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6. RESUMEN 

 

El cáncer de mama es el cáncer más frecuente en mujeres de acuerdo a la OMS 

(GLOBOCAN, 2012) y para combatirlo la quimioterapia es la terapia más usada a pesar de sus 

efectos secundarios. En particular, uno de los propósitos al usar quimioterapia es la inducción de 

apoptosis. 

 La apoptosis generada por la vía mitocondrial es regulada principalmente por la familia de 

proteínas BCL-2. La mayoría de las cuales se localizan en el retículo endoplásmico o la 

mitocondria. Recientemente, algunas proteínas de esta familia han sido localizadas en sitios 

diferentes realizando funciones diferentes a las canónicas, sin embargo muchas de estas funciones 

permanecen aún sin comprenderse. BIK, un miembro pro-apoptótico de esta familia se ha 

encontrado desregulado en cáncer lo que ha causado gran interés en los últimos años y podría ser 

susceptible al estrés oxidante. 

 Debido a que la apoptosis se asocia con la generación de estrés oxidante, el objetivo de este 

trabajo fue determinar si la localización subcelular de la proteína BIK se ve afectada tras un insulto 

oxidante inducido directamente por el tratamiento con H2O2 o indirectamente por el cisplatino el 

cual es un agente antineoplásico. 

 Para ello, se realizaron experimentos en dos líneas celulares transformadas de cáncer de 

mama, MCF-7 y MDA-MB-231 y una línea celular epitelial de mama, MCF-10A. Los resultados 

mostraron que en la línea celular MCF-7, BIK se localiza dentro del citosol y después del 

tratamiento para inducir estrés oxidante la proteína se transloca al interior del núcleo. Sin embargo, 

en la línea celular MDA-MB-231, BIK se localiza en el interior del núcleo y posteriormente se 

transloca al citosol. De manera interesante, en la línea celular MCF-10A no hay cambio en la 

localización de dicha proteína después de los tratamientos, además esta línea celular mostró ser más 

resistente al cisplatino que las líneas celulares transformadas.  

Con estos resultados se concluye que la proteína BIK se localiza en diferentes 

compartimentos celulares dependiendo del estadio de cáncer y ésta tiene la capacidad de cambiar su 

localización subcelular en respuesta al estrés oxidante. Ello se asocia con una mayor sensibilidad 

ante la exposición a agentes tóxicos, creando así nuevas oportunidades para estudiar nuevas blancos 

terapéuticos que permitan el desarrollo de agentes más activos y menos dañinos. 
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7. INTRODUCCIÓN 

 

7.1 CÁNCER 

 

 Cáncer es el término genérico que agrupa un conjunto de células alteradas con 

diferentes factores de riesgo, características patológicas y respuestas al tratamiento, que 

puede afectar cualquier parte del cuerpo. La principal característica del cáncer es el 

crecimiento descontrolado de células que se han transformado, adquiriendo características 

que les permiten diferenciarse fenotípica y genotípicamente de una célula normal (WHO, 

2015). 

El cáncer figura entre las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el 

mundo, aproximadamente 14 millones de nuevos casos y 8.2 millones de muertes se 

presentaron en el año 2012 (World Cancer Report, 2014). Las causas más comunes de 

muerte por cáncer son: 

 

* Cáncer de Pulmón (1.59 millones de muertes) 

* Cáncer de Hígado (745 000 muertes) 

* Cáncer de Estómago (723 000 muertes) 

* Cáncer de Colon y Recto (694 000 muertes) 

* Cáncer de Mama (521 000 muertes) 

* Cáncer de Esófago (400 000 muertes)  

 

7.2   EPIDEMIOLOGÍA DEL CÁNCER DE MAMA 

 

El cáncer de mama es el segundo tipo de cáncer más común en el mundo, por 

mucho es el cáncer más frecuente en mujeres. Se han estimado 1.67 millones de nuevos 

casos diagnosticados tan solo en el año 2012 (25% de todos los canceres).  

El cáncer de mama se ubica como la quinta causa de muerte por cáncer en general 

(522.000 muertes), 15.4% después de cáncer de pulmón (GLOBOCAN, 2012). 
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En México el cáncer de mama es la segunda causa de muerte por cáncer en mujeres 

de 20 años y más (15.38 de cada 100,000 mujeres de esta edad) (INEGI, 2014). De esta 

forma el cáncer es un serio problema de salud pública en México y en el mundo.  

 

7.3 PROGRESIÓN DEL CÁNCER DE MAMA 

 

El cáncer de mama puede originarse con la transformación de una célula (neoplasia) 

al presentar anormalidades genéticas o epigenéticas, iniciándose un proceso de 

proliferación descontrolada de las células, dando origen al estado de hiperplasia. Cuando 

las células proliferan en forma desmedida se genera un tumor (displasia) que puede 

convertirse en cáncer (Figura 1). Las células cancerosas, pueden proliferar lentamente, sin 

invadir ni infiltrarse a tejidos adyacentes llegando a formar un tumor prominente que 

desplaza estructuras vecinas, alcanzando un gran tamaño, pero sin desplazarse del lugar de 

origen (cáncer in situ). Este tipo de cáncer con frecuencia se convierte en infiltrante cuando 

se rompe la membrana basal y se vuelve invasivo (metástasis). El hecho de detectar un 

tumor en estadios tempranos (antes de ser infiltrante) es importante debido a que su 

diagnóstico precoz garantiza un mayor tiempo de sobrevida, que cuando el cáncer ha 

comenzado a invadir los tejidos vecinos e inicia su diseminación (Paweletz et al., 2001). 

Figura 1. Representación esquemática de la progresión del cáncer. Etapas del cáncer: neoplasia 

(modificaciones en la expresión génica); hiperplasia (aumento de tamaño y número de células); 

displasia, (formación de un tumor); cáncer in situ y metástasis debido a la formación de nuevos 

vasos sanguíneos (Tomada de http://www.cancervic.org.au/about-cancer/what_is_cancer.gift). 
 

http://www.cancervic.org.au/about-cancer/what_is_cancer.gift
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En el caso del cáncer de mama el siguiente paso es la invasión hacia los ganglios, la 

mayoría de los casos afectan ganglios axilares, siendo la primera estación de paso linfática 

hacia otros órganos. En la mayoría de los casos, este ganglio está situado en la región axilar 

del mismo lado que la glándula mamaria afectada; sin embargo, aunque poco inusual, 

también puede extenderse a la cadena de ganglios del lado de la vena mamaria interna, que 

se sitúa a lo largo del borde del esternón; independientemente de cual sea el tipo de 

evolución local, la progresión por la vía del sistema sanguíneo o linfático, puede dar origen 

al desprendimiento de células metastásicas, las cuales pueden ser solitarias y migrar a sitios 

cercanos a la lesión (ganglios axilares) o producirse múltiples metástasis, donde los 

principales tejidos a donde viajan son hígado, pulmones, huesos y cerebro (Paweletz et al., 

2001). 

 

7.4   CÁNCER DE MAMA (CaM) 

 

El cáncer de mama es una enfermedad heterogénea que comprende diferentes 

características biológicas y comportamientos clínicos (Weigelt et al., 2010, Weigelt y Reis-

Filho, 2009; Reis-Filho y Lakhani, 2008; Simpson et al., 2005; Vargo-Gogola y Rosen, 

2007). Existen diferentes evidencias que indican que el CaM es de hecho una colección de 

diferentes enfermedades con diferentes factores de riesgo, presentaciones clínicas, 

características patológicas y respuesta global al tratamiento. Diversos factores de riesgo han 

sido asociados al desarrollo de esta neoplasia, tales como nuliparidad, embarazo después de 

los treinta años, inicio temprano de la menarquia, menopausia a edades tempranas e historia 

familiar de CaM. En contraste, el embarazo a temprana edad, la menopausia a edades 

avanzadas y largos periodos de lactancia proveen un efecto protector contra el cáncer de 

mama (Henderson, Ross y Pike, 1993). 

El CaM anatómicamente se origina en los ductos mamarios o conductos 

galactóforos de la glándula mamaria (Figura 2). A este tipo de cáncer se le conoce como 

carcinoma ductal y suele presentarse en dos formas clínicamente distintas: una es el 

carcinoma ductal in situ cuya lesión se encuentra confinada exclusivamente a los ductos 

mamarios y el carcinoma ductal invasivo donde se presenta infiltración a otras regiones de 

la glándula mamaria con proliferación anormal de células neoplásicas. Al tipo de cáncer 



18 
 

que llega a originarse en lobulillos mamarios que secretan la leche a los conductos 

galactóforos se le conoce como carcinoma lobulillar y de igual manera se reconocen dos 

subtipos; el carcinoma lobulillar in situ reconocido como una lesión pre-maligna que 

incrementa considerablemente el riesgo de cáncer y el carcinoma lobulillar invasivo, el cual 

presenta infiltración de células neoplásicas en otras partes de la glándula mamaria con el 

potencial de hacer metástasis a otras regiones del cuerpo (Afonso y Bouwman, 2008). 

 

Figura 2. Estructura de la glándula mamaria. El esquema representa la estructura de la glándula 

mamaria y el sistema de conductos lactíferos (Tomado y modificado de National Cancer Institute, 

2015).  

 

7.5  ASPECTOS MOLECULARES DEL CÁNCER DE MAMA 

 

Aunque la histología provee importante información, sin embargo, la 

heterogeneidad en el CaM ha hecho que esa labor sea realmente difícil (Weigelt y Reis-

Filho, 2009; Scarff y Torloni, 1968; Azzopardi et al., 1979; Azzopardi et al., 1982; Huvos 

et al., 1973; Tavassoli, 1999; Rosen, 2001; Page y Anderson, 1987).Esto ha provocado que 

la histología sea reemplazada por pruebas moleculares de alta tecnología para el 
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diagnóstico, pronóstico y predicción del cáncer, ayudando a determinar múltiples subtipos 

moleculares en la neoplasia (Perou et al., 2000; Sorlie et al., 2001; Sorlie et al., 2003; Hu et 

al., 2006), los cuales permiten determinar el rumbo que tomará la enfermedad dependiendo 

de la expresión de determinados genes. Tal es el caso del estrógeno el cual contribuye al 

desarrollo de esta enfermedad debido a su efecto mitogénico mediado por el receptor de 

estrógenos alfa (REα) (Palmieri et al., 2002), la mayoría de los cánceres de seno REα-

positivos son también receptor de progesterona (RP) positivos (Dunnwaldet al., 2007). La 

terapia endocrina impide la unión del estrógeno al REα, y de la progesterona al RP, 

reduciendo la mortalidad por CaM. Actualmente, es el principal tratamiento para esta 

neoplasia (Ariazi et al., 2006; Cleator et al., 2009). Otro factor asociado al CaM es el 

receptor HER2/neu, una proteína que se encuentra sobreexpresada en algunos tipos de 

células cancerosas, como las de mama y ovarios (National Cancer Institute, 2015). 

Asimismo, están implicados un gran número mutaciones en genes, como son los complejos 

de Fanconi (FANCA-N), PTEN, ATM, BRCA1, BRCA2, CHEK2 y p53 entre otros (Walsh 

et al., 2006).  

De todas las mujeres con CaM, entre el 5-10% presentan una mutación de los 

genes BRCA1 y BRCA2 en la línea germinal (Blackwood y Weber, 1998). El cálculo de 

riesgo vitalicio de presentar CaM para las mujeres con mutaciones en estos genes oscila 

entre el 40-85%. Los hombres portadores de mutaciones del gen BRCA2 también tienen 

mayor riesgo de presentar cáncer de mama (Peto et al., 1999). Ahora se dispone de pruebas 

genéticas para detectar mutaciones en miembros de familias con antecedentes de mutación 

en estos genes, ya que poseen más probabilidad de ser receptores de estrógeno negativos y 

de tener células cancerosas con alto grado de proliferación, estas dos características 

implican que la quimioterapia sea más eficaz que la terapia endocrina  para tratar este tipo 

de cáncer (Foulkes, 2006). 

En la actualidad, la quimioterapia ha llegado a ser una poderosa herramienta usada 

como terapia neoadyuvante o adyuvante  (Carlson et al., 2006; Arowolo et al., 2013; Jiang 

et al., 2014). Otras terapias en contra del cáncer incluyen el uso de radiación o agentes 

biológicos; sin embargo, un gran número de pacientes aún son resistentes a las terapias 

usadas provocando la progresión de la enfermedad, recaída del cáncer y reducción de 

supervivencia (Jemal et al., 2007; Victorino et al., 2014). Por lo tanto, es importante 
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desarrollar nuevos productos quimioterapéuticos que se adapten a las necesidades de cada  

paciente y aunque existen diferentes mecanismos de acción a cada tratamiento uno de los 

resultados esperados al usar quimioterapia entre otras cosas es la inducción de apoptosis. 

 

7.6  APOPTOSIS 

 

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada el cual juega un importante 

papel en la homeostasis de tejidos. Se caracteriza por cambios morfológicos tales como la 

formación de vesículas apoptóticas, contracción celular, condensación nuclear, 

fragmentación ordenada del ADN genómico, etc. Aunque hay una amplia variedad de 

estímulos y condiciones tanto fisiológicas como patológicas que pueden desencadenar la 

apoptosis, no todas las células morirán forzosamente en respuesta al mismo estímulo 

(Burgess, 2013).  

La apoptosis ocurre normalmente durante el desarrollo como un mecanismo 

homeostático para mantener la población celular en los tejidos. La apoptosis también ocurre 

como un mecanismo de defensa tal como en las reacciones inmunitarias o cuando las 

células son dañadas por agentes patógenos o nocivos (Norbury y Hickson, 2001). En 

organismos multicelulares, el número total de células es el resultado entre los efectos 

mitóticos que generarán más células y la muerte celular que es inducida a través de la 

apoptosis. La idea de que el desarrollo y progresión tumoral puede ser influenciada por la 

apoptosis se remonta al trabajo de Kerr, Wyllie y Currie en el año de 1972 donde 

demuestran que la tasa de crecimiento de los tumores es menor que la predicha, esto como 

resultado de los altos niveles de apoptosis dentro de algunas células del tumor (Kerr, Wyllie 

y Currie, 1972).  

