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RESUMEN 

 

 En este proyecto se trataron las líneas celulares A549, MCF-7 y B16F10 con 

curcumina durante 24 h para evaluar la modulación de WT1 y Par-4, así como el efecto en la 

expresión de Bcl-2 mediante RT-PCR e inmunocitoquímica. 

 

 Los resultados obtenidos por RT-PCR, indicaron que WT1, Par-4 y BCL-2 fueron 

modulados por el tratamiento de curcumina, lo que se corroboró por el aumento de su 

expresión proteica, a una concentración de 20 µM de curcumina; y una disminución en su 

expresión al incrementar la dosis a 60 µM de curcumina. Asimismo, se visualizó mediante 

MTT una respuesta en la viabilidad celular dependiente de la dosis y el tiempo. Lo anterior, 

se puede correlacionar con un incremento en la apoptosis mediado por BCL-2; así como una 

disminución de WT1, Par-4 y Bcl-2 a 60 µM de curcumina cuando la viabilidad celular ya 

se encuentra muy baja. 
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ABSTRACT 

 

 

In this project, A549, MCF-7, and B16F10 cells were evaluated by RT-PCR and 

immunocytochemistry, to determine the modulation of WT1 and Par-4 and the effect 

on the expression of the Bcl-2 gen by curcumin, the cells received treatment for 24 

hours. 

 

RT-PCR results shown that WT1, Par-4, and BCL-2 were modulated by curcumin 

treatment. At a concentration of 20 µM of this treatment, it was observed a raise of 

WT1, Par-4 and Bcl-2 expression, and a decrease in its expression when increasing the 

dose to 60 µM of curcumin. Likewise, the cell viability by MTT was visualized with a 

time and dose dependent response. This can be correlated with an increase in apoptosis 

mediated by BCL-2; as well as a decrease in WT1, Par-4 and Bcl-2 at 60 µM of 

curcumin when cell viability is already very low. 
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INTRODUCCIÓN 

 

El cáncer, también conocido como neoplasia o tumor maligno, es un gran conjunto 

de enfermedades génicas, en su mayoría no hereditarias, que pueden comenzar en cualquier 

sitio cuando las células atípicas crecen sin control, invaden tejidos adyacentes o se 

diseminan a órganos distintos. El proceso final se llama metástasis y es una causa relevante 

de muerte (Iwasa y Marshall 2019; WHO 2020).  El cáncer es monoclonal, es decir, de debe 

a la proliferación incontrolada de una célula extraña; sin embargo, para que una célula 

normal modifique su fenotipo, son necesarias múltiples mutaciones en diferentes genes para 

que esta célula se convierta en una célula neoplásica (Iwasa y Marshall 2019).   

 En diversos estudios se ha demostrado que el gen Par-4 es supresor tumoral, ya que 

es da lugar a la apoptosis de forma selectiva en células carcinogénicas, por lo que se ha 

considerado como un blanco terapéutico. Asimismo, se ha confirmado que Par-4 

interacciona con WT1 por lo que puede modular sus actividades transcripcionales a través 

de interacciones físicas (Johnstone et al. 1996); y debido a esta interacción puede inducir 

apoptosis, a través de la regulación WT1, el cual inhibe la función de p53 para inducir 

apoptosis (Maheswaran et al. 1995). Además, Par-4 regula Bcl-2 a través de un sitio de 

unión a WT1 localizado en el promotor bcl-2 (Cheema et al. 2003). 

 Adicionalmente, se ha considerado que la curcumina podría ser un posible fármaco 

anticanceroso eficaz, que podría ser indicado solo o en conjunto con otros medicamentos, 

ya que afecta a diferentes vías de señalización y dianas moleculares implicadas en el 

desarrollo de varios cánceres, por ejemplo, factores de transcripción y de crecimiento, 

citocinas proinflamatorias, receptores, proteínas quinasas, apoptóticas y aquellas que 

intervienen en la supervivencia y proliferación celular. Aunado a lo anterior, se ha reportado 

el mecanismo inhibidor de la curcumina en la expresión de WT1 en líneas celulares 

leucémicas (Anuchapreeda et al. 2006).  Así como su efecto activador de Par-4 dependiente 

de ROS, lo cual conduce a la autofagia en líneas celulares humanas de glioma maligno. En 

células de carcinoma hipofaríngeo, Par-4 tiene la capacidad de inducir de forma simultánea 

apoptosis y autofagia (Thayyullathil et al.  2014; L. J. Wang et al. 2014).  
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 Por lo que en este proyecto se estudiara la modulación de WT1 y Par-4 en las 

células de cáncer A549, MCF-7 y B16F10, las cuales corresponden a adenocarcinoma 

pulmonar humano, cáncer de mama humano y melanoma murino respectivamente. 

