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Abreviaturas 
 

 

ADC Adenocarcinoma. 
 

ADN Ácido desoxirribonucleico. 
 

AKT Proteína kinasa tipo B. 
 

ALK Kinasa del linfoma anaplásico. 
 

BaP Benzo (a) pireno. 
 

cAMP Monofosfato de adenosina cíclico. 
 

CP Cáncer de pulmón. 
 

C (PKCs) Fosfolipasa C. 
 

E2 Estradiol. 
 

EGF Factor de crecimiento epidermico. 
 

EGFR Receptor para el factor de crecimiento epidermico. 
 

EREs Elementos de respuesta a estrógenos. 
 

ERs Receptores a estrógenos. 
 

Erα Receptor de estrógenos alfa. 
 

Erβ Receptor de estrógenos beta. 
 

    HREs         Elementos de respuesta hormonal. 

 

IGF­1 Factor de crecimiento insulínico tipo 1. 
 

MAPK/ ERK Proteína quinasa activada por mitógenos. 
 

MTT Bromuro de 3­ (4,5­ dimetiltiazol­2­ilo) 2,5difeniltetrazol. 
 

NSCLC Cáncer de pulmón de células no pequeñas 
 

PK Proteína kinasa. 
 

PLC Fosfolipasa C. 
 

PI3­K Fosfatidil inositol 3 kinasa. 
 

SDF­1 Factor derivado de célula del estroma 
SBF Suero bovino fetal. 

 

SCLC                Cáncer de pulmón de células pequeñas. 
          

VEGF         Factor de crecimiento vascular endotelial. 
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1. Introducción. 
 

1.1 Cáncer. 

 

El cáncer se caracteriza por la proliferación descontrolada de células que 

finalmente darán lugar a un tumor (Hanahan y Weinberg, 2011). Es una 

enfermedad que involucra una serie de procesos que en conjunto producen la 

enfermedad, entre estos se encuentran: 1) la adquisición de mutaciones que 

conducen a una transformación progresiva de las células normales, 2) la evasión 

a señales que detienen la proliferación 3) la capacidad ilimitada para replicarse, 

4) la evasión de la apoptosis, 5) la síntesis de factores de crecimiento, 6) la 

alteración en las vías metabólicas de las células tumorales, 7) la evasión a la 

vigilancia del sistema inmune, 8) la formación de nuevos vasos sanguíneos 

(angiogénesis), 9) la migración de las células neoplásicas y 10) la metástasis 

(Hanahan y Weinberg, 2011). Además las células tumorales tienen interacciones 

entre distintos tipos celulares como las células del estroma, los fibroblastos y las 

células del sistema inmune asociadas al tumor que favorecen la progresión 

tumoral (Lemjabbar­Alaoui, Hassan, Yang, y Buchanan, 2015). 
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1.1.2 Importancia de la proliferación celular en el desarrollo de la 

carcinogénesis. 

 

Un rasgo fundamental en una célula cancerígena, implica la capacidad para 

mantener una proliferación descontrolada. En los tejido normales se controla la 

producción y liberación de señales promotoras del crecimiento y se regula la 

progresión del ciclo celular asegurando de esta manera la homeostasis de las 

células así como la forma y estructura del tejido (Hanahan y Weinberg, 2011), sin 

embargo, las células cancerígenas pueden adquirir la capacidad para proliferar de 

manera descontrolada por diversos mecanismos, como la producción de sus 

factores de crecimiento (estimulación autocrina) o la estimulación de las células 

que conforman el estroma y recibir a cambio varios factores de crecimiento 

(estimulación paracrina). Otra manera en que las células cancerosas proliferan de 

manera descontrolada es por la activación constitutiva o la sobreexpresión de 

receptores de factores de crecimiento debido a mutaciones en genes que codifican 

estas proteínas (Hanahan y Weinberg, 2011). 

Análisis de secuencias de ADN de células cancerígenas han revelado mutaciones 

que predicen la activación constitutiva de circuitos que regulan la proliferación 

celular como las vías PI3K, AKT/PKB, AKT y ERK (Hanahan y Weinberg, 2011). 

Con relación al cáncer pulmonar una de las vías más importantes para su 

aparición involucra la desregulación de la vía del factor de crecimiento epidérmico 

y su receptor (EGF/EGFR) que resulta en la activación de vías de señalización 

que incluyen PI3K y RAS/mitógeno activado por MAPK induciendo al aumento en 

la proliferación celular. Es de notar que esta desregulación se ha observado en el 

90% de los casos de cáncer de pulmón (Brambilla y Gazdar, 2009). 
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1.2 Cáncer de pulmón. 

 

1.2.1 Epidemiología del cáncer de pulmón. 

 

El cáncer pulmonar (CP) es una patología que presenta un problema de salud 

pública debido a su alta incidencia y mortalidad. La Agencia Internacional 

de Investigación en Cáncer (Globocan IARC) en 2012 reportó, que el 

cáncer pulmonar ocupó el primer lugar en cuanto a mortalidad a nivel 

mundial, considerando ambos sexos (Ferlay J. et al., 2012) (Figura 1). 

 

Figura 1. Mortalidad de cáncer pulmonar a nivel mundial, considerando ambos sexos. Tomado de 

GLOBOCAN IARC 2012.  
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La importancia de esta patología para los varones, es evidente, los datos 

estadísticos de Globocan (IARC) 2012 muestran que la incidencia y mortalidad del 

cáncer de pulmón a nivel mundial en varones ocupa el primer lugar comparado 

con otros tipos de cáncer (Ferlay J. et al., 2012) (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Incidencia y mortalidad de cáncer de pulmón en varones a nivel mundial. Tomado de 

Globocan IARC 2012.
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Y para el caso de las mujeres, Globocan (IARC) 2012 reportó que la incidencia 

de cáncer pulmonar a nivel mundial ocupó el cuarto lugar, por debajo de los de 

mama, colon y útero. En relación con la mortalidad ocupó el segundo lugar por 

debajo del cáncer de mama (Ferlay J. et al., 2012) (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Incidencia y mortalidad de cáncer de pulmón en mujeres a nivel mundial. Tomado 

de Globocan IARC 2012. 
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Globocan (IARC) 2012 reportó que en México la incidencia y mortalidad de 

cáncer pulmonar en varones ocupó el segundo lugar sólo por debajo del cáncer 

de próstata (Ferlay J. et al., 2012)  (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Incidencia y mortalidad de cáncer de pulmón en México para varones. Tomado Globocan 

IARC 2012. 
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Por otro lado, para las mujeres en México, Globocan (IARC) 2012 reportó que la 

incidencia de cáncer de pulmón ocupó el octavo lugar, sin embrago en mortalidad 

ocupó el quinto lugar (Figura 5). 

 

 

 

Figura 5.  Incidencia y mortalidad de cáncer de pulmón en México para mujeres. Tomado 

Globocan IARC 2012.
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Así en la actualidad en las estadísticas mundiales y en las de nuestro país el 

cáncer pulmonar es una patología de alta incidencia y mortalidad en ambos 

sexos. Cabe mencionar que esta patología ha incrementado en las mujeres a 

nivel mundial y en México en los últimos años (De la Cruz, et al., 2011; Powell, 

Iyen­Omofoman et al., 2013). 

 

1.2.2 Clasificación del cáncer de pulmón. 

 

El cáncer de pulmón se divide en dos categorías dependiendo de su estirpe 

histológica, biología y comportamiento: 

1) Cáncer de pulmón de células pequeñas (SCLC por sus siglas en inglés), es 

un tumor muy agresivo con rápida diseminación que representa el 15% de 

los casos de cáncer de pulmón y, 2) el cáncer de pulmón de células no 

pequeñas (NSCLC por sus siglas en inglés), que representa el restante 85% de 

los casos. Este último a su vez se divide en 3 grandes subtipos: el carcinoma 

de células escamosas, el carcinoma de células grandes y el adenocarcinoma 

(ADC) (Dela Cruz et al., 2011). El ADC ocupa el 40% de todos los tipos de cáncer 

de pulmón de células no pequeñas (Lemjabbar­Alaoui et al., 2015) y se origina 

de las células epiteliales de los alvéolos, de las células de Clara y de los 

neumonocítos tipo II (Brambilla y Gazdar, 2009). 
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1.2.3 Factores etiológicos del cáncer de pulmón. 

 

Tabaco 

 

El CP está asociado principalmente al hábito tabáquico ya que en el humo producido 

están incluidos hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAP), aminas aromáticas, 

N­nitrosaminas, y otros compuestos orgánicos e inorgánicos, como: el benceno, el 

cloruro de vinilo, el arsénico, el cromo, el radón, sus productos de desintegración, 

el bismuto y el polonio que inducen la formación de aductos del ADN en las células 

epiteliales de pulmón. En la actualidad se han identificado más de 60 carcinógenos 

presentes en el tabaco (De la Cruz et al., 2011b; Delgado et al., 2005; Pfeifer et al., 

2002), siendo el benzopireno (BaP) y la N­ nitrosamina 4­ ( metilnitrosamino ) ­1­ ( 

3 ­ piridil) ­1 ­butanona ( NNK ) los más importantes ya que inducen a mutaciones 

en genes importantes como en p53 (Pfeifer et al., 2002). 

