catenina con la E-caderina, 

lo que resulta en la iniciación de la transición epitelio-mesenquimal y promueve la formación 

de metástasis, (87) ya que las uniones entre las células transformadas son más débiles. En la 

Fig. 18, se demostró que la expresión de MAL reduce la cantidad de MUC1-C que co-

precipita con el anticuerpo anti-β-catenina, y la cantidad de MUC1-C en el núcleo cuando se 

expresa la proteína MAL es menor aproximadamente en el mismo porcentaje que observamos 

en la Fig. 16. Por lo que este dato coincide con el fenotipo descrito antes, pero, además 

encontramos que la cantidad de MUC1-C en el citoplasma de las células transfectadas con 

MAL es cercana a cero, lo cual indica que muy probablemente MUC1-C no se está uniendo en 

el citoplasma a la β-catenina y por ello llega menos MUC1-C al núcleo. La explicación de este 

fenómeno podría deberse a que el dominio citoplásmico MUC1-C no está fosforilado en la 

tirosina de la secuencia SPY (Y46) (Fig. 4).  La fosforilación de esa tirosina la realizan tanto 

el EGFR como la cinasa de tirosinas c-Src. La actividad cinasa de tirosinas de c-Src es 

potenciada por auto-fosforilación en tirosina 418 (Y418) en respuesta a estímulos 

extracelulares como factores de crecimiento y matrices extracelulares, mientras que la 

actividad de c-Src es regulada negativamente por fosforilación de su tirosina regulatoria 

(Y529), la cual es catalizada por la cinasa SRC c-terminal (CsK). (88-90) El mecanismo 
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regulatorio para la función de c-Src ha sido intensivamente analizado por estudios 

moleculares, (91) así como por estudios teóricos. 

Es importante mencionar que la actividad catalítica de c-Src está regulada por la 

miristoilación y/o palmitoilación. Cuando c-Src tiene unidos estos ácidos grasos se inhibe su 

actividad de cinasa de tirosinas, porque se encuentra unido a los rafts específicamente a las 

caveolas en la MP y su dominio catalítico no es accesible. (92) Como se mencionó antes, MAL 

es un componente de los GEM de membrana, y aunque no se encuentra en las caveolas,  sí es 

posible que al aumentar la expresión de MAL, se incremente la cantidad de GEM o rafts en la 

membrana de las células transformadas, y que estos GEM ahora estén accesibles para que c-

Src miristoilado pueda interactuar con ellos, ya que como se ha perdido la polaridad debido a 

la transformación c-Src podría estar muy cercano a estos GEM distintos a las caveolas, de esta 

forma, la posibilidad de que c-Src sea inhibida es mayor, lo cual explicaría el hallazgo 

encontrado en el con la inmunoprecipitación de la β-catenina. En concordancia con esta 

suposición, se sabe que los GEM y particularmente MAL, sirven como ancla para unir otras 

cinasas de esa familia c-Src como Lck, y esta interacción también la inactiva. (62) 

 

8.- CONCLUSIONES 

En este trabajo se demostró que la sobreexpresión de MAL en células epiteliales 

transformadas (HCC827) y en células no epiteliales que expresan transgénicamente MUC1 

(HEK293), interfiere en el tráfico de la subunidad MUC1-C, provocando que haya una menor 

cantidad de ésta en el núcleo. Esto constituye la primera evidencia experimental que describe 

un mecanismo por el cual la proteína MAL puede ejercer su función antioncogénica. 

También se encontró que MUC1-C se une menos a la proteína beta-catenina sobretodo 

en el citoplasma, por lo que pensamos que esto podría explicar que haya menos MUC1-C en 

los núcleos. 

Por otra parte, se logró crear una línea celular que exprese de forma endógena MUC1 

mediante la transfección estable de células HEK293.  
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9.- PERSPECTIVAS 

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo de tesis, se piensa y se propone 

como siguiente paso para este proyecto, el estudio de la fosforilación de MUC1-C por c-Src en 

células transfectadas con MAL para determinar si ese es el mecanismo responsable por el cual 

MAL disminuye la translocación de MUC1-C al núcleo. Es necesario comprobar si MUC1-C 

cambia su estado de fosforilación cuando se expresa MAL, y si esto se debe a que c-Src puede 

estar inactivándose en las balsas lipídicas (GEM), lo que no permitiría que c-Src pueda 

fosforilar la tirosina en la secuencia SPY de la subunidad MUC1-C, ya que, al encontrarse 

anclada a las balsas, su dominio catalítico se encuentra inaccesible, provocando que beta-

catenina no pueda unirse a la subunidad y así migrar al núcleo. 
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