Asimismo, se analizar el gen Bcl-2 que se encuentra río abajo de WT1 y Par-4 en la vía de 

señalización de la apoptosis. 

  



5 
 

ANTECEDENTES 

 

 De forma global, el cáncer ocupa el segundo lugar en causar mortalidad, 

siendo el cáncer de pulmón, el tipo de cáncer con mayor mortalidad (18%), por otro lado, 

el cáncer que presenta mayor incidencia es el cáncer de mama (11.7%) (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Distribución de los tipos de cáncer en el mundo con respecto a su incidencia y 

mortalidad (respectivamente) (WHO 2021). 

 

En México, el primer lugar en incidencia y mortalidad es ocupado por el cáncer de mama 

con un 15.3% y 8.8% respectivamente (Figura 2), mientras que el cáncer de pulmón se 

encuentra en el cuarto lugar de cánceres con mayor mortalidad (7.9%). Otro tipo de cáncer 

común es el cáncer de piel, que se encuentra dentro de las primeras 20 tipologías con mayor 

incidencia mundial y en México ocupa el lugar número 21 (Figura 3)  (WHO 2021) . Sin 

embargo, duplica su incidencia cada 10 años (México 2021). El mal pronóstico se debe a la 

falta de tratamientos efectivos y al diagnóstico tardío. 
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Figura 2. Distribución de incidencia de los principales tipos de cánceres en México. (WHO 2021) 

 

Figura 3. Distribución de mortalidad de los principales tipos de cánceres en México. (WHO 2021) 

 

 



7 
 

 Cáncer de pulmón 

 

 En la práctica clínica, se clasifica principalmente en SCLC, carcinoma pulmonar 

microcítico (Small-Cell Lung Cancer) y NSCLC, carcinoma pulmonar de células no 

pequeñas (Non-small-cell lung cancer). Aproximadamente, del 80% al 85% son NSCLC 

(American Cancer Society 2020; Li, X., et al 2019 citado por (Abbas et al. 2020)) y estos se 

subclasifican adenocarcinoma, cáncer de células escamosas y de células grandes (American 

Cancer Society 2020). Del 15% al 20% restante de los cánceres de pulmón son SNLC, el cual 

es más agresivo que los tipos de cáncer mencionados anteriormente, este tiene una 

supervivencia a 5 años menor al 6% (National Cancer Institute 2014), y para el cual en los 

últimos 30 años no se ha desarrollado ningún tratamiento (Cardnell et al 2017).  

 

 Adicionalmente, la supervivencia a 5 años que se estima en personas con cáncer 

pulmonar y bronquios es del 18.1 % (National Cancer Institute 2014). 

 

 De acuerdo con la OMS, los cánceres de pulmón se clasifican en más de 50 subtipos 

histológicos y se agrupan en los siguientes cinco tipos histológicos: epiteliales, 

mesenquimales, linfohistiocíticos, de origen ectópico y metastásico. Dentro de los tumores 

epiteliales se incluyen los adenocarcinomas, carcinomas de células escamosas, 

neuroendocrinos (carcinomas de células grandes, células pequeñas), entre otros (Travis et al. 

2015). 

 

 Existen diversas circunstancias de riesgo que aumentan la posibilidad de sufrir 

cáncer de pulmón, entre los cuales el factor de riesgo más sobresaliente es fumar, incluyendo 

a los fumadores pasivos. Aproximadamente el 90% se puede atribuir al tabaquismo y el 30% 

de las defunciones de personas no fumadores es atribuible a la exposición residencial al radón 

(Alavanja 2002; de Groot et al. 018). Otras causas de riesgo son la exposición al asbesto 

(O’Reilly et al. 2007), y a agentes carcinogénicos, como minerales radiactivos (por ejemplo, 
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el uranio), sustancias derivadas de la combustión del diésel e inhalación de sustancias 

químicas (compuestos de níquel, cadmio, arsénico, berilio,  sílice, cloruro de vinilo, gas 

mostaza, derivados del cromo y del carbón, y éteres de clorometilo) (American Cancer 

Society 2020).   

 

   El mal pronóstico se debe a la falta de tratamientos efectivos y al diagnóstico tardío, 

ya que únicamente 1 de cada 5 pacientes con cáncer pulmonar son diagnosticados en la etapa 

I, para los cuales la supervivencia a 5 años es de 57% (National Cancer Institute 2019). 

Además, al momento del diagnóstico dos tercios de los pacientes con NSLC, generalmente 

presentan un estado avanzado (es decir, estadios IIIB y IV irresecables) (Li, X., et al 2019 

citado por (Abbas et al. 2020).  

