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ABSTRACT 

Head and neck cancer is among of the most common cancers in humans and the incidence and 

mortality rates have not changed substantially in recent decades. Particularly, Oral Squamous 

Cell Carcinoma (OSCC) comprises 90% of cancers in oral cavity. Participation erbB1 receptor 

tyrosine kinase has been amply demonstrated in OSCC, interacting with processes proliferation, 

differentiation, adhesion, and cell motility. However, there is not any analysis of the expression 

and distribution of MUC4 in this neoplasm. MUC4 is a high molecular weight glycoprotein 

expressed on many epithelial and important for maintaining homeostasis. MUC4 has been 

identified in human carcinomas favoring tumor growth, survival and metastasis. The aim of this 

study was to determine the expression and association of MUC4 with erbB1 receptor in OSCC 

and its relation to the expression of molecules of proliferation and cell death. Fifty three fixed 

tissues of OSCC with three degrees of differentiation and Cal-27 cells were used.  By 

immunohistochemistry MUC4, erbB1, PCNA, Bax and Bcl-2 expression on fixed tissue was 

analyzed. By immunoprecipitation MUC4/erbB1 association was determined. We investigated 

the expression and cellular localization of MUC4, erbB1, ERK2 and p-ERK2 by 

immunocytochemistry. Also the expression of ERK2, p-ERK2, PCNA, Bax and Bcl-2 was 

determined by Western blot. The results demonstrate a significant expression of MUC4 and 

erbB1. This expression was found associated with cell differentiation, principally higher in poorly 

differentiated tumors. We found a relationship between the expression of PCNA, Bcl-2 and Bax 

in OSCC samples and degree of histological differentiation. We could corroborate in Cal-27 cells 

the association of MUC4 and erbB1 as those obtained from OSCC tissues. Also we observed an 

increase in the expression of proliferation molecules (p-ERK and PCNA). These results provide 

new information about the simultaneous participation of two molecules important in the biological 

course of epithelial neoplasms. MUC4 expression in OSCC had not been reported so far, and 

the association of MUC4 with the receptor tyrosine kinase erbB1. Results suggest the likely 

involvement of this duo in proliferation and cell death events. 
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1. RESUMEN.  

El cáncer de cabeza y cuello se encuentra entre las diez neoplasias más frecuentes en el 

humano y la incidencia y mortalidad no han variado sustancialmente en las últimas décadas. 

Particularmente, el Carcinoma Oral de Células Escamosas (COCE) representa el 90% de las 

neoplasias malignas en cavidad bucal. La participación del receptor tirosina cinasa erbB1 ha 

sido ampliamente demostrada en COCE, relacionándose con procesos de proliferación, 

diferenciación, adhesión y motilidad celular. Sin embargo, no existe un análisis de la expresión y 

distribución de MUC4 en este tipo de neoplasia. MUC4 es una glicoproteína de alto peso 

molecular expresada por diversos epitelios e importante para mantener la homeostasis. MUC4 

ha sido identificada en carcinomas humanos favoreciendo el crecimiento tumoral, la 

sobrevivencia y la metástasis. Nuestro objetivo fue determinar la expresión y asociación de 

MUC4 con el receptor erbB1 en COCE y su relación con la expresión de moléculas de 

proliferación y muerte celular. Se utilizaron 53 casos de tejido fijado de COCE en sus tres 

grados de diferenciación y células Cal-27. En los casos del tejido fijado se analizó mediante IHQ 

la expresión de MUC4, erbB1, PCNA, Bax y Bcl-2. En la línea celular Cal-27 se analizó la 

asociación de MUC4/erbB1 por WB y, se determinó la expresión y localización celular de 

MUC4, erbB1, ERK2 y p-ERK2 mediante ICQ. Asimismo, se determinó la expresión de ERK2, 

p-ERK2, PCNA, Bax y Bcl-2 mediante WB. Los resultados obtenidos de los casos de COCE nos 

demuestran una importante expresión de MUC4 y erbB1. Dicha expresión se encontró 

relacionada con la diferenciación celular, siendo mayor en los tumores pobremente 

diferenciados. Se encontró una relación entre la expresión de PCNA, Bcl-2 y Bax en muestras 

de COCE y el grado de diferenciación histológica. En las células Cal-27 se corroboró la 

expresión y asociación de MUC4 y erbB1 observada previamente en los casos de COCE. 

También se observó un incremento en la expresión de las moléculas de proliferación p-ERK y 

PCNA. Los resultados proporcionan información nueva acerca de la participación simultánea de 

dos moléculas importantes en el curso biológico de los carcinomas. La expresión de MUC4 en 

el COCE no había sido reportada hasta el momento, así como la asociación de esta mucina con 

el receptor tirosina cinasa erbB1. Los resultados sugieren la probable participación de esta 

dupla en procesos los de proliferación y muerte celular.  
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2. INTRODUCCIÓN 

     Los términos mucoso, mucinoso o mucina se refieren a la capa viscosa que recubre los 

epitelios de los órganos huecos del tracto digestivo, respiratorio y genitourinario. Esta capa 

proporciona lubricación, hidratación y  protección frente agresiones tanto exógenas como 

endógenas. Las mucinas son el principal componente de esta capa y constituyen un grupo 

heterogéneo de moléculas glicoproteicas, filamentosas y de alto peso molecular. Su estructura 

se compone de un centro proteico al que se hallan unidas numerosas cadenas de carbohidratos 

que conforman más de la mitad de su masa. 

     Con el tiempo se ha transformado la concepción de las mucinas que las consideraba como 

un simple componente de una barrera defensiva. Numerosos estudios en el campo de la 

Genética, la Biología Molecular y de la Inmunología han involucrado a las mucinas en eventos 

de renovación y diferenciación epitelial, modulación de la adhesión celular, señalización celular, 

así como la protección contra patógenos específicos y, por otra parte, en procesos patológicos 

como la fibrosis quística, asma y cáncer. 

     La familia de mucinas (MUC) se divide en dos grandes grupos: mucinas secretadas y 

mucinas de membrana. MUC4 es una de las mucinas de membrana mejor caracterizadas. Su 

expresión anormal ha sido reportada en carcinoma mamario, pancreático, colorectal, y 

pulmonar, entre otros. Esta mucina posee tres dominios EGF que le permiten  actuar como 

ligando de erbB2; la formación de este complejo permite la activación de vías de señalización 

relacionadas con procesos de proliferación, diferenciación, apoptosis, inmunosupresión, 

adhesión y consecuentemente, con la invasión tumoral y metástasis. 

     El establecimiento de la asociación de MUC4  con el receptor del factor de crecimiento 

epidérmico tipo 1 (ErbB1) y su participación en eventos de proliferación y apoptosis en el 

Carcinoma Oral de Células Escamosas en sus tres grados de diferenciación contribuye a una  

mejor comprensión de su conducta biológica y posible utilización como marcadores de 

diagnóstico y progresión de las lesiones neoplásicas desarrolladas en cabeza y cuello. 
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3. ANTECEDENTES 

3.1 Generalidades de las mucinas. 

Las mucinas son un grupo de glicoproteínas generalmente de alto peso molecular (200-2000 

kDa) (Hatrupp y Gendler, 2008), aunque se han reportado mucinas citoplasmáticas de 30 a 45 

kDa (Zhang et al., 2005; Zhang et al., 2006). Las mucinas son expresadas usualmente en 

células endoteliales y se asocian a procesos de lubricación, hidratación epitelial y protección al 

servir como barrera contra agentes patogénicos y tóxicos (Figura 1). Estas moléculas se 

caracterizan por estar altamente O-glicosiladas al presentar un dominio VNTR de repetición en 

tándem con número variado de sitios ricos en serina,  treonina y prolina, conocidos como 

dominios mucínicos. Los grupos hidroxilo de treonina y serina proporcionan los sitios para la O-

glicosilación. Los oligosacáridos de estas glicoproteínas proporcionan entre 50-90% de la masa 

molecular de la proteína madura, dependiendo del tipo de mucina y del patrón de las 

glicosiltransferasas expresadas en la célula de origen (Freire, 2005). En la actualidad se han 

identificado alrededor de 20 mucinas humanas (Theodoropoulos y Carraway, 2007). Las 

mucinas se pueden clasificar en dos grupos según su localización. Las secretadas, que carecen 

de un dominio transmembranal y se ubican en los espacios extracelulares y las de membrana 

que se caracterizan por la presencia de un dominio transmembranal,  una región C terminal 

ubicada a nivel citoplasmático que se asocia con elementos del citoesqueleto y con proteínas 

adaptadoras que participan en la transducción de señales y un dominio extracelular donde se 

ubican los dominios VNTR (Hollingsworth y Swanson, 2004). 

     Hasta el momento se han descrito 15 genes que codifican a las mucinas cuyo patrón de 

expresión es específico a nivel tisular y celular. Algunas mucinas, como MUC1 y MUC4 están 

presentes en múltiples tejidos, mientras que otras tienen una localización más limitada, como 

MUC2 expresada predominantemente en el intestino (Fowler et al., 2001; Moniaux et al., 2001). 

