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I. Resumen 
El cáncer de mama es un problema de salud pública a nivel mundial que afecta a mujeres mayores 

de 20 años. En México, el cáncer de mama es la neoplasia con mayor morbilidad que afecta a 

mujeres mayores de 20 años y la segunda causa de muerte por neoplasia. La invasión tumoral y 

metástasis son factores determinantes sobre la mortalidad en pacientes con cáncer de mama. A su 

vez, la transición epitelio-mesénquima (TEM) es un proceso muy importante en la invasión tumoral. 

Se han reportado diferentes vías metabólicas activas durante la TEM, entre las que destaca la vía 

de NF-κB. La familia NF-κB está integrada por 5 proteínas que actúan como factores de 

transcripción de múltiples genes involucrados en diversos procesos celulares, y puede ser activada 

principalmente por dos vías: la vía canónica y la no canónica.  

Estudios involucran a la vía canónica con diferentes procesos entre los que destacan respuesta 

inmune, inhibición de apoptosis y TEM. Sin embargo, poco se sabe de la modulación que la vía no 

canónica puede tener sobre estos procesos. Una molécula esencial para la activación de la vía no 

canónica de NF-κB es la cinasa inducible de NF-κB (NIK). NIK se sobreexpresa en cáncer de mama 

tipo basal, el cual se caracteriza por su alto índice de invasividad y generación de metástasis. Es 

por eso que se planteó el objetivo de evaluar el papel de NIK sobre la transición epitelio-

mesénquimal en cáncer de mama. 

Para evaluar el papel de NIK en la TEM, se utilizaron células MCF-7 adquiridas de ATCC, las cuales 

fueron transfectadas establemente con un vector de expresión que contiene el ORF de NIK, el ORF 

de LacZ, o con un shRNA específico para NIK o luciferasa. Las células estables se utilizaron para 

determinar el nivel de expresión de marcadores de la transición epitelio-mesénquimal (E-cadherina, 

vimentina, N-cadherina, fibronectina, snail y twist) y para analizar la capacidad de migración e 

invasión de las células estables.  

Los resultados muestran que el incremento o disminución de la expresión de NIK modula la 

expresión de los marcadores de TEM.  La expresión forzada de NIK resultó en un aumento en los 

niveles de expresión de N-cadherina, vimentina, fibronectina, snail, twist, y provocó una disminución 

en la expresión de E-cadherina.  Por el contrario, la inhibición de NIK provocó una disminución en 

los niveles de N-cadherina, vimentina, fibronectina, snail y twist; e incrementó la expresión de E-

cadherina. 
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Estos resultados sugieren que NIK promueve la expresión de marcadores mesénquimales y la 

disminución de marcadores epiteliales. De igual manera, las células que sobreexpresan NIK tienen 

una mayor capacidad de migración, degradación e invasión, mientras que las células con NIK 

inhibido, disminuyen estas capacidades.  

NIK no sólo regula la expresión de moléculas involucradas en la transición epitelio-mesénquimal, 

sino que también favorece la capacidad de migración e invasión y origina una morfología tipo 

mesénquimal en células de carcinoma mamario MCF-7.   
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II. Introducción 
Cáncer 

Definición de cáncer 

Cáncer es un término utilizado para referirse a un conjunto de diversas anomalías relacionadas con 

la fisiología y el control del ciclo celular. Afecta células de cualquier parte del cuerpo generando 

descontrol principalmente en los procesos de apoptosis, proliferación e invasión celular (OMS  

2016). 

Origen del cáncer 

El cáncer inicia en la unidad básica de la vida, la célula. El cuerpo está formado de muchos tipos de 

células que crecen y se dividen en una forma controlada para producir nuevas células. Cuando las 

células envejecen o se dañan, mueren y son reemplazadas por células nuevas. Sin embargo, 

algunas veces el ciclo celular se descontrola debido a mutaciones en la información genética de la 

célula afectando su crecimiento y división normal, provocando un cúmulo celular nombrado tumor 

(ACS, 2016). 

Capacidades distintivas del cáncer 

El cáncer presenta heterogeneidad celular y molecular que dificulta la elección de un tratamiento 

adecuado. Sin embargo, las células neoplásicas de un tumor presentan diez capacidades biológicas 

adquiridas durante el desarrollo del tumor que constituyen la base para entender la fisiología de las 

neoplasias. Estas capacidades pueden complementarse entre sí favoreciendo el crecimiento y 

diseminación del tumor (Figura 1) (Hanahan & Weinberg 2011). 

1) Inestabilidad y mutación del genoma: Mutaciones adquiridas debido a la sensibilidad a 

agentes mutagénicos y/o por fallas en uno o varios componentes de la maquinaria de 

mantenimiento genómico. Fallas en los genes que mantienen la integridad genómica, predisponen a 

las células a adquirir deleciones o amplificaciones genómicas que favorecen el desarrollo de un 

fenotipo neoplásico. 
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2) Reprogramación del metabolismo energético: Las células cancerosas limitan su 

metabolismo energético a glucólisis anaerobia (formación de ácido láctico) y poseen una 

disminución en la capacidad de incorporar Piruvato a la mitocondria para continuar la formación de 

ATP a través de la fosforilación oxidativa. Como consecuencia, la formación de ATP disminuye 

aproximadamente 18 veces provocando un incremento en la expresión de transportadores de 

glucosa (Glut1), el cual se encuentra asociado con la activación del oncogen Ras.  

3) Señalización proliferativa constante: Inducción de crecimiento y proliferación celular 

crónica debido a mutaciones que alteran la homeostasis del ciclo celular e inducen la 

sobreexpresión de factores de crecimiento. 

4) Evasión de supresores de crecimiento: Las células cancerosas no pueden controlar la 

proliferación y pierden la capacidad de activar la senescencia e inducir apoptosis debido a 

modificaciones en genes supresores de tumor como TP53. 

5) Resistencia a muerte celular: Generalmente las células neoplásicas presentan disminución 

o mutación de TP53, sobreexpresión de inhibidores de apoptosis como BCL2, o incremento de 

señales de supervivencia (Igf1/2) que disminuyen la expresión de factores proapotóticos como Bax, 

Bim y PUMA. 

6) Inmortalidad replicativa: La sobreexpresión de la proteína telomerasa mantiene los 

telómeros de una longitud suficiente para evitar la senescencia y/o apoptosis. En menor frecuencia, 

los telómeros pueden mantenerse por recombinación alternativa. 

7) Inflamación: La infiltración en el tumor de células del sistema inmune innato (linfocitos B-T y 

células asesinas naturales -NK-) originan inflamación, la cual contribuye en la activación de factores 

de crecimiento y proangiogénicos que modifican el microambiente del tumor favoreciendo el 

desarrollo y progresión tumoral. 

8) Evasión de destrucción inmune: Las células cancerosas esquivan el sistema inmune 

gracias a la activación de moléculas inmunosupresoras entre las que destaca TGFß.  

9) Inducción de angiogénesis: Se desarrollan nuevos vasos sanguíneos asociados al tumor 

que favorecen su desarrollo con nutrientes y oxígeno, así como remueven de él los desechos 

metabólicos y dióxido de carbono. 
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10) Activación de invasión y metástasis: Se origina una sobreexpresión de moléculas 

señalizadoras que provocan la pérdida de unión célula-célula y permiten la movilidad celular. El 

principal responsable conocido es TGFß, el cual tiene la capacidad de inducir transición epitelio-

mesénquimal para permitir la invasión y metástasis tumoral.  

 

 

Figura 1. Capacidades biológicas distintivas del cáncer (Editado: Hanahan & Weinberg, 2011). 

 

Cáncer de mama 

Cáncer de mama en México 

En México, el cáncer de mama es la neoplasia con mayor morbilidad (29%) que afecta a mujeres 

mayores a 20 años. Las tasas de mortalidad de este cáncer incrementan conforme a la edad (Figura 

2)  y es la segunda causa de muerte por neoplasias, superado por el cáncer de pulmón. Cerca del 

30% de las pacientes diagnosticadas con cáncer de mama desarrollan metástasis y 

aproximadamente el 5% son diagnosticadas en estadios avanzados (INEGI, 2015; Gupta et al. 

2014). 
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Figura 2. A) Distribución porcentual de morbilidad hospitalaria de la población de 20 años y más por neoplasias en 

México. B) Incidencia del cáncer de mama en mujeres de 20 años y más, por gurpo de edad en el 2014 (Editado: INEGI 

2014). 