  

 Actualmente, los tratamientos principales son la cirugía, radioterapia, 

quimioterapia, inmunoterapia y terapia dirigida. Además, el descubrimiento de distintos 

biomarcadores ha permitido revolucionar las estrategias terapéuticas (Travis et al. 2015; 

Villalobos y Wistuba 2017).  

 

 Cáncer de mama 

 

 Clínicamente se clasifica en cinco subtipos sobre la base de características 

moleculares e histológicas (Figura 4). Los tumores con una expresión del receptor de 

estrógenos (ER), del receptor de progesterona (PR) o ambos, son denominados cánceres de 

mama con receptores hormonales positivos, por otro lado, los aquellos sin la expresión de 

los receptores ER, PR y HER2 se conocen como triple negativo (TNBC) (Harbeck et al. 

2019). 
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Todos los cánceres de mama surgen en las unidades lobulillares del conducto terminal del 

conducto colector. Las características histológicas y moleculares tienen alta importancia 

para la terapia, y se han desarrollado diversas clasificaciones sobre la base de estas 

características. Los subtipos histológicos con mayor frecuencia son las lesiones invasivas, 

como el carcinoma ductal invasor (también denominado "tipo no especial" (NST)) y el 

carcinoma lobulillar; y sus homólogos preinvasores, el carcinoma ductal in situ y lobulillar 

in situ (o neoplasia lobulillar) (Tabla 1) (Harbeck et al. 2019).  

 

 

Tabla 1. Subclasificación histológica de cáncer de mama. 

 

En la siguiente Tabla 2 se observa la subclasificación molecular, de acuerdo con estudios 

inmunohistoquímicos y principales características histopatológicas. En donde se observa 

que el subtipo con mayor frecuencia es el subtipo luminal A, el cual tiene una frecuencia 

del 50% (Horvath 2021). La incidencia de luminal A ha sido predominante en diversos 

estudios internacionales, seguida de luminal B, HER2 y basal-like (Pandit et al. 2020). 

  

Subtipos histológicos

Preinvasivo

• Carcinoma ductal in situ - DCIS.

• Carcinoma lobular in situ - LCIS.

Invasivo

• Ductal invasor (no especial, NST)

• Lobular o  lobulillar.
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 Luminal Her 2 Triple negativo 

Tipo 

molecular 

Luminal 

A 

Luminal 

B 

Luminal Enriquecido “non 

basal-

like” 

“basal-

like” 

Frecuencia 50% 15% 20% 15% 

Pronóstico Bueno Intermedio Malo 

 

Tabla 2. Subclasificación molecular del cáncer de mama, de acuerdo con estudios inmunohistoquímicos 

y principales características histopatológicas. Adaptado de (Horvath 2021) 

 

 Los subtipos intrínsecos de Perou y Sorlie se basan en una firma de expresión de 

50 genes (PAM50) (Harbeck et al. 2019). 

 

 Dentro de la etiología de este tipo de cáncer se encuentran la predisposición génica, 

la edad, exposición a los estrógenos endógenos, aparición precoz del primer periodo, 

menopausia tardía, la nuliparidad, terapias hormonales sustitutivas, ausencia de lactancia 

materna, radiaciones ionizantes y estilo de vida (obesidad, inactividad física, ingesta de 

alcohol). 

 

  Aproximadamente el 10% son asociados con antecedentes familiares  (Shiovitz y 

Korde 2015), lo cual varía con frecuencia según el grupo étnico. Esto se debe 

principalmente a mutaciones de genes supresores de tumores de alta importancia como 

BRCA1 (17q21) y BRCA2 (13q13), cuyas proteínas están involucradas en la reparación 

homóloga del ADN (Huen et al. 2010), muestran un patrón de herencia autosómico 

dominante (pérdida de función, sin sentido). Existen otros genes que intervienen en el 
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cáncer de mama heredado, además de BRCA1 y BRCA2, como ATM, CHEK2, PALB2, 

PTEN, STK11 y TP53 (Taylor et al. 2018). 

 

 Además, se ha planteado la posibilidad de que la utilización de anticonceptivos 

hormonales pueda aumentar el riesgo de este carcinoma (Del Pup et al. 2019). Dos artículos 

recientes mostraron un aumento estadísticamente significativo del cáncer de mama con el 

uso de anticonceptivos hormonales (Busund et al. 2018; Mørch et al. 2017). 

 

 Por otro lado, se ha estimado que ~20% de los carcinomas de mama en el mundo 

son atribuibles a al estilo de vida, por ejemplo, la ingesta de alcohol, el sedentarismo. Por 

lo que fomentar un estilo de vida saludable da lugar un posible decremento de su incidencia 

(Danaei et al. 2005).  