Existen dos rutas principales a través de las cuales se puede inducir apoptosis en la 

célula: i) la ruta extrínseca que se basa en los receptores de muerte, en la que participan   

determinados miembros de la familia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNF-R) 

y otros, y ii) la intrínseca, inducida por diferentes formas de estrés celular, como puede ser 

la privación de factores de crecimiento en el medio, pérdida de adhesión, daño al ADN, 

estrés en el RE, activación de oncogenes, infección viral, radiaciones ionizantes, 

radiaciones ultravioleta, etc. (Figura 3). 
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La vía extrínseca se inicia por la unión de ligandos de muerte como el ligando Fas 

(FasL), el ligando inductor de apoptosis relacionado a TNF (TRAIL) y TNF α, a receptores 

de la superfamilia de receptores TNF o receptores FAS. Esta interacción es seguida por el 

ensamble del complejo de señalización inductor de muerte (DISC) el cual consiste del 

dominio de muerte asociado a la proteína FAS (FADD) o bien del dominio de muerte 

asociado al receptor de TNF y a su vez a la procaspasa 8/10. DISC activa efectores cascada 

abajo (caspasas 3, 6 y 7) o directamente induce la muerte celular mediante escindir al 

miembro de la familia BCL-2, Bid convirtiéndolo en Bid truncado (tBid) para activar la vía 

intrínseca mitocondrial (Verbrugge et al., 2010).  

La vía intrínseca puede ser vía mitocondrial o bien vía del retículo endoplásmico. 

En el caso de la vía mitocondrial, es activada por varios estímulos intracelulares ya 

mencionados. La familia de genes BCL-2 es una de las que preferentemente participa y 

regula esta vía. Dicha familia de genes es un grupo heterogéneo, que codifica para una serie 

de proteínas que gobiernan la permeabilidad de la membrana mitocondrial externa, 

permitiendo así el paso de moléculas solubles que difunden al citosol. Estas moléculas 

tienen como fin provocar una cascada de señalización que induce a la célula entrar en 

apoptosis. Esta familia ha sido ampliamente estudiada y sus miembros han sido clasificados 

en anti-apoptóticos y pro-apoptóticos (Yang y Korsmeyer, 1996; Chipuk et al., 2010; 

Czabotar et al., 2014). Así mismo, es bien sabido que algunos miembros de esta familia 

cambian su expresión directamente o indirectamente por agentes antineoplásicos (Kontos et 

al., 2014). De las moléculas mitocondriales que salen al citosol, la más estudiada es el 

citocromo c, que forma el complejo llamado apoptosoma, que es un heptámero compuesto 

de siete moléculas de cada uno de los siguientes componentes: la procaspasa 9, APAF-1 

(Apoptosis protease-activating factor-1) y citocromo c, que a su vez activa a la caspasa 

efectora 3 para que lleve a cabo el programa de muerte. 
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Figura 3. Ruta de señalización de inducción de apoptosis. Cascada de señalización de las dos 

víasde inducción a apoptosis. Vía extrínseca o de receptores de muerte y la vía intrínseca o 

mitocondrial (Tomado de Verbrugge et al., 2010). 

 

7.7  LA FAMILIA BCL-2  

 

Las proteínas de la familia Bcl-2 son los principales reguladores de la apoptosis vía 

mitocondrial y son esenciales en la homeostasis tisular y la maduración de las células 

sanguíneas (Strasser et al., 2011). Esta familia se clasifica de acuerdo a su funcionalidad 

como pro-apoptóticas o anti-apoptóticas; sin embargo, también son clasificadas con base en 

el número de dominios BH (Dominio de homología a BCL-2) que comparten.  

La subfamilia de proteínas anti-apoptóticas incluye a miembros como BCL-2, BCL-

xL, BCL-w, MCL-1 y A1/BFL-1, las cuales inhiben la muerte celular a través de 

interacción directa con los miembros pro-apotóticos; este grupo de miembros posee cuatro 

dominios del tipo BH (BH 1-4) (Chipuk et al., 2010). Por su parte, el grupo de las proteínas 
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pro-apoptóticas pueden subdividirse en dos grupos; el primero incluye a las proteínas Bax, 

Bak y Bok conteniendo tres dominios BH 1-3. Este grupo de proteínas pro-apoptóticas 

también conocidas como ejecutores presentan la capacidad de formar heterodímeros con el 

grupo de proteínas anti-apoptóticas y participan directamente en la permeabilización de la 

membrana interna mitocondrial (MOM) dejando salir a moléculas como el citocromo c. 

Esto sugiere que uno de los mecanismos por el cual los miembros de la familia BCL-2 

regulan la apoptosis puede ser mediante la formación de heterodímeros con las proteínas 

anti-apoptóticas (Giam, Huang y Bouillet, 2009). De esta manera al formarse estos 

complejos las propiedades de ambas proteínas se antagonizan. 

El segundo subgrupo de las proteínas pro-apoptóticas son los encargados de detectar 

los diferentes tipos de estrés en la células e iniciar la apoptosis. Las proteínas BH3-only se 

han clasificado como sensibilizadores/derepresores, tales como Noxa, Bid, Bad, BNIP3, 

Bmf, Bim, EG1-1 y Bik, todas estas se caracterizan por poseer un solo domino del tipo 

BH3, por lo que se les ha llamado “BH3 Only” (Figura 4). Estas proteínas únicamente 

pueden  interactuar con miembros pro-supervivencia y antagonizar su función al igual que 

con los activadores directos tales como Bid y Bim los cuales adicionalmente tienen la 

habilidad para directamente activar a Bax y Bak. Bajo condiciones normales, las proteínas 

BH3-only están inactivas o en bajas concentraciones en la célula y en presencia de un 

estímulo apoptótico son activadas por modificaciones post-traduccionales o su expresión es 

incrementada para inducir apoptosis (Shamas et al., 2011). Como resultado de la 

estimulación de BH3-only, Bax y Bak se activan. Se ha observado que después de su 

activación durante la apoptosis, Bak se transloca del citosol a la membrana MOM (Hsu et 

al., 1997). Una vez ahí, Bax y Bak, que están constitutivamente unidos a la MOM, cambian 

su conformación insertándose a la membrana interna, se oligomerizan e inducen la 

liberación de citocromo c (Lovell et al., 2008;  Eskes et al., 2000; Korsmeyer et al., 2000; 

Llambi et al., 2011). Cabe destacar que algunos miembros anti-apoptóticos se trasladan e 

insertan en la MOM bajo estimulación apoptótica (Hsu et al., 1997; Dlugosz et al., 2006). 

En este escenario, la proteína Bcl-2 inhibe la permeabilización de la MOM por 

interacciones directas con los miembros pro-apoptóticos. 
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Las proteínas BH-3 han sido ampliamente estudiadas debido a las funciones 

fisiológicas y patológicas en las que se han visto involucradas enfermedades tales como, 

desordenes autoinmunes, infecciosas, neurodegenerativas y cáncer.  

Algunos miembros de esta familia también son capaces de modificar su localización 

subcelular al responder de forma directa o indirecta a gentes antineoplásicos lo cual les 

confiere funciones adicionales en otros procesos celulares tales como morfología 

mitocondrial y metabolismo, los cuales permaneces sin explorar a la totalidad (Martinou y 

Youle, 2011; Lin et al., 2004; Kontos et al., 2014). Asimismo, se ha descrito que BCL-2 

incrementa su expresión como respuesta a la inducción de estrés oxidante (Luna-López et 

al., 2010). Uno de los miembros de esta familia, Bik el cual tiene función anti-apoptótica, 

se ha reportado sobre-expresado en  cáncer de pulmón y mama (García et al., 2005; Lu et 

al., 2006). La inducción de la expresión de Bik por el factor de transcripción p53 o por el 

factor embriónico tirotrófico (TEF) en respuesta al estrés oxidativo ha sido reportado 

(Ritchie et al., 2009). De tal forma que es importante determinar si BIK es susceptible a 

cambiar su localización debido a la exposición de estrés oxidante inducido por 

quimioterapia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Estructura de los miembros de la familia BCL-2. Los diferentes dominios BH 1-4 

están marcados con un color diferente, mientras que el dominio transmembranal (TM) se encuentra 

en color café (Tomado y modificado de Giam, Huang y Bouillet, 2009). 
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7.8 BIK(Bcl2-Interacting Killer) 

 

BIK, acrónimo de BCL-2 interacting killer, fue el primer miembro descubierto de 

las proteínas pro-apoptóticas “BH3 only” (Boyd et al., 1994). El gen que en humanos 

codifica para la proteína BIK se encuentra ubicado en el cromosoma 22q13.3, consta de 5 

exones y 4 intrones extendiéndose aproximadamente por 19 kb. La proteína humana BIK 

está conformada de aproximadamente 160 residuos de aminoácidos, contiene un dominio 

N-terminal transmembranal y un dominio del tipo BH3 (McDonnell et al., 1999). El 

análisis de la secuencia del genoma ha predicho la existencia de una isoforma más larga de 

aproximadamente 202 aminoácidos. Sin embargo, la existencia de dicha isoforma sigue sin 

confirmarse hasta la fecha. El modelaje computacional de la estructura secundaria de la 

proteína sugiere que BIK está compuesta de seis alfa hélices con su respectivo dominio 

BH3 expuesto (McDonnell et al., 1999). Estudios de mutagénesis sitio-dirigida han 

demostrado que este dominio tipo BH3 es crucial para la actividad apoptótica de la proteína 

(Figura 5) (Chittenden et al., 1995). En cuanto al dominio transmembranal que presenta la 

proteína, ha mostrado ser dispensable para la actividad apoptótica al menos en condiciones 

de sobrexpresión transitoria de BIK en modelos celulares (Elangovan y Chinnadurai, 1997). 

Se ha reportado fosforilaciones en la proteína humana BIK en los residuos de Thr(33) y 

Ser(35) por la acción de una casein-cinasa tipo II. En experimentos donde se reprime la 

fosforilación en estos sitios se observa una disminución en la apoptosis y también en la 

interacción de BIK con otras proteínas anti-apoptóticas (Verma, 2000) lo que indica que 

estas modificaciones postraduccionales potencian la actividad pro-apoptótica de BIK.  
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Figura 5. Estructura secundaria de la proteína Bik. La región α3 abarca el dominio BH3, El 

dominio C-terminal es requerido para su máxima actividad pro-apoptótica además de la 

fosforilación en los sitios Thr(33) y Ser(35) (Imagen modificada de Chinnadurai et al., 2008) 

 

Su localización celular se ha reportado principalmente a nivel del RE, sin embargo 

también se ha detectado presencia de BIK en mitocondria (Han, Sabbatini y White, 1996). 

En cuanto a la regulación a nivel de proteína, se sabe que la degradación vía proteosoma es 

el método más común para controlar los niveles de la proteína (Zhu et al., 2005). La 

expresión de BIK conduce a la apoptosis en una gran variedad de células de mamífero, el 

mecanismo mediante el cual induce la apoptosis ha sido investigado principalmente en 

células tumorales de origen epitelial por diversos grupos. Sobrexpresión de la proteína 

humana BIK mediante vectores de adenovirus ha revelado que la apoptosis mediada por 

BIK involucra la activación de la caspasa 9 y liberación de citocromo c por parte de la 

mitocondria (Tong et al., 2001). El mecanismo de muerte en células epiteliales normales se 

ha refinado gracias a una serie de experimentos que han mostrado que la proteína BIK 

presente en el RE induce la apoptosis mediante la liberación de Calcio
2+ 

(Ca
2+

). El 

mecanismo consiste en la respuesta a un estímulo como puede ser estrés genotóxico, 

radiaciones, infecciones virales y sobrexpresión de algunos genes como p53 y E2F entre 

otros la célula activa la transcripción del gen BIK. Cuando los niveles de proteína BIK son 

lo suficientemente elevados esta proteína forma dímeros con proteínas anti-apoptóticas 

como BCL-2 y BCL-xL. Estas últimas dos proteínas se caracterizan por inhibir a las 

proteínas efectoras de la apoptosis BAX y BAK las cuales una vez liberadas gracias a la 

proteína BIK inducen un aumento en la concentración de Ca
2+

 intracelular ya son capaces 

de insertarse en la membrana del RE y la mitocondria formando poros y alterando la 
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permeabilidad de ambos organelos. La proteína BIK, también promueve el reclutamiento 

de la proteína DRP1 desde el citosol a la mitocondria, así como el remodelamiento de las 

crestas de la membrana mitocondrial interna (Figura 6) (Germain et al., 2005), y la fisión 

mitocondrial, lo que provoca la liberación de citocromo c al espacio citoplasmático y 

termina por activar a la caspasa-9 y formando el apoptosoma, estableciendo las bases 

moleculares para que se desencadene el resto apoptótico MCL-1 por parte de NOXA 

(Willis y Adams, 2005). 

 

 

Figura 6. Mecanismo de apoptosis mediado por BIK (Tomado y modificado de Chinnadurai, 

Vijayalingam y Rashmi, 2008). 

 

 

Se ha reportado que BIK está involucrado en etapas del desarrollo como la 

formación testicular y la espermatogénesis en donde la apoptosis juega un papel muy 

importante (Coultas et al., 2005). Las propiedades pro-apoptóticas de esta proteína se han 

relacionado a homeostasis tisular, inmunidad y supresión tumoral al igual que otros 

miembros de la familia Bcl-2 que comparten el dominio BH3 (Willis y Adams, 2005). Se 
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ha reportado de igual forma que la proteína BIK es capaz de inhibir la translocación de las 

cinasas activas ERK1/2 desde el citoplasma al núcleo en cultivos de células de epitelio de 

ratón cuando éstas son inducidas a apoptosis por medio de Interferón gamma (IFNγ) 

(Mebratu et al., 2008). Lo anterior demuestra que BIK tiene más de un mecanismo para 

promover la apoptosis. Existen diversos reportes que sugieren que bik podría servir como 

un gen supresor de tumores en tejidos específicos. Bik ha mostrado tener una alta expresión 

en tejido epitelial de riñón sano, mientras que en carcinomas renales la expresión del gen 

bik ha sido inactivada por pérdida de la heterocigosidad en el locus de bik o por 

silenciamiento epigenético de su promotor a través de metilación (Sturm et al., 2005). 

Análisis genómicos en gliomas humanos han identificado un segmento deletado en el 

cromosoma 22q que abarca el locus de bik (Bredel et al., 2005). Pequeñas deleciones 

cromosómicas en la región del locus bik también han sido documentadas en casos de cáncer 

colorrectal (Castells et al., 1999) y en cánceres de cabeza y cuello (Reis et al., 2002). El 

gen bik se ha encontrado frecuentemente mutado en linfomas de células B (Arena et al., 

2003).  Un estudio de microarreglos mostró un cambio en la expresión de ARNm de bik 

entre 350 genes relacionados a apoptosis en líneas celulares humanas cancerosas de 

pulmón, próstata y riñón que fueron tratadas con un inhibidor de la DNTM1 la 5`-Aza-2`-

Deoxicitidina y un inhibidor de las desacetilasas de histonas el depsipeptido (Dai et al., 

2006). Diversos reportes han mostrado que en células cancerosas que expresan 

constitutivamente ARNm de bik, la proteína es marcada activamente y degradada por la 

maquinaria del proteosoma (Marshansky et al., 2001). 