 

Estadios del cáncer de mama 

El cáncer de mama se clasifica en cinco estadios que van del 0 al IV de acuerdo a su progresión 

tumoral (Novartis, 2013). 

Estadio 0 

1. Carcinoma ductal in situ: El cáncer se origina en los conductos mamarios y sólo invade 

tejidos de la mama. 

2. Carcinoma lobulillar in situ: Las células cancerosas están únicamente en los lobulillos de la 

mama y rara vez puede volverse invasivo. 

Estadio I 

 IA: El tumor mide 2 cm o menos y se mantiene dentro del tejido de la mama 

 IB: El tumor mide 2 cm o menos y se encuentran células cancerosas en ganglios linfáticos 

adyacentes. 

Estadio II 

 IIA: El tumor puede o no estar y hay racimos de células cancerosas menores a 2 mm en 1 a 

3 ganglios linfáticos axilares. 
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 IIB: El tumor mide más de 2 cm y se encuentran racimos celulares en 1 a 3 ganglios 

adyacentes. 

Estadio III 

 IIIA: El tumor puede tener cualquier tamaño o no estar presente en mama y hay racimos 

celulares de cáncer mayores a 2 mm en ganglios adyacentes. 

 IIIB: El cáncer se diseminó a la pared torácica, ganglios adyacentes o a la piel provocado 

inflamación y/o úlcera. 

 IIIC: Se encuentran células cancerosas en los ganglios situados por encima y debajo de la 

clavícula. 

Estadio IV 

 Cáncer metastásico: El cáncer se diseminó a otros órganos del cuerpo. Principalmente a lo 

huesos, pulmones, hígado y cerebro. 

 

Clasificación molecular del cáncer de mama 

El cáncer de mama se divide en varios grupos, siendo la expresión del receptor de estrógenos (RE) 

el principal factor discriminante (Fan et al. 2006; Zepeda-Castilla et al. 2008) 

RE (+)  

 Luminal A: Presenta elevados niveles de expresión de genes relacionados con el RE y baja 

expresión de genes relacionados con la proliferación celular. También expresa receptor de  

progesterona (RP). 

 Luminal B: Expresa los receptores hormonales (RE y RP) y HER2. Al contrario del luminal A, 

la expresión de genes relacionados con el RE es baja y presenta una elevada expresión de 

genes proliferativos. Es de menor pronóstico para el paciente en comparación al luminal A 

debido al incremento en la resistencia a fármacos (Sorlie et al. 2003). 

RE (-) 

 HER2/neu o ERBB2: Presenta baja expresión de RE y genes relacionados. Se caracteriza por 

tener alta expresión del protoncogén ERBB2 y una proporción de mutaciones mayor al 40% en p53. 
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Es de pobre pronóstico para el paciente, sin embargo, muestra alta sensibilidad a quimioterapia 

neoadyuvante basada en antraciclinas, taxanos y Trastuzumab (anticuerpo monoclonal antiHER2). 

 Tipo basal o triple negativo: Se caracteriza por tener un patrón de expresión similar al de las 

células epiteliales basales y carecer de la expresión de RE, RP y HER2. Este subtipo expresa 

citoqueratinas 5/6 y HER1, y presenta mutaciones en el gen BRCA1, además la baja regulación de 

BCRA1 está asociada a la sobreexpresión de P53 y el crecimiento anormal de las células. Estos 

tumores tienen el peor pronóstico debido a mutaciones de alto grado en p53, resistencia a 

quimioterapias convencionales y  alta capacidad de metástasis. 

Existe un subtipo molecular de cáncer de mama nombrado Cáncer de mama tipo normal (Normal-
like), el cual presenta un perfil de expresión genética similar a las células normales de los 

conductos mamarios y generalmente no origina una respuesta patológica completa, sin embargo, 

representa entre el 1 y 4% de los tumores en mama (Rouzier et al. 2005) (Figura 3). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Perfil de expresión de receptor de estrógenos (ER), HER2, Citoqueratina 5 (CK5) y HER1 en los diferentes 

subtipos moleculares de cáncer de mama (Sorlie et al. 2003). 
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Metástasis 

Definición de metástasis 

Se nombra metástasis al proceso donde las células cancerosas se diseminan y forman nuevos 

tumores en órganos o tejidos distantes, generalmente se transportan a través de la sangre o el 

sistema linfático, sin embargo, la metástasis inicia con una invasión de tejidos próximos al tumor 

primario (Arvelo & Poupon 2001). 

Etapas de la metástasis 

La metástasis es un proceso que consta de cinco pasos, los cuales son independientes del tamaño 

del tumor o estadio del cáncer. 

1.- Infiltración local de células tumorales en tejidos adyacentes. Este paso inicia con la 

separación de células cancerosas del tumor primario debido a la pérdida de uniones 

adherentes y la expresión de un perfil genético que favorece la movilidad celular. Existen 

diferentes procesos que favorecen la infiltración local de células cancerosas (Van Zijl et al. 

2011). 

2.- Supervivencia en el sistema circulatorio. Las células epiteliales pueden sufrir anoikis, 

una forma de apoptosis que tiene lugar cuando las células pierden contacto con el sustrato 

de anclaje. Las células tumorales migratorias evaden la muerte por anoikis y esquivan el 

daño por parte de las células del sistema inmune al generar agregados plaquetarios a su 

alrededor facilitando su adhesión a la pared de los pequeños vasos y creando un ambiente 

protector contra los mecanismos defensivos biológicos. 

3.- Intravasación. Se origina con la migración transendotelial de células cancerosas hacia el 

sistema circulatorio. Las células pueden llegar a él a través de ganglios linfáticos adyacentes, 

así como capilares y vasos formados por angiogénesis del tumor primario. Las células 

migratorias deben poseer la capacidad de degradar la matriz extracelular y membrana basal 

a través de la expresión de metaloproteinasas de matriz (MMPs) (Sahai 2005). 

4.- Extravasación. Las células cancerosas salen del sistema circulatorio en un tejido u 

órgano distante al tumor primario. El sistema circulatorio determina los posibles sitios de 
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invasión debido a que el movimiento de las células migratorias es favorecido por el flujo 

sanguíneo (Chambers et al. 2002). 

5.- Establecimiento de un tumor secundario. Una vez que las células cancerosas llegan a 

un tejido u órgano nuevo activan su señalización proliferativa e inducen angiogénesis. El 

establecimiento de tumores secundarios es la fase clínica nombrada metástasis. 

La capacidad de metástasis de un tumor es determinante en la mortalidad de los pacientes con 

cáncer y se ha establecido que la etapa inicial (la separación de células del tumor primario) es la 

que mayor impacto tiene en la diseminación de la neoplasia. El cáncer de mama tiene la 

característica de diseminarse desde estadios tempranos y generalmente lo hace hacia pulmones, 

huesos, hígado y cerebro(Schmidt-Kittler et al. 2003; Chambers et al. 2002). 

Diversos estudios han demostrado que las células neoplásicas migratorias sufren la pérdida de 

proteínas de unión adherente y presentan un patrón de expresión genética similar a células 

mesénquimales. Al proceso mencionado se le conoce como transición epitelio-mesénquima (Thiery 

et al. 2009; May et al. 2011; Huber et al. 2004). 

Transición epitelio-mesénquima (TEM) 

Definición 

La TEM es un proceso morfogenético coordinado que se lleva a cabo en algunos procesos 

patológicos como la carcinogénesis. Consiste en la transformación de células epiteliales hacia un 

fenotipo mesénquimal. Las células pierden la polaridad celular y adhesión célula-célula, y adquieren 

características como resistencia a apoptosis, movilidad y capacidad de invasión  (Polyak y Weinberg 

2009). 

Descripción de la TEM 

La TEM se caracteriza por la pérdida de la expresión de E-cadherina debido a la acción de 

diferentes factores de transcripción entre los que destacan snail y twist. Estos factores de 

transcripción actúan reprimiendo el promotor del gen CDH1 (Kalluri & Weinberg 2009). 