A pesar de la fuerte asociación con el hábito tabáquico, las estadísticas mundiales 

estiman que el 15% de los cánceres de pulmón en los varones y hasta un 53% en 

las mujeres no son atribuibles al consumo de tabaco, observándose que el 25% de 

todos los casos de cáncer de pulmón en todo el mundo no se relacionan con el 

hábito tabáquico (Belani, Marts et al., 2007; De la Cruz et al., 2011; Vavalà et al., 

2014). Además los pacientes que no son fumadores se caracterizan por una mayor 

incidencia de ADC pulmonar (Vavalà et al., 2014). 

Sin embargo, aunque el consumo de tabaco es considerado el primer factor 

etiológico para el desarrollo del cáncer pulmonar, existen otros factores.
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Humo de leña 

En países en desarrollo, la madera y otros combustibles sólidos son utilizados para 

la cocción de alimentos y dar calor al hogar, sin embargo la exposición al humo 

producido por ésta biomasa se ha asociado a enfermedades respiratorias (Bruce, 

Perez­Padilla, y Albalak, 2000; Delgado, 2005). 

Se ha observado que pacientes que han estado expuestos a humo de leña y que 

presentan cáncer de pulmón son en su mayoría mujeres donde el tipo histológico 

predominante es el ADC. Además, el BaP, uno de los principales carcinógenos 

presentes en tabaco, también se encuentra en el humo de leña (Delgado et al., 

2005). Se sabe que BaP es el causante de la mutación del gen p53 caracterizado 

por un cambio de bases de Guanina a Timina (Pfeifer et al., 2002) siendo éste uno 

de los mecanismo por los cuales podría favorecerse el cáncer pulmonar (Delgado 

et al., 2005). 

Mutaciones 

 

En el cáncer de pulmón, específicamente en el NSCLC se han identificado varias 

alteraciones genéticas que incluyen mutaciones en proto­oncogenes como KRAS, 

EGFR, BRAF, PI3K, MEK y HER2 y EGFR (Bogush et al., 2010); este último 

desempeña un rol muy importante en la regulación de la proliferación normal de las 

células, la apoptosis, y otras funciones celulares. Mutaciones en este receptor se 

observan frecuentemente en pacientes mujeres no fumadores con ADC (Stabile et 

al., 2011). De manera específica en el ADC pulmonar se ha encontrado un 

reordenamiento estructural en ALK y ROS1 contribuyendo a la desregulación de 
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ciclinas y arrestinas, moléculas importantes en la regulación del ciclo celular 

(Brambilla y Gazdar, 2009; Hanahan y Weinberg, 2011). De igual manera se han 

encontrado mutaciones en el gen MYC que contribuye al crecimiento celular y en 

los genes Bax/Bcl­2, los cuales son claves en el proceso de sobrevivencia y 

apoptosis (Brambilla y Gazdar, 2009). Además se ha reportado la amplificación de 

proto­oncogenes como MET en el ADC. MET regula varios procesos fisiológicos 

incluidos la proliferación mediante la activación de PI3K, RAS­ERK o PI3K/AKT. 

Otro factor genético es la sobreexpresión de oncogenes por microRNAs (miRNAs) 

así como la inactivación de genes supresores de tumores (TSG), incluyendo TP53, 

RB1, CDKN2A, FHIT, RASSF1A, PTEN y una mayor actividad de la telomerasa, lo 

que contribuye a la inmortalidad celular mediante el mantenimiento de la longitud de 

los telómeros (Lemjabbar­Alaoui et al., 2015). 

Se ha identificado que existen diferencias moleculares entre fumadores y no 

fumadores, mutaciones en EGFR, ROS1 y ALK han sido observadas con mayor 

frecuencia en los pacientes no fumadores, mientras KRAS, TP53, BRAF, JAK2, 

JAK3 son más frecuentes en los pacientes fumadores (Vavalà et al., 2014), lo que 

muestra que aunque existe una fuerte asociación del cáncer pulmonar al hábito 

tabáquico existen otros factores que contribuyen al desarrollo de la enfermedad 

como la susceptibilidad genética del paciente. 
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Hormonas 

 

Se ha demostrado que las mujeres que han sido sometidas a terapia de reemplazo 

hormonal tienen mayor riesgo de incidencia de cáncer de pulmón, presentan 

tumores más heterogéneos y tienen una menor esperanza de vida comparada con 

los varones (Chlebowski et al., 2010; Slatore, et al., 2010). Así mismo los 

tratamientos con estradiol y progestina incrementan la mortalidad de pacientes con 

cáncer de pulmón (Chlebowski et al., 2010). 

Por otro lado se ha observado que los receptores de estrógenos, ERα y Erβ, se 

expresan en tumores de pulmón (Stabile et al., 2002) y que la activación de la vía 

de estrógenos con su receptor (E2/ER) induce la proliferación de células tumorales 

de pulmón in vivo e in vitro la cual puede ser bloqueada con fármacos 

antiestrogénicos como el fulvestrant (Belani et al., 2007; Hammoud, et al., 2008; 

Stabile et al., 2002). Además existe una mayor prevalencia de ciertas mutaciones 

en mujeres no fumadoras comparado con varones como es el caso de los 

protoncongenes KRAS, HER2 y BRAF (Vavalà et al., 2014). Estos datos sugieren 

que existen diferencias en el desarrollo y comportamiento del cáncer de pulmón 

entre varones y mujeres no fumadores, la cuál podría ser explicado por el efecto de 

los estrógenos en la carcinogénesis pulmonar. 
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1.3 Estrógenos. 

 

Los estrógenos son hormonas esteroideas sintetizadas principalmente en las 

gónadas, glándulas adrenales y la unidad feto­placentaria. Contribuyen al correcto 

funcionamiento y diferenciación de algunos tejidos, de igual forma tienen un papel 

importante en las funciones reproductivas y en la conducta sexual (Marino, et al., 

2006; Niikawa et al., 2008; Tam et al., 2011). 

Existen tres tipos de estrógenos principales de origen natural en las mujeres: estriol 

(E3), estradiol (E2) y estrona (E1). El E3 es el estrógeno predominante en las 

mujeres embarazadas, mientras que la E1 es el estrógeno predominante en la 

menopausia y el E2 es el predominante en las mujeres premenopáusicas no 

embarazadas (Tam et al., 2011). 

La principal hormona estrogénica es el 17β-estradiol (E2), que es sintetizado por la 

aromatización de la testosterona en el ovario y otros tejidos, entre ellos el pulmón. 

Esta hormona es muy importante para las funciones reproductivas, la diferenciación 

de varios tejidos y órganos, la modulación de la inflamación así como funciones 

cerebrales y cardiovasculares (Marino et al., 2006). Los estrógenos actúan a través 

de sus receptores, el receptor de estrógenos alfa (ERα) y el receptor de estrógenos 

beta (ERβ) (Marino et al., 2006; Tam et al., 2011). 

El mecanismo de acción del E2 es mediante dos vías: 

1). La vía genómica donde los estrógenos se unen a receptores celulares 

citoplásmicos que son translocados al núcleo (ERα y ERβ) lo que induce un cambio 

conformacional en el mismo receptor que a su vez induce la disociación de 
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chaperonas, la dimerización del receptor y la activación de un dominio de 

trascripción mediante la unión directa a los elementos de respuesta a estrógenos 

(EREs) o la unión indirecta a otros factores de transcripción (Marino et al., 2006; 

Tam et al., 2011). 

2). La vía no genómica donde varías vías de señalización son activadas con la unión 

de E2 a los ERs, entre las vías de señalización que se activan se encuentran: la 

fosfolipasa C (PKCs), Ras/Raf/MAPK, (PI3K)/AKT y cAMP (Marino et al., 2006). 

 

1.3.1Estrógenos y su relación con el Adenocarcinoma pulmonar. 

 

 Recientemente se ha observado que los estrógenos juegan un papel importante en 

el desarrollo del cáncer pulmonar, principalmente del ADC (Liu et al., 2000; Vavalà 

et al., 2014). Tanto el ERα como el ERβ se encuentran expresados en NSCLC, sin 

embargo el ERβ tiene un papel más importante en el CP ya que se encuentra 

sobrexpresado y se asocia a las funciones biológicas de los E2 al activar las vías 

genómicas y no genómicas (Miki, et al., 2011). De igual forma se ha encontrado que 

la aromatasa, enzima que cataliza la formación de estrógenos, se expresa en 

muchos tumores de NSCLC (Stabile et al., 2011) y se relaciona con la producción 

de estrógenos in situ. Además las concentraciones de E2  en ADC es 

significativamente mayor que en tejido pulmonar no neoplásico (Niikawa et al., 

2008). 