Las evidencias aquí expuestas reforzarían la idea de que bik posee una actividad de 

supresor de tumores. Sin embargo, paradójicamente se ha observado la sobre-expresión de 

bik en adenocarcinomas mamarios (García et al., 2005) y también un mal pronóstico en 

cáncer de pulmón de células no pequeñas se ha relacionado con la alta expresión de bik (Lu 

et al., 2006). Debido a la controversia que supone que bik esté sobrexpresado en algunos 

cánceres mientras que en otros modelos se suprima su actividad apoptótica, ha dado pie a 

que se estudie más a como está regulado tanto el gen como la proteína. 
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7.9 OTRAS FUNCIONES DE LA FAMILIA BCL-2. 

 

La familia de los reguladores de la muerte celular, BCL-2 constituyen un punto 

crítico en la regulación de la apoptosis (Danial et al., 2008; Youle y Strasser, 2008). A 

pesar de que estas proteínas son conocidas por su control en la apoptosis, algunos 

miembros de esta familia tienen papeles fisiológicos diferentes a la apoptosis, incluyendo 

funciones en el metabolismo de nutrientes. 

Hay fuerte evidencia que sugiere que las proteínas con el dominio BH3 están 

involucradas en funciones vitales celulares más allá de su papel en la apoptosis (Hetz y 

Glimcher, 2008). El mejor ejemplo de esto es BAD, el cual fue reportado por jugar un 

papel en la progresión del ciclo celular a través de la dimerización con BCL-xL evitando el 

arresto de la transición G0/G1 (Chattopadhyay et al., 2001). En otro estudio diferente, la 

sobrexpresión de BAD se asoció al aumento de la progresión del ciclo celular y la 

producción de interleucina 2 después de la activación de células T, como consecuencia de 

la regulación de Akt/BAD en células T primarias (Mok et al., 1999). 

Danial et al., (2008), informaron un nuevo papel fisiológico de la proteína pro-

apoptótica BAD. Esta proteína reside en un complejo que contiene la enzima glucocinasa la 

cual regula la glucosa impulsada por la respiración mitocondrial. Hay evidencia genética de 

otro papel fisiológico de BAD en la secreción de insulina estimulada por la glucosa por 

parte de las células β-pancreáticas. Esta nueva función depende específicamente de la 

fosforilación de su secuencia BH3, previamente definida como un dominio de muerte 

esencial. El dominio BH3 alterna entre la función apoptótica y metabólica dependiendo del 

estado de fosforilación. La fosforilación en la Ser155 inactiva la función pro-apoptótica de 

BAD y es requerida para su control en la secreción de insulina estimulada por glucosa 

(Danial et al., 2008). En el cerebro, BAD está presente en varias localizaciones anatómicas, 

incluyendo áreas que son fundamentales para detectar nutrientes y la regulación de la 

glucosa (Bu y Lephart, 2005). Usando una combinación de herramientas genéticas, 

incluyendo ratones deficientes de BAD y experimentos de ARN de interferencia, se 

determinó el papel de BAD en el control de las respuestas hormonales reguladoras y la 

respuesta a la privación de alimento. Esto sugiere que la función de BAD en el cerebro es 

requerida para la detección de la hipoglucemia y el inicio de la respuesta hormonal a partir 
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de la privación de alimento y la iniciación de respuesta hormonal (Osundiji et al., 2011). 

Otro ejemplo de esto es la proteína pro-apoptótica BID, a la que se le ha descubierto 

otra función fisiológica como mediador crítico de la inflamación e inmunidad innata. La 

inmunidad innata es una respuesta de defensa fundamental que depende de receptores con 

patrones de reconocimiento conservados para detectar señales de peligro o infecciones 

(Garrett, Gordon y Glimcher, 2010; Takeuchi y Akira, 2010). Proteínas con dominios de 

oligomerización y unión a nucleótidos (NOD), son receptores con patrones de 

reconocimiento citosólicos de suma importancia en el intestino, y su desregulación es 

asociada con inflamación del intestino. Yeretssian y cols. (2011) usaron datos de 

experimentos de RNA de interferencia y buscaron en todo el genoma para identificar genes 

candidatos que modulan la respuesta inflamatoria en células epiteliales del intestino. Sus 

resultados revelaron una correlación significativa entre la inmunidad innata y la apoptosis, 

identificando a la proteína BID como un componente crítico en la respuesta inflamatoria. 

Colonocitos con BID deletado o macrófagos de ratón con bid -/- fueron marcadamente 

defectuosos en la producción de citocinas en respuesta a la activación de NOD, 

demostrando cómo es que esta proteína es el centro de la decisión celular para inducir 

respuesta inmune innata (y sobrevivir) o por inducir muerte celular por apoptosis. Ellos 

anticiparon que el desarrollo de pequeñas moléculas blanco sería el escenario para emerger 

nuevas estrategias en el tratamiento de enfermedades inflamatorias (Yeretssian et al., 

2011). 

Asimismo, BID puede estar implicado en la transferencia de lípidos entre la 

mitocondria y otras membranas celulares sugiriendo que BID puede estar involucrado en el 

transporte y reciclaje de los fosfolípidos mitocondriales (Esposti et al., 2001). BNIP1 

mostró participación en la organización y biogénesis del RE mediante la fusión de la 

membrana como un componente del complejo del receptor de proteínas SNAP (SNARE) 

(Nakajima et al., 2004). De manera interesante, el dominio BH3 de la proteína pro-

apoptótica BNIP1 fue importante para la unión a SNAP-α, un adaptador que sirve de unión 

entre la chaperona ATPasa, NSF y SNAREs (Nakajima et al., 2004). 

Por otro lado, las caspasas son proteasas de cisteína que median la apoptosis. En el 

sistema nervioso maduro, las caspasas no solo están involucradas en la mediación de la 

muerte celular sino también en eventos reguladores que son importantes para las funciones 
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neurales, tales como la poda de los axones y la eliminación de las sinapsis, los cuales son 

necesarios para refinar la maduración de circuitos neuronales. Más aún, las caspasas pueden 

ser reactivadas para causar muerte celular así como también numerosos cambios no letales 

en las neuronas durante numerosos procesos patológicos. Así, aunque una activación global 

de caspasas conduce a apoptosis, una activación restringida y localizada activación 

controlar la fisiología normal y la patofisiología en las neuronas vivas (Hyman y Yuan, 

2012). 

 

7.10   APOPTOSIS Y ESTRÉS OXIDANTE  

 

Una de las causas para desencadenar la muerte celular es el estrés oxidante, esto ha 

sido relacionado desde el momento que fue posible evaluar la presencia de metabolitos 

oxidados. El estrés oxidante ahora se reconoce como el disparador de la muerte celular, en 

particular la muerte por apoptosis. En algunos casos incluso, ha mostrado ser un elemento 

indispensable durante la fase de activación del programa de muerte. En especial los  

sistemas que generan (NO
●
) y las NADPH oxidasa que generan superóxido (O2

•
) y 

peróxido de hidrógeno (H2O2) forman parte del repertorio de señales responsables de iniciar 

y/o modular positivamente la activación de diversos procesos de muerte celular como lo es 

la apoptosis (Königsberg et al., 2008). Mientras que pequeñas fluctuaciones en la 

concentración de radicales libres juegan un importante papel en la señalización intracelular 

en la fisiología normal de la célula (Drogue, 2002), el incremento descontrolado en la 

generación de radicales libres excede la capacidad del mecanismo antioxidante para 

defender en contra de ellos lo cual resulta en daño a lípidos, proteínas y ADN producido 

por estrés oxidante (Bayir y Kagan, 2008). El estrés conduce la activación de miembros 

pro-apoptóticos como BAX o BAK (Brunelle y Letai, 2009; Lalier et al., 2007; Chipuk y 

Green, 2008; Khoury y Greenwood, 2008). La translocación de BAX/BAK causa 

producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) en la mitocondria (Jiang et al., 2008; 

Kirkland et al., 2001). Una vez que Bax activo es reclutado a la mitocondria forma poros 

que permiten liberar citocromo c, el cual conduce a la formación del apoptosoma. Esto 

sirve para iniciar la cascada de señalización apoptótica, la permeabilización de la 

membrana externa mitocondrial es considerada el punto de no retorno para la muerte 
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celular programada debido a la liberación de ambas caspasas, iniciadoras y efectoras 

además de liberación de citocromo c (Figura 7)  (Pourova et al., 2010; Orrenius et al., 

2007). 

 

7.11  ESTRÉS OXIDANTE Y RADICALES LIBRES 

 

El término “estrés oxidante”, popularizado por Helmut Sies se define como una 

alteración en el balance pro-oxidante/antioxidante a favor de los primeros, dando lugar a 

posible daño a biomoléculas (Sies H y Cadenas E, 1985). El estrés oxidante, o más bien el 

exceso de radicales libres (RL), en relación con las defensas antioxidantes está involucrado 

en mayor o menor grado en la patogénesis de múltiples enfermedades y en el 

envejecimiento (de Murcia et al., 1997; Ritcher et al., 1995; Ames et al., 1983). 

Los radicales libres (RL) (Tabla 1) pueden ser definidos como especies químicas, 

moléculas o átomos, capaces de existir independientemente, con uno o más electrones 

desapareados en su última capa u orbital electrónico, es decir, con un número impar de 

electrones (Halliwell et al., 1992; Cheeseman et al., 1993). La existencia del electrón 

desapareado, es lo que le confiere la alta reactividad con gran cantidad de moléculas 

biológicas (lípidos, proteínas, ácidos nucleicos, etc.), ya que tiende rápidamente a ganar un 

electrón para conseguir así una conformación estable y esto hace que su vida media sea 

muy corta. Como consecuencia de la formación continua de RL, debe existir en el 

organismo un adecuado sistema no sólo de defensa antioxidante sino también de reparación 

estrecha con algunas patologías tales como diabetes, artritis reumatoide, cáncer, etc. 

Todos los microorganismos aerobios utilizan el oxígeno molecular (dioxígeno) 

durante la respiración para la obtención de energía, sin embargo el oxígeno molecular tiene 

una configuración electrónica única y es por sí mismo considerado un radical, por lo que 

los RL derivados del oxígeno son considerados los radicales producidos por los seres vivos 

más importantes (Miller et al., 1990). Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son ubicuas, 

altamente reactivas, de tiempo de vida media muy corto, son generadas constantemente 

dentro de las células de mamíferos, por efectos exógenos y endógenos, como por ejemplo 

durante la respiración en específico durante la cadena respiratoria mitocondrial.  
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Las ROS incluyen al radical superóxido (O2

), al radical hidroxilo (OH


) y al 

peróxido de hidrógeno (H2O2). El superóxido es generado dentro de la mitocondria y 

subsecuentemente reducido a peróxido de hidrógeno, pero también puede formarse  radical 

hidroxilo vía la reacción de Fenton (Figura 9). Las ROS dañan al ADN produciendo 

mutaciones que inician tumores y sostienen la progresión del cáncer (Wiseman y Halliwell, 

1996). El papel de las ROS en cáncer de mama no se limita únicamente a mutaciones 

tempranas. Las células tumorales se encuentran persistentemente bajo estrés oxidante 

(Szatrowski y Nathan, 1991). 

 

Figura 7. Formación de las especies de oxígeno reactivo. 

 

Además habría que considerar entre las ROS a las especies reactivas de nitrógeno 

(RNS), que poseen tanto átomos de oxigeno como de nitrógeno, e incluyen al óxido nítrico 

(NO) y al radical peroxinitrito (ONOO

) entre las más importantes. Las ROS también 

participan en diferentes procesos biológicos como en el funcionamiento de los tejidos 

vasculares. Las ROS/RNS han sido consideradas dañinas por su reactividad, sin embargo, 
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bajos niveles de estas son necesarias para que se lleven a cabo diferentes procesos 

bioquímicos, entre los que se encuentran la señalización intracelular, la diferenciación, el 

control del ciclo, la apoptosis, el sistema inmune, la defensa contra los microorganismos, 

etc. (Ghosh, 1998; Tohyama y Yamamura, 2004; Bae et al., 1997; Lee et al., 1998). 

 

Tabla 1. Especies reactivas de oxígeno (ROS) y de nitrógeno (RNS) (Tomado de Kandaswami y Middleton, 

1994). 

Especies reactivas de oxígeno  

(ROS) 

 

Radicales 

 Superóxido (O2
.-
) 

 Hidroxilo (OH
.
) 

 Peroxilo (RO2
.
) 

 Alcoxilo (RO
.
) 

 Hidroperoxilo (HO2
.
) 

 

Noradicales 

 Peróxido de Hidrógeno (H2O2) 

 Ácido hipocloroso (HOCl) 

 Ozono (O3) 

 Oxigeno singlete  (
1
O2) 

 

Especies reactivas de nitrógeno  

(RNS) 

 

 Óxido nítrico (NO
.
) 

 Dióxido de nitrógeno 

(NO2) 

 Aión nitroxilo (NO-) 

 Peroxinitrito (ONOOH) 

 Alquil peroxinitrito 

(ROONO) 

 Ácido nitroso (HNO2) 

 Catión nitrosilo (NO
+
) 
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Figura 8. Representación esquemática de las vías celulares de apoptosis.  Se muestra en azul las 

proteínas que promueven la sobrevivencia. El óvalo vacío representa el núcleo. La muerte celular  y 

los genes anti-apoptóticos se muestran en los recuadros negros y azules respectivamente. La vía 

intrínseca es desencadenada por una variedad de estímulos incluyendo el estrés, el cual conduce a la 

activación de Bax (vía activación de proteína BH3 only), la activación de ROS sirve como segundos 

mensajeros que converge en la mitocondria. Esto conduce a la liberación de citocromo c, 

endonucleasa G (Endo G) y factor inductor de apoptosis (AIF). El citocromo c se combina con la 

pro-caspasa 9, APAF-1 y dATP para formar el apoptosoma que conduce a la muerte celular vía 

activación de la cascada de caspasas. La vía extrínseca es debido a la activación de la misma 

cascada de caspasas que la forma intrínseca pero en este caso son activadas por TNF, TRAIL y 

FasL. La unión entre estas dos vías se da mediante la activación de la proteína BH3, Bid en la forma 

activa,  Bid truncado (Bidt) (Tomado y modificado de Portt et al., 2011). 
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7.12  PRODUCCIÓN DE ROS POR LA CADENA DE TRANSPORTE DE 

ELECTRONES (CADENA RESPIRATORIA) 

 

La generación de ROS a nivel mitocondrial es una consecuencia del proceso 

conocido como fosforilación oxidativa, mecanismo que permite la generación del ATP 

necesario para la mayoría de los procesos celulares de forma acoplada al consumo de 

oxígeno y a la producción de CO2 (Saraste, 1999). Este proceso tiene lugar mediante el 

transporte de electrones desde el NADH o el FADH2 al oxígeno molecular a través de una 

serie de transportadores situados en la membrana mitocondrial interna que constituyen lo 

que se conoce como cadena de transporte electrónico mitocondrial (CTE). En la Figura 8 se 

muestra un esquema del flujo de electrones a través de la CTE. El NADH y el FADH2 

procedentes del metabolismo celular donan electrones derivados de la oxidación de 

distintos sustratos al complejo I ó II de la CTE, respectivamente. A continuación los 

electrones pasan al siguiente aceptor, la coenzima Q (CoQ), que a su vez los dona al 

citocromo b en el complejo III. De allí se transfieren sucesivamente al citocromo c1 y al 

citocromo c. Éste a su vez reduce al citocromo a,a3 (citocromo oxidasa) en el complejo IV, 

que finalmente reduce el oxígeno molecular para formar agua. Duranteeste proceso, y a 

medida que los electrones se mueven a lo largo de la CTE, un determinado número de 

protones (≈10 H
+
 por cada 2 electrones que se transfieren del NADH al oxígeno) son 

eyectados desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana por los componentes I, III 

y IV de la cadena de transporte electrónico, lo que establece un gradiente de protones a 

través de la membrana mitocondrial interna. La energía conservada en este gradiente es 

utilizada por la ATP sintasa situada en dicha membrana para sintetizar ATP a partir de 

ADP y fosfato inorgánico (Pi) al tiempo que se disipa el gradiente generado, volviendo los 

protones a la matriz mitocondrial desde el espacio intermembrana (Balaban et al., 2005; 

Krauss et al., 2005). 