La represión de CDH1 continúa con una reorganización del citoesqueleto donde los filamentos 

intermedios de citoqueratina son reemplazados por vimentina, esto provoca un cambio en la 

morfología celular e incrementa la capacidad de invasión (Zeisberg & Neilson 2009). De igual 
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manera, se ha observado que durante la transición se origina un cambio en la expresión de 

cadherinas, sustituyéndose a E-cadherina por N-cadherina (Thiery et al. 2009; Kuphal & Bosserhoff 

2006). 

Principales vías metabólicas implicadas en la TEM 

La TEM puede ser activada por una gran variedad de estímulos extracelulares entre los que 

destacan el factor de crecimiento transformante beta (TGFβ), el factor de crecimiento de hepatocitos 

(HGF) y el microambiente hipóxico. Estos estímulos disparan una multitud de vías de transducción 

de señales que convergen en varios factores de transcripción como snail, zeb1, zeb2 y twist (May et 

al. 2011). 

La vía más estudiada debido a su estrecha relación con la inducción de TEM es TGFß. Se ha 

demostrado que este factor induce la TEM a través de distintos mecanismos de señalización 

incluyendo la fosforilación de factores de transcripción como SMAD y snail, así como puede influir 

en la actividad de Notch y Wnt (Thiery et al. 2009). 

Snail es el factor de transcripción más relacionado con la represión del promotor de CDH1. Sin 

embargo, también se ha demostrado que actúa como activador transcripcional de vimentina, 

fibronectina y algunas metaloproteinasas de matriz (MMPs) que favorecen el fenotipo invasivo en 

células neoplásicas (Zeisberg & Neilson 2009).  

Otra de las vías relacionadas con la activación de la TEM es NF-κB. Huber y colaboradores 

demostraron que la vía canónica de NF-κB tiene la capacidad de activar y mantener la TEM 

inducida por TGFβ en un modelo combinado de carcinogénesis mamaria (EpRas) (Huber et al. 

2004). 

NF-κB 

Factor nuclear ΚappaB (NF-κB) 

La familia Rel/NF-κB es un grupo de factores de transcripción con la capacidad de regular genes 

relacionados con procesos de respuesta inmune e inflamatoria, apoptosis, crecimiento y adhesión 

celular. Diversos estudios han involucrado la vía con enfermedades neurodegenerativas, del 

corazón, asma, artritis y cáncer (Napetschnig & Wu 2013). 
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En mamíferos, las proteínas Rel/NF-κB están divididas en dos grupos de acuerdo a la presencia o 

ausencia de un dominio de transactivación (TSA). El grupo con TSA está formado por P65 (RelA), 

RelB y c-Rel; mientras que las proteínas NF-κB1 (P105-P50) y NF-κB2 (P100-P52) carecen del 

dominio TSA. Todas las proteínas comparten un dominio altamente conservado de ~300 

aminoácidos en la región N-terminal denominado dominio homologo a Rel (Rel Homology Domain 

[RHD]), en el que se encuentran los dominios de unión a DNA, dimerización y la señal de 

localización nuclear (Nuclear Localization signal [NLS]) (Figura 4) (Gilmore 2006; Sullivan et al. 

2007). 

NF-κB se encuentra de manera basal en forma de homo o heterodímeros inactivos por interacción 

con moléculas inhibidoras llamadas IKBs, las cuales poseen varios repetidos de Ankirina que 

ocultan los dominios NLS y TSA manteniendo al dímero en el citoplasma. Los homodímeros de las 

proteínas NF-κB1 y NF-κB2 no tienen acción transcripcional debido a la falta de dominio TSA, y 

cuando estas proteínas se encuentran unidas a una que posee dominio TSA necesitan que el 

proteosoma degrade la secuencia de repetidos tipo Ankirina que presentan en su extremo C-

terminal para migrar a núcleo y servir como factor transcripcional (Sun 2002). 

La inducción de la vía NF-κB se puede generar a partir de diferentes estímulos entre los que 

destacan las citocinas proinflamatorias, lipopolisacáridos (LPS), proteínas de membrana de algunos 

virus, hongos y otros parásitos eucariontes, así como condiciones de estrés fisiológico, factores de 

crecimiento, agentes químicos y más; es por eso que se define como un factor de transcripción 

nuclear con expresión ubicua (Delhalle et al. 2004). 

 

 

 

 

 

 

 



 

13 
 

 

Figura 4. A) Dominios Rel de la familia REL-NF-κB. Se observan en los extremos C-terminal de las proteínas Rel un 

dominio de transactivación (TAD) mientras que las proteínas NF-κB contienen una secuencia de repetidos de Ankirina 

similar a la presente en las proteínas ihibidoras (B) (Editado: Polyak & Weinberg, 2009). 

La señalización a través de NF-κB tiene dos principales vías de activación, la vía canónica y la no 

canónica, ambas actúan por fosforilación, ubiquitinación y degradación de sus inhibidores (IKBs), 

provocando la exposición de los dominios de unión al DNA, NLS y TSA. La exposición de los 

dominios induce la translocación del dímero al núcleo y la transcripción de genes que poseen una 

pequeña secuencia (9-10 pb) nombrada  “sitio κB” (Figura 5) (Hoffmann et al. 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Principales vías de activación de  NF-κB (Editada: Viennois et al. 2013) 
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Vía canónica 

La vía canónica está asociada a receptores como TNFα, IL-1βR, TGF-α, tipo Toll (TLRs) entre  

otros, y tienen como ligandos una gran variedad de moléculas entre las que destacan citosinas 

proinflamatorias, lipopolisacáridos y factores de crecimiento. La unión de un ligando al receptor de 

membrana desencadena una cascada de señalización que activa un complejo formado por dos 

cinasas funcionales (IKKα-IKKβ), y una subunidad regulatoria llamada NEMO (IKKɤ). El complejo de 

IKKs fosforila a IκB en los residuos de Serina 32 y 36, provocando su ubiquitinación, degradación 

proteosomal, y liberando al dímero Rel/NF-κB (generalmente P65/P50) para su translocación al 

núcleo e inducción transcripcional de genes blanco (Sun 2002). 

Vía no canónica 

La vía no canónica se encuentra principalmente asociada a los receptores LTβ1, CD40 y BAFF-R y 

sus ligandos específicos. La unión del ligando al receptor activa a la cinasa inducible de NF-κB 

(NIK), la cual fosforila al dímero de IKKα/α (Ramakrishnan et al. 2004). Esta vía se considera 

independiente de IκBs y el dímero característico de la vía es P100/RelB. P100  actúa como inhibidor 

de la vía debido a que necesita pasar por un proceso de degradación proteosomal parcial para 

cambiar a su forma activa P52/RelB (Vallabhapurapu y Karin 2009). 

La cascada de señalización de la vía no canónica se considera dependiente de la cinasa inducible 

de NF-κB (NIK), la cual actúa sobre P100 a través de un complejo IKKα/α. Se ha visto que NIK tiene 

la capacidad de fosforilar a P100 sin el complejo IKKα/α como intermedirario, así como de 

interactuar con la vía canónica por medio de los receptores CD70 y CD27, los cuales inducen que 

NIK fosforile la región α del complejo IKKα/β/ɤ (Xiao et al. 2001; Qing & Xiao 2005; Gerondakis et al. 

2006; Gye et al. 2006). 

NIK 

La cinasa inducible de NF-κB (NIK), es una proteína MAP cinasa-cinasa-cinasa codificada por el 

gen MAP3K14 situado en la región q21.31 del Cromosoma 17. La cinasa está formada por cuatro 

dominios que le permiten interactuar con otras moléculas (Thu & Richmond 2012). 

La región C-terminal de NIK permite la interacción con sustratos como IKKα y P100, así como con 

moléculas que regulan su acción (TRAF 1, 2, 5 y 6). La región N-terminal regula la estabilidad de la 

proteína por interacción con TRAF 3 (Gye et al. 2006; Zarnegar et al. 2008) (Figura 6). 
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Figura 6. Dominios dentro de la proteína NIK. 

 

Hasta ahora se ha encontrado un sitio de fosforilación (Thr-559) para NIK perteneciente a su 

dominio cinasa. Dentro de la región N-terminal se sitúan algunas secuencias señalizadoras de 

importación y exportación nuclear (NIS y NES, respectivamente), así como de localización nucleolar 

(NOLS) las cuales permiten a la proteína desplazarse entre estos compartimentos celulares 

(Birbach et al., 2004).  