Los estrógenos inducen la proliferación celular de NSCLC in vitro y el crecimiento 

del tumor in vivo (Hammoud et al., 2008; Niikawa et al., 2008; Stabile et al., 2002). 
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Este efecto se ha comprobado ya que fármacos antiestrogénicos como el 

tamoxifeno y fulvestrant, son capaces de bloquear la transcripción de genes 

estrógeno dependientes que funcionan como factores de crecimiento en células de 

cáncer pulmonar (Niikawa et al., 2008; Stabile et al., 2002). 

Se sabe que los estrógenos son importantes en la carcinogénesis de varios tipos de 

cáncer hormono-dependientes como el cáncer de esófago, estómago, colon, 

tiroides, hueso y mama (Miki, et al., 2011) además que contribuyen a la proliferación 

celular en el cáncer de mama y el cáncer endometrial. 

Así mismo se ha sugerido que los estrógenos son importantes en el desarrollo de la 

carcinogénesis en el ADC pulmonar (Hammoud et al., 2008; Liu et al., 2000; Miki et 

al., 2011a; Niikawa et al., 2008; Slatore et al., 2010; Stabile et al., 2002). Sin 

embargo los mecanismos por los cuales pueden favorecer la carcinogénesis han 

sido pobremente estudiados. 

 

 1.3.2 Estrógenos y proliferación celular. 

 

Los estrógenos funcionan como un factor mitogénico de las células y al actuar sobre 

elementos de respuesta a estrógenos (ERE) activan promotores de secuencia de 

ADN llamados elementos de respuesta hormonal (HREs) lo cual resulta en la 

activación de factores de transcripción que pueden afectar la expresión de genes 

que promueven la proliferación celular. De esta forma los estrógenos pueden 

funcionar como factores de crecimiento en cooperación con los receptores de 

estrógeno (ER) o mediante la vía no genómica desencadenando cascadas de 

señalización como la de cAMP, PI3k o causando la desregulación de las ciclinas 
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(Mah et al., 2011; Paulus et al., 2011; Tam et al., 2011). Sin embargo otros 

mecanismos por los cuales podrían inducir la proliferación en el CP no han sido 

explorados. Recientemente se demostró que los estrógenos son capaces de 

incrementar la expresión de CXCR4, un receptor de la quimiocina CXCL12, en 

líneas celulares de ADC pulmonar (Rodriguez­Lara, 2014). Estas proteínas podrían 

jugar un papel importante en la proliferación del ADC pulmonar sin embargo este 

evento no ha sido estudiado. 

  

1.4 Quimiocinas. 

 

Las quimiocinas son pequeños péptidos de secreción que ejercen su función 

biológica mediante la unión a sus receptores los cuales cuentan con siete dominios 

transmembranales acoplados a proteínas G (Beverly A., et al., 2010; Nagasawa 

2014; Tauler y Mulshine, 2009; Zlotnik, et al., 2006). Estructuralmente se 

caracterizan por tener, en la mayoría de los casos, 4 cisteínas en posiciones 

conservadas (Zlotnik, et al., 2006) y se clasifican como C, CC, CXC, o CX3C con 

base en la posición de las dos primeras cisteínas en su secuencia (Thulasitha et al., 

2015; Wald, Shapira, e Izhar, 2013), mientras que la letra L o R se agrega indicando 

si se trata de un ligando o un receptor respectivamente (Zlotnik et al., 2006). Las 

quimiocinas se encuentran en el cuerpo humano en condiciones normales siendo 

su principal función la regulación de la migración de varios tipos celulares, 

adicionalmente se ha reportado que tienen un papel importante en el proceso 
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inflamatorio y también en enfermedades infecciosas, autoinmunes y en el cáncer 

(Zlotnik et al., 2006). 

 

1.4.1 CXCL12/CXCR4 y su relación con la carcinogénesis pulmonar. 

 

Entre todos los receptores de quimiocinas; el receptor CXCR4 es ampliamente 

expresado en los tumores malignos, la sobreexpresión de CXCR4 en tumores de 

distintos tipos como el de ovario, próstata, melanoma, neuroblastomas y 

recientemente en el ADC pulmonar ha sido reportada (Domanska et al., 2013; 

Rodriguez­Lara et al., 2014; Wald et al., 2013). Este receptor actúa tras la unión de 

su único ligando, la quimiocina CXCL12 o SDF­1 (Domanska et al., 2013; Wald et 

al., 2013). En 2006 se identificó otro receptor de CXCL12 llamado CXCR7, este 

receptor es expresado durante la embriogénesis, angiogénesis y también en varios 

tejidos malignos (Wald et al., 2013). 

El eje CXCL12/CXCR4 tiene un papel fundamental en varios procesos fisiológicos 

como la hematopoyesis. En el sistema inmune contribuye a la proliferación de 

precursores de linfocitos tipo B, contribuyen a la migración celular durante el 

desarrollo embrionario, en la neurogénesis y formación del sistema cardiovascular 

en tejidos sanos (Nagasawa, et al., 2014). Sin embargo también se sabe que tienen 

un papel importante en el desarrollo del cáncer ya que la unión de CXCL12 a CXCR4 

desencadena cascadas de señalización que permite la supervivencia, la 

proliferación y la migración de las células que lleva a la metástasis (Kim et al., 2008; 

Lee et al., 2011; Wald et al., 2013). 
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Se ha reportado que el eje CXCL12/CXCR4 contribuye al progreso de distintos tipos 

de cáncer, como el cáncer de mama, ovario, próstata, melanoma, neuroblastóma, 

carcinoma y en NSCLC favoreciendo la proliferación celular (Domanska et al., 2013; 

Lee et al., 2011; Miao et al., 2007 y Sun et al., 2014). 

Se ha encontrado que más del 80% de tumores de NSCLC expresan CXCL12 (Wald 

et al., 2013) y en estudios realizados con pacientes se ha encontrado una 

sobrexpresión de CXCR4. Esta sobreexpresión del eje CXCL12/CXCR4 se 

relaciona con  una  fase más avanzada del cáncer, peor pronóstico de vida y 

metástasis (Spano et al., 2004; Su, 2005; Wagner et al., 2009; Wald et al., 2013; 

Zhou, et al., 2002). 

 

1.4.2 CXCL12/CXCR4 y proliferación celular. 

 

Se ha reportado que el eje CXCL12/CXCR4 pueden contribuir a la proliferación 

celular del cáncer cerebral (Barbieri et al., 2008; Uemae et al., 2014), y del ADC 

pulmonar (Wald et al., 2011) mediante distintos mecanismos activando múltiples 

vías intracelulares que involucran la regulación de la proliferación celular (Balkwill, 

2004a; Uemae et al., 2014; Wald et al., 2013). Por un lado CXCL12 favorece, la 

fosforilación río abajo de ERK­2 y PI3AKT y PKB/Akt, que son las principales vías 

involucradas en la proliferación celular (Balkwill, 2004b; Wald et al., 2013). De igual 

manera la activación de la proteína G unida al receptor CXCR4 produce un aumento 

de los niveles de calcio intracelular lo cual activa IP3 una proteína de suma 

importancia para la proliferación celular (Pinto et al., 2015). 



20  

Esto se ha confirmado en estudios in vitro donde se bloquea el eje CXCL12/CXCR4 

con un  antagonista  para CXCR4 llamado AMD3100 (plerixafor) y se observa 

disminución en la proliferación celular (Barbieri et al., 2008; Uemae et al., 2014; 

Wald et al., 2011). 

 

1.4.3 Quimiocinas y estrógenos. 

 

Recientemente, Rodriguez­Lara y colaboradores (2014) reportaron que el E2 juega 

un papel importante en la expresión del eje CXCL12/CXCR4 en el NSCLC 

particularmente en el ADC. Se demostró que las mujeres premenopáusicas exhiben 

una mayor expresión de CXCR4/CXCL12 y ERβ, comparado con las mujeres 

posmenopáusicas y los varones. Además el mismo grupo encontró que el E2 es 

capaz de estimular la expresión de CXCR4 de forma dosis y tiempo dependiente en 

células de ADC pulmonar, en un análisis in vitro (Rodriguez­Lara, 2014). 

Debido a que el eje CXCR4/CXCL12 está implicado de manera importante en la 

proliferación del NSCLC y a la reciente descripción de la relación de los E2 con ésta 

vía, resulta interesante estudiar si los E2 favorecen la proliferación mediante la 

activación del eje CXCL12/CXCR4 el cual es un eje muy importante en la 

carcinogénesis pulmonar y podría ser un nuevo mecanismo que vislumbre el papel 

de los estrógenos en la carcinogénesis pulmonar. 
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2. Justificación. 
 