 

 Melanoma 

  

 El melanoma se encuentra entre los tipos de cánceres más agresivos y resistentes 

al tratamiento. Este tipo de cáncer se origina debido a una transformación maligna de los 

melanocitos, las células que sintetizan melanina, un pigmento fotoprotector (Lo y Fisher 

2014). El 95% de los melanomas son identificados en la piel y el 5% en las mucosas (genital 

u oral), meninges y retina (Martínez-Amores Martínez et al. 2017). 

 

 Los melanomas cutáneos se clasifican en cuatro tipos: léntigo maligno, lentiginoso 

acral, de extensión superficial y nodular; de los cuales el de extensión superficial se presenta 

con mayor frecuencia representando el 70% de los melanomas. Por otro lado, el nodular es 

el melanoma que presenta mayor predisposición a la metástasis,  por ende es el más agresivo 

(Martínez-Amores Martínez et al. 2017).  
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 El factor de riesgo principal de los melanomas es la exposición solar directa, 

aunque también se debe al fenotipo cutáneo, edad, lesiones precursoras o factores genéticos, 

Figura 4. 

 

 

Figura 4. Factores de riesgo en el melanoma cutáneo (Martínez-Amores Martínez et al. 2017). 
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Biomarcadores 

 

En los últimos años, el reconocimiento de los subtipos histológicos y la identificación de 

anomalías moleculares en melanomas, cáncer pulmonar y de mama, ha originado terapias 

dirigidas personalizadas. Los biomarcadores han cambiado la clasificación histológica de 

los tumores, por lo que son una herramienta indispensable para el diagnóstico patológico 

(Horvath 2021; Jenkins y Fisher 2021; Villalobos y Wistuba 2017). 

 

 El uso de biomarcadores predictivos para identificar tumores que podrían responder 

a terapias dirigidas ha significado un cambio en el paradigma del diagnóstico de cáncer. 

 

 Los biomarcadores se definen como "una característica que se mide y evalúa 

objetivamente como un indicador de procesos biológicos normales, procesos patogénicos 

o respuestas farmacológicas a una intervención terapéutica" (Srivastava y Kramer 2018). 

 

 En el NSCLC se han definido distintos biomarcadores (mutaciones en EGFR, 

BRAF, MET; fusiones en ALK, ROS1, RET; y niveles de expresión de la proteína PD-L1). 

Por otro lado, en el SCLC se han identificado los biomarcadores TTF-1 y cMyc, como 

herramientas para tomar una decisión terapéutica (Cardnell et al. 2017). En  seguida, se 

muestra la frecuencia de las alteraciones moleculares distinguibles en adenocarcinoma 

pulmonar y carcinoma de células escamosas (Tabla 3). 
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Tabla 3. Frecuencia de las principales alteraciones moleculares en adenocarcinomas pulmonares y 

carcinomas de células escamosas (Villalobos, P. y Wistuba I. 2017). 

 

 El análisis de biomarcadores es una práctica habitual útil de diagnóstico y 

tratamiento de cáncer mamario. Originalmente comenzó con las pruebas de expresión del 

receptor hormonal para guiar la terapia con tamoxifeno. Normalmente, se evalúa el estado 

del receptor alfa-estrogénico (RE), receptor de progesterona, Ki-67 y HER2, con el fin de 

ayudar al pronóstico y determinar el tratamiento adecuado entre la terapia hormonal, la 

terapia anti-HER2, y la quimioterapia. Para llevar a cabo un pronóstico genético en 

pacientes con ER positivos con ganglios negativos, es posible utilizar una plataforma como 

MammaPrint, Oncotype DX, Prosigna o EndoPredict y determinar la terapia hormonal 

como tratamiento adyuvante exclusivo (Colomer et al. 2017).  

 

 Por otro lado, el tratamiento del melanoma metastásico se ha transformado a través 

de la introducción de nuevas terapias inmunitarias y de orientación molecular. El 

descubrimiento de oncogenes impulsores ha dado lugar a terapias dirigidas, marcando el 

comienzo de la era de la medicina personalizada. En el melanoma, esto ha sido 

ejemplificado por el éxito de los agentes dirigidos a las proteínas BRAF y MEK posteriores 

en pacientes con mutaciones activas de BRAF (Flaherty et al. 2012). Además, bloqueadores 
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de algún punto de control inmunológico, incluidos anti CTLA-4 (antígeno 4 asociado a los 

linfocitos T anti-citotóxicos) y anti PD-1 (inhibidores de muerte programada 1), han 

demostrado un beneficio sustancial como opciones terapéuticas en pacientes con melanoma, 

independientemente de su estado de mutación oncogénica (Tarhini y Kudchadkar 2018). 