La expresión de algunas mucinas está muy bien regulada desde etapas tempranas del 

desarrollo embrionario (Reid et al., 1998; López et al., 2001). Esta expresión llega a reducirse o 

perderse en etapas adultas, como en el caso de MUC4 que se expresa en la piel embrionaria 

antes de la cornificación (Zhang et al., 2006). 
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Figura 1. Funciones de las mucinas  de membrana y secretadas. a) Las mucinas de membrana funcionan como 

sensores moleculares de la superficie celular, ya que informan sobre la situación del medio extracelular, así como 
también  del estado morfológico o de diferenciación de la célula que desencadenan la activación y transducción de 
señales. b) Las mucinas secretadas forman una capa viscosa sobre la superficie epitelial desempeñando diferentes 

funciones entre las que destacan secuestro de moléculas, barrera de protección, entre otras. (Tomada de 
Hollingsworth y Swanson 2004). 

 

3.2 Mucinas de membrana. 

Las mucinas de membrana se componen generalmente de heterodímeros unidos por enlaces 

no covalentes. La subunidad mayor es extracelular, compuesta predominantemente de un 

número variable de repeticiones en tándem (VNTR). La subunidad más pequeña consiste en 

una  región extracelular corta que contiene el dominio SEA (Enterocinasa de Proteína de 

Esperma y Agrina) o el dominio del factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Duraisamy et al., 

2006). Este dominio permite la interacción con el receptor erbB2, y de esta manera las mucinas 

pueden participar en la regulación de diferentes procesos como el crecimiento, la motilidad, la 

diferenciación y la inflamación. También presenta un dominio transmembrana y una cola 

citoplasmática (CT) (Singh, et al., 2006) (Figura 2). 
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Figura 2 Estructura de las mucinas de membrana. Las mucinas de membrana constan de 

dos subunidades con base en el sitio de escisión proteolítica. La  subunidad mayor es 
extracelular y la subunidad pequeña consiste en una región extracelular corta con un 
dominio SEA o EGF, un dominio transmembrana y 
la cola citoplasmática (Tomado de Bafna et al., 2010). 
 

 

 

3.2.1 MUC4. 

El gen de MUC4 se localiza en el cromosoma 3 (región p29) y codifica una proteína 

transmembranal de tipo I de 2169 aminoácidos (Moniaux et al., 1999). MUC4 se expresa en 

diversos tejidos epiteliales adultos y en células poco diferenciadas de embriones y fetos 

(Gendler et al., 1995; Moniaux et al., 2004). MUC4 está implicada en el proceso de 

citodiferenciación epitelial durante el desarrollo embrionario del pulmón, tráquea, esófago, 

estómago e intestino (Buisine et al., 2001) y su  expresión puede estar regulada por el ácido 

retinoico (Choudhury et al., 2000), factores de crecimiento y citocinas (Andrianifahanana et al., 

2005; Chaturvedy et al., 2008). 

     MUC4 se sintetiza como un polipéptido de cadena simple de 930 kDa, se escinde en un sitio 

de corte proteolítico GDPH (GlyAspProHis) para generar dos subunidades ligadas por enlaces 

no covalentes: MUC4α y MUC4β. La subunidad MUC4α es altamente O-glicosilada con un peso 

aproximado de 850 kDa y la subunidad MUC4β de aproximadamente 80 kDa que le permite 

asociarse a la membrana celular (Chaturvedy et al., 2008; Singh et al., 2004). MUC4α posee 

cuatro dominios funcionales: un dominio VNTR rico en residuos de serina, treonina y prolina, un 

dominio NIDO (secuencia homóloga a la proteína  nidogen), un dominio AMOP implicado en 

procesos de adhesión celular (Ciccarelli et al., 2002) y el dominio vWD (secuencia homóloga al 

factor Von Willebrand), el cual permite la polimerización de mucinas por la formación de enlaces 

disulfuro entre cadenas. Por otra parte, MUC4β contiene sitios para la N-glicosilación y tres 

dominios similares a EGF. Se ha demostrado que a través de estos tres dominios EGF la MUC4 

actúa como ligando intramembrana de erbB2 (Komatsu et al., 1999), 

así como también tiene una secuencia transmembrana y una cola citoplasmática de 22 

aminoácidos (Chaturvedy et al., 2008) (Figura 3). 
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Figura 3. Estructura de MUC4. Los dominios mostrados incluyen la secuencia señal N‐terminal (rojo), dominio 

transmembranal (TM), dominio C‐terminal (CT), secuencia homóloga nidogen (NIDO), dominio asociado a adhesión y 

otras proteínas (AMOP); Factor von Willebrand (vWD) y dominios del factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Tomado 
de Hattrup y Gendler, 2008). 

 

3.3 MUC4 y el cáncer. 

En condiciones fisiológicas normales, MUC4 se localiza en la región apical de las células 

epiteliales de córnea, cavidad oral, oído medio, glándula lagrimal, glándulas salivales, tracto 

reproductivo femenino, próstata, esófago, estómago, colon, pulmón, tráquea y glándula 

mamaria, así como también en fluidos corporales como lágrimas, saliva y leche materna 

(Gipson 2004; Liu et al., 2002; Kwon et al., 2007). Se han reportado alteraciones cualitativas y 

cuantitativas en la estructura y expresión de MUC4 en enfermedades inflamatorias y cáncer. 

MUC4  se encuentra  sobreexpresada en carcinomas de pulmón, mama, colon y ovario, y se 

expresa de forma aberrante en el cáncer de páncreas (Workman et al., 2009; Davidson et al., 

2007). Se ha reportado neo-expresión de MUC4 en lesiones precancerosas pancreáticas y, se 

ha correlacionado con el avance de la enfermedad (Swartz et al., 2002; Park et al., 2003). Por el 

contrario, la disminución en la expresión de MUC4 se ha observado en cáncer de próstata 

(Singh et al., 2006). En estas células cancerosas, la localización apical de MUC4 se interrumpe 

y MUC4 está presente en toda la superficie celular (Singh et al., 2007). Por otra parte, se ha 

reportado una localización difusa de MUC4 tanto en la membrana y el citoplasma, lo que podría 

sugerir su internalización constitutiva y reciclaje, como se ha sugerido para MUC1 (Litvinov y 

Hilkens, 1993). La pérdida de la polaridad celular en el cáncer también permite la interacción de 

MUC4 con ErbB2; este complejo se ha localizado en la superficie celular y en el citoplasma 

(Chaturvedi et al., 2008), por lo que los efectos oncogénicos de MUC4 se cree que se producen 

a través de su interacción con el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). 
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3.3.1 MUC4 y la proliferación celular. 

MUC4 contribuye a la regulación de la proliferación celular a través de su interacción con la 

familia de receptores del factor de crecimiento epidérmico (erbB). Estos receptores se 

encuentran en la superficie celular y se activan mediante la unión a sus ligandos específicos, lo 

que resulta en homo u heterodimerización con activación y fosforilación de residuos de tirosina 

(Riese et al., 1998). Esta fosforilación provoca la activación y señalización de proteínas que se 

asocian con las tirosinas fosforiladas mediante la unión a los dominios SH2. Estas proteínas de 

señalización inician cascadas de transducción de señales relacionadas con proliferación celular, 

diferenciación, apoptosis y  supervivencia (Schlessinger, 2000). La activación del receptor 

erbB2 representa un caso excepcional por diferentes motivos. En primer lugar no se ha descrito 

ningún ligando capaz de unirse a su ectodominio con alta afinidad, pero se ha encontrado a 

este receptor formando parte de dímeros con otros receptores (Citri et al., 2003). La 

sobreexpresión de erbB2 es capaz de promover la transformación celular en ausencia de 

ligando sugiriendo que se expresa constitutivamente (Di Fiore et al., 1987;  Yardenet al., 2001). 