El cáncer pulmonar presenta el segundo lugar de mortalidad por cáncer en las 

mujeres en el mundo. La incidencia de ADC pulmonar en mujeres ha incrementado 

independientemente del hábito tabáquico. Las mujeres premenopáusicas presentan 

los tumores más agresivos, lo que indica que otros factores, entre ellos las 

hormonas sexuales, pueden favorecer el curso de esta enfermedad. Estudios 

previos muestran una alta expresión de ERβ, CXCL12, CXCR4 en ADC pulmonares 

de mujeres premenopáusicas. Además se observó que el E2 incrementa la 

expresión de CXCR4 in vitro, sin embargo, se desconoce si esta hormona es capaz 

de estimular la proliferación celular a través de la activación del eje 

CXCR4/CXCL12, la activación de esta vía por los estrógenos, podría ser un 

mecanismo que ayude a explicar el peor pronóstico observado en las mujeres 

premonopáusicas. 
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3. Hipótesis. 
 

Los estrógenos incrementarán la proliferación de las células de ADC pulmonar a 

través del eje CXCL12/CXCR4. 

  

4. Objetivos. 
 

4.1 Objetivo general. 

 

Investigar la participación de los estrógenos en la proliferación de las células de 

ADC pulmonar a través de la activación del eje CXCR4/CXCL12. 

4.2 Objetivos particulares 

 

Evaluar la participación del E2 en la proliferación de las células SK-LU1 y A549 de 

ADC pulmonar a través de la activación del eje CXCR4/CXCL12, mediante la prueba 

de MTT. 

Analizar el efecto que presentan los fármacos tamoxifeno y AMD3100 en la 

proliferación de las células SK-LU­1 y A549. 
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 5. Método. 

 

5.1 Cultivo celular. 

 

Las líneas celulares de ADC pulmonar A549 y SK­LU1 fueron obtenidas de la 

American Type Culture Collection (ATCC). La línea A549 fue cultivada en medio de 

DMEM F­12 (Gibco®), suplementado con 10% SBF (Gibco®). Las células SK­LU1 

fueron cultivadas en medio DMEM (Gibco®) suplementado con 10% SBF (Gibco®). 

Ambas líneas celulares se incubaron a 37°C con una atmosfera de 5% de CO2 y 

95% de aire y humedad. 

La línea SK­LU1 deriva de un tumor de ADC pulmonar de una mujer de 60 años de 

edad, mientras que la línea A549 proviene de un hombre de 58 años. En ambas 

líneas la expresión de ERβ ha sido reportada (Caltagirone et al., 1997; Ivanova et 

al., 2010; Mollerup et al., 2002). 

  



24  

5.2. Tratamiento. 

 

Las células fueron cultivadas en cajas de 96 pozos a una confluencia inicial de 7,000 

células por pozo. 

Para mantener un ambiente libre de hormonas durante los tratamientos se utilizó 

medio DMEM sin rojo de fenol con 1% de SBF sin hormonas. Se realizaron tres 

experimentos independientes y cada tratamiento se realizó por triplicado. 

Se formaron 10 grupos para cada línea celular con distintos tratamientos (Tabla 1). 

Se utilizó (Sigma Aldrich) a una concentración para 17β­estradiol de 10 nM (disuelto 

en etanol y agregado al medio de cultivo), debido a que es la concentración a la que 

se ha reportado la mayor expresión de CXCR4 en estudios previos (Rodriguez­Lara 

et al., 2014). 

Se utilizó tamoxifeno a una concentración de 17 μM. El tamoxifeno es un antagonista 

de ERβ (Paulus et al., 2011), el principal receptor expresado en estas líneas 

celulares. 

Se utilizó AMD3100 a una concentración de 50 nM. AMD3100 es un fármaco que 

bloquea el eje CXCL12/CXCR4 al ser un antagonista de CXCR4 (Barbieri et al., 

2008; Uemae et al., 2014; Wald et al., 2011). 

Para determinar la concentración adecuada de AMD3100 y tamoxifeno se probaron 

varias concentraciones y se determinó una concentración de 50 nM y de 17 μM 

respectivamente ya que a esas concentraciones no se afecta la viabilidad celular. 

Los tratamientos se aplicaron en eventos independientes para 1.5, 3, 6, 24 y 72 

horas. 
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Tabla 1. Grupos formados para los distintos tratamientos. 

Grupos Tratamientos 

1. Control DMEM sin hormonas y sin fenol rojo 

2. DMEM y E2 

3. DMEM, E2 y tamoxifeno 

4. DMEM, E2 y AMD3100 

5. DMEM, E2 y tamoxifeno        

6. DMEM y CXCL12 

7. DMEM, CXCL12 y AMD3100 

8. DMEM, E2 y CXCL12 

9. DMEM, E2, CXCL12 y AMD3100 

10. DMEM, E2, CXCL12, AMD3100 y tamoxifeno 

 

5.3 Ensayo MTT. 

La prueba de MTT es un ensayo colorimétrico cuantitativo que es utilizado para 

medir la supervivencia y proliferación de las células (Mosmann, 1983). 

Consiste en la reducción metabólica de MTT o bromuro de 3­ (4,5­ dimetiltiazol­2­ 

ilo) 2,5difeniltetrazol a formazán, la cantidad de formazán es directamente 

proporcional al número de células y por la tanto al índice de proliferación. 

Los resultados se pueden leer en un espectrofotómetro de escaneo de múltiples 

pozos, las principales ventajas del ensayo colorimétrico son su rapidez y precisión 

(Mosmann, 1983). 
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El ensayo MTT se realizó 1.5, 3, 6, 24 y 72 horas después del tratamiento añadiendo 

20 μl de MTT disuelto en DMSO a cada pozo y se incubó durante 80 minutos a 

37°C. 

Los cristales formados se disolvieron con DMSO y se midió la absorbancia de 

formazán en un espectrofotómetro para microplacas Epoch (Bio Tek®) a una 

longitud de onda de 520nm. 

  

5.4 Análisis estadístico. 

 

Se obtuvo la absorbancia de cada uno de los grupos y se obtuvieron las medias de 

absorbancia para cada uno. Para saber si los datos presentaron una distribución 

normal se realizaron tres pruebas; Kolmogorov­Smirnov test, D’Agostino and 

Pearson ómnibus normality test y Shapiro­Wilk normality test (Prisma 6.0, 

GraphPad® software La Jolla California, USA). 

Posteriormente para determinar el efecto de los diferentes tratamientos sobre la 

proliferación celular se estimaron los porcentajes de viabilidad y se realizó una 

prueba de análisis de varianza (ANOVA) (Prisma 6.0, GraphPad® software La Jolla 

California, USA), posteriormente se realizó la prueba post hoc de Tukey (Prisma 

6.0, GraphPad® software La Jolla California, USA) para determinar las diferencias 

entre cada grupo con su control a los diferentes tiempos. En todos los casos p<0.001 

fue considerada significativa. 
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6. Resultados. 
 

Para evaluar el efecto de los estrógenos en la proliferación celular a través de la 

activación del eje CXCR4/CXCL12 se trataron las líneas celulares SK-LU­1 y A549 

de ADC pulmonar con los diferentes tratamientos (Tabla 1), posteriormente a 1.5, 

6, 24 y 72 horas después del tratamiento se midió la absorbancia de formazán 

(Figura 6). Se estimó el porcentaje de viabilidad y se comparó con el grupo control 

así como entre los grupos con tratamiento mencionados anteriormente. 

En cada línea celular y en cada uno de los tiempos analizados se tomó como basal 

el grupo control, el cual se consideró con un 100% de viabilidad celular. 

Los resultados se muestran por línea celular y por tiempo de tratamiento (Tablas 2 

y 3, Figuras 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 y 16). 

 

Figura 6. Placa de 96 pozos con la formación de formazán, resultado del ensayo MTT en las células 

SK­LU1 como ejemplo.   
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6.1 Evaluación de la proliferación celular de la línea SK­LU1 a 1.5 horas. 

 

A 1.5 horas después del cultivo se consideró que el grupo control (Grupo 1) 

presentaba el 100% de viabilidad (Figura 7, Tabla 2) y fue tomado como basal para 

comparar el efecto que tuvieron los tratamientos, el cual se midió en función del 

incremento o disminución del porcentaje de viabilidad dada en porcentaje. 

Una viabilidad mayor al 100% nos sugiere que hubo proliferación. 