En distintos puntos de la cadena de transporte electrónico electrones derivados del 

NADH o el FADH2 pueden reaccionar directamente con el oxígeno molecular generando 

anión superóxido. Por acción de las enzimas superóxido dismutasas, este radical libre puede 

dar lugar a peróxido de hidrógeno, que a su vez, y en presencia de metales de transición 

reducidos, puede convertirse vía reacción de Fenton en anión hidroxilo, un potente oxidante 
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(Giulivi et al., 1995). Asimismo, las ROS generadas pueden reaccionar con el óxido nítrico 

dando lugar a las especies reactivas de nitrógeno (RNS) (Brown y Borutaite, 2001). Se cree 

que la generación de ROS en la CTE se localiza fundamentalmente a nivel de los complejos 

I (Kushnareva et al., 2002) y III (Chen et al., 2003). La producción neta de ROS es 

extremadamente variable, siendo sensible al potencial de membrana, al estado redox de los 

complejos transportadores, y a la tensión de oxígeno, entre otros factores. Se ha estimado 

que entre un 0,2 y 2% del total de moléculas de oxígeno consumidas son convertidas por la 

mitocondria en especies reactivas de oxígeno (Chance et al., 1979; StPierre et al., 2002; 

Staniek y Nohl, 2000). 

 

 

Figura 9. Modelo esquemático de la cadena de transporte electrónico mitocondrial. Se señalan 

los principales sitios de producción de aniones superóxido a nivel de los complejos I y III. Las 

flechas representan el flujo de electrones cedidos por el NADH y/o el FADH2 (en los complejos I y 

II respectivamente) hasta el aceptor final (O2). El bombeo de protones hacia el espacio 

intermembranal genera un gradiente de voltaje que será utilizado por la ATPasa F1-F0 para generar 

ATP. La familia de proteínas desacoplantes (UCP), representada en color verde, reduce el potencial 

de membrana total. DH: deshidrogenasas; CoQ: coenzima Q; C: citocromo c (Tomado y adaptado 

de Balaban et al., 2005). 
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7.13   PERÓXIDO DE HIDRÓGENO 

 

El peróxido de hidrógeno (H2O2) es la forma menos reactiva y más estable de las 

ROS, puede ser producido directamente en las células principalmente por algunas enzimas 

oxido-reductasas, como es el caso de la glucosa oxidasa (Massey et al., 1969) y la NADPH 

oxidasa.Sin embargo, la mayoría del H2O2 es producto de la dismutación del O2• (Lambeth, 

2002), proveniente de la fuga de electrones de la cadena de transporte de electrones 

mitocondrial (Loschen et al., 1974; Forman y Kennedy, 1974) la biotransformación de 

xenóbioticos (McCord y Fridovich, 1970) y otras flavoproteínas (Massey et al., 1969). Otro 

importante sitio de producción del H2O2 son los peroxisomas en donde se presentan 

diferentes reacciones de biotransformación en donde el oxígeno es reducido a H2O2 por los 

electrones provenientes de las moléculas a detoxificar, el H2O2 es posteriormente 

convertido en agua en los propios peroxisomas (De Duve y Baudhuin, 1969). Sin embargo, 

el proceso bioquímico que produce más H2O2 en los peroxisomas es la β-oxidación de 

ácidos grasos, debido a las reacciones enzimáticas de las flavin oxidasas. Se ha estimado 

que el 35% de todo el H2O2 formado en el hígado de ratas es producido por estas reacciones 

(Boveris et al., 1977). El H2O2 es una ROS muy importante ya que al igual que el O2• 

puede dar origen a otras ROS secundarias. 

Por mucho tiempo se consideró a las ROS como moléculas que potencialmente 

podrían generar daños a las biomoléculas, pero en los últimos años se ha venido postulando 

a los RL y ROS como moléculas transductoras de señales: el caso particular del H2O2 es 

uno de los más importantes, ya que se ha considerado un segundo mensajero modulado por 

enzimas como las oxido reductasas y en especial la NAPDH oxidasa y la DuOXs que 

incrementan sus niveles celulares (Antunes y Cadenas, 2000). El H2O2 es una molécula  

altamente utilizada en la investigación porque es un potencial segundo mensajero ya que 

sus propiedades fisicoquímicas que le permiten difundir fácilmente al interior de la célula. 
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7.14   DAÑO OXIDANTE AL ADN 

 

El daño oxidativo producido por las ROS intracelulares resulta en modificaciones en 

diversas biomoléculas. Las ROS tienen una gran capacidad de reacción con moléculas de 

todo tipo, tanto radical como no radical, esto justifica su implicación en una amplia 

variedad de procesos fisiológicos y patológicos. Los RL pueden causar daño oxidante 

celular dando lugar a nuevas especies reactivas capaces de continuar la acción oxidante, 

uno de los más afectados es el ADN.  Las alteraciones al ADN, como consecuencia de la 

interacción con los RL son importantes en diversas patologías incluyendo el cáncer, en las 

que el estrés oxidante está elevado y puede producir un mayor número de mutaciones, 

entrecruzamientos, rupturas espontáneas en las cromátidas y pérdida de fragmentos 

cromosómicos, llegándose incluso a la pérdida total de determinados cromosomas (Girard y 

Boiteux, 1997). 

Los principales agentes involucrados en el daño directo son los radicales OH
. 

(Aruoma, Halliwell  y Dizdaroglu, 1989; de Mello Filho, Meneghini, 1985). Dentro de las 

alteraciones más frecuentes en las bases púricas, destaca la formación de la 8-hidroxi-2’-

deoxiguanosina (8OHdG), con un alto efecto mutagénico. Respecto a las bases 

pirimidínicas, se encuentran los glicoles de timina (T) y citosina (C), además de los hidratos 

de pirimidina, los cuales dan lugar a fragmentación. 

 El ADN mitocondrial presenta una mayor tasa de mutación pro-modificaciones 

oxidativas de sus bases que son responsables del mal funcionamiento de los complejos 

CTE, principal fuente de ROS mitocondriales, incrementando su producción y produciendo 

así un círculo vicioso (Fukui y Moraes, 2009). 

Una de las características comunes asociadas a las células de cáncer es el 

incremento en la producción de ROS. Aunque muchas células de cáncer exhiben elevado 

estrés oxidativo con un incremento en la actividad metabólica y producción de ROS 

(Szatrowski y Nathan, 1991; Trachootham et al., 2006), el mecanismo de acción de acción 

de muchas drogas quimioterapéuticas para el cáncer involucra la inducción de apoptosis 

mediante ROS. Por ejemplo, el cisplatino quien es la clásica droga antitumoral parece 

producir ROS en excesivo niveles resultando en daño al DNA y muerte celular (Klaunig et 

al., 2010).  
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7.15   CISPLATINO  

  

El cis-diamino-dicloroplatino (II) o cisplatino es un agente quimioterapéutico con  

peso molecular de 300 Da. La molécula de cisplatino fue descubierta inesperadamente en 

1969 por Rosenberg et al., (1965) durante sus estudios del efecto de la corriente eléctrica 

sobre Escherichia coli (Rosenerg et al., 1965). Mientras realizaban sus experimentos, 

pudieron observar que la división celular no se inhibía por la corriente eléctrica aplicada 

sino por la producción de cisplatino procedente de los electrodos de platino que empleaban 

para generar la corriente. Desde entonces y hasta ahora ha sido una de las moléculas más 

usadas en el tratamiento de diferentes tipos de tumores sólidos tales como el de cabeza y 

cuello, testículo, ovario, vejiga, esófago o pulmón (O'Dwyer et al., 2000; Prestayko et al., 

1979; Rosenberg et al., 1999) 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Estructura química del cisplatino. Complejo de platino neutro que contiene dos 

grupos amino terminal (NH3) y dos ligandos cloruro en geometría cis. 

 

 

El cisplatino es una molécula altamente reactiva que se une al ARN, ADN y 

proteínas formando diferentes tipos de aductos (Alazard, Germanier y Johnson, 1982;  

Pinto y Lippard, 1985), entre estos se encuentran los aductos formados con el ADN nuclear 

(ADNn) los cuales son considerados como las principales lesiones mediante el efecto 

citotóxico del cisplatino (Marullo et al., 2013). La molécula de cisplatino actúa 

preferentemente sobre las bases del ADN, en particular sobre el nitrógeno en posición 7 de 

guanina y adenina (Chen et al., 2010). La unión aguanina es más frecuente, probablemente 

debido a la alta nucleofilia del anillo imidazol situado en posición N7, que queda expuesto 

en el surco mayor de la doble hélice, ya que no está implicado en el apareamiento de bases 

guanina-citosina (Johnson et al., 1980). La unión de cisplatino al ADN nuclear (DNAn) 
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genera una marcada curvatura de la doble hélice hacia el surco mayor, lo que se traduce en 

un desenrrollamiento parcial de la molécula de ADN, impidiendo una correcta progresión 

del ciclo celular (Zamble y Lippard, 1995). Estas uniones generan además aductos 

covalentes impidiendo la mitosis y replicación del ADN  (Sorenson y Eastman, 1988; Saris 

et al., 1996), siendo los más frecuentes:  

 

 1,2-d(GpG) intracatenarios entre guaninas adyacentes (47-50%). 

 1,2-d(ApG) intracatenarios entre adeninas y guaninas adyacentes (23-28%).  

 d(GNG) intracatenarios, entre guaninas separadas por un número N de bases.  

 d(ANG) intracatenarios, entre adeninas y guaninas separadas por un número N de 

 bases. 

 Aductos intercatenarios, como por ejemplo G-Pt-G, que unen las dos hebras de la        

 doble hélice de ADN.  

 Aductos monofuncionales como Pt(G) y Pt(A).  

 Entrecruzamientos proteína-ADN, donde el cisplatino coordina la unión entre una    

 base del ADN y una proteína, como por ejemplo las metalotioneínas (Figura 11) (Pil, 

y Lippard, 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 11. Aductos formados entre el cisplatino y las bases del ADN. (a) Unión intercatenaria; 

(b) unión 1,2 intracatenaria; (c) unión 1,3 intracatenaria; (d) entrecruzamiento proteína-ADN. 
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 El daño en el ADN inducido por la formación de aductos causa muerte celular por 

apoptosis y por procesos no apoptóticos tales como necrosis (Sato et al., 2001; Price et al., 

2004; Cepeda et al., 2007). El modo de muerte celular ha sido unida a la concentración de 

cisplatino usada. En tumores (Guchelaar et al., 1998; Sancho-Martínez et al., 2011) y en 

células no tumorigénicas (Lieberthal et al., 1996; Sancho-Martínez et al., 2011), bajas 

concentraciones de cisplatino induce muerte celular por apoptosis mientras que altas 

concentraciones causa necrosis.  

 

7.16  MECANISMO DE GENERACIÒN DE ROS MEDIANTE CISPLATINO A 

NIVEL MITOCONDRIAL 

 

El cisplatino puede conducir a la generación de ROS o puede inducir la liberación 

de moléculas normalmente secuestradas dentro de la mitocondria que puede desencadenar 

varios mecanismos apoptóticos. El daño mediado por las ROS pueden ocurrir como 

consecuencia de una depleción antioxidante e incremento de la peroxidación lipídica 

(Rybak et al., 1999).  

Diferentes estudios han mostrado que el cisplatino interactúa directamente con la 

mitocondria y la activa para apoptosis (Cullen et al., 2007). Incubación de mitocondrias 

aisladas con cisplatino causa rápida liberación de citocromo c en pocos minutos (Yang et 

al., 2006). Custodio et al., (2009) reportaron que en mitocondrias aisladas el cisplatino 

induce la formación de vesículas mitocondriales dependientes de calcio, depolarización del 

potencial de membrana mitocondrial, liberación de calcio y decaimiento de NAD(P). Estos 

efectos fueron prevenidos por ciclosporina A un potente inhibidor del poro de transición de 

la permeabilidad mitocondrial (MTP).  

Santandreu et al., (2010) demostraron además que el cisplatino deprime la 

respiración y aumenta la producción de ROS en mitocondrias aisladas, lo que es una 

característica de desacoplamiento respiratoria parcial (Stökl et al., 2007). El mecanismo por 

el cual es cisplatino causa todos estos efectos no es completamente entendido. Varias 

posibilidades son planteadas, i) El cisplatino puede actuar directamente o indirectamente 

sobre los poros de la membrana mitocondrial, independientemente de la cadena respiratoria 

y la producción de ROS. En este sentido. El poro MPT es un complejo multiprotéico el cual 
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involucre ambas proteínas de la membrana interna y externa incluyendo, respectivamente, 

el translocador de nucleótidos de adenina (ANT) y el canal anión dependiente de calcio 

(VDAC) (Loeffler y  Kroemer, 2000). El cisplatino se une con alta eficiencia al VDAC más 

que al AND o a otros extractos proteicos celulares (Cullen et al., 2007). Sin embargo, las 

consecuencias de esta unión son desconocidas. En todo caso, el poro MPT abierto ha 

mostrado incrementar la producción de ROS a nivel del complejo I de la cadena respiratoria 

(Batandier et al., 2004), ii) Alternativamente, estos eventos pueden ocurrir a la inversa: La 

permeabilidad de la membrana mitocondrial podría ser el resultado de la depresión 

respiratoria y el incremento de la producción de ROS (Kowaltowski et al., 1998; Ka et al., 

2003; Rajesh et al., 2003; Oliveira et al., 2004) y, a su vez, el aumento de la producción de 

ROS puede resultar en el desacoplamiento de la cadena respiratoria (Valko et al., 2007; 

Hamanaka et al., 2010; Sanz et al., 2010), pero también viceversa puede tener lugar 

(Paradies et al., 2001). En el caso del cisplatino, algunas evidencias sugieren que a pesar de 

deprimir la respiración, este fármaco no afecta directamente la cadena respiratoria (Tacka et 

al., 2004; Custodio et al., 2009). Interesantemente, el cisplatino se une al ADN 

mitocondrial (ADNm) con más eficiencia que al ADN nuclear (ADNn) (Murata et al., 

1990; Olivero et al., 1995). Esto puede ser debido a diferencias internas en la distribución 

subcelular, pero también ha sido descrita la baja eficiencia en la reparación del ADNm en la 

mitocondria (Singh y Maniccia-Bozzo, 1990; Preston et al., 2001). Es importante destacar 

que, células privadas de ADNm muestran una significante resistencia al cisplatino (Preston 

et al., 2001; Yang et al., 2006; Cullen et al., 2007); mientras que la apoptosis puede ser 

activada en células sin núcleo nucleadas. Cómo es que el cisplatino se une al ADNm y 

provoca la muerte celular no es del todo bien entendido. Recientes evidencias sugieren que 

mutaciones en el ADNm afectan la actividad de los componentes de la cadena respiratoria 

mitocondrial los cuales son vinculados a la apertura del poro MPT (Porcelli et al., 2009). 