Se ha demostrado que MUC4 actúa como ligando intramembranal de erbB2, activándolo y 

facilitando la dimerización con otros receptores (Carraway et al., 2002; Jepson et al., 2002). El 

complejo MUC4/erbB2 se ha observado en diversos tejidos normales (Arango et al., 2001; Prici-

Schiavi et al., 2005) y, se ha evidenciado su formación y sobreexpresión en diferentes tipos de 

tumores y líneas celulares tumorales (Ramsauer et al., 2006; Chaturvedi et al., 2008b). El 

silenciamiento de MUC4 en células tumorales de páncreas se ha asociado con una regulación 

down stream de erbB2 y la consecuente disminución de su forma fosforilada (pY1248), sitio 

principal de autofosforilación en su región citoplasmática de erbB2 (Singh et al., 2004). Estudios 

recientes han revelado que MUC4 interactúa con erbB2 estabilizando su expresión y actividad 

por mecanismos postraduccionales (Chaturvedi et al., 2008b). erbB2 puede regular la 

proliferación celular y la metástasis mediante la activación de las vías MAPK y PI3K  (Holbro et 

al., 2004). Se ha demostrado que la interacción de MUC4 de rata (rMuc4) con erbB2 estimula la 

proliferación o diferenciación celular. Asimismo, esta unión induce la fosforilación limitada de la 

Y1248, que posteriormente conduce a la sobreexpresión de p21kip (inhibidor del ciclo celular) 

bloqueando las vías de MAPK y PI3K (Jepson et al., 2002). Cuando las células han sido 

tratadas con neuroregulina (ligando para erbB3), la rMuc4 (mucina 4 de rata) potencia la 

señalización de erbB2 al activar las vías de MAPK y PI3K e incrementando la proliferación 

celular (Komatsu et al., 2001) (Figura 4). 

http://www.nature.com/onc/journal/v29/n20/full/onc201087a.html#bib76
http://www.nature.com/onc/journal/v29/n20/full/onc201087a.html#bib80
http://www.nature.com/onc/journal/v29/n20/full/onc201087a.html#bib16
http://www.nature.com/onc/journal/v29/n20/full/onc201087a.html#bib44
http://www.nature.com/onc/journal/v29/n20/full/onc201087a.html#bib44
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Se ha demostrado que MUC4 favorece la relocalización de erbB2  en la región apical de células 

cancerosas de colon, donde MUC4 fosforila a erbB2 en los residuos Y1139 y Y1248 activando 

p38, con la consiguiente activación de Akt (Ramsauer et 

al., 2006). La activación de p38 por el complejo MUC4/erbB2 promueve la supervivencia y la 

diferenciación. Por lo tanto, la interacción de MUC4 con erbB2 tiene una función importante en 

la progresión del tumor. 

 

Figura 4 Participación de MUC4 en la proliferación celular. En presencia de 

neuregulina, rMuc4 potencia la fosforilación de erbB2 favoreciendo la sobrevivencia 
celular vía Akt y una respuesta proliferativa mediada por ERK (Tomada de 
Chatuverdi et al., 2008). 
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3.3.2 MUC4 y la apoptosis. 

La sobreexpresión de MUC4 confiere resistencia a la apoptosis en células tumorales. Se ha 

demostrado que la sobreexpresión de MUC4 y rMuc4 genera un rápido crecimiento tumoral y 

disminución de la respuesta apoptótica in vitro (Komatsu et al., 2001; Chaturvedi et al., 2007; 

Moniauxet al., 2007). MUC4 crea resistencia a tratamientos anti-neoplásicos como la 

doxorubicina en líneas celulares de melanoma, reduciendo la activación de la caspasa-9 

cuando son tratadas con el inductor de apoptosis, actinomicina D. A diferencia de MUC1, MUC4 

no causa supresión de la vía extrínseca de apoptosis (Hu et al., 2003). 

     Aunque la función anti-apoptótica de MUC4 no está bien definida, es posible que la 

interacción de MUC4 con erbB2 participe en la resistencia a la apoptosis. De hecho, estudios 

con rMUC4 han demostrado que esta interacción potencia la señalización de Akt, facilitando la 

sobrevivencia celular (Carraway et al., 1999). En experimentos con rMUC4 se ha encontrado 

relación entre la resistencia a la apoptosis y la sobreregulación de p27kip (Jepson et al., 2002). 

Esta regulación se invierte en presencia de neuroregulina, ligando específico de erbB3. Por 

tanto, el papel de MUC4 en la resistencia a la muerte celular por apoptosis parece estar 

regulada por una red de señalización que implica MUC4 y erbB2, y otras vías de señalización 

alteradas por la transformación neoplásica (Figura 5). 
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Figura 5. Participación de MUC4 en la apoptosis. La interacción de rMuc4 con 

erbB2 induce la sobrerregulación de p27Kip1 conduciendo al arresto del ciclo celular 
(Tomada de Chatuverdi et al., 2008). 

 

3.4 Receptores erbB. 

Los receptores ErbB/HER conforman la subclase I de receptores tirosina quinasa (RTK) que 

regulan importantes funciones en las células normales y son importantes en la oncogénesis. El 

primero de los miembros de la familia descrito fue el receptor del factor de crecimiento 

epidérmico (Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR/ErbB1/HER1) identificado como una 

proteína de membrana de 170 kDa que se fosforilaba en presencia de EGF (Carpenter et al., 

1975; Carpenter et al., 1978) promoviendo la proliferación de las células epiteliales (Cohen 

1965). La familia de receptores erbB está formada por cuatro miembros: EGFR/erbB1, erbB2 

(Neu, Her2), erbB3 y erbB4. 

Los receptores ErbB como la mayoría de los RTKs, son glicoproteínas de membrana que 

presentan una estructura compuesta por una región extracelular a la que se une el ligando, una 

única región transmembrana y una larga cola citoplasmática que contiene el dominio tirosina 
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cinasa seguido de secuencias reguladoras no catalíticas con residuos de tirosina fosforilables 

(Figura 6). 

La fosforilación de los residuos de tirosina en el dominio citoplasmático de los receptores ErbB 

permite su interacción con diferentes moléculas adaptadoras que desencadenan una red de 

cascadas de señalización intracelular (Schlessinger 2000). A pesar de su elevada homología, 

los receptores ErbB no presentan redundancia en lo que se refiere a la señal desencadenada. 

El estudio de los sitios fosforilables en la cola del receptor de EGF ha permitido deducir que 

éste activa principalmente, las vías Ras- MAPK y PI3K-Akt, pero no es capaz de acoplarse 

directamente a esta última (Schulze et al., 2005). En cambio, el receptor carente de actividad 

cinasa ErbB3, puede reclutar a PI3K sobre todo cuando se encuentra formando dímeros con 

ErbB2. De hecho, ErbB3 es considerado el principal miembro de la familia encargado de activar 

esta vía de supervivencia celular (Waterman et al., 1999). A pesar de no unirse con gran 

afinidad a ningún ligando, el receptor ErbB2, es el compañero preferencial del resto de 

receptores ErbB para formar complejos y, además, es el que se acopla a un mayor número de 

cascadas de señalización (Jones et al., 2006) desencadenando así potentes señales 

mitogénicas (Citri y Yarden 2006). 

 

 

Figura 6. Residuos de tirosina fosforilables en la cola citoplasmática de los receptores ErbB y 

moléculas adaptadoras que se asocian a ellos. En rojo se representan los residuos de tirosina que se 
autofosforilan y en verde aquellos que son diana de la cinasa Src. Entre las moléculas que se asocian 
al dominio citoplasmático de los receptores ErbB se encuentran las moléculas adaptadoras Shc, Crk, 
Grb2, Grb7 y Gab1, las cinasas Src, Chk y PI3K (a través de p85) y proteínas tirosina fosfatasa como 
Shp1 y Shp2 (Tomado de Hynes y Lane 2005). 
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3.4.1 Receptores ErbB y cáncer 

La señalización a través de los receptores ErbB es importante en múltiples procesos fisiológicos 

incluyendo el desarrollo embrionario, por lo que se encuentra ampliamente regulado. La 

desregulación de esta red de señalización puede desencadenar diferentes alteraciones del 

desarrollo y diferentes tipos de cáncer (Hynes y Lane 2005; Jiménez-Farfán et al., 2005; 

Jacinto-Alemán et al., 2012 –en prensa-). En el caso de los receptores ErbB esta mayor 

activación puede ser desencadenada por la sobreexpresión del receptor, por su activación 

constitutiva debida a alteraciones moleculares o por el incremento de los niveles de ligando 

(Yarden y Sliwkowski 2001). 

 

3.4.2 erbB1 y cáncer 

ErbB1 fue el primero de los receptores de la familia que se relacionó directamente con la 

carcinogénesis. Este factor de crecimiento se codifica en el cromosoma 7p13-q22 (Downward et 

al., 1984). La sobreexpresión de erbB1 debida a la amplificación del gen que lo codifica es 

frecuente en diferentes tipos de tumores (Yarden y Sliwkowski 2001), y se ha asociado con un 

incremento de la proliferación y menor supervivencia. A pesar de estos datos, parece que el 

aumento de la actividad del receptor de EGF se da principalmente gracias a la generación de un 

bucle autócrino. De esta manera, la sobreexpresión del receptor en tumores suele ir 

acompañada de la expresión de ligandos como TGFα, ya sea por parte de las mismas células 

tumorales o procedentes del estroma circundante (Hanahan y Weinberg 2000). Asimismo, 

diferentes mutaciones en su secuencia hacen que se encuentre activo de forma constitutiva. La 

mutación más frecuente es la deleción, variación descrita por primera vez en gliomas (Wong et 

al., 1992), y posteriormente identificada en carcinomas de pulmón, ovario, mama y carcinoma 

escamoso de cabeza y cuello (Garcia de Palazzo et al., 1993; Moscatello et al., 1995; Ge et al., 

2002; Okamoto et al., 2003; Sok et al., 2006), donde se evidenció fosforilación en ausencia de 

ligando (Batra et al., 1995; Huang et al., 1997). Diversos estudios reportan que la sobrexpresión 

de erbB1 es constante en la mayoría de los casos de Carcinoma Oral de Células Escamosas 

(COCE) (Bei et al., 2001 y 2004). 
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

El cáncer de cabeza y cuello se encuentra entre las diez neoplasias más frecuentes en el 

hombre. De éstos, el Carcinoma Oral de Células Escamosas (COCE) es la neoplasia más 

común, con un índice de sobrevivencia de 5 años en el 50% de los casos. El COCE es una 

neoplasia epitelial invasiva. Hasta hace algunos años, su prevalencia en la cavidad oral era más 

alta en hombres debido al mayor consumo de tabaco y alcohol, aunque actualmente esta 

tendencia se ha ido modificando e igualando en relación a las mujeres.  Se presenta más 

comúnmente entre la quinta y sexta décadas de la vida. El análisis histopatológico clasifica al 

COCE en tres tipos dependiendo del grado de diferenciación histológica (bien, moderado y 

pobremente diferenciado). La agresividad en la mayoría de los casos es inversamente 

proporcional al grado de diferenciación.  