Los grupos en los que el tamoxifeno estuvo presente mostraron menor viabilidad 

comprado con el control. En el grupo E2+Tamoxifeno (3) se observó una viabilidad 

del 24%, mientras que en el grupo E2+Tamoxifeno+AMD3100 (5) la viabilidad fue 

del 31%, y en el grupo E2+Tamoxifeno+CXCL12+ AMD3100 (10) fue de 23% 

(Figura 7, Tabla 2). Así mismo, se observó diferencia significativa entre el grupo 

tratado con E2 (2) y el tratado con E2+Tamoxifeno (3) que presentaron una 

viabilidad del 119% y 24% respectivamente (Figura 7, Tabla 2). 

Lo anterior sugiere que el incremento en la viabilidad de los grupos tratados con 

estrógenos se debe a la presencia del E2. Y que el tratamiento con los fármacos 

disminuyó la viabilidad celular. 

Por otro lado, el grupo E2+CXCL12 (8) presentó una viabilidad del 152% (Figura 7, 

Tabla 2), indicando un incremento significativo en la proliferación celular. 
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6.2 Evaluación de la proliferación celular de la línea SK­LU1 a 3 horas. 

 

A 3 horas después del cultivo se consideró que el grupo control (Grupo 1) presentó 

el 100% de viabilidad y fue tomado como basal para comparar el efecto que tuvieron 

los tratamientos (Figura 8, Tabla 2). 

De forma similar a lo ocurrido a 1.5 horas de tratamiento, los grupos tratados con 

tamoxifeno presentaron significativamente menor viabilidad con respecto al grupo 

control. En los grupos E2+Tamoxifeno (3), E2+Tamoxifeno+AMD3100 (5) y 

E2+Tamoxifeno + CXCL12+ AMD3100 (10), la viabilidad fue del 29%, 26% y 25%, 

respectivamente (Figura 8, Tabla 2). 

Además, observamos una disminución en la viabilidad del grupo tratado con 

E2+Tamoxifeno (3) con respecto al grupo tratado con estrógenos (2) con el 29% y 

137% respectivamente (Figura 8, Tabla 2). 

Cuando las células fueron tratadas con E2+CXCL12 (Grupo 8) la viabilidad fue del 

176% (Figura 8, Tabla 2), lo que representa un incremento significativo en la 

proliferación celular. 
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Proliferación de células SKLU 3h post-tratamiento
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Figuras 7 y 8. Se muestran las gráficas de la línea celular SK-LU1 con el porcentaje de 

viabilidad celular para 1.5h y 3h respectivamente.  
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6.3 Evaluación de la proliferación celular de la línea SK­LU1 a 6 horas. 

 

A 6 horas después del cultivo se consideró que el grupo control (Grupo 1) 

presentaba el 100% de viabilidad y fue tomado como basal para comparar el efecto 

que tuvieron los tratamientos (Figura 9, Tabla 2). 

A este tiempo los grupos tratados con tamoxifeno presentaron significativamente 

menor viabilidad con respecto al grupo control. En los grupos E2+Tamoxifeno (3), 

E2+Tamoxifeno+AMD3100 (5) y E2+Tamoxifeno + CXCL12+ AMD3100 (10), la 

viabilidad fue del 21%, 22% y 20%, respectivamente (Figura 9, Tabla 2).  

 Así mismo, se observó diferencia significativa entre el grupo tratado con E2 (2) y el 

tratado con E2+Tamoxifeno (3) que presentaron una viabilidad del 120% y 21% 

respectivamente (Figura 9, Tabla 2). 

Confirmando así que el incremento en la proliferación de los grupos tratados con 

estrógenos se debe a la presencia del E2. 
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6.4 Evaluación de la proliferación celular de la línea SK­LU1 a 24 horas. 

 

A 24 horas después del cultivo se consideró que el grupo control (Grupo 1) 

presentaba el 100% de viabilidad y fue tomado como basal para comparar el efecto 

que tuvieron los tratamientos (Figura 10, Tabla 2). 

A este tiempo los grupos que fueron tratados con tamoxifeno también mostraron un 

decremento significativo en la viabilidad celular con respecto al control. El grupo 

tratado con E2+Tamoxifeno (3) presentó una viabilidad del 27%, el grupo tratado 

con E2+Tamoxifeno+AMD3100 (5) del 28% y el grupo tratado con E2+Tamoxifeno 

+ CXCL12+ AMD3100 (10) presentó una viabilidad del 27% (Figura 10, Tabla 2). 

Se presentaron diferencias significativas entre dos distintos tratamientos, el de E2 

(Grupo 2) y el grupo E2+Tamoxifeno (Grupo 3) con una viabilidad del 104% y 27% 

respectivamente (Figura 10, Tabla 2). Sin embargo el tratamiento con E2, con 

CXCL12 o ambos factores de proliferación, a 24 horas después del tratamiento, no 

produjeron un incremento significativo en la proliferación con respecto al control 

(Figura 10, Tabla 2).  
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Proliferación de células SKLU 6h post-tratamiento
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Proliferación de células SKLU 24h post-tratamiento
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Figuras 9 y 10. Se muestran las gráficas de la línea celular SK-LU1 con el porcentaje de 

viabilidad celular para 6h y 24h respectivamente.  
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6.5 Evaluación de la proliferación celular de la línea SK­LU1 a 72 horas. 

 

A 72 horas después del cultivo se consideró que el grupo control (Grupo 1) 

presentaba el 100% de viabilidad y fue tomado como basal para comparar el efecto 

que tuvieron los tratamientos (Figura 11, Tabla 2). 

De manera similar a lo reportado en tiempos menores para esta línea los grupos 

que después de 72 horas de tratamiento presentaron menor viabilidad con respecto 

al control fueron aquellos a los que se les añadió tamoxifeno, específicamente los 

grupos tratados con E2+Tamoxifeno (3) y el grupo con E2+Tamoxifeno+AMD3100 

(5) con una viabilidad del 33%, así como el grupo con E2+Tamoxifeno + CXCL12+ 

AMD3100 (10) que mostró una de viabilidad del 34% (Figura 11, Tabla 2). 

También se observó un decremento significativo en la viabilidad del grupo tratado 

con E2+CXCL12 (8) con una viabilidad del 49% y del 75% para el grupo tratado con 

CXCL12 (6) (Figura 11, Tabla 2). 

 

Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos con E2 (Grupo 2) y 

E2+Tamoxifeno (Grupo 3) con una viabilidad del 126% y 33%, respectivamente 

(Figura 11, Tabla 2). También entre los grupos tratados con CXCL12 (6) y 

CXCL12+AMD3100 (7) con una viabilidad del 75% y 49%, respectivamente (Figura 

11, Tabla 2). 

Por otro lado se observó un incremento significativo en la proliferación del grupo E2 

(2) con una viabilidad del 126% (Figura 11, Tabla 2) y disminuyó significativamente 

cuando se añadió tamoxifeno. 
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Proliferación de células SKLU 72h post-tratamiento
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Figura 11. Se muestra la gráfica de la línea celular SK-LU1 con el porcentaje de 

viabilidad celular para 72h.  
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En resumen, aunque a 1.5, 3 y 24 horas después del tratamiento con E2 se observó 

un aumento en la proliferación con respecto al control, este incremento no fue 

significativo. 

El tratamiento con CXCL12 incrementó la proliferación con respecto al control en 

tiempos cortos (1.5, 3 y 6h) sin embargo tampoco fue significativo. 

Con respecto a la combinación de ambos factores E2 y CXCL12 a 3 horas después 

del tratamiento se mostró un incremento significativo en la proliferación con respecto 

al control, por lo tanto en células SK­LU1 a este tiempo la combinación del E2 y la 

quimiocina favorecen de forma significativa la proliferación celular. Por otro lado a 

3, 6, 24 y 72 horas después del tratamiento se presentó un decremento significativo 

en la viabilidad del grupo E2+Tamoxifeno (3) con respecto al grupo E2 (2) 

demostrando la importancia de los estrógenos no sólo para la proliferación de las 

células sino para la supervivencia celular y corrobora que el efecto observado en 

los grupos tratados con E2 se debe a la presencia del E2. Es importante mencionar 

que en todos los tiempos se encontró un decremento en el porcentaje de viabilidad 

del grupo tratado con E2 y AMD3100 (4) con respecto al grupo tratado sólo con E2 

(2) lo cual nos sugiere la relación de las vías ER/E2 y CXCL12/CXCR4 en la 

proliferación celular de ambas líneas celulares. 

A 72 horas se presentaron diferencia significativa entre los grupos CXCL12 (6) y 

CXCL12+AMD3100 (7) con mayor proliferación el grupo 6 lo cual nos muestra el 

efecto antagonista de AMD3100, sin embargo a tiempos cortos no observamos que 

dicha diferencia fuera significativa. 
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A 24 y 72 horas después del tratamiento se observó una disminución general de la 

viabilidad en todos los grupos comparado con la viabilidad obtenida a 1.5, 3 y 6 

horas después del tratamiento. Lo que puede sugerir un estrés de las células ante 

las condiciones de tratamiento en tiempos largos. 