Esta unión puede ser proporcionada por el estrés oxidante. De hecho, cuando la cadena 

respiratoria esta desacoplada, la producción de ROS, principalmente del complejo III 

(Hamanaka et al., 2010), se incrementa. El espacio intermembrana está normalmente 

dotado con una defensa antioxidante eficiente formada por glutatión (GSH) y enzimas tales 

como superóxido dismutasa (SOD) y glutatión peroxidasa (Inoue et al., 2003). Cuando la 

producción excesiva de ROS  vence la defensa antioxidante, el nivel de BCL-2 disminuye. 
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Debido a que BCL-2 mantiene a los poros del MPT cerrados; bajo circunstancias oxidantes 

el poro está abierto (Chen y Lesnefsky, 2011). Además, otras acciones del cisplatino son 

asociadas a la sobre producción de ROS. Tratamiento con cisplatino inhibe las enzimas 

antioxidantes, incluyendo superóxido dismutasa (SOD, catalasa, glutatión peroxidasa, 

glutatión S-transferasa (Antunes et al., 2000; Sadzuka et al., 1992; Hannemann et al., 1991) 

y glutatión reductasa reductasa (Kadikoylu et al., 2004) en los tejidos renales lo que puede 

explicar la disminución del GSH observado en este tejido. Estudios en vivo y celulares 

revelaron que el cisplatino es metabolizado a través de GSH conjugado.  

Excesiva ROS causa estrés oxidativo celular y mitocondrial. A través de la célula, 

las ROS dañan principales macromoléculas incluyendo el ADN, proteínas y lípidos, lo cual 

se asocia a muerte celular (Valko et al., 2007; Quinzii et al., 2010; Masgras et al., 2012). 

Dentro de la  mitocondria el estrés oxidante conduce a la permeabilización de la células y 

disfunción mitocondrial a través de la peroxidación lipídica (Santos et al., 2007). La  Figura 

12  muestra los efectos del cisplatino más importantes en la mitocondria.  

 
Figura 12. Efecto del cisplatino sobre la mitocondria (Tomado de Sancho-Martínez et al., 2012). 
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7.17  MECANISMO DE GENERACIÒN DE ROS MEDIANTE CISPLATINO A 

NIVEL NUCLEAR 

 

Las ROS generadas en la mitocondria provoca daño en el ADN y activa la respuesta 

a estrés genotóxico (Hamanaka et al., 2010; Masgras et al., 2012). No es totalmente claro si 

la muerte celular inducida por cisplatino es debido a los efectos directos, los efectos 

indirectos (a través de ROS) o ambos. Cullen et al., (2007) defienden que la unión del 

cisplatino al ADN no es crucial para desencadenar apoptosis y sugieren que la mitocondrial 

puede ser el principal y suficiente blanco del cisplatino para inducir citotoxicidad. De 

acuerdo a esto las células enucleadas mantienen la apoptosis inducida por cisplatino (Cullen 

et al., 2007; Mandic et al., 2003; Gourdier et al., 2004). El escenario global con 

participación de eventos nucleares y vías de señalización después de la citotoxicidad del 

cisplatino es mostrado en la figura 13.  

Dentro del núcleo, el cisplatino reacciona y forma aductos con el ADN. Varios 

estudios han mostrado que mecanismos bioquímicos de la citotoxicidad del cisplatino son 

relacionados a las propiedades de unión con el ADN (Jamieson y Lippard, 1999). Más 

comúnmente el cisplatino construye enlaces covalentes 1,2 o 1,3con la cadena interna del 

ADN entre los átomos N7 de guaninas y adeninas adyacentes en el surco mayor de la doble 

hélice, los sitios nucleofílicos más accesibles y reactivos (Pérez, 1998; Giaccone, 2000; 

Basu y Krishnamurthy, 2010). La formación de aductos con el cisplatino y el ADN rompe 

la estructura del ADN e interfiere con la replicación y transcripción del ADN. Daño al 

ADN conduce arresto del ciclo celular y activación de la maquinaria de reparación del 

ADN. Cuando el daño sobrepasa la capacidad de reparación celular la apoptosis es activada 

(Cvitkovic, 1998). La eficacia de las drogas depende no únicamente de la habilidad  para 

inducir daño sino también de la habilidad de detectar y responder al daño en el ADN (Kerr 

et al., 1994). El daño al ADN inducido por cisplatino activa la vía del supresor de tumores 

p53 (Vakifahmetoglu et al., 2008; Kandioler et al., 2008).  p53 es considerado el “guardián 

del genoma” y facilita la reparación del ADN antes de la replicación. Cuando el daño  no es 

reparado, p53 activa la transcripción de proteínas pro-apoptóticas tales como BAX y BAK  

y reprimen a las proteínas anti-apoptóticas tal como BCL-2 (Eastmann y Rigas, 1999), para 

inducir la apoptosis y prevenir mutaciones no deseables que pudieran integrarse al genoma. 
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De hecho, p53 es necesaria para activar a BAK y BAX en células de cáncer de mama 

(Kutuk et al., 2009); con una activación jerárquica de BAX por BAK (Tajeddine et al., 

2008). El cisplatino induce el desequilibrio entre los factores proapoptóticos (Jones et al., 

1998) y antiapoptóticos (Henkels y Turchi, 1999). La vía de p53 parece ser muy importante 

en la acción de cisplatino, pero no siempre es necesaria para desencadenar la muerte celular 

(Zamble et al., 1998). Hay estudios que muestran que incluso 50% de la apoptosis inducida 

por cisplatino en células renales está mediada por mecanismos independientes de p53 

adicionales (Cummings y Schnellmann, 2002). 

 

Figura 13. Efecto del cisplatino sobre el núcleo (Tomado de Sancho-Martínez et al., 2012). 

 

 Marullo et al., (2013) revelan que la citotoxicidad inducida por el cisplatino es 

llevada a cabo por al menos dos componentes generales cuyas contribuciones en causar 

muerte celular  puede depender de la proliferación celular, el estado redox y la actividad 

metabólica (Figura 14). Aunque algunos grupos de investigación han reportado que la 

exposición del cisplatino a las células con cáncer resulta en daño mitocondrial y 
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desequilibrio energético (Martins et al., 2008; Santandreu, Roca y Oliver, 2010) en células 

con cáncer, el mecanismo de deterioro mitocondrial inducido por cisplatino y la posterior 

generación de ROS no se ha caracterizado aún. La exposición al cisplatino resulta en la 

activación de caspasas aún en células con cáncer sin núcleo (Yang et al., 2006), sugiriendo 

que el cisplatino puede matar a las células con cáncer por un mecanismo independiente al 

daño al ADNn y mediada por el daño a otros orgánulos o macromoléculas intracelulares. 

Una limitación importante en la eficacia terapéutica del cisplatino es el desarrollo de 

resistencia. Marullo y cols. (2013) demostraron que el incremento en eliminación de ROS 

mitocondrial reduce la sensibilidad celular a cisplatino, ya que aproximadamente tres veces 

más de la dosis de cisplatino es requerida para matar el mismo porcentaje de células que 

expresan catalasa mitocondrial comparadas con las células control (Marullo et al., 2013).  

El saber esto puede servir de marco para descubrir nuevos mecanismos de resistencia al 

cisplatino en las células cancerosas. 
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Figura 14. Modelo para los principales componentes de la citotoxicidad inducida por 

cisplatino. La exposición celular al cisplatino causa daño directo a ADNmt resultando en una 

reducción de la síntesis de proteína mitocondrial, deterioro de la función de la cadena de transporte 

de electrones, y posteriormente, el aumento de los niveles de ROS intracelulares. Las ROS en 

última instancia, promueven la muerte celular, lo que resulta en una mejora significativa del efecto 

citotóxico ejercido por el cisplatino a través de la generación de daños al ADNn. La disfunción 

mitocondrial, aumenta la capacidad de producir ROS y el metabolismo glucolítico reduce la 

sensibilidad celular al componente mitocondrial - ROS mediada citotoxicidad cisplatino. Reducción 

sensibilidad celular al cisplatino también se puede lograr por el aumento de la capacidad de 

reparación del ADN. (Tomado de Marullo et al., 2013). 
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8. ANTECEDENTES 

 

Uno de los tratamientos comúnmente usado para el tratamiento del cáncer de mama 

es el cisplatino sin embrago, sus efectos secundarios puedes generar estrés oxidante.  Las 

líneas celulares tumorales humanas  in vitro producen en gran tasa de ROS en comparación 

con las líneas celulares no transformadas y se han detectado marcadores de estrés oxidante 

en muestras in vivo de cáncer de mama (Toyokuni et al., 1995; Portakal et al., 2000). El 

estrés oxidante severo conduce a la apoptosis. Inversamente el estrés oxidante persistente, a 

dosis subletales puede causar resistencia a la apoptosis. La inducción de la apoptosis 

mediada por ROS es dependiente de p53 en ratones y líneas celulares (Yin et al., 1999). El 

estrés oxidante constitutivo dentro de las células tumorales de cáncer de mama puede 

acelerar la selección de clonas que tienen silenciada la expresión de p53, lo cual les otorga 

un fenotipo resistente a la apoptosis. Miembros de la familia Bcl-2 son críticos para la 

regulación de la apoptosis, la relación entre los miembros pro-sobrevivencia y pro-

apoptóticos determina el destino de una célula después de un estímulo apoptótico. Las 

proteínas pro-apoptóticas “BH3-only” son los mediadores apicales de la muerte celular y su 

actividad pro-apoptótica está regulada por mecanismo transcripcionales y post-

transcripcionales (Puthalakath y Strasser, 2002). Las proteínas “BH3-only” pueden ser 

subdivididas en dos grupos: las sensoras que incluyen a las proteínas Bmf, Bik, Bad, Noxa 

y las activadoras: Bid, Bim y Puma (Letai et al., 2002). Las proteínas activadoras pueden 

activar a Bax y Bak, mientras que el rol de las sensoras es unirse a las proteínas 

antiapoptóticas de la familia Bcl-2. Dependiendo del contexto celular, Bik puede ser un 

pro-apoptótico muy poderoso cuando es transfectado a varias líneas celulares (Han et al., 

1996) o puede sensibilizar a las células tumorales a la apoptosis mediada por agentes 

terapéuticos o por Fas (Daniel et al., 1999). En el 2009, Ritchie y sus colaboradores 

demostraron que el factor embrionario tirotrófico (TEF) participa en la respuesta al estrés 

oxidante a través del control transcripcional de Bik y en el 2010 Bodet y colaboradores 

señalaron que la expresión de Bik correlaciona con la expresión de TEF 

independientemente de los niveles de p53 en múltiple mieloma y la expresión de Bik se 

asocia con la activación de las caspasas 3 y 9, sugiriendo que Bik promueve la apoptosis a 
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través de la vía mitocondrial (Ritchie et al., 2009; Bodet et al., 2010). Otro estudio 

demuestra que la expresión transitoria de Bik sensibiliza a las células de mieloma al estrés 

oxidante, mientras que el silenciamiento de Bik aumenta la resistencia a este agente (Blatt 

et al., 2009). Hasta el momento, se ha reportado la localización de Bik en el RE en 

humanos y en murinos la proteína homóloga de Bik (BIK) se localizó en la membrana 

mitocondrial. En la línea MCF-7 la transfección con la forma murina de Bik se 

inmunolocalizó en la membrana mitocondrial, esto se correlaciona con lo antes reportado 

por Han en 1996 pues además de localizar a Bik en la periferia nuclear también se halló en 

el citoplasma celular de la línea celular AN1 (Han et al., 1996; Hedge et al., 1998). 
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9. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

 

Es bien sabido que los miembros de la familia BCL-2 participan en la regulación de 

la supervivencia celular y han sido clasificados como pro-apoptóticos o anti-apoptóticos 

dependiendo de la función que realizan en dicho proceso (Chipuk et al., 2010; Czabotar et 

al., 2014; Yang y Korsmeyer, 1996). Así mismo, es conocido que algunos miembros de 

esta familia cambian su expresión causado directa o indirectamente por agente 

antineoplásicos (Kontos et al., 2014). Luna-López et al., (2010) describieron como BCL-2 

incrementa su expresión tras inducir estrés oxidante moderado  (Luna-López et al., 2010).  

De tal forma, que se ha demostrado que algunas miembros de esta familia cambian su 

localización celular y modifican su función (Lin et al., 2004), esto podría sugerido que la 

proteína pro-apoptótica BIK tiene ambos funciones tanto en la inducción de apoptosis como 

en la de sensibilización al estrés oxidativo (Bodet et al., 2010). Así mismo, es interesante el 

que Bik ha demostrado estar sobreexpresado en algunos tipos de cáncer (García et al., 

2005; Lu et al., 2006). Además como respuesta al estrés oxidante la expresión de bik está 

regulada por el factor de transcripción p53 y el factor tirotrófico embriónico (Ritchie et al., 

2009).  De tal forma que es importante estudiar si la proteína BIK es susceptible a cambiar 

su localización subcelular después de la  exposición a estrés oxidante inducido por 

quimioterapia.  