 

wt1 (Gen Supresor de Tumor de Wilms 1) 

 

 El tumor de Wilms, es un nefroblastoma pediátrico que fue descrito por primera 

vez por Max Wilms en 1899 (Breslow y Langholz, 1983; Matsunaga, 1981), cuya incidencia 

en niños menores de 15 años es aproximadamente de siete (7) casos por millón (National 

Cancer Institute 2014).  El 5% de los niños con tumor de Wilms presentan un síndrome 

genético, que los predispone a esta neoplasia, como efecto de la alteración del gen wt1 

(Szychot et al. 2014). 

 La localización del gen wt1 es en el cromosoma 11 en el brazo corto, en la banda 

13, el cual se encuentra conformado por aproximadamente 50 kb y en su estructura contiene 

10 exones que codifican para un RNA mensajero de alrededor de 3kb (Figura 1). El gen 

presenta diversas funciones derivadas de dos splicing alternativos que producen sus diversas 

isoformas. El primer splicing se encuentra en el exón 5, en el que se introducen 51 pb (17 

aa) y el segundo splicing presente entre el exón 9 y exón 10, el cual inserta o elimina una 

región de 9pb denominada KTS (3 aminoácidos, Lisina [K] -Treonina [T] -Serina [S]).  La 

combinación de ambos splicing, así como su ausencia [-] o presencia [+] da lugar a la 

existencia de cuatro isoformas (A [-/-], B [+/-], C [-/+] y D[+/+]) (Haber et al. 1991).   

Además, se pueden originar isoformas de diferentes pesos moleculares debido a la 

existencia de tres lugares diferentes para iniciar la traducción. El primer triplete de 

nucleótidos se encuentra en la posición -68 [CTG], el segundo en la posición 0 [ATG] y el 

tercero en la posición 127, dando lugar a las isoformas de 60-62kD, 52-54kD y 36-38kD, 

respectivamente. Aunado a lo anterior se pueden originar combinaciones distintas debido a 

la edición del ARNm, dando lugar a 24 isoformas (Yang et al. 2007).   
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Figura 5. Estructura de wt1 a nivel DNA (exones), mRNA y proteína (Yang et al. 2007) 

 Entre las isoformas posibles de WT1, la expresión o ausencia de la secuencia de 

aminoácidos KTS (+ KTS / – KTS) es relevante, para determinar su función. Por un lado la 

isoforma + KTS está localizada en el núcleo y en sitios adyacentes, por lo que su función 

se relaciona con el proceso de maduración del ARN mensajero y está involucrada en el corte 

y empalme de los exones (splicing); mientras que la isoforma – KTS, localizada en el 

núcleo, se involucra en los procesos de transcripción (Zamora-Avila et al. 2007).  

 

 Además, en su extremo C-terminal presenta cuatro dedos de zinc tipo Kruppel y en 

la región amino-terminal se encuentran de forma abundante glutamina y prolina (Call et 

al.,1990; Menke et al. 1998). Adicionalmente, en la región 226-254 contiene una fracción 

de repeticiones de leucina, el cual está asociada con un rol en la mediación de las 

interacciones proteína-proteína (Madden et al. 1993). 
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 La proteína WT1 es de suma importancia para el desarrollo embrionario del sistema 

urogenital, mientras que, en los adultos, su presencia es importante en el sistema nervioso 

central, médula espinal y nódulos linfáticos. Además, funge como factor transcripcional, y 

es primordial para la regulación del crecimiento  celular, el metabolismo y generación de 

elementos de la matriz extracelular, diferenciación y programación de apoptosis (Menke et 

al. 1998; Yang et al. 2007). WT1 activa o reprime dichos procesos celulares, además tiene 

la capacidad de intervenir sobre su propia región promotora (Menke et al. 1998).  

 

 Se ha observado que las diferentes isoformas pueden presentar diversas funciones 

y posiblemente dependen del contexto en que se encuentran. La isoforma D [+/+] suele ser 

la más abundante y con mayor poder de represión con respecto a las demás isoformas 

(Rupprecht, et al. 1994). En leucemias primarias se han encontrado las principales cuatro 

isoformas de WT1 y se ha considerado que cada una de ellas posee funciones diferentes 

sobre la señalización en las vías de diferenciación celular, apoptosis y resistencia a fármacos 

(Shen et al. 2007). 

 

Además, se ha reportado que las isoformas WT1 (+/+) / (+/-) poseen función 

antiapoptótica mediante la estabilización de la membrana mitocondrial en leucemias y 

tumores sólidos (Ito et al. 2006; Tatsumi et al. 2015). A la isoforma Ex4a(+)WT1 le ha sido 

atribuida la función fisiológica de regulación oncogénica (Tatsumi et al. 2015). Además, un 

estudio asoció la resistencia a diversos fármacos, en líneas celulares de leucemia a las 

isoformas WT1 (+/+) / (+/-), probablemente a través de la modulación del gen MDR1 (Shen 

et al. 2007). 