A 72 horas post-tratamiento la proliferación de las células con E2 fue 

significativamente mayor que el control y que la combinación CXCL12+E2. Además 

como esperábamos se observó un decremento significativo en la viabilidad de los 

grupos tratados con los inhibidores AMD3100 y tamoxifeno. 

 Lo anterior muestra claramente el efecto del fármaco antiestrogénico y el papel de 

los estrógenos en el mantenimiento y la proliferación de las células.  

Tabla 2. Porcentajes de viabilidad celular para  cada  uno  de  los tratamientos a los diferentes 

tiempos en células SK-LU1.  

 
Tratamientos en células SK­LU1 

 

% viabilidad 
celular a 1.5h. 

 

% viabilidad 
celular a 3h. 
 

% viabilidad 
celular a 6h. 

 

% viabilidad 
celular a 24h. 

 

% viabilidad 
celular a 72 

h. 

1. Control 100 100 100 100 100 

2. E2 119 137 120 104 126 

3. E2+Tamoxifeno 29 29   21 27 33 

4. E2+AMD3100 136 121 105 97 101 

5.E2+Tamoxifeno +AMD3100 31 26 22 28 33 

6. CXCL12 132 134 102 97 101 

7. CXCL12+AMD3100 146 142 109 89 75 

8. E2+CXCL12 152 176 131 95 99 

9.E2+CXCL12 +AMD3100 196 153 157 92 108 

10. E2+Tamoxifeno + CXCL12+ 

AMD3100 

33 25 20 27 34 
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6.6 Evaluación de la proliferación celular de la línea A549 a 1.5 horas. 

 

Después de 1.5 horas del cultivo se consideró que el grupo control (Grupo 1) 

presentaba el 100% de viabilidad y fue tomado como basal para comparar el efecto 

que tuvieron los tratamientos (Figura 12, Tabla 3). 

De manera similar a lo reportado en la línea SK­LU1 los grupos tratados con 

tamoxifeno mostraron menor viabilidad con respecto al control. 

El grupo tratado con E2+Tamoxifeno (3) presentó una viabilidad del 26%, igual que 

el grupo tratado con E2+Tamoxifeno+AMD3100 (5) mientras que el grupo tratado 

con E2+Tamoxifeno + CXCL12+ AMD3100 (10) presentó una viabilidad del 29% 

(Figura 12, Tabla 3). En estos grupos se muestra un decremento significativo en la 

viabilidad celular e incluso muerte celular con respecto al control. 

En contraste, los grupos tratados con E2 (2), E2+CXCL12 (8) y con 

E2+CXCL12+AMD3100 (9) mostraron un incremento significativo en la proliferación 

celular, con una viabilidad del 187% y 214% y 173%, respectivamente (Figura 12, 

Tabla 3). 

Fue interesante que el grupo tratado con E2+CXCL12 (8) presentó un incremento 

significativo en la proliferación con respecto al grupo estimulado sólo con CXCL12 

(6), mostraron una viabilidad del 214% y 126% respectivamente (Figura 12, Tabla 

3). Lo cual nos sugiere que aunque CXCL12 incrementa la proliferación celular, la 

presencia de estrógenos potencia este efecto proliferativo. 
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Así mismo a 1.5 horas después del tratamiento se mostraron diferencias 

significativas entre el grupo tratado con E2 (2) y el tratado con E2+Tamoxifeno (3) 

con una viabilidad del 187% y 26% respectivamente (Figura 12, Tabla 3). 

  

6.7 Evaluación de la proliferación celular de la línea A549 a 3 horas. 

 

Después de  3 horas de cultivo celular se consideró que el grupo control (Grupo 1) 

presentaba el 100% de viabilidad y fue tomado como basal para comparar el efecto 

que tuvieron los tratamientos (Figura 13, Tabla 3). 

Como observamos en el tiempo anterior y con la línea celular SK-LU1, los grupos 

tratados con tamoxifeno mostraron un decremento significativo en la viabilidad con 

respecto al control. El grupo tratado con E2+Tamoxifeno (3) con 0.28%, el grupo 

tratado con E2+Tamoxifeno+AMD3100 (5) con 60% y el grupo tratado con 

E2+Tamoxifeno + CXCL12+ AMD3100 (10) con 73% (Figura 13, Tabla 3). 

Por otro lado el grupo tratado con E2 (2) con una viabilidad del 169% y el grupo con 

E2+CXCL12 (8) con una viabilidad del 280% mostraron un incremento significativo 

en la proliferación celular con respecto al control y como se mencionó anteriormente 

disminuyó significativamente cuando se añadió tamoxifeno (Figura 13, Tabla 3), lo 

que sugiere que los estrógenos y la combinación de E2 y CXCL12 incrementan la 

proliferación de manera significativa a 3 horas en esta línea celular.  
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Proliferación de células A549 1.5h post-tratamiento
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Proliferación de células A549 3h post-tratamiento
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Figuras 12 y 13. Se muestran las gráficas de la línea celular A549 con el porcentaje de 

viabilidad celular para 1.5h y 3h respectivamente.  
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6.8 Evaluación de la proliferación celular de la línea A 549 a 6 horas. 

A 6 horas después del cultivo se consideró que el grupo control (Grupo 1) 

presentaba el 100% de viabilidad y fue tomado como basal para comparar el efecto 

que tuvieron los tratamientos (Figura 14, Tabla 3). 

De forma similar a la línea SK-LU1 y los tiempos anteriores en A549, los grupos 

tratados con tamoxifeno presentaron una menor viabilidad comprado con el control, 

específicamente el grupo tratado con E2+Tamoxifeno (3) con 57%, el grupo 

E2+Tamoxifeno+AMD3100 (5) con 73% y el grupo E2+Tamoxifeno + CXCL12+ 

AMD3100 (10) con 93% (Figura 14, Tabla 3). 

En contraste al grupo tratado con E2 (2) con una viabilidad de 255% y al grupo 

E2+CXCL12 (8) con una viabilidad del 268% (Figura 14, Tabla 3) que mostraron un 

incremento significativo en la proliferación celular de esta línea a 3 horas post 

tratamiento. 

Por otro lado se mostró un decremento significativo entre el grupo tratado con E2 

(2) y E2+Tamoxifeno (3) con un una viabilidad del 255% y 57% respectivamente 

(Figura 14, Tabla 3), demostrando el efecto inhibidor del tamoxifeno sobre el efecto 

proliferativo de los estrógenos. 
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6.9 Evaluación de la proliferación celular de la línea A549 a 24 horas. 

A 24 horas del cultivo se consideró que el grupo control (Grupo 1) presentaba el 

100% de viabilidad y fue tomado como basal para comparar el efecto que tuvieron 

los tratamientos (Figura 15, Tabla 3). 

Después de 24 horas los grupos tratados con tamoxifeno presentaron un 

decremento significativo en la viabilidad con respecto al control, el grupo tratado con 

E2+Tamoxifeno (3) presentó una de viabilidad del 26%, el grupo tratado con 

E2+Tamoxifeno+AMD3100 (5) presentó una viabilidad del 27% y el grupo 

E2+Tamoxifeno + CXCL12+ AMD3100 (10) de 26% (Figura 15, Tabla 3). 

Se mostraron diferencias significativas entre el grupo con E2 (2) y el grupo con 

E2+Tamoxifeno (3) con una viabilidad del 104% y 26% respectivamente (Figura 15, 

Tabla 3). 
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Proliferación de células A549 6h post-tratamiento
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Proliferación de células A549 24h post-tratamiento
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Figuras 14 y 15. Se muestran las gráficas de la línea celular A549 con el porcentaje de 

viabilidad celular para 6h y 24h respectivamente.  
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6.10 Evaluación de la proliferación celular de la línea A549 a 72 horas. 

A 72 horas después del cultivo se consideró que el grupo control (Grupo 1) 

presentaba el 100% de viabilidad y fue tomado como basal para comparar el efecto 

que tuvieron los tratamientos (Figura 16, Tabla 3). 

De manera similar a lo observado en ambas líneas a todos los tiempos, los grupos 

tratados con tamoxifeno muestran un decremento significativo en la viabilidad con 

respecto al control, específicamente el grupo E2+Tamoxifeno (3) mostró una 

viabilidad del 32%, el grupo E2+Tamoxifeno+AMD3100 (5) con 33% y el grupo 

E2+Tamoxifeno + CXCL12+ AMD3100 (10) con 31% (Figura 16, Tabla 3). 