Con lo anterior podemos formular la siguiente pregunta de investigación: ¿Habrá 

cambios en la localización subcelular de la proteína Bik como respuesta al estrés provocado 

por un cisplatino o bien por peróxido de hidrógeno en líneas celulares de mama? 
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10. JUSTIFICACIÓN 

 

El cáncer de mama es la principal causa de muerte por cáncer en mujeres en México 

y a nivel mundial. Actualmente, este tipo de cáncer es un grave problema de salud debido a 

que el número de nuevos casos aumenta cada año a nivel mundial. En 2012, la IARC 

estimó 1.67 millones de nuevos casos en todo el mundo, lo que representa el 25% de todos 

los cánceres (GLOBOCAN, 2012). El cáncer presenta una compleja heterogeneidad 

fenotípica y funcional causada por los cambios genéticos lo que hace difícil el estudio de 

esta neoplasia puesto que las terapias usadas para combatir esta aún son ineficientes en 

algunos casos (Meacham y Morrison, 2013). Existen diferentes mecanismos por los cuales 

se hace difícil el entendimiento de esta neoplasia, tal es el caso del estrés oxidante quien es 

uno de los responsables del daño al ADN, lípidos y proteínas el cual tiene un papel 

importante en el desarrollo y progresión de múltiples enfermedades, entre ellas el cáncer de 

mama. La comprensión de los mecanismos mediante una proteína como BIK que puede 

responder ante el estrés oxidante podrá dar a luz nuevos posibles elementos involucrados en 

este padecimiento ya que podría ayudarnos a entender cómo esta proteína funciona y  

participa en la resistencia o susceptibilidad del tumor y así proponer  nuevas herramientas 

para el tratamiento y diagnóstico de la enfermedad. 
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11. OBJETIVOS 

 

11.1 OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar la localización sub-celular de la proteína BIK como respuesta al 

tratamiento con un agente antineoplásico (cisplatino) y con un agente oxidante (H2O2) en 

las líneas celulares de cáncer de mama MCF-7 y MDA-MB-231 y línea celular epitelial no 

tumorigénica MCF-10A. 

 

11.2 OBJETIVOS PARTCULARES 

 

 Inducir estrés oxidante mediante el uso de cisplatino y peróxido de hidrógeno en las 

líneas celulares de estudio (MCF-7, MDA-MB-231 y MCF-10A) 

 

Determinar la localización de BIK posterior a la inducción de estrés oxidante en las 

líneas celulares MCF-7, MDA-MB-231 y MCF-10A. 

 

12. HIPÓTESIS 

 

Las proteínas de la familia Bcl-2 son susceptibles a modificar su localización en 

función de cambios en el estado redox, de tal forma que la localización de la proteína BIK 

se verá modificada después del estrés oxidante generado por un agente neoplásico y uno 

oxidante. 
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13. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 
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14. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

14.1       Cultivo Celular 

 

Las líneas celulares de cáncer de mama MCF-7 (ATCC no. HTB-22) y MDA-MB-

231 (ATCC no. HTB-26D) fueron cultivadas en medio RPMI-1640 (GIBCO) 

suplementado con 10% de suero fetal bovino (GIBCO), 1% de aminoácidos no esenciales, 

100 U/ml de penicilina y 100 μg/ml de estreptomicina (GIBCO). La línea celular epitelial 

no tumorigénica MCF-10A (ATCC no. CRL-10317)  fue cultivada en medio DMEM/F12 

(GIBCO) suplementado con 5% de suero de caballo, 10 mg/ml insulina, 100 ng/ml toxina 

colérica, 20 ng/ml de factor de crecimiento epidermal y 500 ng/ml de hidrocortisona 

(Invitrogen). Las células fueron tripsinizadas al llegar a confluencia y resembradas para 

continuar con el cultivo. Las células fueron crecidos en una atmósfera a 37°C y con 5% de 

CO2 en cajas de 60 mm de diámetro (Corning). 

La tabla 2 muestra las características principales de las líneascelulares de mama 

MCF-10A, MCF-7 y MDA-MB-231 empleadas para larealización del presente proyecto.  

 

14.2 Viabilidad celular y tratamiento oxidante 

 

Se sembraron 1×10
5 

células por pozo en placas de 24 pozos (Corning, Acton MA, 

USA), después de 24 horas las células fueron tratadas con 2, 4, 6, 8 y 16 µM de cisplatino a 

diferentes tiempos 12, 24, 36 y 48 horas. Otro grupo de células a la misma densidad fue 

tratado con 200 µM de H2O2 por 0.5, 1, 1.5 y 2 horas, después del tiempo de tratamiento las 

células fueron tripsinizadas y una alícuota de 20 l de la mezcla de célula La viabilidad fue 

determinada por el método de exclusión con azul tripano. Para determinar la viabilidad 

celular las células fueron tripsinizadas y una alícuota de 50 µL fue teñida con el mismo 

volumen de una solución fisiológica de azul tripano a 0.4% (test de exclusión con azul 

tripano). El número de células vivas en 10 µL de esta suspensión fue contado en cinco 

campos del hematocitómetro, bajo un microscopio óptico de contraste de fases.  
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Tabla 2. Características de las líneas celulares de mama (Tomado y modificado de Neve 

et al., 2006). 

LÍNEA 

CELULAR 
MCF-7 MDA-MB-231 MCF-10A 

ÓRGANO Glándula mamaria Epitelial Adherente Glándula mamaria 

SITIO 

DERIVADO 
Efusión Pleural Efusión pleural 

Cultivo primario de 

mama 

MORFOLOGÍA Epitelial Epitelial Epitelial 

RECEPTORES 

ER
+
 

PR
+
 

HER2 
-
 

ER 
-
 

PR
-
 

HER2 
-
 

ER 
-
 

PR
-
 

HER2 
-
 

SUBTIPO Luminal Basal B Basal B 

TIPO 
Carcinoma ductal 

invasivo 

Adenocarcinoma 

metastásico 

Enfermedad 

fibroquística 

p53 Wild type +/− Mutante +/+ Wild type +/− 

AGRESIVIDAD 

Alto índice 

proliferativo 

Poca capacidad 

Metastásica 

Bajo índice 

Proliferativo 

Alta invasividad 

----- 

ESTADIO 
III 

(Pre-metastásico) 

IV 

(Metastásico) 
----- 

 

14.3      Inmunofluorescencia  

 

Se sembraron 2 x 10
4 

células de cada línea celular en cubreobjetos dentro de placas 

de 6 pozos (Corning, Acton MA, USA) bajo las condiciones de crecimiento propias de cada 

línea celular, las células fueron tratadas a las concentraciones y tiempos anteriormente 

mencionados, después de los tratamientos las células fueron lavadas 2 veces con  PBS y 

fueron fijadas con formalina neutra (Sigma-Aldrich ®)  4% por 30 min. Inmediatamente 

después las células fueron lavadas dos veces con 250 µL de buffer salino de fosfatos (PBS) 

1X. El PBS fue desechado y se agregó a cada pozo 250 µL de bloqueador de proteínas 
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(GeneTex™) por 10 min, después de ese tiempo las células fueron lavadas dos veces con 

PBS-Tween 2%, posteriormente las células fueron incubadas durante 1 hora con el 

anticuerpo primario anti-Bik (dilución 1:500 en PBS-Tween 2%) (ab52182) (Abcam, 

Cambridge, MA, USA). Después de ese tiempo las células fueron lavadas 3 veces con PBS-

Tween 2% y fueron incubadas con el anticuerpo secundario (ALEXA 488 dilución 1:200 

en PBS-Tween 2%). Después del tiempo de incubación con el anticuerpo secundario, las 

células fueron lavadas 3 veces con PBS-Tween 2%. Finalmente, las células fueron 

incubadas con 40 µL de DAPI (10μg/ml) disuelto en medio de montaje el cuál sirvió para 

teñir el ADN y marcar el núcleo. Se obtuvieron imágenes planas a 40X con el microscopio 

confocal LSM-780-NLO-Zeiss con el láser diodo a 405 nm para DAPI y and Ar/ML 

458/488/514 nm para ALEXA FLUOR-488. El análisis de localización fue realizado 

usando la versión ZEN 2010 6.0 (Carl Zeiss). Imágenes Ortho e imágenes 3D fueron 

obtenidas para corroborar los datos.  

 

14.4      Análisis estadístico 

 

Los datos se presentan como la media ± SD en al menos tres experimentos 

independientes realizados por triplicado. La prueba de ANOVA seguido del análisis por el 

análisis de Tukey-Kramer fueron usados para comparar los datos. Se usaron diferentes 

niveles de probabilidad estadísticamente significativos (<0.0001; <0.001; <0.01; <0.0005; 

<0.05). 
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15. RESULTADOS  

 

15.1     Efecto del cisplatino sobre la viabilidad celular en las líneas celulares de mama 

 

Para determinar la concentración de la exposición del cisplatino (CP) que sería 

posteriormente utilizada para evaluar la localización celular de BIK en las líneas celulares 

MCF-7, MDA-MB-231 y MCF-10A, se determinó la viabilidad celular en cada línea 

después del tratamiento con cisplatino a diferentes concentraciones (0, 2, 4, 6, 8 y 16 µM) y 

a diferentes tiempos (12, 24, 36 y 48 h). La concentración de 8 y 16 µM redujo la 

viabilidadcelular a más del 50% durante las primeras 12 h y esas mismas concentraciones 

fueron letales en las tres líneas celulares a las 48 h, de tal forma que los resultados no se 

incluyeron en las figuras. Como se muestra en la Gráfica 1, la viabilidad de la línea celular 

MCF-7  disminuyó 10 % al ser tratada con 2 µM de CP durante 12 h, y volvió a disminuir 

hasta un 30 % a las 48 h. Con la concentración 4 µM de CP la viabilidad disminuyó un 37 

% después de 12h de tratamiento con una reducción máxima del 77 % después de las 48 h. 

A la concentración 6 µM de CP durante 12 h disminuyó 35 % y 48 % a las 24 h, se observó 

un decline a más del 70 % de viabilidad en el tiempo siguiente. Los cambios en la 

viabilidad durante todos los tratamientos estudiados fueron estadísticamente diferentes 

comparados con el control (p<0.0001) con excepción de 2 µM de CP a las 12 h. 
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Gráfica 1.Determinación de la viabilidad en la línea celular MCF-7 después del tratamiento 

con cisplatino. El efecto del cisplatino (CP) fue evaluado en la línea celular MCF-7.  Las células 

fueron tratadas a diferentes concentraciones 0, 2, 4 y 6 µM por 12, 24, 36 y 48 h. Diferencias 

estadísticamente significativas fueron observadas con respecto a las células no tratadas (*) p < 0.05, 

(**) p < 0.01.  
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El efecto del tratamiento con CP sobre la viabilidad en la línea celular MDA-MB-

231 se muestra en la Gráfica 2. Con la concentración de 2 µM  de CP durante las primeras 

24 h no se observó ningún efecto, sin embargo la viabilidad disminuyó drásticamente (66 

%) a las 36 h de tratamiento y 74% a las 48 h. Con la concentración de 4 µM la viabilidad 

disminuyó 13%, 21%, 78% y 85 % respectivamente. Con 6 µM de CP se observó el mismo 

escenario, poco efecto durante las primeras 24 h y una drástica disminución (87 %) a las 36 

h y a las 48 h (93 %). El CP inhibió la viabilidad celular en la línea celular MDA-MB-231 

de forma dosis y tiempo dependiente.  

 

 
Gráfica 2.Determinación de la viabilidad en la línea celular MDA-MB-231  después del 

tratamiento con cisplatino. El efecto del cisplatino (CP) fue evaluado en la línea celular MDA-

MB-231.  Las células fueron tratadas a diferentes concentraciones 0, 2, 4 y 6 µM por 12, 24, 36 y 

48 h.  Diferencias estadísticamente significativas fueron observadas con respecto a las células no 

tratadas (*) p < 0.05, (**) p < 0.01.  
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En la línea celular MCF-10A (Gráfica 3), la viabilidad celular únicamente 

disminuyó 20 % durante las primeras 24 h con 2µM y 4µM de CP y disminuyó 25 % con 6 

µM de CP. La disminución más notable fue observada a las 36 h (50%) y 48 h 

(75%)(Gráfica 3). 

Gráfica 3.Determinación de la viabilidad en la línea celular MCF-10A después del 

tratamiento con cisplatino. El efecto del cisplatino (CP) fue evaluado en la línea celular epitelial 

normal MCF-10A. Las células fueron tratadas a diferentes concentraciones 0, 2, 4 y 6 µM por 12, 

24, 36 y 48 h.  Diferencias estadísticamente significativas fueron observadas con respecto a las 

células no tratadas (*) p < 0.05, (**) p < 0.01.   
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Tomando en consideración todos los experimentos antes mencionados, se eligió la 

concentración de 6 μM durante 24 h como las condiciones de tratamiento para realizar los 

siguientes experimentos, debido a que con estas condiciones se mantiene el 50% de células 

viables en cada línea celular. Las diferencias entre las tres líneas se observan en la gráfica 

4.  

 

Gráfica 4. Comparación entre las líneas celulares durante el tratamiento con 6µM de CP. 

Diferencias estadísticamente significativas fueron observadas con respecto a las células MCF-10A 

(*) p < 0.05; (**) p < 0.01 y (&) p < 0.05 con respecto a las células MCF-7. Cada punto representa 

la media ± S.D. de 9 determinaciones hechas en tres experimentos independientes.  
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15.2     Efecto del peróxido de hidrógeno (H2O2) sobre la viabilidad celular en líneas 

celulares de mama 

 

Datos previos de nuestro laboratorio y otros más (Burdon, 1995; Wiese et al., 1995; 

Luna-López et al., 2010; Pickering et al., 2012) ya han reportado que la concentración 200 

µM  de H2O2es una dosis efectiva capaz de inducir daño celular agudo a cortos tiempos sin 

matar a las células. Sin embargo, con el fin de determinar el mejor tiempo para inducir 

daño, cada línea celular fue tratada con la dosis mencionada por diferentes cortos 

tiempos0.5, 1, 1.5 y 2 h (Gráfica 5). Todos los datos fueron estadísticamente significativos 

respecto al control (p<0.005). La viabilidad celular de las células MCF-7 después de 30 

min con H2O2disminuyó 10 % aproximadamente, después de 1h de tratamiento la viabilidad 

celular disminuyó 23 % y después de 2 h la viabilidad disminuyó 55 % (Gráfica 5). Todos 

los datos fueron estadísticamente significativos respecto al control (p<0.005). 

Gráfica 5. Determinación de la viabilidad en la línea celular MCF-7 después del tratamiento 

con H2O2. La línea celular MCF-7 fue tratada con 200 µM de H2O2 durante 0.5, 1, 1.5 y 2 h. 

Diferencias estadísticamente significativas fueron observadas con respecto a las células no tratadas 

(*) p < 0.05, (**) p < 0.01.   
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La línea celular MDA-MB-231tratada con H2O2 en mostró el mismo 

comportamiento (Gráfica 6). Se observó una disminución del 28 % después de 30 min de 

tratamiento mientras que después de 1h la viabilidad disminuyó 42 % y 58 % a las 2 h de 

tratamiento. Todos estos datos fueron estadísticamente significativos respecto al control, 

por lo tanto en la línea celular MDA-MB-231 el tiempo escogido fue las 2 h de tratamiento. 