     Los mecanismos moleculares involucrados en el desarrollo del COCE no son aún bien 

conocidos, sin embargo existen evidencias de que entre los primeros cambios que ocurren en 

una célula durante su transición hacia la neoplasia se encuentra la modificación de mucinas y 

los receptores del factor de crecimiento epidérmico (ErbB).  

     El presente estudio propone brindar evidencia de la expresión simultánea de la mucina 

MUC4 y el receptor ErbB1 en muestras de tejido procedente de COCE en los tres grados de 

diferenciación histológica y, en la línea celular tumoral Cal-27, así como establecer la asociación 

de ambas moléculas con las redes de señalización relacionadas con proliferación y muerte 

celular. 
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5. HIPÓTESIS. 

H1.La expresión de la mucina MUC4 y el receptor tirosina cinasa ErbB1 está relacionada con el 

grado de diferenciación histológica del carcinoma oral de células escamosas.   

H2.La asociación de la mucina MUC4 y el receptor tirosina cinasa ErbB1 en la línea tumoral de 

carcinoma oral de células escamosas Cal-27 está relacionada con señales de proliferación 

y muerte celular. 

 

6. OBJETIVO GENERAL. 

Establecer la asociación de la mucina MUC4 con el receptor ErbB1 y, su relación con  la 

expresión de moléculas de proliferación y apoptosis en tejido con diagnóstico de carcinoma oral 

de células escamosas en los tres grados de diferenciación histológica y la línea tumoral Cal-27. 

6.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

 Determinar el patrón de expresión de las moléculas MUC4 y el receptor ErbB1en muestras 

de carcinoma oral de células escamosas en los tres grados de diferenciación histológica 

mediante inmunohistoquímica. 

 Determinar la expresión de MUC4 y el receptor ErbB1 en la línea celular Cal-27 mediante 

inmunocitoquímica y Western blot.  

 Determinar la asociación de MUC4 con el receptor ErbB1 en la línea celular Cal-27 mediante 

inmunoprecipitación. 

 Determinar las diferencias en la proliferación celular en muestras de carcinoma oral de 

células escamosas en los tres grados de diferenciación histológica mediante 

inmunohistoquímica con PCNA (Proliferation Cell Nuclear Antigen). 

 Determinar la expresión de moléculas de proliferación en la línea celular Cal-27 mediante 

inmunocitoquímica (ERK, p-ERK) y Western blot (ERK, p-ERK y PCNA). 

 Determinar la expresión de moléculas de sobrevivencia y muerte celular en muestras de 

carcinoma oral de células escamosas en sus tres grados de diferenciación histológica 

mediante inmunohistoquímica con Bax y Bcl-2. 

 Determinar  la expresión de las moléculas de sobrevivencia y muerte celular Bax y Bcl-2 en 

la línea celular Cal-27 mediante Western Blot. 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS. 

7.1 Diseño experimental. 

 

 

7.2  Muestras de Carcinoma Oral de Células Escamosas. 

7.2.1 Casos. 

Cincuenta y tres casos de carcinoma oral de células escamosas en los tres grados de 

diferenciación histológica fueron obtenidos del Departamento de Tumores de Cabeza y Cuello 

del Hospital General y del Instituto Nacional de Cancerología (INCan). Después de la tinción 

con Hematoxilina y Eosina se realizó la gradificación histológica de los casos de COCE según 

los parámetros de la OMS (Barnes et al., 2005) (Figura 7). 

7.2.2 Controles.  

Se utilizaron veinte casos de mucosa oral sana (zona retromolar) procedentes del banco de 

muestras del Laboratorio de Inmunología, DEPeI, Facultad de Odontología, UNAM, de 

pacientes sometidos a extracción indicada de terceros molares. 
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Figura 7.A. Mucosa Oral Epitelio escamoso estratificado queratinizado con proyecciones papilares hacia 
tejido conjuntivo. B. COCE bien diferenciado. Epitelio estratificado queratinizado displásico, con 
pleomorfismo celular, hiperplasia basal, edema intracelular, infiltrado inflamatorio intenso subepitelial, en 
estratos más profundos se observan islas epiteliales. C. COCE moderadamente diferenciado.  Epitelio 
escamoso con alto grado de pleomorfismo celular, pérdida de cohesión, infiltración hacia tejido conjuntivo, 
hipercromatismo nuclear, alteración de la membrana basal y, patrón reticular infiltrante. D. COCE 
pobremente diferenciado. Células pleomórficas con nucleolo evidente, ordenadas en islas y cordones y, 

pérdida de la cohesión celular (barra=200μm) 

 

7.3 Inmunohistoquímica. 

Se realizaron cortes seriados de 4μm y las muestras fueron desparafinadas y rehidratadas 

de manera convencional a través de baños en xilol y alcohol a diferentes concentraciones. Se 

realizó la recuperación antigénica con citrato de sodio 0.1M pH 6 en ebullición por 15 min. Las 

muestras fueron colocadas durante 20 min en PBS 1x-Tritón 0.2%. Se bloqueó la peroxidasa 

endógena con H2O2al 3% durante 20 min. Se incubó con PBS-Albúmina (BSA) 0.1% durante 20 

min. Se incubó con el anticuerpo primario anti-MUC4 (sc-20117, dilución 1:100), anti-erbB1, 

anti-PCNA (sc-56, dilución 1:100), anti-bcl-2 (sc-490, dilución 1:100) y anti-bax (sc-493, dilución 

1:100) (Sta. Cruz, CA) toda la noche a 4ºC en humedad. Se incubó con el Sistema Multilink 

(Dako North America, Inc, Carpinteria, CA) durante 30 minutos a temperatura ambiente, seguido 

de la incubación con estreptavidina+HRP por 30 min. Se reveló con 3’3’diaminobencidina (DAB) 

(Dako North America, Inc, Carpinteria, CA) y las muestras fueron contrateñidas con 

hematoxilina de Harris y montadas con resina hidrofóbica. 
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7.4 Líneas celulares y condiciones de cultivo. 

Los fibroblastos utilizados procedieron de cultivos primarios de fibroblastos gingivales 

humanos (control negativo de MUC4). La línea celular tumoral de carcinoma oral de células 

escamosas Cal-27 y la línea celular tumoral FaDu (control positivo de MUC4) fueron adquiridas 

de American Tissue Cell Culture (ATCC). 

Tabla I.   

Línea celular Especie Origen Medio de cultivo  Referencia   

Cal-27 

(CRL-2095) 

 

Homo sapiens  Lengua 

DMEM  

(Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium) 

 
GIOANNI J et 

al; 1988 
  

FaDu 

(HTB-43) 

 

Homo sapiens  Hipofaringe 

EMEM  

(Eagle's Minimum Essential 

Medium) 

 
RANGAN SR 

1972. 
  

 

Los medios se suplementaron con penicilina y estreptomicina (100 U/ml y 100 μg/ml 

respectivamente) y al 10% de Suero Fetal Bovino (SFB). Las líneas celulares se mantuvieron en 

una incubadora a 37ºC, en una atmósfera húmeda al 5% de CO2 y cultivadas en condiciones de 

esterilidad. Se cultivaron 2X106 células en el medio de cultivo correspondiente para cada línea 

tumoral y medio DMEM para fibroblastos gingivales. 

7.5 Extracción de proteína. 

En botellas de cultivo se sembraron 2x106 células en el medio correspondiente, como 

aparece en la Tabla I y suplementadas con 10% de suero fetal bovino (SFB, Byproductos, 

México), antibiótico, antimicótico e incubadas a 37˚C con 5% de CO2 hasta obtener una 

monocapa con una confluencia del 90%. Las células se lavaron con solución salina  estéril  e 

incubaron con Tripsina 1%-EDTA 0.25% (Sigma, St. Louis, MO, USA). Se neutralizó la reacción 

con medio de cultivo suplementado con SFB. La suspensión celular se centrifugó a 3000 rpm 

durante 5 min. El pellet se resuspendió en 100 μl de buffer de lisis (150 mM NaCl, 100 mM Tris-

HCl, pH 7.5, 1% deoxicolato, 0.1% sulfato dodecil de sodio, 1% Tritón X-100, 50 mM NaF, 100 

mM pirofosfato de sodio, 3.5 mM  ortovanadato de sodio, coctel inhibidor de proteasas, y 0.1 

mM PMSF) (Sigma, St. Louis, MO), la suspensión se sometió a agitación constante por 1h a 
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4ºC. Se centrifugó a 9000 rpm durante15 min a 4ºC. La cuantificación de proteínas se realizó 

utilizando el método de Lowry (OD 580nm). 