Entre el grupo tratado con E2 (2) y el grupo con E2+Tamoxifeno (3) se muestran 

diferencias significativas con una viabilidad del 133% y 32% respectivamente 

(Figura 16, Tabla 3), lo que nos demuestra el efecto inhibidor del tamoxifeno y que 

el efecto proliferativo observado en el grupo es debido a los estrógenos.  
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Proliferación de células A549 a 72h post-tratamiento
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En resumen, los estrógenos incrementan la proliferación de las células A549 a 1.5, 

3 y 6 y 72 horas después del tratamiento. 

El efecto de los estrógenos sobre la proliferación de esta línea celular es confirmado 

por los grupos 3, 5 y 10 tratados con tamoxifeno, los cuales muestran un 

decremento significativo en la viabilidad comparado con el control y el grupo tratado 

con E2 (2). 

Así mismo, a 1.5, 3 y 6 horas se mostró un incremento significativo en la proliferación 

del grupo E2+CXCL12 (8) con respecto al control y al grupo con CXCL12 (6) lo cual 

Figura 16. Se muestra la gráfica de la línea celular A549 con el porcentaje de 

viabilidad celular para 72h. 
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nos indica que en células A549 a estos tiempos la combinación de E2+CXCL12 

también tiene efecto positivo en la proliferación celular, un patrón similar a lo 

observado en la línea SK-LU1. 

A pesar de que a tiempos cortos (1.5, 3 y 6 horas) se observó un incremento en la 

proliferación en el grupo E2+CXCL12 (8) cuando se comparó con el grupo E2 (2) 

no resultó significativo. Lo cual indica que los estrógenos en ésta línea pueden ser 

un factor más importante que la quimiocina en la proliferación celular.  

A 24 y 72 horas después del tratamiento se observó una disminución general de la 

viabilidad en todos los grupos comparada con la viabilidad a 1.5, 3 y 6 horas 

después del tratamiento, otro patrón similar al observado en la línea SK-LU1. 

Es importante mencionar que en todos los tiempos se encontró un decremento en 

el porcentaje de viabilidad del grupo tratado con E2 y AMD3100 (4) con respecto al 

grupo tratado sólo con E2 (2) lo cual nos sugiere la relación de las vías ER/E2 y 

CXCL12/CXCR4 en la proliferación celular de ambas líneas celulares.  

Nuestros resultados con ambas línea celulares muestran que la combinación de 

ambos factores E2 y CXCL12 favorecen la proliferación de manera importante a 

tiempos cortos. Así mismo observamos que las líneas presentan diferente 

sensibilidad a los tratamientos aunque se observan patrones similares en respuesta. 

Finalmente fue claro que los estrógenos presentaron un efecto predominante en la 

proliferación celular e incrementan la proliferación celular en un microambiente 

donde el eje CXCR4/CXCL12 está activo. 
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Tabla 3. Porcentajes de viabilidad celular para cada  uno de los tratamientos a los diferentes tiempos 

en células A549. 

 

  

Tratamientos en células A549 
 

% viabilidad 
celular a 1.5h. 

 

% viabilidad 
celular a 3h. 
 

% viabilidad 
celular a 6h. 

 

% viabilidad 
celular a 24h. 

 

% viabilidad 
celular a 72 

h. 

1. Control 100 100 100 100 100 

2. E2 187 169 255 104 133 

3. E2+Tamoxifeno 26 28 57 26 32 

4. E2+AMD3100 130 162 216 95 116 

5.E2+Tamoxifeno +AMD3100 26 60 73 27 33 

6. CXCL12 126 121 159 103 126 

7. CXCL12+AMD3100 100 48 176 102 85 

8. E2+CXCL12 214 280 268 93 96 

9.E2+CXCL12 +AMD3100 173 191 273 108 91 

10. E2+Tamoxifeno + CXCL12+ 

AMD3100 

29 73 93 26 31 
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7. Discusión. 

 

La proliferación celular es un evento importante que mantiene la carcinogénesis 

(Hanahan y Weinberg, 2011). Recientemente se ha relacionado a los estrógenos 

con el cáncer pulmonar (Belani et al., 2007; Chlebowski et al., 2010; Hammoud, et 

al., 2008; North y Christiani, 2013; Siegfried, 2001; Vavalà et al., 2014) y se ha 

reportado que los estrógenos incrementan la proliferación celular tanto in vivo como 

in vitro en el ADC pulmonar (Bogush et al., 2010; Caltagirone et al., 1997; 

Hershberger et al., 2010; Omoto et al., 2001; Zhao et al., 2011). Sin embargo se 

sabe poco de los mecanismos por los cuales favorecen este evento. Se ha 

reportado que los E2 incrementan la expresión de CXCR4 (Burns, 2006) un receptor 

de CXCL12 que río abajo activa vías de proliferación (Beverly A. Teicher y Simon 

P. Fricker, 2010; X. Sun et al., 2010), sin embargo la proliferación a través de esta 

vía no ha sido resportada previamente.  

Nuestros resultados muestran que tanto el E2 como la quimiocina CXCL12 

incrementan la proliferación de las células de ADC pulmonar y la adición de E2 a un 

microambiente CXCL12 esté presente puede tener un efecto mayor en la 

proliferación celular. Nuestros resultados mostraron que ambas vías están 

relacionadas y favorecen la proliferación del ADC pulmonar in vitro, lo cual podría 

ser un mecanismo por el cual el E2 favorezca la carcinogénesis pulmonar. 

Sin embargo la proliferación inducida por E2 depende de la sensibilidad de cada 

línea celular ya que en la línea celular SK­LU­1 el incremento de la proliferación 

celular resultó significativo hasta las 72 horas después del tratamiento mientras que 
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el incremento de la proliferación celular en la línea A549 resultó significativo a 1.5 y 

3 horas después del tratamiento. 

El E2 ejerce su función biológica mediante la unión a sus receptores ERα y ERβ 

(Marino et al., 2006; Márquez­Garbán y Pietras, 2008). Además que en células de 

ADC pulmonar se ha reportado una mayor expresión de ERβ (Bogush et al., 2010; 

Hershberger et al., 2010; Mah et al., 2011; Miki, et al., 2011b; Omoto et al., 2001; 

Rodriguez­Lara et al., 2014; Stabile et al., 2002, 2011; Zhou et al., 2002). Tanto la 

línea A549 como SK­LU­1 expresan éste receptor (Caltagirone et al., 1997; 

Hershberger et al., 2010; Ivanova, et al., 2002; Niikawa et al., 2008). 

El receptor de estrógenos es una proteína nuclear con diferentes regiones que 

participan en la formación de dominios funcionales. El dominio N­terminal o también 

llamada región A/B participa directamente en la transcripción de genes, el dominio 

de unión a ADN (DBD) también llamada región C y la región D permiten la 

dimerización del receptor y la unión a la región de respuesta a estrógenos (ERE) en 

el ADN lo que también conlleva a la transcripción de genes. El dominio de unión al 

ligando, C­terminal o región E/F trabaja sinérgicamente con el dominio N­terminal 

en la regulación de transcripción de genes. A su vez ERs contiene dos regiones 

AF­1 y AF­2 llamadas funciones de activación (AFs) que son importantes para la 

actividad transcripcional mediante coactivadores (Marino et al., 2006). 

Tras la unión de E2 con el receptor éste puede actuar promoviendo la proliferación 

celular, mediante dos vías: 1) La vía genómica en dónde ER es fosforilado, sufre un 

cambio conformacional que es seguido por la dimerización del receptor y la 

asociación del complejo E2/ER con ERE en el ADN lo que genera la transcripción 
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de distintos genes entre los que se encuentran bcl­2, caderina E, ciclina D1, VEGF 

y mediante coactivadores pueden activarse algunas vías como CREB, MAPK, ERK, 

PI3/AKT. 2) la vía no genómica en la cual el E2 presenta una respuesta rápida 

mediada por vías de señalización activadas tras la unión con el receptor entre las 

que se encuentran PLC/PK, C(PKC), Ras/Raf/MAPK, PI3k/AKT y cAMP/PK 

(Bogush et al., 2010; Marino et al., 2006; Márquez­Garbán y Pietras, 2008). 

Otro mecanismo por el cual el E2 incrementa la proliferación es mediante la 

interacción con otras vías es el caso de la interacción con IGF­1, EGF que tras 

activarse por E2 incrementan la actividad de vías de señalización como ERK en el 

caso de IGF­1 y MAPK con EGF (Marino et al., 2006; Márquez­Garbán y Pietras, 

2008). 

Se ha reportado específicamente en células de ADC que niveles endógenos de E2 

son suficientes para generar ambas respuestas; genómicas y no genómicas en esta 

última específicamente tras la activación de MAPK y que éstas son suficientes para 

promover la proliferación celular y por lo tanto la carcinogénesis en el ADC pulmonar 

(Hershberger et al., 2010). 