 

Gráfica 6. Determinación de la viabilidad en la línea celular MDA-MB-231 después del 

tratamiento con H2O2. La línea celular MDA-MB-231 fue tratada con 200 µM de H2O2 durante 

0.5, 1, 1.5 y 2 h. Diferencias estadísticamente significativas fueron observadas con respecto a las 

células no tratadas (*) p < 0.05, (**) p < 0.01.   
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De manera interesante la línea celular MCF-10A fue la más resistente al tratamiento 

con CP, fue la más susceptible al H2O2, especialmente a periodos cortos de tiempo. La 

viabilidad en esta línea celular disminuyó 25 % después de 30 min de tratamiento; 42 % 

después de 1 h y 60 % a las 2 h de tratamiento (Gráfica 7). Dos horas de tratamiento fue 

escogida para los siguientes experimentos, debido a que aproximadamente el 50 % de la 

viabilidad celular fue preservada.  

Gráfica 7. Determinación de la viabilidad en la línea celular MCF-10A después del 

tratamiento con H2O2. La línea celular MCF-10A fue tratada con 200 µM de H2O2 durante 0.5, 1, 

1.5 y 2 h. Diferencias estadísticamente significativas fueron observadas con respecto a las células 

no tratadas (*) p < 0.05, (**) p < 0.01.   
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Tomando en consideración todos los tiempos de tratamiento con cada línea celular, 

a la concentración 200 µM, el tiempo 24 h fue escogida para ser usada en cada 

experimento, debido a que con estas condiciones se mantiene una viabilidad del 50 % y 

diferencias estadísticas se observaron entre cada línea celular (Gráfica 8). 

 

 

Gráfica 8. Comparación entre  las líneas celulares durante el tratamiento con 200 μM de 

H2O2. Diferencias estadísticamente significativas fueron observadas con respecto a las células 

MCF-10A  (*) p < 0.05; (**) p < 0.01. Cada punto representa la media ± S.D. de 9 determinaciones 

hechas en tres experimentos independientes.  
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15.3      Localización subcelular de Bik después del tratamiento con cisplatino 

 

La localización subcelular de BIK fue evaluada después del tratamiento con CP 6 

µM mediante inmunofluorescencia en células MCF-7 de 6 a 36 h. La Figura 13 muestra 

que la localización de la proteína BIK se localiza en el citosol de las células no tratadas y 

después de las 6 a las 12 h los niveles incrementan. Después de las 24 h de tratamiento 

hasta las 36 h, los cambios en la localización de BIK se observan principalmente en el 

núcleo de las células; esto fue corroborado por la co-localización con el marcador 

fluorescente DAPI, el cual se adhiere a regiones ricas de adenina y timina en el ADN, esto 

sugiere que BIK se transloca al núcleo en repuesta respuesta al tratamiento con  CP en las 

células MCF-7. Se realizaron dos videos que se presentan como material suplementario, en 

los que se muestra que BIK está prominentemente fuera del núcleo en células MCF-7 no 

tratadas.  

 

La inmunofluorescencia en las células MDA-MB-231 reveló un escenario diferente. 

La Figura 14 muestra que en este caso, la proteína BIK se localiza en el núcleo en células 

no tratadas, pero a partir de las 6 h de tratamiento hasta las 12 h hay un incremento en la 

señal fluorescente que se observa tanto en el núcleo como en el citosol, lo cual sugiere una 

mayor expresión de la proteína y cambio en la localización celular. A las 24 h la señal de 

BIK se presenta únicamente en el núcleo y a las 36 h la señal desaparece en ambos sitios.  

 

En la línea celular MCF-10A la señal de BIK incrementa con el tiempo 

especialmente a las 24  y 36 h (Figura 15),  implicando nuevamente un aumento en la 

expresión, sin embargo la señal siempre permanece en el citosol y no se transloca al núcleo. 

Con todo lo anterios se obtuvieron imágenes en 3D mediante el análisis de Z-stack usando 

el programa Zen 2010 versión 6.0 (Carl Zeiss), también se obtuvieron imágenes Ortho que 

sirvieron para determinar y cuantificar la localización nuclear y citoplasmática de la 

proteína BIK, una reconstrucción de imágenes generó un video en el que claramente 

muestra el comportamiento de BIK (ANEXOS). Estos resultados confirman que en MDA-

MB-231, BIK tiene un comportamiento dinámico y se transloca al núcleo después del 

tratamiento con cisplatino (6h), pero vuelve a entrar repetidamente en las horas 



68 
 

subsecuentes.  En las células MCF-7, BIK se transloca lentamente al núcleo logrando su 

máximo punto a las 24 h. De manera interesante, no se detectó a BIK en el núcleo de las 

células MCF-10A durante ningún tiempo del tratamiento con cisplatino (Figura 16; Figura 

17). 
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Figura 15. Localización subcelular de BIK durante el tratamiento con cisplatino en la línea  
celular MCF-7. La línea celular de cáncer mamario MCF-7 fue tratada con 6 µM de cisplatino. Imágenes 

fueron obtenidas mediante microscopía confocal como se describió en material y métodos. La 

inmunofluorescencia fue evaluada a 6, 12, 24 y 36 h. En a, d, g, j y m, inmunotinción de BIK (verde); en b, e, 

h, k y n, tinción con DAPI (azul); en c, f, i, l y o, merge. Imágenes planas fueron obtenidas con el microscopio 

confocal LSM-780-NLO-Zeiss a 400X con el láser diodo 405 nm para DAPI y Ar/ML 458/488/514 nm para 

ALEXA FLUOR-488. El análisis de la localización citoplasmática o nuclear de la proteína fue 

particularmente realizado usando el programa ZEN2010 versión 6.0 (Carl Zeiss). La localización de la 

proteína BIK en la línea celular MCF-7 es citoplasmática, mientras que al ser tratadas con 6 µM de cisplatino 

al transcurrir el tiempo la localización de la proteína cambia translocándose al núcleo de la célula 

gradualmente. 

 



70 
 

 

Figura 16. Localización subcelular de BIK durante el tratamiento con cisplatino en la línea 

celular MDA-MB-231. La línea celular de cáncer mamario MDA-MB-231 fue tratada con 6 µM de 

cisplatino. Imágenes fueron obtenidas mediante microscopía confocal como se describió en material 

y métodos. La inmunofluorescencia fue evaluada a 6, 12, 24 y 36 h. En a, d, g, j y m, inmunotinción 

de BIK (verde); en b, e, h, k y n, tinción con DAPI (azul); en c, f, i, l y o, merge. Imágenes planas 

fueron obtenidas con el microscopio confocal LSM-780-NLO-Zeiss a 400X con el láser diodo 405 

nm para DAPI y Ar/ML 458/488/514 nm para ALEXA FLUOR-488. El análisis de la localización 

citoplasmática o nuclear de la proteína fue particularmente realizado usando el programa ZEN2010 

versión 6.0 (Carl Zeiss). La localización de la proteína BIK en la línea celular MDA-MB-231 es 

nuclear, mientras que al ser tratadas con 6 µM de cisplatino al transcurrir el tiempo la localización 

de la proteína cambia translocándose al citoplasma de la célula gradualmente. 
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Figura 15. Localización subcelular de BIK durante el tratamiento con cisplatino en la línea 

celular MCF-10A.La línea celular epitelial de mama MCF-10A fue tratada con 6 µM de cisplatino. 

Imágenes fueron obtenidas mediante microscopía confocal como se describió en material y 

métodos. La inmunofluorescencia fue evaluada a 6, 12, 24 y 36 h. En a, d, g, j y m, inmunotinción 

de BIK (verde); en b, e, h, k y n, tinción con DAPI (azul); en c, f, i, l y o, merge. Imágenes planas 

fueron obtenidas con el microscopio confocal LSM-780-NLO-Zeiss a 400X con el láser diodo 405 

nm para DAPI y Ar/ML 458/488/514 nm para ALEXA FLUOR-488. El análisis de la localización 

citoplasmática o nuclear de la proteína fue particularmente realizado usando el programa ZEN2010 

versión 6.0 (Carl Zeiss).La localización de la proteína BIK en la línea celular MCF-10A es 

citoplasmática, mientras que al ser tratadas con 6 µM de cisplatino al transcurrir el tiempo la 

localización de la proteína no cambia en la célula. 

 



72 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 9. Co-localización de Bik después del tratamiento con cisplatino. La co-localización fue 

determinada usando el programa Zen 2010 versión 6.0. Cada punto representa la media ± S.D de 3 

determinaciones realizadas en tres experimentos independientes. MCF-7 (barras negras), MDA-

MB-231 (barras grises) y MCF-10A (barras blancas). Significancia estadística con respecto a su 

control no tratado (NT): *(p<0.05), fueron considerados. & (p<0.05) con respecto a  MCF-7. 
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15.4     Localización subcelular de Bik después del tratamiento con H2O2 

 
La localización subcelular de la proteína BIK después del tratamiento con H2O2  

mostró el mismo comportamiento a lo antes observado con el tratamiento de CP. En las 

células MCF-7 no tratadas y después del incubar a tiempos cortos de 0.5 y 1 h, la señal 

aparece en el citosol de las células (Figura 17); sin embargo a 2 h de tratamiento, Bik co-

localiza con DAPI en el núcleo, lo cual concuerda con los resultados previos donde BIK se 

transloca  al núcleo después de una agresión oxidante.  

En las células MDA-MB-231 (Figura 18), BIK se observa  nuevamente en el núcleo 

de las células no tratadas, después de 2 h de tratamiento con H2O2 la señal de fluorescencia 

incrementa en el citosol de las células, mientras que en el núcleo la señal disminuye, esto 

sugiere la salidos de BIK al núcleo, observándose el mismo efecto con el tratamiento de 

CP. 

En la línea celular MCF-10A la señal fluorescente gradualmente incrementa 

después del tratamiento con H2O2, pero la señal siempre se observó en el citosol (Figura 

19), sugiriendo que la proteína Bik en ningún momento se translocó al núcleo.  La Figura 

4D muestra la localización nuclear realizada con el análisis Z-stack mostrando imágenes 

ortho y 3D. La figura muestra que la proteína BIK en la línea celular MDA-MB-231, que 

originalmente se encontraba localizada en el núcleo lentamente se transloca al citosol. En la 

línea celular MCF-7 la máxima acumulación de BIK en el núcleo se observó a las 24 h de 

tratamiento, mientras que Bik no fue detectado en el núcleo de las células MCF-10A en 

ningún tiempo durante el tratamiento con H2O2. Es interesante el hecho que haya una 

diferencia estadísticamente significativa entre la intensidad de la señal nuclear en la línea 

celular MDA-MB-231 en comparación a las células MCF-7, esto confirma que esta 

proteína antiapoptótica tiene diferente localización celular en ambas líneas celulares antes 

de cualquier tratamiento, esto puede estar relacionado al estadio de cáncer y a las 

propiedades inherentes en cada línea celular (Figura 20).   
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Figura 18.Localización subcelular de BIK durante el tratamiento con H2O2 en la línea celular 

MCF-7. La línea celular de cáncer mamario MCF-7 fue tratada con 200 deH2O2. Imágenes fueron 

obtenidas mediante microscopía confocal como se describió en material y métodos. La 

inmunofluorescencia fue evaluada a 30 min, 1 h, 1.5 h y 2 h. En a, d, g, j y m, inmunotinción de 

BIK (verde); en b, e, h, k y n, tinción con DAPI (azul); en c, f, i, l y o, merge. Imágenes planas 

fueron obtenidas con el microscopio confocal LSM-780-NLO-Zeiss a 400X con el láser diodo 405 

nm para DAPI y Ar/ML 458/488/514 nm para ALEXA FLUOR-488. El análisis de la localización 

citoplasmática o nuclear de la proteína fue particularmente realizado usando el programa ZEN2010 

versión 6.0 (Carl Zeiss). La localización de la proteína BIK en la línea celular MCF-7 es 

citoplasmática, mientras que al ser tratadas con 200 µM de H2O2al transcurrir el tiempo la 

localización de la proteína cambia translocándose al núcleo de la célula gradualmente. 
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Figura 19.Localización subcelular de BIK durante el tratamiento con H2O2 en la línea celular 

MDA-MB-231. La línea celular de cáncer mamario MCF-7 fue tratada con 200 deH2O2. Imágenes 

fueron obtenidas mediante microscopía confocal como se describió en material y métodos. La 

inmunofluorescencia fue evaluada a 30 min, 1 h, 1.5 h y 2 h. En a, d, g, j y m, inmunotinción de 

BIK (verde); en b, e, h, k y n, tinción con DAPI (azul); en c, f, i, l y o, merge. Imágenes planas 

fueron obtenidas con el microscopio confocal LSM-780-NLO-Zeiss a 400X con el láser diodo 405 

nm para DAPI y Ar/ML 458/488/514 nm para ALEXA FLUOR-488. El análisis de la localización 

citoplasmática o nuclear de la proteína fue particularmente realizado usando el programa ZEN2010 

versión 6.0 (Carl Zeiss). La localización de la proteína BIK en la línea celular MDA-MB-231 es 

nuclear, mientras que al ser tratadas con 200 µM de H2O2al transcurrir el tiempo la localización de 

la proteína cambia translocándose al citosol de la célula gradualmente. 
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Figura 20. Localización subcelular de BIK durante el tratamiento con H2O2 en la línea celular 

epitelial MCF-10A. La línea celular de epitelial MCF-10A fue tratada con 200 de H2O2. Imágenes 

fueron obtenidas mediante microscopía confocal como se describió en material y métodos. La 

inmunofluorescencia fue evaluada a 30 min, 1 h, 1.5 h y 2 h. En a, d, g, j y m, inmunotinción de 

BIK (verde); en b, e, h, k y n, tinción con DAPI (azul); en c, f, i, l y o, merge. Imágenes planas 

fueron obtenidas con el microscopio confocal LSM-780-NLO-Zeiss a 400X con el láser diodo 405 

nm para DAPI y Ar/ML 458/488/514 nm para ALEXA FLUOR-488. El análisis de la localización 

citoplasmática o nuclear de la proteína fue particularmente realizado usando el programa ZEN2010 

versión 6.0 (Carl Zeiss). La localización de la proteína BIK en la línea celular MCF-10A es 

citoplasmática, mientras que al ser tratadas con 6 µM de H2O2 al transcurrir el tiempo la 

localización de la proteína no cambia en la célula. 
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Gráfica 10. Co-localización de Bik después del tratamiento con H2O2. La co-localización fue 

determinada usando el programa Zen 2010 versión 6.0. Cada punto representa la media ± S.D de 3 

determinaciones realizadas en tres experimentos independientes. MCF-7 (barras negras), MDA-

MB-231 (barras grises) y MCF-10A (barras blancas). Significancia estadística con respecto a su 

control no tratado (NT): *(p<0.05), & (p<0.05) con respecto a  MCF-7. 
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16. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

El cáncer de mama es un serio problema de salud a nivel mundial, debido a la 

heterogeneidad a nivel clínico, histológico y molecular es difícil determinar el rumbo que 

tomará la enfermedad, de tal forma que nuevos blancos farmacéuticos y estrategias 

terapéuticas podrían llegar a ser de mucha utilidad para entender y facilitar su tratamiento. 