Takeda y colaboradores (2016) han reportado que el decremento en los niveles de NIK  favorece la 

apoptosis en líneas celulares de mieloma múltiple. A su vez, Zhang y colaboradores (2015) 

encontraron que NIK se encuentra sobreexpresado en muestras de pacientes con cáncer de mama 

y muestra una correlación con la metástasis hacia ganglios linfáticos, así como con el estadio clínico 

de los pacientes. A pesar de que NIK puede activar la señalización río abajo de receptores de la vía 

canónica, su acción se considera esencial únicamente para la activación de la vía no canónica de 

NF-κB (Ramakrishnan et al., 2004). 

NF-κB y Cáncer 

El descubrimiento de la oncoproteína viral V-Rel en pollos jóvenes introdujo el papel de NF-κB en la 

carcinogénesis. Posteriormente se demostró el papel de NF-κB en la supresión de apoptosis, la 

progresión del ciclo celular, angiogénesis y migración celular (Orlowski & Baldwin 2002; Kim et al. 

2003) 
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NF-κB juega un papel importante en la iniciación y progresión de tumores epiteliales al promover la 

expresión de genes relacionados con la proliferación celular, apoptosis, citosinas proinflamatorias y 

reguladores del ciclo celular favoreciendo la transformación de las células hacia un fenotipo 

neoplásico (Kreuz et al. 2001; deGraffenried et al. 2004).  

NF-κB está involucrado en diversos tipos de cáncer esporádicos y asociados a inflamación (Xiao & 

Fu 2011; Hoesel & Schmid 2013). Se ha relacionado la expresión constitutiva de NF-κB con la 

resistencia a fármacos y la capacidad invasiva en subtipos moleculares de cáncer de mama 

carentes del receptor de estrógenos (RE-) (Nakshatri et al. 1997). 

NF-κB y la TEM 

La vía canónica de NF-KB es necesaria para la inducción y mantenimiento de la TEM. NF-KB actúa 

en conjunto con el oncogen RAS para evitar la inducción de apoptosis mediada por TGF-β 

favoreciendo la invasión y metástasis (Nakshatri et al. 1997; Morel et al. 2008). Sin embargo, en 

cáncer de mama se ha observado que NF-κB es capaz de inducir y mantener la TEM en ausencia 

de TGFβ (Huber et al. 2004). 

Diversos estudios en cáncer de mama demuestran que la expresión de proteínas intermediarias de 

la vía clásica de NF-κB (P65) se encuentra relacionada con la activación y expresión de otros 

factores de transcripción como twist, snail, zeb1 y zeb2 (Chua et al. 2007).  Además, la expresión de 

Twist se encuentra directamente relacionada con la señalización inducida por TNFα, lo cual 

favorece la progresión tumoral (Sahai 2005; Wei et al. 2011). 

Se conoce la acción de p50 y p65 sobre la regulación de factores de transcripción que inducen la 

pérdida de adhesión celular, la expresión de metaloproteinasas de membrana (MMP-9 y MMP-2), y 

favorecen la migración e invasión celular (Andela et al. 2000; Huang et al. 2001; Carey et al. 2006; 

Shook & Keller 2003; Xie 2015). Sin embargo, se desconoce si la activación de los factores de 

transcripción y moléculas involucradas en la TEM podría ser regulada por la señalización no 

canónica de NF-κB, es por eso que se propone evaluar la acción de NIK sobre la inducción de la 

TEM en un modelo in vitro de cáncer de mama.  
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III. Justificación 
 

El cáncer de mama representa la segunda causa de muerte por neoplasias en mujeres mexicanas 

mayores a 20 años. Una de las principales causas del fracaso en los tratamientos se debe a la 

capacidad de este tipo de cáncer de invadir tejidos adyacentes desde etapas iniciales. La 

metástasis es determinante sobre la mortalidad de las pacientes con cáncer de mama y se inicia 

con la pérdida de uniones adherentes entre células del tumor primario, las cuales adquieren un 

fenotipo migratorio similar a células mesenquimales, a este proceso se le denomina transición 

epitelio-mesénquima.  

Existen diversos estudios que han demostrado algunas vías de señalización implicadas en la 

activación y mantenimiento de la TEM, entre las principales vías se encuentran TGF-β y NF-κB. Sin 

embargo, todos los estudios relacionados a NF-κB se encuentran enfocados a la vía canónica. Se 

ha observado que NIK (cinasa esencial de la vía no canónica de NF-kB) se encuentra 

sobreexpresada en cáncer de mama tipo basal, el cual se caracteriza por una baja prognosis debido 

a su alta capacidad de metástasis y resistencia a fármacos. Por ello, se pretende evaluar el papel de 

NIK en la TEM. 
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IV. Hipótesis 
 

 

 

 

 

 

La inducción de NIK en células MCF-7 podría incrementar la expresión de marcadores mesenquimales y 

disminuir los niveles del marcador epitelial E-cadherina. A su vez, la disminución de NIK podría incrementar la 

expresión del marcador epitelial y disminuir los niveles de marcadores mesénquimales. Además, si NIK es 

capaz de regular la expresión de proteínas involucradas en la TEM, se espera que haya un incremento en las 

capacidades de migración e invasión cuando NIK se encuentra sobreexpresado en células MCF-7. 
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V. Objetivos 
 

 

General 

 Evaluar el papel de NIK en la transición epitelio-mesénquima en células de carcinoma 

mamario MCF-7. 

 

Particulares 

 Determinar si la sobreexpresión de NIK origina un incremento de los marcadores 

mesenquimales vimentina, snail, N-cadherina, twist y fibronectina, y si este tiene 

efecto sobre el marcador epitelial E-cadherina en células MCF-7.  

 

 

 Analizar la expresión de los marcadores de transición epitelio-mesénquima:                 

E-cadherina, vimentina, snail, N-cadherina, twist y fibronectina cuando los niveles de 

NIK son disminuidos. 

 

 

 Establecer la capacidad de migración e invasión de las células MCF-7 cuando NIK se 

encuentra sobreexpresado e inhibido. 
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VI. Métodos 
Extracción y  cuantificación de Plásmidos 

Se utilizaron plásmidos pSIREN-RetroQ y pTREX-DEST30 que habían sido clonados 

respectivamente con shRNA (short hairpin RNA) dirigido contra NIK y el marco de lectura abierta 

(ORF) para la cinasa NIK. Como controles se utilizaron el mismo tipo de plásmidos clonados con 

shRNA para luciferasa y el ORF del gen bacteriano LacZ respectivamente. 

Los plásmidos contienen genes que confieren resistencia a ampicilina, lo cual permite seleccionar a 

las bacterias que contienen al plásmido de interés. Las bacterias fueron cultivadas en placas de 

100mm2 de agar Luria Bertani (LB) con 100ug/ml de ampicilina. Las cepas fueron incubadas a 37° C 

durante 16 horas. Posteriormente, se tomó una colonia de cada cepa y se inoculó en 3 ml de medio 

LB Broth estéril con 100ug/ml de ampicilina. El inoculo fue incubado durante 3 horas a 37°C en 

agitación de 300 RPM. El cultivo fue vaciado en matraces Erlenmeyer con 200 ml de medio LB 

Broth estéril con ampicilina y fue incubado bajo las mismas condiciones durante 14 horas. 

Para realizar la extracción del plásmido, se siguió el protocolo HiSpeed Plasmid Midi Kit de QIAGEN 

(# cat.12643). Una vez realizada la extracción, se cuantificó la concentración del plásmido (ng/μl) 

utilizando NanoDrop. 

Línea y cultivo celular 

Se utilizó la línea celular de adenocarcinoma de mama MCF-7, obtenida de la compañía ATCC 

(American Type Culture Collection). 

Las células fueron cultivadas en placas de 100mm2 (Corning NY, USA) con 6 ml medio EMEM 

(Eagle's Minimum Essential Medium) (ATCC) suplementado al 10% con suero fetal bovino (SFB) e 

incubadas en una atmósfera húmeda al 5% de CO2 y 37 °C.  

El medio de cultivo fue reemplazado cada 48 horas hasta obtener una confluencia celular de 70% a 

80%. Una vez obtenida la confluencia, las células fueron despegadas con tripsina (al 0.025% en 

PBS (Phosphate-buffered saline) y 1mM de EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid), y centrifugadas 

a 2000 revoluciones por minuto (RPM) durante dos minutos a temperatura ambiente, el 
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sobrenadante fue removido y el pellet resuspendido en 2 ml de medio de cultivo para su conteo. El 

conteo celular se realizó utilizando cámara de Neubauer.  