 

 Se ha encontrado a WT1 expresado en diversos tumores provenientes de tejido 

epitelial, mesenquimal, hematopoyético y neuronal; y ausente en los tejidos sanos 

correspondientes, por lo que se ha propuesto que wt1 funciona como un oncogén en diversos 

contextos celulares (Hastie 2017; Inoue et al. 1994; Sugiyama 2010; Tamaki et al. 1999). 
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Debido a lo anterior, la expresión generalizada de WT1 en células neoplásicas ha dado lugar 

a que WT1 sea un blanco terapéutico experimental contra el cáncer (Nishida y Sugiyama 

2016).  

 

WT1 en cáncer pulmonar 

 

 En el cáncer pulmonar, wt1 posee un rol importante como oncogén, promoviendo 

la proliferación celular, angiogénesis e inhibiendo la apoptosis. Por lo que, al ser encontrado 

en un nivel alto se ha correlacionado con un pronóstico adverso.  

 

 Desde 1999, se determinó que wt1 tiene una función significativa en la oncogénesis 

de tumores sólidos, incluyendo el cáncer pulmonar (Oji et al. 1999). En el 2002, Oji et al. 

demostraron que la forma no mutada de wt1 (wild-type) desempeña un papel relevante en 

la carcinogénesis pulmonar de novo, la cual se encuentra sobreexpresada en 96% de NCLC 

y en el 83% del carcinoma pulmonar de células microcíticas. No obstante, no se ha 

observado correlación entre la cantidad de expresión de esta proteína y las diferencias 

histopatológicas del carcinoma, que determinan los subtipos de este (células escamosas, 

células grandes, células pequeñas o adenocarcinoma) (Oji et al. 1999); ni entre la expresión 

de WT1 con las etapas del cáncer (Oji et al. 2002).  

 

 En la proliferación celular, WT1 tiene una función crítica para la transición entre 

las fases del ciclo celular de G2 a M (Ito et al. 2006; Xi Wang et al. 2013), así como la 

detención en G1 (Ito et al. 2006; Xi Wang et al. 2013) dado que, en NSCLC, se asocia a la 

amplificación de la actividad transcripcional de p-STAT3; el cual regula genes importantes 

como la Ciclina D1 y p-pRb (proteína de retinoblastoma hipofosforilada) (Xu et al. 2013).  
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 En la angiogénesis, la promoción de la progresión tumoral por WT1 se encuentra 

determinada mediante la regulación de VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular) 

(Wagner et al. 2014). 

 

 Además, WT1 funciona como inhibidor de la apoptosis, mediante la regulación 

transcripcional de Bax, miembro proapotótico, de la vía intrínseca de este proceso (Ito et 

al.,2006; Johnstone et al.,1996; Xi Wang et al.,2013) Tatsumi et al.2008 citado por (Li 

2015).   

 

 Por otro lado, en un estudio realizado en el 2013, se observó que el tratamiento 

quimioterapéutico con cisplatino (DDP) disminuye el nivel de expresión de RNA mensajero 

de WT1, lo que permite mejorar la sensibilidad al tratamiento con DDP en las células de 

cáncer de pulmón. Esto, a través de la vía de señalización PI3K/AKT (Xin Wang et al. 

2020)(Xi Wang et al. 2013). Aunado a lo anterior, se ha demostrado que el silenciamiento 

de WT1 inhibe la proliferación celular y sensibiliza las células B16F10 a cisplatino y 

gemcitabina, provocando un efecto sinérgico in vitro. Además, in vivo, se potencia al 

cisplatino y la gemcitabina e inhibe la metástasis pulmonar (Zapata-Benavides et al. 2019).  

 

 Adicionalmente, WT1 regula la oncogénesis y la senescencia río abajo de la 

señalización oncogénica de KRAS. Se ha observado que los pacientes con carcinoma 

pulomonar con RAS activado, pero con una expresión disminuida de genes regulados por 

WT1 tienen un mejor pronóstico que los pacientes con una mayor expresión de WT1  (Oji 

et al. 1999; Vicent et al. 2010). Sin embargo, en pacientes con NCLC (en células escamosas) 

se ha observado que la baja expresión de WT1 en los tejidos tumorales predice un mal 

pronóstico (Hayashi et al. 2012). 
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 También, se ha encontrado que WT1 interactúa con par-4, quien inhibe la 

activación transcripcional pero mejora la actividad de represión transcripcional de WT1 

(Cheema et al. 2003; Johnstone et al.,1996). 