7.6 Inmunoprecipitación. 

Se tomaron 500 μg del extracto proteico adicionando 0.2 μg/ml de anticuerpo anti-MUC4 (sc-

20117, Sta. Cruz, CA) y buffer de lisis (150 mM NaCl, 100 mM Tris-HCl, pH 7.5, 1% deoxicolato, 

0.1% sulfato dodecil de sodio, 1% Tritón X-100, 50 mM NaF, 100 mM pirofosfato de sodio, 3.5 

mM  ortovanadato de sodio, coctel inhibidor de proteasas, y 0.1 mM PMSF) (Sigma, St. Louis, 

MO). Se incubó toda la noche a 4ºC en agitación constante. Al inmunocomplejo se adicionaron 

100 μl de agarosa-A/G (Sta. Cruz, CA) durante 3h a 4˚C. Se recuperó el immunoprecipitado por 

centrifugación a 10,000 rpm durante 15 minutos a 4ºC. Se lavó el pellet tres veces con 1,000μl 

de buffer de lisis a 10,000 rpm a 4˚C. El pellet final se resuspendió en 10μl de buffer de muestra 

2X (sc- 24945, Sta. Cruz,CA). Las muestras se calentaron en baño María durante 10 min a 65˚C 

y fueron corridas en geles de poliacrilamida y posteriormente transferidas a membranas de 

nitrocelulosa como se describe a continuación. 

7.7 Electroforesis y Western Blot. 

7.7.1 SDS-PAGE. 

La electroforesis se realizó en condiciones reductoras en geles de poliacrilamida (SDS-

PAGE) al 8% y 10% dependiendo del tamaño de las proteínas a evaluar siguiendo el protocolo 

descrito por Laemmli (Laemmli, 1970). Se tomaron 40 μg de proteína, se agregó buffer de 

muestra 2x (Sta. Cruz,CA). Se calentaron las muestras a 65 ºC durante 5 min. Las muestras se 

corrieron en un Mini-PROTEAN®, BioRad (100 V) en buffer de corrida (Tris 20 mM, glicina 192 

mM y 1% SDS, pH 8.3). 

7.7.2 Western Blot. 

Las proteínas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa en una cámara semi-

húmeda (BioRad) durante una hora a 15 V en buffer de transferencia (Tris 20 mM, glicina 192 

mM, pH 8.3). Las membranas se bloquearon durante 1h con PBS 1x Tritón 1% más 5% de 

leche en polvo descremada en agitación constante a temperatura ambiente. Se incubó con el 

anticuerpo primario correspondiente: anti-eErbB1 (sc-03, dilución 1:500), anti-MUC4 (sc-20117, 

dilución 1:500), anti-PCNA (sc-56, dilución 1:500), anti-bcl-2 (sc-490, dilución 1:500), anti-Bax 

(sc-493, dilución 1:500), anti-ERK (sc-64, dilución 1:500) y anti-p-ERK (sc-7383, dilución 1:500) 
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( Santa Cruz, CA), durante toda la noche a 4ºC. Se realizaron lavados con PBS/Tritón 1% y 1% 

de leche en polvo descremada y, se incubaron con el anticuerpo secundario HRP anti-mouse o 

anti-rabbit (dilución 1:1000, Santa Cruz, CA) dependiendo el caso durante 1h. Las bandas se 

visualizaron por quimioluminiscencia (sc-2048, Santa Cruz, CA). 

7.8 Inmunocitoquímica. 

Las células se cultivaron en cajas de 8 pozos en el medio de cultivo correspondiente de 

acuerdo a la Tabla I y suplementadas con 10% de suero fetal bovino (SFB, ByProductos, 

México), antibiótico, antimicótico e incubadas a 37˚C con 5% de CO2 hasta obtener una 

monocapa con una confluencia del 90%. Se eliminó el medio de cultivo y las células fueron 

fijadas con paraformaldehído al 4% (500 μl  por pozo) a 4˚C por 1h. Se realizó la recuperación 

antigénica con buffer de citratos 0.1 M, pH 6 en ebullición por 15 min. Se bloqueó la actividad de 

la peroxidasa endógena con H2O2 al 3% durante 10 min y se incubó con albúmina (BSA)/PBS 

0.1% durante 20 min a temperatura ambiente, realizando lavados con PBS 1x y posteriormente 

se incubó con el anticuerpo primario anti-MUC4 (sc-20117, dilución 1:100), anti-erbB1 (sc-03, 

dilución 1:100), anti-bcl-2 (sc-490, dilución 1:100), anti-bax (sc-493, dilución 1:100), anti-ERK 

(sc-64, dilución 1:500) o anti-p-ERK (sc- 7383, dilución 1:500) (Sta. Cruz,CA) toda la noche a 

4ºC en cámara húmeda. Después se realizaron lavados en PBS y se incubó con un anticuerpo 

secundario biotinilado del sistema multilink (Dako North America, Inc, Carpinteria, CA) durante 

30 min a temperatura ambiente, seguido de la incubación de estreptavidina+HRPpor 30 min. Se 

continuó con el revelado con 3’3’ diaminobencidina (DAB) (Dako North America, Inc, 

Carpinteria, CA) y se contratiñeron las muestras con hematoxilina de Harris para después 

montarlas con resina hidrofóbica Entellan. 
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8. RESULTADOS 

8.1  Descripción de los casos de Carcinoma Oral de Células Escamosas (COCE) en los 

tres grados de diferenciación histológica. 

De los cincuenta y tres casos de Carcinoma Oral de Células Escamosas, 54.7% casos fueron 

del sexo masculino y 45.2% casos del sexo femenino. El rango de edad fue de 24 a 97 años, 

con un promedio de 60.6 ± 3.5 años para el sexo masculino y 63.8 ± 3.5 para el sexo femenino. 

La región anatómica donde se localizó más frecuentemente el carcinoma oral de células 

escamosas fue la encía con 21 casos (39.6%) y, el sitio menos frecuente fue el trígono 

retromolar y el labio, con un caso cada uno (Tabla II y Figura 8). 

 

 

TABLA II. FRECUENCIA DE CASOS POR LOCALIZACIÓN ANATÒMICA DEL 

CARCINOMA ORAL DE CÉLULAS ESCAMOSAS 

ZONA NÚMERO DE CASOS 

ENCIA 21 

LENGUA Y PISO DE BOCA 19 

PALADAR 5 

OROFARINGE 3 

MUCOSA 2 

LABIO 1 

OTROS 1 

TRIGONO RETROMOLAR 1 

TOTAL DE CASOS 53 
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Figura 8. 

 

En la Figura 9 se agrupan los porcentajes de acuerdo al grado de diferenciación histológica de 

carcinoma oral de células escamosas. El 47.5% de los casos fueron carcinomas bien 

diferenciados, 41.5% moderadamente diferenciados y 14.3% pobremente diferenciados. 

Figura 9 
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8.2 Determinación del patrón de expresión de MUC4 y el receptor erbB1 en Carcinoma 

Oral de Células Escamosas (COCE). 

8.2.1 Inmunohistoquímica en muestras de COCE en los tres  grados de diferenciación 

histológica. 

Los resultados de inmunohistoquímica para la determinación de la expresión de MUC4 y erbB1 

mostraron que ésta dependió del grado de diferenciación celular. Los resultados se describen a 

continuación. 

     Prácticamente todas las capas de la mucosa oral normal fueron levemente positivas a 

ErbB1. La capa basal y el estrato espinoso mostraron marca intensa en citoplasma y 

membrana (Fig. 10A). El COCE bien diferenciado mostró células positivas a erbB1 (membrana 

y citoplasma) (Fig. 10B). El COCE moderadamente diferenciado presentó marca leve y 

moderada (patrón citoplasmático) (Fig. 10C). El COCE pobremente diferenciado mostró 

marcaje intenso para erbB1 en el citoplasma de numerosas células (Fig. 10D). 