Todos los métodos de cultivo celular fueron realizados en condiciones estériles dentro de una 

campana de flujo laminar previamente radiada con luz ultravioleta durante 20 minutos limpiando 

todo con etanol al 70%. 

Curva de selección para la concentración de antibióticos  

Los plasmidos pSIREN-RetroQ y pTREX-DEST30 contienen genes de resistencia a puromicina o 

Geneticina respectivamente. Para determinar la concentración mínima de antibiótico necesaria para 

matar a todas las células MCF-7 que carecen del plásmido, se realizaron curvas de selección en 

placas de 24 pozos.  

Se sembraron 1x105 células por pozo y se incubaron con 500 μl de medio de cultivo hasta alcanzar 

una confluencia del 60%. Una vez obtenida la confluencia, se comenzó a colocar puromicina y 

geneticina (G418) en las concentraciones indicadas en la tabla 1. La selección se realizó durante 10 

días reemplazando el medio y antibiótico cada 48 horas. 

Tabla 1. Concentraciones de antibiótico utilizadas para la curva se selección 

Antibiótico 

Placa 1 Concentración # de pozos 

Antibiótico 

Placa 2 Concentración # de pozos 

Puromicina 

100ng/ml 3 

200ng/ml 3 

300ng/ml 3 

400ng/ml 3 

500ng/ml 3 

600ng/ml 3 

700ng/ml 3 

Control 3 

 

Geneticina 

300µg/ml 3 

400µg/ml 3 

500µg/ml 3 

600µg/ml 3 

700µg/ml 3 

800µg/ml 3 

900µg/ml 3 

Control 3 
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Transfección y selección de células estables 

La transfección se llevó a cabo en placas de 6 pozos (Corning, USA). Fueron sembradas 500,000 

células en medio EMEM e incubadas por 24 horas. La transfección se realizó a una confluencia 

celular aproximada al 90% utilizando 3μg de plásmido y 2.5 μg de lipofectamina 2000 por cada 

microgramo de DNA.  

Las células se incubaron durante 24 horas con la mezcla de transfección en medio bajo en suero 

(Opti-MEM®). Para medir la eficiencia de transfección se utilizó la proteína verde fluorescente 

(GFP), midiendo con citometría de flujo la fluorescencia de las células transfectadas con GFP a las 

48 horas. 

La selección de células estables se comenzó 48 horas después de la transfección, se utilizaron 

700ng/ml de Puromicina para las células transfectadas con pSIREN y 500µg/ml de Geneticina para 

las células transfectadas con pT-REX-DEST30. La placa se mantuvo en incubación durante 21 días 

reemplazando el medio y colocando nuevo antibiótico cada 48 horas. 

Al transcurrir los 21 días, las células seleccionadas para cada condición fueron tripsinizadas y 

cultivadas en tres cajas de 65mm2 para realizar la extracción de RNA, proteínas e 

Inmunofluorescencias, así como congelar células para los ensayos de migración, degradación e 

invasión celular. Se realizaron tres líneas independientes de células estables. 

La línea parental y las células transfectadas con proteína verde fluorescente (GFP) fueron 

tripsinizadas y se cuantificó la fluorescencia de ambas para medir la eficiencia de transfección 

(Figura 7). 
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Figura 7. La eficiencia de transfección se cuantificó utilizando citometría de flujo para comparar la fluorescencia basal de 

las células MCF-7 y las transfectadas con GFP. La eficiencia de tranfección obtenida fue de 64.5%. 

 

Extracción y cuantificación de RNA 

Las células fueron desprendidas utilizando un mililitro de medio de cultivo y raspando con un 

gendarme estéril, posteriormente se transfirieron a un tubo eppendorf de 1.5 ml para ser 

centrifugadas durante 2 minutos a 2000 RPM en temperatura ambiente. Se decantó el 

sobrenadante y el pellet fue disuelto en 500 µl de Trizol (Invitrogen) e incubado 10 minutos en hielo.  

Posteriormente se agregaron 100 µl de Cloroformo y se incubó durante 2 minutos a temperatura 

ambiente, para después ser centrifugada a 10000 RPM durante 10 minutos a 4°C. Se recuperaron 

200 µl de la fase acuosa en un nuevo tubo, se le agregó la misma cantidad de Isopropanol 

previamente enfriado y se incubó a -20°C durante 10 minutos. Después, las muestras se 

centrifugaron a 10000 RPM, al terminar el tiempo de centrifugación, se decantó el Isopropanol y se 

realizaron 3 lavados al pellet con etanol al 70% en agua DEPC (Dietilpirocarbonato) y centrifugando 

a 7500 RPM durante 5 minutos y 4°C. Por último, se retiró todo el etanol y el pellet fue resuspendido 

en 30 µl de agua MiliQ estéril. 

El RNA se cuantificó en un NanoDrop verificando la relación 260/280 para evaluar su pureza (entre 

1.8 y 2) y se corrió en un gel desnaturalizante de agarosa para revisar su integridad. 
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RT-PCR y PCR 

El cDNA se generó a partir de 2 µg de RNA siguiendo el protocolo del Kit de transcriptasa reversa 

Superscript de Invitrogen (USA). Posteriormente, se realizó la reacción en cadena de la polimerasa 

(PCR) utilizando oligonucleótidos específicos para vimentina, E-cadherina y snail diseñados en  

“Primer Design Tool” de la plataforma NCBI (National Center for Biotechnology Information). Las 

características de cada reacción se muestran en la tabla 2. 

Tabla 2. Características de oligonucléotidos utilizados. 

Gen Secuencia de oligonucleótidos Temperatura de 
elongación (Tm) 

Número de 
ciclos 

Longitud del 
fragmento  

 

NIK 

5´TTAGAAACACCCCGCAGTTC 3´ 

5´CCACACGTGGTTCAGACAT3´ 

 

56° 

 

30 

 

153 pb 

 

E-cadherina 

5´CCTGGGACTCCACCTACAGA3´ 

5´TGGATTCCAGAAACGGAGGC3´ 

 

56° 

 

28 

 

103 pb 

 

Vimentina 

5´TGGCCGACGCCATCAACACC3´ 

5´GTCCTCGGCCAGGTTGTCGC3´ 

 

64° 

 

35 

 

281 pb 

 

Snail 

5´CCTGCTGGCAGCCATCCCAC3´ 

5´TCCTGGAGCCGAAGGGAGGC3´ 

 

64° 

 

40 

 

126 pb 

 

Extracción y cuantificación de proteínas 

Las células fueron lavadas con PBS frío y posteriormente fueron lisadas con buffer RIPA 1X 

adicionado con un coctel de inhibidores de proteasas al 1X. Las proteínas fueron incubadas 10 min 

a 4°C y posteriormente se centrifugaron a 10,000 rpm por 20 min para eliminar los restos celulares y 

conservar el extracto soluble. 

El sobrenadante obtenido fue cuantificado utilizando el Kit Bradford (DC protein assay, BioRad) y la 

absorbancia se leyó en un multidetector (Beckam Coulture, DTX 880). Para la cuantificación 

proteica, se realizó una curva estándar utilizando diferentes concentraciones de la proteína gama 
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globulina (0.2 µg-1.2 µg). La concentración de proteína en las muestras se determinó con la 

interpolación de datos en la curva estándar y empleando la ecuación de la recta. 

Western Blot 

Se colocaron 30 µg de proteínas en tubos Eppendorf rotulados de acuerdo al tratamiento 

correspondiente. Las proteínas fueron resuspendidas en 1X Laemmli buffer y posteriormente se 

calentaron a 94°C durante 5 minutos. 

Pasados los 5 minutos, las proteínas se colocaron en hielo y se depositaron en geles de 

poliacrilamida al 8% junto con un marcador de peso molecular kaleidoscope protein ladder. La 

electroforesis SDS-PAGE se realizó a 130 Voltios y 20 mA. 

Transcurrida la electroforesis, el gel fue lavado dos veces en buffer de transferencia 1x (24mM de 

tris base, 192mM glicina y 20% de metanol en agua) durante 10 minutos en agitación. La 

transferencia se realizó en membranas de  PVD F(Polyvinylidene difluoride, Milipore) las cuales 

fueron activadas en metanol durante 2 min, después fueron hidratadas en agua por 2 min y 

finalmente colocadas en buffer de transferencia. 