En los últimos años el papel de las proteínas de la familia BCL-2 ha sido reevaluado 

debido a que la expresión de estas proteínas han cambiado directa o indirectamente por 

agentes antineoplásicos (Kontos et al., 2014; Safaeian et al., 2014). El papel pro-

apoptóticode la proteína BIK se encuentra ampliamente documentado (Chinnadurai, 

Vijayalingam y Rashmi, 2008). Sin embargo, se ha observado sobreexpresión de bik en 

diversas neoplasias, tal es el caso del cáncer de mama y pulmón (García et al., 2005; Lu et 

al., 2006), estas evidencias nos motivaron a estudiar más a fondo las posibles funciones 

alternativas de esta proteína.  

Actualmente, las drogas quimioterapéuticas usadas como tratamiento contra el 

cáncer tienen la capacidad de generar especies reactivas de oxígeno (ROS) e inducir estrés 

oxidante. Esto puede favorecer algunas sub-poblaciones de células permitiéndoles la 

capacidad de supervivencia y al mismo tiempo generar quimiotoxicidad en células no 

malignas (Victorino et al., 2014; Mahalingaiah y Singh, 2014). Por lo tanto, es importante 

explorar si las proteínas pro-apoptóticas son capaces de cambiar su localización subcelular 

en función de los cambios de estado redox, lo que podría explicar estos efectos 

contradictorios y permitirá la generación de nuevos agentes quimioterapéuticos con menos 

efectos secundarios. Basándonos en la evidencia previa, determinamos si la localización 

subcelular de la proteína BIK cambia en dos líneas celulares de cáncer de mama, MCF-7 y 

MDA-MB-231, así como, una línea celular epitelial normal de mama, MCF-10A, es 

modificada después del tratamiento con un agente oxidante y uno quimiotóxico los  cuales 

directa o indirectamente inducen estrés oxidante. El cisplatino es uno de fuertes agentes 

antitumorigénico usado para combatir tumores sólidos (Worden et al., 2006; Armstrong et 

al., 2006; Olaussen et al., 2006). El efecto tóxico del cisplatino se debe a su  interacción 

con el ADN el cual forma aductos covalentes impidiendo la separación de la cadena, la 
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replicación, la transcripción y la activación de la vía mitocondrial apoptótica (García et al., 

2007), lo que genera ERO mitocondriales (Cardinaal et al., 2004). Por otro lado, el agente 

oxidante utilizado fue H2O2, quien es uno de los inductores de estrés oxidante, capaz de 

desencadenar la muerte celular apoptótica a dosis adecuadas (Bauer, 2014; Katsube et al., 

2014). Las concentraciones de cisplatino y H2O2utilizados en este trabajo se determinaron 

tomando en cuenta datos anteriores de nuestro grupo y de otros (Sarangi et al., 2013; Luna-

López et al., 2010; Mahalingaiah y Sing, 2014) ajustándose a las condiciones particulares 

de las líneas celulares que utilizamos, ya que en el caso del H2O2existen señales dentro de 

la célula que dependen de la concentración. A una concentración nanomolar (10
–9

)el 

H2O2funciona como un señalizador o segundo mensajero estimulando el crecimiento y la 

proliferación celular, mientras que a concentraciones micromolares (10
–6

) promueve la 

detención transitoria del ciclo celular e induce procesos adaptativos protectores mediante la 

modificación en la expresión de diferentes genes; sin embargo, a concentraciones 

milimolares (10
–3

) o mayores, el H2O2claramente induce un estado de estrés oxidante que la 

célula no puede contrarrestar, por lo que se genera la muerte celular, ya sea por procesos 

apoptóticos o necróticos (Luna-López et al., 2010).  

Un interesante hallazgo en nuestro trabajo fue la localización nuclear de la proteína 

BIK en la línea celular MDA-MB-231, la localización nuclear de esta proteína no ha sido 

reportada hasta ahora, se ha encontrado principalmente en el retículo endoplásmico y en la 

mitocondria (Germain et al., 2002; Szegezdi et al., 2009). Por otro lado, en la línea celular 

MCF-7 la localización de BIK antes de los tratamientos fue en el citoplasma, de acuerdo a 

lo ya reportado. Sin embargo, después de tratar a las células, BIK cambió su posición en 

ambas líneas celulares, MCF-7 y MDA-MB-231 de manera opuesta; en la línea celular 

MCF-7 del citoplasma se movió al núcleo y en las células MDA-MB-231 del núcleo al 

citoplasma  (Figuras 3 y 4). Aunque no evaluamos la función de esta proteína en el núcleo, 

es un dato importante y relevante debido a las implicaciones que podría tener esta proteína 

y porque la distribución celular fue diferente en dos líneas celulares las cuales representan 

dos estadios distintivos de la enfermedad. De igual forma se observó diferencia 

significativa en la intensidad de la señal de la proteína en las células MDA-MB-231 

comparada con las células MCF-7, esto confirma que esta proteína pro-apoptótica tiene una 

localización subcelular diferente en ambas líneas celulares ante el tratamiento, esto puede 
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estar relacionado al estadio del cáncer en que se encuentre y las propiedades inherentes en 

cada línea celular.  

En cuanto a la línea celular epitelial normal, MCF-10A, no hubo cambios en la  

localización subcelular de BIK. Estas células mostraron mayor resistencia al tratamiento 

con cisplatino que las células transformadas, lo cual sugiere que la translocación de BIK 

puede estar relacionada con una función particular durante la tumorigénesis, tal vez puede 

estar relacionada con la promoción o incremento de la proliferación o metástasis, pero no 

está relacionada a la supervivencia celular. Por otra parte, a fin de obtener la característica 

tumorigénica las células transformadas pueden probablemente renunciar a varios 

mecanismos de subsistencia o protección.  

Sin embargo, no fue totalmente inesperado que se encontrar a BIK en otro 

compartimento celular diferente en las líneas celulares transformadas, ya que en los últimos 

años se han encontrado otros miembros de la familia BCL-2 en posiciones inusuales, 

realizando funciones diferentes a las ya reportadas canónicamente (Danial et al., 2008; 

Martinou y Youle, 2011). A pesar de que estas proteínas son conocidas por su participación 

en la apoptosis, hay fuerte evidencia que sugiere que las proteína BH3 onlyestán 

involucradas en funciones vitales más allá de la muerte celular, incluyendo  la función en el 

metabolismo de nutrientes (Hetz y Glimcher, 2008). El mejor ejemplo es la proteína BAD, 

la cual tiene diferentes funciones. Ha sido involucrada en la progresión del ciclo celular 

cuando esta se dimeriza con BCL-xL, evitando el arresto celular en la fase G0/G1 

(Chattopadhyay et al., 2001). En otro estudio, sobrexpresión de BAD no solo se asoció con 

la progresión del ciclo celular  sino con la producción de  IL-2 después de la activación de 

las células T como una consecuencia de la regulación de AKT (Mok et al., 1999). 

Danial y colaboradores, encontraron otro papel fisiológico de BAD durante la 

secreción de insulina por las células β-pancreáticas. Este nuevo papel de la fosforilación de 

BIK en la serina 155, la cual inactiva su función pro-apoptótica y es requerida para su 

activación durante la secreción de la insulina estimulada por glucosa (Danial et al., 2008). 

En el cerebro, BAD ha sido encontrada en varias localizaciones anatómicas, incluyendo 

aquellas involucradas en la regulación de glucosa y nutrientes (Bu y Lephart, 2005).  

Otro  ejemplo es la proteína pro-apoptótica BID, a la cual se le ha atribuido otra 

función fisiológica. BID es un mediador crítico durante la inflamación e inmunidad innata  
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(Garrett et al., 2010; Takeuchi y Akira, 2010). BID también ha sido implicada en la 

transferencia lipídica entre la membrana mitocondrial y otras membranas celulares, tiene de 

igual forma un papel en el transporte y reciclaje de fosfolípidos (Esposti et al., 2001). Bid 

tiene una doble función con respecto a la respuesta al estrés, está involucrada en la 

respuesta al daño al ADN y su fosforilación puede regular  negativamente su función pro-

apoptótica (Song et al., 2010). 

 Todo lo anterior sugiere que BIK puede también estar involucrada en proceso que 

no necesariamente implica su participación en la apoptosis.  Existen reportes en el que se 

muestra la interacción de BIK con algunos factores de transcripción, como ERK 1/2, 

independientemente de su dominio BH3 (Mebratu et al., 2008), la interacción directa 

impide que este se trasladen al núcleo. Un dato interesante es que cuando la apoptosis es 

estimulada por un inductor oxidante en líneas celulares que expresan p53 de manera 

silvestre como MCF-7, p53 se transloca al núcleo. Esta translocación no se observa en 

líneas celulares con p53 mutada o knockout  como MDA-MB-231 y SKOV3 (Truong et al., 

2014; Xuan et al., 2014). Así que BIK puede estar participando o favoreciendo la 

translocación nuclear de p53 en respuesta al estrés oxidante en las células MCF-7. Otro 

estudio asocia a BIK con los niveles de calcio en el RE y la regulación de la autofagia 

(Leber y Andrews, 2010; Maiuri et al., 2010). Se sabe que BIK forma heterodímeros con 

miembros anti-apoptóticos como  BCL-2 y BCL-xL durante la apoptosis (Chinnadurai et 

al., 2008), esto demuestra que BIK es capaz de desplazar a L del complejo que forma con el 

factor 1 de privación de nutrientes de la autofagia (NAF-1). NAF-1 se asocia físicamente 

con el inositol 1, 4, 5-trifosfate (IP3), se requiere del canal Ca
2+ 

para la regulación del canal 

dependiente L (Chang et al., 2012); el desplazamiento de BIK permite la liberación de Ca
2+ 

del RE, esto promueve la autofagia (Maiuri et al., 2010; Szegezdi et al., 2009). 

Algunos hechos importantes permanecen sin elucidar, sin embargo la cuestión más 

importante es entender la función de BIK en el núcleo y si ésta implica cambios en la 

transcripción de genes. Otra cuestión es cuál proteína o chaperona transloca a BIK y porqué 

las líneas que representan diferentes estadios del cáncer de mama presentan diferentes 

localizaciones de la proteína. Sin embargo, el hallazgo de que la localización de la proteína 

en las células MCF-10A no cambió y fueron más resistentes al tratamiento con cisplatino 

abre una nueva ventana para estudiar nuevos blancos terapéuticos. Finalmente, la respuesta 



82 
 

a estas preguntas nos conducirá a una mejor comprensión del papel de la proteína BCL-2 en 

el cáncer y nos permitirá desarrollar mejores terapias con menos efectos secundarios y 

perjudiciales.  
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17. CONCLUSIONES 

 

En la línea celular MCF-7, BIK se encontró localizada en el citosol de las células, 

sin embargo después del cambio de estrés oxidante producido por el tratamiento con 

cisplatino y H2O2, esta proteína gradualmente se translocó al núcleo de las mismas. 

 

En la línea celular metastásica MDA-MB-231, BIK se localizó en el núcleo de las 

células sin embargo, después del tratamiento con cisplatino y H2O2 la proteína se translocó 

al citosol de las células.  

 

En la línea celular epitelial la localización subcelular de la proteína BIK antes de los 

tratamientos fue el citosol de las células y no se observó cambio en la localización después 

de los tratamientos, por lo que esta línea celular es más resistente comparada con las líneas 

celulares transformadas de cáncer de mama. 
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18. PERSPECTIVAS 

 

Determinar la co-localización de Bik y p53 en el núcleo después de inducir la 

muerte celular en las diferentes líneas celulares estudiadas. 

 

Determinar mediante inmunoprecipitación la interacción de Bik y p53 después de 

inducir la muerte celular en las diferentes líneas celulares estudiadas. 

 

Determinar la  participación de Bik en la migración, la capacidad invasiviva y en 

proliferación celular de las diferentes líneas celuares estudiadas. 

 

Determinar la función de la proteína bik en los tumores quimioresistentes y 

metastásicos. 

 

Determinar si la proteína Bik tiene regiones de unión al ADN, si funciona como 

coactivador para factores de transcripción o algún otro mecanismo por el cual pueda 

ingresar al núcleo. 
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19. ANEXOS  

 

 Los videos fueron generados usando imágenes ortho e imágenes 3D obtenidas con 

el análisis realizado usando el programa Zen2010 versión 6.0 (Carl Zeiss). 

 

 Video 1: MCF-7 control.avi. Muestra a Bik (verde) el cual está principalmente 

fuera del núcleo (azul). 

https://www.dropbox.com/sc/im8kdx1tinney6j/AACpLVC45KrqInczmuwiKE

K_a 

 

 Video 2: MCF-7 Cisplatino a 24h-6 μM.avi.Muestra a Bik (verde) el cual ha sido 

incorporado al núcleo (azul). 

https://www.dropbox.com/sc/hj74tgatm8sq9os/AABRrQTIV6NlNACfnOw64CQ6a 

 

 Video 3: MDA Control.avi. Muestra que Bik (verde) se localiza en el núcleo de 

células no tratadas 

https://www.dropbox.com/sc/rclu6lqmqqxpc1h/AAAOcM6QJTqPaXL8F1Cw25s7a 

 

 Video 4: MCF-10A Cisplatino 24h-6 μM.avi. Muestra que en esta línea celular 

después del tratamiento la proteína permanece fuera del núcleo, sin ningún cambio 

aparente en la localización. 

https://www.dropbox.com/sc/adrbttekdwdwzyv/AACppMI9kljzpgwPEkI4Af1oa 

 

  

https://www.dropbox.com/sc/im8kdx1tinney6j/AACpLVC45KrqInczmuwiKEK_a
https://www.dropbox.com/sc/im8kdx1tinney6j/AACpLVC45KrqInczmuwiKEK_a
https://www.dropbox.com/sc/hj74tgatm8sq9os/AABRrQTIV6NlNACfnOw64CQ6a
https://www.dropbox.com/sc/rclu6lqmqqxpc1h/AAAOcM6QJTqPaXL8F1Cw25s7a
https://www.dropbox.com/sc/adrbttekdwdwzyv/AACppMI9kljzpgwPEkI4Af1oa
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