     El patrón de expresión de MUC4 en tejidos fijados fue de leve a moderado en el citoplasma 

de las células del estrato granular. El estrato espinoso tuvo un marcaje moderado en 

citoplasma. Algunas células basales fueron levemente positivas (Fig. 10E). El tejido conectivo 

subyacente fue negativo para  MUC4. Ningún control negativo mostró marcaje positivo. En los 

casos de COCE bien diferenciado se observó marcaje citoplasmático uniforme en islas 

epiteliales y epitelio displásico. En las células periféricas de las islas epiteliales y algunas 

células individuales invasivas separadas de las islas epiteliales infiltrativas hubo marcaje 

nuclear moderado (Fig. 10F). En los casos de COCE moderadamente diferenciado se observó 

levemente en el citoplasma de algunas células de las islas epiteliales infiltrativas. El epitelio 

displásico mostró marcaje leve y homogéneo en citoplasma de todos los estratos epiteliales 

(Fig. 10G). En los casos de COCE pobremente diferenciado se observó marcaje intenso en 

citoplasma y núcleo de células periféricas y centrales y, algunas células invasivas separadas de 

las islas epiteliales infiltrantes (Fig. 10H). El epitelio displásico mostró marcaje intenso en 

citoplasma y marcaje moderado en núcleo. 
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Figura 10. Patrón de expresión de erbB1 y MUC4. erbB1: A. Mucosa Oral: Marcaje leve y homogéneo en 
citoplasma de todos los estratos. B. COCE bien diferenciado: Membrana y citoplasma positivos. C. COCE 
moderadamente diferenciado: Marca leve y moderada en citoplasma. D. COCE pobremente diferenciado: 
Marcaje citoplasmático leve en numerosas células. MUC4. E. Mucosa Oral: Marcaje moderado en estrato espinoso. 
F. COCE bien diferenciado: Marcaje nuclear de leve a moderado en algunas células dispersas separadas de las 
islas epiteliales infiltrativas. G. COCE moderadamente diferenciado: Marcaje leve en citoplasma de células en las 
islas epiteliales infiltrativas. H. COCE pobremente diferenciado: Marcaje intenso en citoplasma y núcleo de células 

no cohesivas (barra=40μm). 
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8.2.2 Inmunocitoquímica de MUC4 y erbB1 en línea celular Cal-27. 

     En nuestro estudio se evaluó la expresión y la localización celular de MUC4 y erbB1 en la 

línea celular Cal-27 mediante inmunocitoquímica, obteniendo los siguientes resultados. 

La línea celular Cal-27 expresó ambos marcadores. MUC4  tuvo marcaje principalmente en 

membrana. La localización de erbB1 se observó predominantemente en membrana y algunas 

células mostraron marcaje en citoplasma (Figura 11).  

 

 

Figura 11. Expresión y localización celular de MUC4 y erbB1 mediante inmunohistoquímica en 

fibroblastos gingivales humanos (FGH) y las líneas tumorales Cal-27 y FaDu (control positivo de 
MUC4 y erbB1).  FGH: Marcaje negativo a MUC4 y erbB1. Cal-27: Expresó ambos marcadores, 

estando MUC4 localizado predominantemente en membrana, mientras que erbB1 se localizó 
tanto en membrana como en citoplasma. FaDu: Expresó MUC4 y erbB1 predominantemente en 

citoplasma (40x). 

 

8.3 Asociación de MUC4 con el receptor erbB1 en la línea tumoral Cal-27. 

Para determinar si las proteínas MUC4 y erbB1 interaccionan entre sí, se realizaron co-

inmunoprecipitaciones en lisados celulares de Cal-27 y el control positivo para erbB1, A-431 

(carcinoma epidermoide de vulva). Se utilizó el anticuerpo anti-MUC4 y los precipitados fueron 

corridos en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 8% en condiciones reductoras y transferidos 

a membranas de nitrocelulosa para realizar el blotting con el anticuerpo anti-erbB1. Los 

resultados del inmunoblotting demostraron asociación de MUC4/erbB1 en la línea celular Cal-27 

(Figura 12A). 
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     En experimentos independientes se realizaron Western Blot para MUC4 y erbB1, en lisados 

de proteínas de la línea celular Cal-27 donde se comprobó nuevamente la expresión de MUC4 

en la línea celular Cal-27, no así en fibroblastos gingivales que se incluyeron como control 

negativo, así como también se comprobó nuevamente la  expresión de erbB1 en la línea celular 

Cal-27 (Figura 12B). 

 

Figura 12. A. Co-inmunoprecipitación de MUC4 y erbB1 en la línea celular Cal-27 que muestra la asociación 
de MUC4/erbB1. B. Mediante WB  se confirma la expresión de  MUC4 y erbB1 en la línea celular Cal-27.  

 

8.4 Incremento en la expresión de moléculas de proliferación celular en Carcinoma Oral 

de Células Escamosas (COCE). 

8.4.1 Inmunohistoquímica con PCNA (Proliferation Cell Nuclear Antigen) en muestras 

de COCE en los tres  grados de diferenciación histológica. 

En mucosa oral el marcaje para PCNA fue principalmente citoplasmático y en células 

suprabasales. En COCE bien y moderadamente diferenciado, la marca fue predominantemente 

citoplasmática y nuclear, a diferencia del COCE pobremente diferenciado que presentó marca 

citoplasmática y nuclear intensa, así como algunas células con marcaje en membrana (Figura 

13). 
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Figura 13. PCNA a. Mucosa oral con marca citoplasmática en células suprabasales. b. COCE bien 
diferenciado. Isla de epitelio queratinizante neoplásico con marca citoplasmática y nuclear. c. COCE 
moderaradamente diferenciado. Se observa un manto de células neoplásicas epiteliales con alto 
pleomorfismo celular y nuclear con marca citoplasmática y nuclear. d.  Manto de células neoplásicas no 
cohesivas con intenso pleomorfismo celular y nuclear con intensa marca citoplasmática y nuclear (20x, 
barra=1μm). 

 

8.4.2 Expresión de moléculas de proliferación celular en la línea celular Cal-27. 

Para evaluar la expresión de moléculas de proliferación se utilizaron las técnicas de 

inmunocitoquímica y Western blot. Mediante inmunocitoquímica se evaluaron las moléculas 

ERK2 y p-ERK, mientras que mediante Western Blot se evaluaron PCNA, ERK2 y p-ERK 

(Figura 14). ERK2 se expresó principalmente en citoplasma, sin embargo se observaron células 

con marca nuclear intensa. Este patrón fue constante en la línea tumoral Cal-27 y en 

fibroblastos gingivales. La expresión de p-ERK en fibroblastos gingivales fue menor en 

comparación con lo observado en la línea tumoral Cal-27. Su localización fue principalmente en 

citoplasma  y en algunas células se muestra una marca nuclear. (Figura 14A). Los resultados 

de Western blot coincidieron con los resultados obtenidos mediante inmunocitoquímica, donde 

el patrón de expresión de ERK fue similar tanto en Cal-27 y en fibroblastos gingivales. Destaca 

la expresión mayor de p-ERK en la línea celular FaDu (control negativo de MUC4) en relación a 

Cal-27 y los fibroblastos gingivales. (Figura 14B). Los resultados de la evaluación por  Western 

blot de PCNA, revelan una expresión mayor en Cal-27 y FaDu en comparación con los 

fibroblastos gingivales (Figura 14B).  
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Figura 14. A. Se muestra la expresión y localización de ERK2 y p-ERK2 mediante inmunocitoquímica en 
fibroblastos gingivales humanos (FGH) y Cal-27. La expresión de ERK fue muy similar en FGH y Cal-27, sin 
embargo, pERK en Cal-27 presentó una marca más intensa con localización citoplasmática y nuclear en 
comparación con FGH (40X). B. Mediante WB  se comprueba la expresión similar de ERK2 en FGH y Cal-27. 
La expresión de PCNA es elevada en comparación con FGH.  

 

8.5 Expresión de moléculas de sobrevivencia y muerte celular en Carcinoma Oral de 

Células Escamosas (COCE).  

8.5.1 Inmunohistoquímica con Bax y Bcl-2 en muestras de COCE en los tres  grados 

de diferenciación histológica. 

Se evaluaron dos moléculas que participan en procesos de apoptosis: Bax y Bcl-2 mediante la 

técnica de inmunohistoquímica en tejido fijado. En mucosa sana se observó que Bcl-2 se 

expresa de forma moderada en citoplasma de células del estrato granuloso y, algunas células 

mostraron marcaje positivo en membrana. En el estrato espinoso la  marca citoplasmática fue 

moderada, mientras que las células del estrato basal se observaron con marca citoplasmática 

intensa Figura 15(a). En los casos de carcinoma bien diferenciados, el epitelio displásico 

superficial presenta marca citoplasmática homogénea de leve a moderada con algunas células 

cercanas a perlas de queratina con marca membranal moderada. En las islas epiteliales 

infiltrantes la marca fue de moderada a  intensa en células centrales queratinizantes. En las 

células aisladas la marca fue de moderada a intensa en citoplasma situado alrededor del 
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núcleo. Solamente un caso mostró marca de moderada a intensa en citoplasma de células 

cercanas a vasos sanguíneos Figura 15(b). En los casos moderadamente diferenciados el 

epitelio displásico superficial mostró marca citoplasmática homogénea de leve a moderada con 

algunas células de marca membranal moderada no homogénea. En las islas epiteliales 

infiltrantes la marca fue de moderada  a intensa en citoplasma. El marcaje fue intengo alrededor 

del núcleo de células que separadas tanto de la porción basal del epitelio displásico de cubierta 

como de las islas epiteliales infiltrantes Figura 15(c). En los casos pobremente diferenciados la 

marca fue de moderada a intensa en citoplasma de células del epitelio displásico superficial así 

como en islas y mantos infiltrantes de epitelio neoplásico. Se observó marca citoplasmática 

intensa en células (neoplásicas) con núcleo picnótico de las islas epiteliales próximas al 

infiltrado inflamatorio Figura 15(d). 