 

Par-4  

 

 La proteína Par-4 (por sus siglas en inglés, prostate apoptosis response-4) tiene un 

potencial efector de muerte celular y fue descrita por primera vez por Sells et al. en 1994, 

en experimentos realizados en células prostáticas con dependencias de andrógeno 

provenientes de ratón de ratones. Los cuales sufrieron de privación hormonal por medio de 

castración, lo que dio lugar a la entrada masiva de calcio a las células, dando lugar a la 

apoptosis, y durante este proceso se observó la expresión de Par-4 (Sells et al. 1994). 

Posteriormente, en 1998 se identificó el gen pawr codificante de esta proteína en el brazo 

largo del cromosoma 12 en la banda 21 (12q21), mediante hibridación in situ con 

inmunofluorescencia (Johnstone et al. 1998). 

 

 En humanos, Par-4 está constituida por 343 aminoácidos, de los cuales 59 están 

contenidos dentro de la región Selectiva para la Apoptosis en células de Cáncer (SAC, 

denominada así por sus siglas), la cual a través de un análisis delecional, fue identificada 

como la menor cadena de aminoácidos requerida en células neoplásicas para sensibilizarse 

e iniciar su apoptosis (El-Guendy et al. 2003). 

 

 La proteína Par-4 exhibe a NLS1 y NLS2 (secuencias localización nuclear) en la 

región N-terminal. La secuencia NLS-2, forma parte de la región SAC, esta le permite a 

Par-4 moverse del citoplasma hacia el núcleo, para desempeñarse como proteína pro-

apoptótica (Figura 2). Además, en esta secuencia aminoacídica destaca la treonina 155, la 

cual es un objetivo de la proteína pkA para ser fosforilada, que le permite ser activada y le 

brinda el potencial de translocarse (Gurumurthy et al. 2005) 
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Figura 6. Estructura de Par-4 

  

 En la región carboxilo terminal de Par-4 se encuentra el dominio de cremallera de 

leucina (LZ), cuya función principal es permitir interacciones proteína-proteína. El dominio 

de cremallera de leucina tiene ~ 40 aa (aminoácidos) que se encuentran en repeticiones de 

héptada, y en cada una de ellas se localiza una leucina en la posición cuatro (El-Guendy y 

Rangnekar 2003). Mediante este dominio de cremallera de leucina, Par-4 interactúa con 

otras proteínas incluyendo la proteína WT1, Dlk y aPKCs (proteínas quinasas atípicas, 

principalmente PKCζ y PKCλ/ι) (Johnstone, et al. 1996; Diaz-Meco y Moscat, 1996; Diaz-

Meco, et al. 2008; Kogel, et al. 1998). La fosforilación e inactivación de Par-4 por AKT1 

también se ve facilitada por la unión de AKT1 al dominio LZ (Goswami et al. 2005). Esta 

fosforilación, en células cancerosas, permite que Par-r de lugar a la muerte celular 

selectivamente, ya que en las células sanas la presencia de esta cinasa es menor. Por otro 

lado, la serina 249 es el sitio de fosforilación de Akt1; que da lugar al secuestro 

citoplasmático de Par-4 por las chaperonas 14-3-3 y por ende, a su inactivación (Goswami 

et al. 2005 y 2006). 

 

 Además, se ha demostrado que  Par-4  actúa como gen supresor de tumores de 

SCLC y NSCLC (principalmente adenocarcinoma) (Diaz-Meco y Moscat 2008; Joshi, et 

al. 2008). Par-4 tienen la capacidad de inducir la apoptosis por vía extrínseca e vía intrínseca 

(Chakraborty et al. 2001).  

 Por vía extrínseca, Par-4 interactúa con Fas y promueve la migración de su ligando 

hacia la membrana celular y da lugar a que TRAIL interactúe con el ligando DR5 

(Chakraborty 2001; Lee 2010). Por otro lado, en el retículo endoplasmático de células 
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normales, la secreción de Par-4 es generada mediante agentes inductores de estrés, siendo 

la proteína GRP78, la proteína más relevante en este proceso, ya que su interacción con Par-

4 en la membrana celular activa la apoptosis por esta vía.  Además, para que Par-4 sea 

secretado es necesario que p53 sea activado, principalmente por la vía clásica que  Brefeldin 

A bloquea; o mediante la vía no convencional, en donde interviene Rab8b como activador 

de vesículas. Se han determinado como secretagogos a la cloroquina, la hidroxicloroquina 

y la arelquin-1 (Burikhanov et al. 2009 2017).  

 

 Por vía intrínseca, es necesario que Par-4 sea traslocado del citoplasma al núcleo 

para inhibir a NF-ĸB, y decrementar la cantidad de proteínas anti-apoptóticas y que 

favorecen la supervivencia celular (Camandola y Mattson 2000). En esta vía, el zipper de 

leucina de Par-4 interacciona con WT1, y con PKA (proteína cinasa A), Akt1, PKC ζ y PKC 

(Moscat, Díaz Meco y Wooten 2009).  