La transferencia se llevó a cabo utilizando un sistema de cámara semi-húmeda (Bio Rad) con una 

potencia de 15 voltios y 300 mA durante 30 minutos.  Al terminar, la membrana se bloqueó durante 3 

horas utilizando leche al 5% en TBS-Tween 1X (tris borato salino 1X (Sigma) + 0.1% de detergente 

Tween). Una vez transcurrido el tiempo de bloqueo, se colocaron los anticuerpos primarios en las 

concentraciones que se indican en la tabla 3 y se incubaron a 4°C durante toda la noche. 
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Tabla 3. Características de los anticuerpos primarios utilizados para Western Blot. 

Nombre # Catálogo Concentración 
utilizada [µl de Ac.: 

µl de leche] 

Ac. Secundario 
necesario 

Tipo de marcador 

E-cadherina 
(24E10) 

#3195 [1:2000] Anti-Conejo Epitelial 

N-cadherina [5D5] Ab98952 [1:1000] Anti-Ratón Mesénquimal 

Vimentina (D21H3) #5741 [1:1000] Anti-Conejo Mesénquimal 

Fibronectina Ab2413 [1:1000] Anti-Conejo Mesénquimal 

Twist ______ [1:1000] Anti-Conejo Mesénquimal 

Tubulina Sc-53643  [1:2000] Anti-Ratón Proteína control de 

carga 

 

Posteriormente a la incubación del anticuerpo primario, la membrana fue lavada con TBS-Tween 1X 

de 4-6 veces durante 10 min en agitación. El Anticuerpo secundario correspondiente (Tabla 4) se 

colocó a una concentración [1:2000 en TBS-Tween con 5% de leche] para todas las proteínas. El 

anticuerpo secundario fue incubado a temperatura ambiente por una hora en movimiento.  

Al finalizar la incubación del anticuerpo secundario, la membrana se lavó nuevamente de 4 a 6 

veces con TBS-Tween 1X. La expresión proteica fue revelada utilizando un Kit de 

Quimioluminiscencia (Immobilon Millipore, USA). La quimioluminiscencia fue capturada mediante un 

transiluminador (Versadoc) con cámara integrada (Kodak) y el programa Quantity One versión 4.6.6 

(Bio Rad). 

El análisis estadístico para PCR y Western Blot se desarrolló empleando pruebas de T para 

muestras pareadas de parámetros independientes en Graphpad Versión 5.0. 
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Inmunofluorescencia 

Nota: Todos los lavados se realizaron con PBS estéril filtrado previamente, y bajo las condiciones 

de movimiento oscilatorio y temperatura ambiente. 

Las células fueron sembradas sobre cubre-objetos estériles en placas de 6 pozos y fueron 

incubadas durante 24 horas. Posteriormente, las células se lavaron 3 veces con PBS y se fijaron 

con paraformaldehído (PFA) al 4% durante 20 minutos en movimiento y a temperatura ambiente.  

Pasados los 20 minutos, las células se lavaron tres veces en PBS y se permeabilizaron con 0.5% de 

tritón en PBS durante 20 minutos. Inmediatamente, las células se lavaron tres veces y se 

bloquearon con albúmina al 5% en PBS durante 3 horas a temperatura ambiente y en movimiento. 

Posteriormente, las células se incubaron toda la noche a 4°C con anticuerpos primarios diluidos en 

BSA-5% en las concentraciones marcadas en la tabla 4.  

Tabla 4. Anticuerpos primarios utilizados para Inmunofluorescencias. 

Nombre # Catálogo Concentración utilizada 
[µl de Ac.: µl de 

Albúmina] 

Ac. Secundario  

E-cadherina #3195 Cell Signaling [1:200] Anti-Conejo 

N-cadherina ab98952 Abcam [1:100] Anti-Ratón 

Vimentina #5741 Cell Signaling [1:100] Anti-Conejo 

Fibronectina ab2413 Abcam [1:100] Anti-Conejo 

 

Después de 24 horas de incubación, se realizaron 5 lavados de 10 minutos cada uno y se colocaron 

los anticuerpos secundarios necesarios, los cuales se encuentran unidos al fluorocromo CY3 (rojo).  

Todos los anticuerpos secundarios se prepararon a una dilución de 1:200 en 200µl de PBS-

Albúmina y se incubaron durante dos horas a temperatura ambiente en condiciones de oscuridad. 

Por último, se realizaron 5 lavado más y las laminillas fueron montadas con DAPI con medio de 

montaje incluido (Biotium). La captura de imágenes se llevó a cabo en microscopía de 

Epifluorescencia utilizando el programa Zen Zeiss. 
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Migración 

Se estandarizó la técnica de cámara Boyden (Corning, #3422 USA) para las células MCF-7. Para 

ello, se probaron diferentes cantidades de células, concentraciones de SFB, así como el tiempo 

necesario para observar la migración (Tabla 5). 

Los insertos fueron hidratados e incubados con medio de cultivo sin SFB una hora antes del cultivo 

celular. Las células fueron tripsinizadas y resuspendidas en el mismo medio carente de SFB 

realizando diluciones para colocar 20 000, 30 000, 50 000 y 70 000 células en 300µl. Las células 

fueron cultivadas en el interior del inserto, el cual se encontraba suspendido en un pozo con 500µl 

de medio con SFB. 

Tabla 5. Condiciones para la estandarización de la técnica de migración celular. 

% SFB en medio 
quimio-atrayente 

20000 células 30000 células 50000 células 70000 células 

 
5 

24 horas 

48 horas 

72 horas 

24 horas 

48 horas 

72 horas 

24 horas 

48 horas 

72 horas 

24 horas 

48 horas 

72 horas 

 
10 

24 horas 

48 horas 

72 horas 

24 horas 

48 horas 

72 horas 

24 horas 

48 horas 

72 horas 

24 horas 

48 horas 

72 horas 

 

Se determinaron las siguientes condiciones: 30,000 células con una concentración quimio-atrayente 

del 5% SFB y 24 horas. Los insertos fueron enjuagados con PBS y se agregó PFA (4%) durante 20 

minutos para fijar las células en ambos lados de la membrana. 

Una vez fijadas las células, se tiñeron con Cristal violeta al 0.1% durante 30 minutos. Se realizaron 

de 5 a 7 lavados para retirar el colorante excedente, y las células que se encontraban en el interior 

del inserto (células no migratorias) se rasparon, el raspado se realizó con un hisopo evitando doblar 

o romper la membrana. Se utilizó microscopía estereoscópica para observar y capturar el área 

completa de la membrana del inserto  con las células migratorias teñidas en su cara externa. La 

cuantificación de células se realizó utilizando el programa ImageJ a partir de las imágenes 

obtenidas. 
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Invasión 

Para la técnica de invasión, se utilizaron cámaras con matrigel (Corning, #354480, USA), las cuales 

fueron hidratadas con medio de cultivo sin suero dos horas antes del cultivo celular y colocadas en 

incubación. Las células fueron tripsinizadas y resuspendidas en medio de cultivo sin SFB, se 

cuantificaron y realizaron diluciones necesarias para colocar 200,000 células en 400µl del medio de 

cultivo carente de SFB.  

Las cámaras con las células incubadas se colocaron en pozos con 700µl de medio de cultivo al 5% 

de SFB. Posterior a 48 horas las células fueron fijadas, teñidas, observadas y cuantificadas de la 

misma manera que en el ensayo de migración. 

Ensayo de degradación de gelatina fluorescente 

Para evaluar la capacidad de degradación, las células NIK+ y Lac se incubaron durante 10 horas en 

gelatina conjugada con FITC (Invitrogen, Molecular Probes) y fueron teñidas con F-actina siguiendo 

la técnica descrita por Sakurai y colaboradores en 2008 (Sakurai-Yageta et al. 2008). Se utilizaron 

cubreobjetos circulares de 18 mm, los cuales fueron tratados con Poli-Lisina durante 20 minutos, 

fijados con glutaraldehído y finalmente recubiertos con 80µl de gelatina fluorescente con borohidrato 

de sodio y PBS 1X. 