Así mismo, se ha reportado que la adición de fármacos antiestrogénicos como 

fulvestran y tamoxifeno disminuyen la proliferación celular de ADC pulmonar in vitro 

(Bogush et al., 2010; Caltagirone et al., 1997; Mah et al., 2011; Niikawa et al., 2008; 

Stabile y Siegfried, 2004; Stabile et al., 2002). Nosotros utilizamos tamoxifeno, los 

grupos tratados con este fármaco nos permitieron corroborar la actividad del E2 en 

las células, ya que observamos que en los grupos tratados con tamixifeno en ambas 

líneas celulares, la supervivencia celular y por lo tanto la proliferación fue 
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drásticamente disminuida en todos los tiempos (Tablas 2 y 3, Figuras 7, 8, 9, 10, 

11, 12, 13, 14, 15 y 16). 

Estos resultados nos sugieren la dependencia de las células derivadas de ADC 

pulmonar a la vía estrogénica. Este dato también es confirmado por otros autores 

(Bogush et al., 2010; Niikawa et al., 2008). 

El tamoxifeno es capaz de bloquear la vía estrogénica al actuar como un antagonista 

del receptor de estrógenos. Su acción se inicia tras la unión del fármaco al receptor, 

el efecto antiestrogénico se lleva a cabo a través de la inhibición de la actividad del 

factor de transcripción TAF­1 como TAF­2 impidiendo así la transcripción de genes 

(Barrón­González, Arias­Martínez, y Castro­Romero, 2001). 

Las recientes evidencias sugieren que el cáncer pulmonar, específicamente el ADC  

pulmonar es un cáncer hormono-dependiente. Sin embargo, se sabe poco sobre  

los mecanismos por los cuales los E2 favorecen la carcinogénesis en pulmón. 

Rodríguez Lara y colaboradores (2014) reportaron mediante un análisis de 

inmunohistoquímica que en muestras de pacientes con ADC pulmonar el ERβ, 

CXCL12 y CXCR4 se encuentran sobrexpresados sobre todo en muestras de 

mujeres premenopaúsicas y en un estudio in vitro del mismo laboratorio se reportó 

que el E2 estimula la expresión de CXCR4 (Rodriguez­Lara, et al., 2014) . 

Estos datos sugieren una relación entre estas las  ER/E2 y CXCR4/CXCL12. Se ha 

sugerido que el E2 podría ser capaz de estimular la expresión de CXCR4 mediante 

la vía genómica como se ha propuesto en el cáncer de mama y a su vez esta 

proteína contribuir en la proliferación celular mediante la unión a su único ligando 
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CXCL12 (Rodriguez-Lara 2014), sin embargo estos datos no habían sido 

investigados en el cáncer pulmonar. Nuestros datos sugieren una relación de las 

vías E2/ER y CXCR4/CXL12 que resulta en la proliferación celular. 

CXCL12, también conocido como (SDF­1), es una quimiocina homeostática que se 

expresa tanto en tejido embrionario como en el adulto. Está implicada en la 

proliferación y diferenciación de células embrionarias y en organismos adultos. 

CXCL12 desempeña un papel importante en diferentes procesos fisiopatológicos: 

como el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos, la supervivencia y el tráfico 

de células del sistema inmune, Actualmente se sabe que este eje favorece además  

la carcinogénesis pulmonar (Pozzobon, Goldoni, Viola, y Molon, 2016; Wald et al., 

2013). 

La estimulación de la expresión de CXCR4 por el E2 (Rodriguez­Lara et al., 2014), 

así como la secreción paracrina o autocrina de CXCL12 y la subsecuente activación 

de esta vía que resulta en la proliferación celular podría ser otro mecanismo por el 

cual los estrógenos favorezcan la progresión tumoral y una de las posibles causas 

del mal pronóstico observado en las mujeres premenopaúsicas con ADC pulmonar. 

Nuestros resultados muestran que la activación de ambas vías de señalización 

separadas inducen la proliferación y juntas incrementan este proceso con respecto 

al control aunque no siempre con respecto a las vías separadas. 

Además observamos que el efecto de los estrógenos es importante y puede 

incrementar la proliferación dada por CXCL12, ya que en el grupo tratado con 

CXCL12 más E2 se observó un efecto mayor en la proliferación celular al 
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encontrado sólo con CXCL12 pero no mayor al observado en el grupo tratado con 

E2 y este efecto fue diferente dependiendo de la línea celular. 

Como se mencionó anteriormente, el E2 puede estimular la expresión de CXCR4 a 

través de la vía genómica ya que se ha reportado que la expresión de CXCR4, en 

células malignas, es regulada por VEGF (Burns, 2006) el cuál es estimulado por E2 

(Márquez­Garbán y Pietras, 2008). 

CXCL12/CXCR4 a su vez puede inducir la proliferación mediante distintas vías. 

Cuando CXCL12 se une a CXCR4, un receptor transmembranal acoplado a proteína 

G, favorece la dimerización de dicha proteína en tres subunidades, Gα, Gβ y Gγ 

(Beverly A. Teicher y Simon P. Fricker, 2010; X. Sun et al., 2010) lo que permite la 

activación de múltiples vías de señalización. Se ha demostrado que CXCL12 es 

capaz de activar, mediante una rápida fosforilación la vía de señalización mediada 

por MAPK /ERK1 la cuál es fundamental para la proliferación  celular  (Zhou  et  al.,  

2002). También se favorece la formación de PI3/AKT que además de incrementar 

la proliferación celular favorece la resistencia a apoptosis (Wagner et al., 2009; Zhou 

et al., 2002). 

En nuestros resultados, aunque observamos proliferación en células de ADC 

pulmonar mediante la activación del eje CXCL12 y CXCR4 esta no fue significativa 

con respecto al control a los tiempos analizados y al añadir AMD3100 (Plerixafor) 

tampoco encontramos un efecto antagónico. Es probable que se requiera mayor 

tiempo para estimular la proliferación de éstas células a través de esta vía de 

señalización. 
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Aunque ambas líneas tuvieron un comportamiento diferente, en ambas se observó 

la fuerte influencia que tienen los estrógenos en la proliferación, incluso podría ser 

mayor a la que observó cuando fueron estimuladas con CXCL12. Fue interesante 

que en la línea A549 la proliferación en el grupo tratado con CXCL12 +E2 fue mayor 

a la observada en el grupo solo tratado con CXCL12 pero no mayor a la observada 

en el grupo tratado solo con E2. 

Estos resultados sugieren que la activación del eje CXCL12/CXCR4 podría ser 

inducido por E2 en células de ADC pulmonar y tener un efecto aditivo en la 

proliferación de estas células, lo cual podría explicar el peor pronóstico observado 

en el desarrollo del ADC pulmonar de pacientes jóvenes y especialmente mujeres 

premenopaúsicas, ya que al tener mayores concentraciones de E2 se favorece el 

efecto aditivo de CXCL12/CXCR4 y estrógenos. Sin embargo es necesario realizar 

este estudio en más líneas celulares. 

Es probable que estas dos vías se relacionen y que E2 induzca la proliferación por 

las vías antes mencionadas además de favorecer la expresión de CXCR4 

favoreciendo mediante otras vías la proliferación celular, aunque como lo 

observamos en este estudio este efecto dependerá de la sensibilidad de las células 

que compongan el tumor. 
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8. Conclusiones. 
 

Nuestros resultados muestran que el eje CXCL12/CXCR4 y la vía estrogénica son 

importantes para la supervivencia y proliferación de las células de ADC pulmonar.  

Es probable que ambas vías CXCL12/CXCR4 y E2/ER estén relacionadas y que 

participen en conjunto para incrementar la proliferación celular. Este podría ser un 

mecanismo por el cual el E2 contribuya a la carcinogénesis pulmonar. 

El efecto de los E2 en la proliferación celular y su relación con la vía 

CXCR4/CXCL12 es diferente en cada línea celular por lo cual es necesario realizar 

estudios en más líneas celulares. 

Nuestros resultados apoyan la participación del E2 en el ADC pulmonar y sugieren 

que el tamoxifeno, un fármaco que en la actualidad es utilizado para tratar el cáncer 

de mama, podría resultar efectivo para reducir la proliferación celular en el ADC 

pulmonar por lo que podría tener buenos resultados en el tratamiento del CP, sin 

embargo se requieren más estudios.  

9. Perspectivas. 

 
Debido al escaso conocimiento sobre la participación de las hormonas en el cáncer 

pulmonar y la diferente susceptibilidad celular sería interesante estudiar su efecto 

en más líneas celulares. 

Ya que el receptor CXCR7 también contribuye a la señalización celular y depende 

de CXCL12 sería interesante investigar su papel en la carcinogénesis pulmonar y si 

existe alguna relación con los estrógenos. 
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Aunque E2 es la hormona con mayor presencia y con un mayor efecto biológico no 

debe descartarse estudiar el efecto de otros tipos de hormonas en  líneas celulares 

de ADC pulmonar. 
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