En mucosa oral sana, la expresión de Bax por inmunohistoquímica fue de moderada a intensa 

no homogénea  en citoplasma de células del estrato granuloso, mientras que en el estrato 

espinoso la  marca fue modera en citoplasma. El estrato basal mostró marca de leve a 

moderada en citoplasma, particularmente hacia un costado del núcleo Figura 15(e). En los 

casos de COCE bien diferenciados, el epitelio displásico de cubierta mostró marcaje en 

citoplasma de células del estrato espinoso de leve a moderado no homogéneo, sin distinguirse 

el estrato granuloso ni basal. La marca se observó intensa en citoplasma de células adyacentes 

a perlas de queratina. En las islas epiteliales que infiltran el tejido conjuntivo la marca fue leve  

en citoplasma, particularmente a un lado del núcleo. Algunas células del centro de las islas 

epiteliales mostraron marca membranal leve. Las células acantolíticas infiltrantes tuvieron 

marca citoplasmática leve no homogénea especialmente en planos más profundos. Se observó 

marca intensa en citoplasma de células neoplásicas de islas epiteliales adyacentes a la pared 

de los vasos sanguíneos Figura 15(f). En los casos de COCE moderadamente diferenciados, el 

epitelio displásico superficial mostró marca homogénea de leve a moderada en citoplasma de 

algunas células. Solo en algunos casos ésta fue intensa en citoplasma. En las islas epiteliales 

infiltrantes la marca fue leve  no homogénea en citoplasma, con marca intensa en células 

adyacentes a perlas de queratina. En los campos de epitelio neoplásico donde se observaron 

abundantes mitosis, las células aisladas pleomórficas con núcleolos prominentes presentaron 

marca intensa en citoplasma. En citoplasma de células neoplásicas cercanas a la pared de los 

vasos sanguíneos, la marca fue de moderada a intensa Figura 15(g). En los casos de COCE 

pobremente diferenciados, la marca fue de leve a moderada no homogénea  en citoplasma de 

células del estrato granuloso, mientras que en el estrato espinoso la marca fue de  leve a 

moderada no homogénea en citoplasma, con algunas células cercanas a la capa basal con 
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marca intensa. Las células del estrato basal mostraron marcaje leve y homogéneo en 

citoplasma. En las islas epiteliales que infiltran el tejido conjuntivo la marca fue leve en 

citoplasma. En estratos profundos se observaron células pleomórficas con marca citoplasmática 

de leve a moderada, particularmente en las áreas cercanas al músculo estriado y a la pared de 

los vasos sanguíneos Figura 15(h). 
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Figura 15. Expresión de Bcl-2. a. Mucosa oral sana. Epitelio escamoso estratificado de aspecto normal, marca citoplasmática en 
células basales y citoplasma del estrato espinoso. b. COCE BD. Manto de células epiteliales pleomórficas con nucléolo evidente, 
maca citoplasmática. c. COCE MD Islas de epitelio neoplásico queratinizante, núcleos picnóticos con marca intensa en citoplasma. d. 
COCE PD. Islas de células epiteliales con marcado pleomorfismo celular y nuclear, escaso citoplasma con marca citoplasmática 
intensa. Expresión de Bax. e. Mucosa oral sana. Se observa estrato espinoso soportado con tejido conjuntivo. f. COCE BD. Islas de 
epitelio neoplásico queratinizante, núcleos picnóticos con marca intensa en citoplasma. g. COCE MD Nidos de células con nucléolos 
evidentes con marca citoplasmática y membranal nuclear. h. Manto de células neoplásicas con pleomorfismo marcado y numerosas 
mitosis con marcaje en citoplasma (40x, barra=4μm). 
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8.5.2 Expresión de moléculas de sobrevivencia y muerte celular en la línea celular 

Cal-27.  

Para evaluar la expresión de moléculas de sobrevivencia y muerte celular se utilizaron las 

técnicas de inmunocitoquímica y Western blot. Mediante inmunocitoquímica se evaluaron las 

moléculas Bcl-2 y Bax en las líneas tumorales Cal-27 y FaDu. El análisis inmunocitoquímico de 

Bcl-2 demostró un gran número de células positivas, se observó una marca citoplasmática 

uniforme con algunas células con marca nuclear, la marca fue más intensa en la línea control 

FaDu en comparación con la línea Cal-27. Bax  tuvo una localización citoplasmática de aspecto 

granular y con algunas células con marca nuclear y otras con  marca alrededor del núcleo 

(Figura 16 A). Mediante Western blot se evaluaron la expresión de Bax y Bcl-2 en lisados de 

fibroblastos gingivales humanos (FGH) y de las líneas tumorales Cal-27 y FaDu. El análisis de 

Western blot como se observa en la Figura 16 B muestra incremento en la expresión de Bcl-2 

en la línea Cal-27 en comparación con el control positivo FaDu. Mientras tanto, la expresión de 

Bax fue menor en Cal-27 en comparación con el grupo control. 

 

Figura 16. A. Se muestra la localización y expresión de Bcl-2 y Bax mediante inmunocitoquímica en las líneas tumorales Cal-27 y 
FaDu.  Células positivas para Bcl-2 y Bax  con marca  citoplasmática y nuclear intensa, destaca la marca de Bax alrededor del 
núcleo (40x). B)  Análisis WB  La línea tumoral Cal-27 muestra un  incremento en la expresión de  Bcl-2 en comparación con los 
grupos control. En cuanto a la expresión de Bax en la línea Cal-27 se encuentra disminuida en comparación a los grupos control. 
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9. DISCUSIÓN.  

En el presente estudio se evalúo la asociación de MUC4, un marcador importante de 

transformación maligna y progresión tumoral, y erbB1 primer receptor que ha sido implicado de 

manera directa en el desarrollo de diversos carcinomas (Croce, 2008; Roepstorff et al., 2008). 

La sobreexpresión del receptor erbB1 se ha correlacionado con mal pronóstico en cáncer de 

cabeza y cuello (Williams, 2000). Asimismo, la expresión anormal de MUC4 ha sido reportada 

en diversos carcinomas (Davidson  et al., 2007; Karg et al., 2006; Saitou et al., 2005). 

El análisis de 53 casos de COCE mostró que la expresión de erbB1 se relaciona con el grado 

de diferenciación histológica, dado que el nivel de inmunoexpresión de este receptor disminuía 

conforme los carcinomas perdían diferenciación. Asimismo, se modificó el sitio de expresión, es 

decir que en los casos de Carcinoma Oral de Células Escamosas (COCE) bien diferenciados la 

expresión predominó en membrana plasmática, pero disminuía a medida que incrementaba su 

localización en citoplasma en los casos de COCE pobremente diferenciado. Esto concuerda con 

los datos presentados por Hiraishi et al., 2006 y Maiorano et al., 1998, quienes mostraron que el 

grado y sitio de expresión de erbB1 en COCE pobremente diferenciado presentaba 

modificaciones. La función principal de erbB1 es inducir la activación de cinasas citoplasmáticas 

a través de la transducción de señales que comienzan a nivel de la membrana cuando se 

produce el reconocimiento ligando-receptor (Yarden et al., 2001). Los cambios en el grado y 

sitio de expresión pueden ser debidos a la transformación maligna de los COCE. Lin et al., 2001 

y Hanada et al., 2002 demostraron que el receptor erbB1 puede traslocar de la membrana 

plasmática hacia el núcleo funcionando como un factor transcripcional de ciclina D y Myb-B 

promoviendo la transformación neoplásica.  

Se sabe que MUC4 se expresa en varios tejidos epiteliales adultos y en células poco 

diferenciadas de embriones y fetos (Gendler et al., 1995; Moniaux et al., 2004). Los resultados 

obtenidos en nuestro estudio, muestran que la mucosa oral sana expresó MUC4 

predominantemente en el citoplasma de células del estrato granular y espinoso, con algunas 

células basales positivas. Estos datos concuerdan con los obtenidos por Idris et al., 1999 y 

Price-Shiavi et al., 1998, que mostraron que la expresión de MUC4 está asociada con células 

bien diferenciadas, es decir que la expresión de MUC4 es mayor en células no proliferantes de 

capas superficiales del epitelio, en comparación a la expresión de  células de la capa basal. 

En cuanto a la expresión de MUC4 en COCE, encontramos una correlación  significativa entre 

la expresión de MUC4 y el grado de diferenciación, observado una alta expresión de MUC4 en 



Tesis de Maestría 
C.D. Adriana Denise Ríos Magallanes 

UNAM 

 

34 
 

COCE pobremente diferenciado. Estos resultados concuerdan con estudios en diferentes 

carcinomas, los cuales muestran que la expresión de MUC4 tiene una fuerte asociación con el 

patrón  de citodiferenciación, y a menudo esta expresión es semejante a la expresión durante el 

desarrollo embrionario (Burchell, 2001). Por tanto, la expresión de MUC4 en COCE puede ser 

un indicador de diferenciación de células tumorales o bien un marcador y mediador de 

crecimiento tumoral y de progresión. 