Aproximadamente, 70,000 células se sembraron en cada cubreobjetos y se incubaron con medio 

EMEM suplementado al 10% de SFB. Al finalizar el tiempo de incubación las células se pre-

extrajeron con 4% de paraformaldehído (PFA) y 0.3% tritón durante 1.5 minutos. Posteriormente, se 

quencharon con 50 mM de NH4Cl por 10 minutos y finalmente se tiñeron con AlexaFluor-faloidina 

(Invitrogen, Molecular Probes, No. A12380).  

Las células se capturaron con objetivos de 40X y 100X de un Imager Axio (Zeiss). El área total de 

gelatina degradada en un campo (píxeles negros), se midió usando el comando Threshold de 

ImageJ 1.42q. Para definir el índice de degradación, el área total degradada fue dividida por el 

número total de células teñidas con faloidina. Por cada cubreobjetos se contaron un total de cien 

células o más. El índice de degradación de las células control se estableció en 1. Para el análisis 

estadístico se empleó Prisma Stat. 
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VII. Resultados 
Para la generación de líneas estables se determinó la concentración mínima a la cual la puromicina 

y la geneticina provocan muerte masiva en 7 días. Las células MCF-7 sin transfectar presentaron 

una sensibilidad a puromicina a partir de los 700ng/ml y a geneticina a partir de los  500mg/ml 

(figura 8).  

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Curva de selección de la concentración mínima necesaria de antibiótico para provocar la muerte de todas las 

células MCF-7 ATCC sin transfectar. Se determinó utilizar 500 mg/ml de Puromicina para seleccionar células 

trasnfectadas con los ShRNAs y 750 µl/ml de Geneticina para las células transfectadas con los vectores de expresión. 

Las células transfectadas se seleccionaron con el antibiótico correspondiente durante 4 semanas. 

Posteriormente se confirmó el incremento y/o disminución en la expresión de NIK por medio de PCR 

semicuantitativa. La expresión del gen constitutivo GAPDH fue determinada para normalizar los 

datos. Los resultados muestran que las líneas estables generadas con el shRNA de NIK expresan 

niveles más bajos de NIK, mientras que las líneas transfectadas con el vector que contiene el ORF 

de NIK expresan incremento en los niveles de NIK (Figura 9). 

Para determinar si NIK participa en la inducción de la TEM, se analizó la expresión de un marcador 

de células epiteliales (E-cadherina) y un marcador mesénquimal (vimentina). La expresión forzada 

de NIK resulta en un incremento de 1.59 veces en la expresión de vimentina y una disminución de 

0.39 de E-cadherina. Por el contrario, la inhibición de NIK resulta en disminución de la expresión de 

vimentina de 0.61 y un aumento en la tasa de cambio de E-cadherina del 1.33 (figura 10).  
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Figura 9. Análisis de la expresión de NIK mediante RT-PCR. La gráfica muestra la tasa de cambio en la expresión del 

mRNA de NIK en las células estables que sobreexpresan NIK (NIK+), y las células que tienen NIK inhibido (NIK-). La 

expresión de NIK en las células estables se comparó con los controles correspondientes (Lac y luciferasa). La expresión 

de GAPDH se utilizó para normalizar los datos. Los experimentos fueron realizados por triplicado, las barras de error 

representan la desviación estándar y ** indican una p<0.05. 
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Figura 10. Tasa de cambio en la expresión de vimentina y E-cadherina en las células estables que sobreexpresan o 

inhiben NIK. Los experimentos fueron realizados por triplicado, las barras de error representan la desviación estándar y 

** indican una p<0.05. 

Posteriormente con el fin de determinar si NIK modula la expresión proteica de los marcadores de 

TEM, se realizó Western Blot. Los resultados permanecieron consistentes con lo obtenido a nivel de 

mensajero sobre la expresión de E-cadherina. Sin embargo, la expresión proteica de vimentina y 

snail en la línea celular control y NIK- fue insuficiente para poder realizar una comparación 

valorable.  

Se sabe que durante la TEM se genera un cambio en la expresión de E-cadherina por N-cadherina. 

Por lo que se decidió evaluar la expresión proteica de N-cadherina para determinar si el cambio de 

cadherinas reportado por Kuphal y Basserhoff (2006) estaba generándose en nuestro modelo. Los 

grupos celulares presentan una correlación entre la expresión de NIK y el cambio en la expresión de 

cadherinas, observando que las células con incremento de NIK (NIK+) presentan altos niveles de la 

cadherina mesénquimal (N-cadherina) y disminución en la expresión de E-cadherina a diferencia de 

las células NIK-, las cuales incrementan la expresión de E-cadherina y disminuyen los niveles de N-

cadherina. 
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Figura 11.  Se observa una disminución en la expresión de la cadherina  tipo epitelial (E-cadherina) en las células MCF-

7, así como el incremento en la cadherina mesénquimal (N-cadherina). Los experimentos fueron realizados por 

triplicado, las barras de error representan la desviación estándar y * indica un p<0.05. 

Con el fin de evaluar la influencia de NIK sobre la expresión de factores transcripcionales, se 

cuantificaron la expresión del mensajero de snail, y la expresión proteica de twist. Se obtuvo que el 

incremento en los niveles celulares de NIK provoca una tendencia sobre la inducción de la 

expresión de snail y twist, así mismo, con la deficiencia de NIK tienden a disminuir su expresión 

(Figura 12 y 13).  
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Figura 1. Se observa una tendencia en la tasa de cambio de la expresión de Snail en células que sobreexppresan o 

inhiben NIK característico de células en TEM. Los experimentos fueron realizados por duplicado. 

 

Figura 13. La gráfica muestra la tasa de cambio en la expresión de twist en cada grupo celular. La expresión de twist 

tiende a incrementar en las células NIK+. Los experimentos fueron realizados por duplicado. 
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El análisis de las inmunofluorescencias realizadas para E-cadherina, fibronectina y N-cadherina 

demuestra que las células NIK+ expresan niveles más bajos de E-cadherina y niveles más altos de 

fibronectina, presentando un fenotipo mesénquimal. Por el contrario, las células NIK-,  expresan 

niveles más altos de E-cadherina y poseen un fenotipo más epitelial. Con respecto a la expresión de 

N-cadherina no se observaron cambios significativos en los distintos grupos celulares (Figura 14). 

La línea celular MCF-7 es una línea epitelial caracterizada por la formación de cúmulos celulares. 

Sin embargo, el grupo celular NIK+ presentó un cambio morfológico donde el incremento en la 

expresión de NIK favoreció el origen de una morfología mesénquimal caracterizado por células 

alargadas (figura 15). 

Estos resultados apoyan la idea de que la sobreexpresión de NIK no sólo actúa sobre moléculas 

involucradas en la TEM, sino que las células están cambiando hacia una morfología tipo 

mesénquimal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Análisis de la expresión y localización de marcadores moleculares de TEM mediante técnicas de 

inmunofluorescencia. Las células MCF-7 de los grupos celulares estables fueron marcadas con anticuerpos específicos 

para E-cadherina, fibronectina y N-cadherina y observadas a 40X. Se utilizó un anticuerpo secundario unido a CY3 (rojo) 

para determinar la presencia y localización de las proteínas. Los núcleos fueron teñidos con DAPI (Azul) (n=3). 
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Figura 15. Diferencias morfológicas en células MCF-7 NIK+. En la imagen se puede observar que el grupo celular Nik+ 

presentó una morfología tipo mesénquimal (alargada y disgregada), a diferencia de las características morfológicas 

epiteliales del grupo celular control. 

 

Para determinar si la expresión de NIK promueve la migración e invasión de las células MCF-7 se 

realizaron pruebas utilizando cámaras de Boyden y matrigel respectivamente. Las células NIK+ 

tienen una mayor capacidad de invasión y migración (figura 16). A su vez, la disminución en la 

expresión de NIK bloquea la movilidad celular (figura 17). 

Por último, se determinó la capacidad de las células NIK+ para degradar componentes de la matriz 

extracelular. Los resultados muestran que las células NIK+ incrementan 5 veces su capacidad de 

invasión a través de la degradación de matriz (Figura 18). 
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Figura 16. En la imagen A (izquierda) se muestra el análisis de invasión celular realizado en cámaras con matrigel por 

48 horas; y en la imagen B (derecha) se presentan las células capaces de migrar a través de una membrana de 

policarbonato después de 24 horas. 

 

 

Figura 17. Las gráficas muestran el número de células capaces de migrar o invadir. La disminución en la expresión de 

NIK genera que un número limitado de células se muevan a través del matrigel (A) y la membrana de policarbonato (B). 

Los experimentos fueron realizados por triplicado, las barras de error representan la desviación estándar y * indica una 

p<0.05. 

 

 

A) 

 

B) 
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Figura 18. Análisis de degradación de gelatina en células MCF-7 Lac y NIK+.A) Las células fueron sembradas sobre una 

matriz de gelatina fluorescente (panel superior). Después de 10 horas, las células se fijaron y se tiñeron para F-actina 

(panel inferior). Los espacios negros se colocalizan con las células indicando el lugar donde la gelatina fue degradada. 

B) La gráfica muestra que la sobreexpresión de NIK incrementa la capacidad de las células para degradar los 

componentes de la gelatina. Los experimentos fueron realizados por triplicado, las barras de error representan la 

desviación estándar y * indica una p<0.05. 
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VIII. Discusión 
La metástasis es el principal factor determinante en la mortalidad de pacientes con cáncer de 

mama. La etapa inicial de metástasis está determinada por células con capacidad de invadir tejidos 

adyacentes y desplazarse a sitios distales del cuerpo para la formación de un tumor secundario. El 

cáncer de mama más común en la población mexicana es originado en células epiteliales 

(carcinomas). El tejido epitelial se caracteriza por células que presentan fuertes uniones 

intercelulares, sin embargo, se considera que las células neoplásicas desarrollan una pérdida de 

uniones adherentes y adquieren capacidades invasivas, a esto se le conoce como transición 

epitelio-mesénquima. 

El principal activador de la TEM reportado es TGF-β, sin embargo, se ha demostrado que existen 

varias moléculas características del proceso. Entre las principales proteínas reportadas como 

marcadores de la TEM se encuentran E-cadherina, vimentina, fibronectina, N-cadherina y los 

factores de transcripción twist y snail, siendo éste último el principal elemento relacionado con la 

represión del promotor de E-cadherina. 

La vía canónica de NF-κB ha sido relacionada con la inducción y mantenimiento de la TEM, se 

conoce que la represión de los inhibidores de la vía conduce a la adquisición de un fenotipo 

mesénquimal. Sin embargo, poco se sabe sobre el papel que la vía no canónica de NF-κB puede 

tener sobre la transición. 

NIK es la cinasa responsable de la activación de la vía no canónica de NF-κB y se ha observado 

que se encuentra sobreexpresada en cáncer de mama tipo basal, el cual posee la peor prognosis 

para el paciente debido a la alta capacidad de metástasis y resistencia a fármacos que presenta. De 

igual manera, se ha observado que la sobreexpresión de NIK se encuentra relacionada con la 

ganancia de un fenotipo de células troncales de cáncer en un modelo in vitro de carcinoma mamario 

utilizando las células MCF-7 (Yamamoto et al. 2013). 
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Existen estudios que demuestran la relación estrecha entre el proceso de transición epitelio-

mesénquimal y la ganancia de un fenotipo tipo troncal en las células neoplásicas (Santisteban et al. 

2009; May et al. 2011; Morel et al. 2008). Es por eso que el presente trabajo pretendió evaluar si 

NIK podría ser un regulador de la activación de la transición epitelio-mesénquimal. Para ello, se 

transfectaron y seleccionaron células estables de la línea MCF-7 con el fin de incrementar e inhibir 

la expresión de la cinasa. 

Los resultados muestran que la expresión de los marcadores mesenquimales: vimentina, N-

cadherina y fibronectina mantienen una relación directa con la expresión de NIK. Por otro lado, la 

expresión de E-cadherina se favorece cuando NIK es inhibido.    

La disminución en la expresión de E-cadherina se encuentra relacionada con la tendencia en el 

incremento de expresión de Snail, coincidiendo con lo reportado por Bolos y colaboradores (2003), 

quienes mencionan que snail reprime la expresión de E-cadherina. Lo cual fue posteriormente 

explicado por Kalluri y Weinberg (2009), quienes afirman que la represión de E-cadherina está 

basada en la acción directa de snail sobre el promotor de CDH1. A su vez, vimentina es una 

proteína que favorece la movilidad celular y se encuentra principalmente sobreexpresada en 

fibroblastos y células mesenquimales. 

Se ha demostrado que E-cadherina es un factor clave para la inducción de transición epitelio-

mesénquimal debido a que a partir de su represión se desencadenan reacciones que favorecen la 

expresión de un fenotipo mesénquimal. Kuphal y Bosserhof (2006) mencionan que E-cadherina 

provoca un cambio en la expresión de N-cadherina regulado directamente por twist. Sin embargo, 

nuestros resultados colocan a NIK como posible intermediario en la activación de twist, lo cual 

incrementa la expresión de N-cadherina y esto a su vez reprime la expresión de E-cadherina.  

La transición epitelio-mesénquimal está caracterizada por la capacidad invasiva que poseen las 

células inmersas. Nuestro estudio indica que la sobreexpresión de NIK favorece el desplazamiento 

celular, lo cual se encuentra relacionado con el incremento en la expresión de vimentina, 

fibronectina y la tendencia de incremento de Snail, debido a que estas proteínas en conjunto tienen 

la capacidad de reprimir la expresión de uniones adherentes (E-cadherina), incrementar la movilidad 

celular por generación de filamentos intermedios y se ven relacionadas con incrementos en la 

expresión de metaloproteinasas de membrana MMP-2 y MMP-9 (Wang, 2006), las cuales facilitan a 

las células a degradar la matriz extracelular.  
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Las células NIK+ no sólo presentaron incremento en la expresión de marcadores de TEM, sino que 

la inhibición de este produjo un incremento en la expresión de E-cadherina, permitiéndonos inferir el 

papel que tiene no sólo sobre la inducción de la TEM, sino como un importante sustentador del 

fenotipo epitelial.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

42 
 

IX. Conclusiones 
 La sobreexpresión de NIK incrementa la expresión de los marcadores mesénquimales 

vimentina, N-cadherina, fibronectina y disminuye la expresión del marcador epitelial E-

cadherina en células MCF-7. 

 En el modelo in vitro, NIK se relaciona directamente con una tendencia en los niveles de los 

factores de transcripción snail y twist. 

 La disminución de los niveles de NIK favorece el mantenimiento del fenotipo epitelial en 

células de carcinoma mamario. 

 Las capacidades de migrar e invadir se incrementan cuando NIK se encuentra 

sobreexpresado, por otro lado, la disminución de NIK bloquea estas capacidades. 
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XI. Lista de abreviaturas: 
NIK: Cinasa inducible de NF-κB (NF-κB inducing kinase) 

TEM: Transición epitelio-mesénquima  

NF-κB: Factor nuclear Kappa B (Nuclear factor kappa B) 

ATP: Adenosín tri-fosfato (Adenosine triphosphate) 

TP53: Proteína de tumor p53 (Tumor protein 53) 

TGFβ: Factor de crecimiento transformante beta (Transforming growth factor beta) 

Her2: Receptor de factor de crecimiento epidermal humano 2 (Human epidermal growth factor receptor 2) 

RE: Receptor de estrógenos 

RP: Receptor de progesterona 

MAPK: Proteína cinasa activada por mitógeno (Mitogen-activated protein kinase) 

MMPs: metaloproteinasas de matiz extracelulas (Matrix metalloprotinases) 

Zeb 1-2: Proteína de dedo de Zinc de unión a la caja E de homeobox (Zinc finger E-box binding homeobox) 

SMAD: Proteínas homólogas de las proteínas madre contra decapentaplégico de Drosophila (Small mothers 
against decapentaplegic) 

RHD: Dominio de homología a Rel (Rel-homology domain) 

TSA: Dominio de transactivación (Transactivation domain) 

NLS: Señal de localización nuclear (Nuclear localization signal)  

LPS: Lipopolisacáridos 

DNA: Ácido desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic acid) 

IKBs: Proteínas inhibidoras de Kappa-B (Inhibitors of Kappa-B) 

IKKs: Kinasas de los inhibidores de Kappa-B (IKappa-B Kinases) 

TNFα: Factor de necrosis tumoral alfa (Tumor necrosis factor alpha) 

IL-1βR: Receptor beta de interleucina 1 (Interleukin 1 receptor beta) 

TLR: Receptores tipo Toll (Toll-like receptors) 
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