Jepson et al., 2002 consideran a la mucina MUC4 como un marcador de epitelio bien 

diferenciado, la cual es sobreexpresada en líneas tumorales bien diferenciadas de ovario y 

páncreas (Giuntoli et al., 1998), y no es expresada en líneas celulares pobremente 

diferenciadas (Jonckeere et al., 2004). Esto contrasta con nuestros resultados, en donde la 

inmunocitoquímica demostró la expresión de MUC4 en la línea celular Cal-27, que corresponde 

a un carcinoma pobremente diferenciado. Mediante inmunoprecipitación se evidenció la 

interacción de MUC4/erbB1 que hasta el momento no había sido reportada en ningún tipo de 

carcinoma, no obstante que la expresión de ambas moléculas ya ha sido evaluada de forma 

independiente en carcinomas de cabeza y cuello (Kappler et al., 2000). Normalmente, las 

células epiteliales tienen una morfología polarizada lo que permite que las moléculas de 

membrana tengan ubicaciones específicas entre las regiones apical, basal y lateral. La mucina 

MUC4 siempre que está presente en las células normales tiene una localización apical, 

mientras que erbB1 se encuentra ubicado preferentemente en membrana basolateral (Kufe, 

2009). En presencia de inflamación y otros parámetros que inducen daño, hay pérdida de la 

integridad de las uniones estrechas y por lo tanto de la polaridad celular. A su vez, las mucinas 

de membrana se reposicionan alrededor de toda la membrana e interactúan con los receptores 

erbB, lo que permite a las células epiteliales activar programas de reparación o de 

sobrevivencia. Si la respuesta al estrés es reversible, la polaridad se restablece después de la 

reparación, sin embargo, en células transformadas esto no sucede. Bajo estas condiciones, la 

mucina MUC4 podría constitutivamente interactuar con el receptor erbB1 promoviendo señales 

que activen vías de proliferación y supervivencia en las células cancerosas (Vermeer et al., 

2003). 

La principal vía de señalización de erbB1 es la vía de las MAPK (Mitogen-activated protein 

kinases, o proteina cinasas activadas por mitógenos) (Klapper et al., 2000). La activación de 

Ras inicia una cascada de fosforilación de múltiples pasos, que conduce a la activación de las 

MAPK. Las MAPKs extracelulares ERK tipo 1 y 2 son las mejor caracterizadas y tienen una 

mayor asociación con el cáncer humano. ERK se activa por fosforilación en sus residuos de 

http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADn_cinasa
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Mit%C3%B3geno&action=edit&redlink=1
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tirosina y treonina y, posteriormente regula la transcripción celular. Su activación ha sido 

vinculada a la proliferación, supervivencia y transformación neoplásica (Lewis et al., 1998). En 

nuestros resultados, el análisis de ERK en la línea tumoral Cal-27 no mostró diferencia en la 

expresión comparada con los fibroblastos gingivales humanos. Por el contario, la expresión de 

p-ERK en Cal-27 fue mayor, lo que sugiere que aunque ERK es una molécula expresada de 

manera constitutiva en todas las células, su activación se presenta en mayor proporción en 

células transformadas. 

PCNA (Proliferation Cell Nuclear Antigen) es una proteína nuclear no histona que funciona 

como accesoria de la ADN polimerasa δ y está relacionada con la síntesis de ADN y la 

proliferación celular. La proteína se detecta en la fase G1 tardía del ciclo celular, 

inmediatamente antes del comienzo de la fase S, donde se encuentra su máximo valor, 

declinando durante G2 y M (Bravo et al.,  1987). Las células PCNA positivas son 

frecuentemente correlacionadas con el curso clínico de los carcinomas. Al igual que los 

resultados de Sarafoleanu et al., 2009  se encontró una asociación entra la expresión de PCNA 

y el grado de diferenciación histológica, siendo menor la expresión de PCNA en carcinomas 

bien diferenciados e incrementándose en función a la pérdida de diferenciación histológica. Los 

resultados in vitro mostraron mayor expresión en Cal-27 y menor en fibroblastos gingivales 

humanos.  

En condiciones fisiológicas, el balance entre proliferación y muerte celular en un tejido está 

perfectamente controlado, de modo que se permita el correcto recambio celular. Este equilibrio 

puede verse alterado por necesidades del propio tejido, pero siempre bajo un estricto control. 

Así mismo, la diferenciación celular también está controlada de forma rigurosa y, en general, 

acoplada de forma inversa al grado de proliferación. En el cáncer se altera toda esta regulación 

produciéndose una proliferación continua que suele ir acompañada de pérdida en grado 

diverso, de la capacidad de diferenciación y de una resistencia variable a la muerte celular 

programada (Cory  y Adams, 2002). 

Experimentos con microarreglos en tumores humanos metastásicos, sugieren que la progresión 

tumoral se correlaciona con la pérdida de función de genes proapoptóticos como BAX, p53 y la 

proteína cinasa asociada a muerte, DAPK o el aumento en la expresión de genes anti-

apoptóticos como bcl-2 o NFκB (factor nuclear kappa) (Inbal et al., 1997; Um et al., 2004). De 

hecho se piensa que la resistencia a la apoptosis es una de las ventajas requeridas por la célula 

tumoral para poder llevar a cabo la formación de un tumor (Hanahan y Weinberg, 2000). La 

adquisición de la resistencia es importante tanto para el desarrollo del tumor primario como para 
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las etapas posteriores del crecimiento tumoral, es decir, la metástasis (Mehlen y Puisieux, 

2006). 

Diversos estudios han informado sobre la expresión aberrante de Bcl-2  en cáncer oral. En 

nuestros resultados, la expresión de Bcl-2,  se encontró una relación significativa entre la 

expresión de Bcl-2  y el grado de diferenciación, al observar una alta expresión de Bcl-2 en 

COCE pobremente diferenciado. Estos resultados concuerdan con datos de Suri, 2009 que 

muestran que la expresión de Bcl-2  tiene una fuerte asociación con el patrón de diferenciación. 

En mucosa oral sana, Bcl-2 limitó su expresión al estrato basal, mientras en estratos 

superficiales aumentó la expresión de moléculas proapoptóticas como Bax.  Lo anterior sugiere 

que Bcl-2 está implicado en la preservación de células con alta capacidad proliferante, 

disminuyendo su expresión en estratos superiores. En nuestros resultados Bcl-2 se encuentra 

expresado en estratos superficiales, sugiriendo una alteración en el patrón de expresión que 

podría proporcionar una ventaja de sobrevivencia a las células tumorales (Qi-Long et al., 1996). 

En cuanto a la expresión de Bax en  COCE, encontramos una disminución en la expresión 

conforme el carcinoma pierde diferenciación, observándose baja expresión de Bax en COCE 

pobremente diferenciado. Nuestros resultados concuerdan con los datos obtenidos por Guan et 

al., 1997, quienes mostraron que hay una mayor expresión de Bax en estadios tempranos de 

COCE, y la expresión se disminuía conforme las células perdían diferenciación. 

En los resultados obtenidos en la línea celular Cal-27 hubo diferencias en la expresión de  Bax y 

Bcl-2.  Se encontró  una expresión mayor del marcador anti-apoptótico Bcl-2 y una disminución 

en la expresión del marcador pro-apoptótico Bax. 

Los resultados mostrados en el presente estudio, proporcionan información acerca de la 

participación simultánea de dos moléculas importantes en el curso biológico de los carcinomas: 

erbB1 y MUC4. Específicamente, el presente estudio ha establecido la asociación entre MUC4 y 

erbB1 en el Carcinoma Oral de Células Escamosas, la cual no había sido reportada 

anteriormente en carcinomas de cabeza y cuello. 
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10. CONCLUSIONES 

 Se estableció la relación entre la expresión de MUC4 y erbB1 en muestras de 

Carcinomas Oral de Células Escamosas y el grado de diferenciación tumoral. 

 Se estableció la asociación de la mucina MUC4 y el receptor erbB1 en Carcinomas Oral 

de Células Escamosas in vitro. 

 Se estableció la relación entre la expresión de los marcadores de proliferación celular y 

ERK en Carcinomas Oral de Células Escamosas y el grado de diferenciación tumoral. 

 Se estableció la relación entre la expresión de los marcadores de apoptosis Bcl-2 y Bax 

en muestras de Carcinomas Oral de Células Escamosas y el grado de diferenciación 

tumoral. 

 

11. PERSPECTIVAS DE INVESTIGACIÓN 

 Se propone la realización de estudios que consideren la utilización de líneas celulares 

procedentes de cultivos primarios, cuyo patrón represente los tres grados de 

diferenciación histológica y, evalúen simultáneamente el grado de expresión de los 

receptores erbB y MUC4, así como su participación en vías de señalización de 

proliferación y muerte celular. 

 Se propone la realización de ensayos de inhibición farmacológica y silenciamiento 

mensajeros y/o genes, que permitan evaluar directamente los efectos en el balance 

proliferación/muerte celular, así como el papel en la migración e invasión tumoral. 
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