 

 Asimismo, la deficiencia de Par-4 activa la vía Akt in vivo. Posiblemente regulado 

por el complejo Par-4 / PKCz, debido a la capacidad de PKCz para fosforilar directamente 

Ser124 de Akt y su impacto posterior en la fosforilación de los residuos Ser473 y Thr308, 

los cuales son indispensables para la regulación de la actividad de Akt y función  (Joshi et 

al. 2008). 

 

Par-4 en cáncer de pulmón 

 

 El detrimento de Par-4 promueve la formación de carcinoma de pulmón inducida 

por Ras in vivo (Diaz-Meco y Moscat 2008). Por otro lado, uno de los principales 

tratamientos para el cáncer pulmonar es cisplatino, el cual participa retroalimentando 

positivamente a la caspasa 3 y Par-4, mediante la escisión de Par-4 en el aa 131 lo que 

permite ser traslocada al núcleo en donde inhibe genes de NF-ĸB que favorecen la 

supervivencia; y activa la caspasa 3 (Chaudry et al. 2011). Además de su papel como 

inductor de apoptosis, Par-4 actúa como sensibilizador terapéutico que permita estimular la 
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apoptosis mediante radiación ionizante, radiación UV y/o quimioterapia (Boehrer et al. 

2002; Chendil et al. 2002; Díaz Meco et al. 1999). Esto es posible mediante la regulación a 

la baja de Bcl-2, la cual es una proteína pro-supervivencia que impide que la membrana en 

la mitocontria sea permeada (Cheema, et al. 2003). También, la inducción de apoptosis por 

agentes quimioterapéuticos puede ser potenciado por Par-4, inhibiendo NF-ĸB. 

 Además, la baja expresión de Par-4 en varios tumores y tipos de células cancerosas, 

es un indicador de pronóstico desfavorable, de recurrencia y resistencia al tratamiento 

(Alvarez, et al. 2013; Guo, et al. 2019; Méndez-López, et al. 2010; Nagai, et al. 2010; Santos, 

R. 2019; Satherley, et al. 2016). Además, Nagai et al. (2010) observaron que pacientes con 

que expresaban Par-4 en el núcleo presentaban una sobrevida global mayor que aquellos 

pacientes que expresaban a Par-4 principalmente en el citoplasma. 
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Curcumina 

 

 La curcumina es un compuesto polifenólico amarillento, 1,7-bis (4-hidroxi – 3 – 

metoxifenil ) -1, 6 – heptadieno – 3 , 5 - diona) con fórmula C21H20O6. Es un extracto de la 

planta cúrcuma (Curcuma longa) y es que fue aislado por primera vez en 1815 por Pelletier 

y Vogel (Milobedeska J, et al.,1910). Se ha relacionado con diversas actividades biológicas 

como antioxidante, antinflamatorio, antimicrobiano y antiviral. Además, se ha determinado 

que la curcumina podría ser un fármaco anticanceroso eficaz para ser administrado solo o 

con otros fármacos, ya que modula enzimas, factores de crecimiento, sus receptores,  

citocinas y diversas dianas moleculares implicadas en el desarrollo de varios cánceres, pues 

afecta las vías de señalización de  proliferación celular y progresión del ciclo celular 

(Giordano y Tommonaro 2019; Shehzad et al. 2017).  

 

Curcumina en cáncer 

 

La curcumina posee un valor terapéutico potencial para los cánceres del sistema digestivo 

(esofágico, gástrico, intestinal, hepático, pancreático y colorrectal), cánceres urológicos (de 

vejiga, riñón y próstata), cánceres del sistema reproductivo (cervical, ovárico y uterino), 

cánceres hematológicos [leucemia, linfoma y mieloma múltiple (MM)] y tumores 

pulmonares, tímicos, cerebrales, mamarios y óseos (Shehzad y Lee 2010) 

 

La curcumina se une a diversos blancos moleculares, disminuyendo sus actividades. La 

curcumina interactúa directamente con moléculas inflamatorias (ciclooxigenasa (COX-1,2), 

lipoxigenasa (LOX), TNF-a  (factor de necrosis tumoral), AGP (glucoproteína ácida α1 

human), MD-2 (proteína de diferenciación mieloide 2), enzimas (histonas acetiltransferasas 

(HAT) y desacetilasas (HDAC), xantina oxidasa (XO), integrasa y proteasa del virus de 

inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH1), metiltransferasas y polimerasas de ADN, 
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proteína quinasas y reductasas (glucógeno sintasa quinasa) (GSK-3b), fosforilasa-3 quinasa, 

PKC (proteína quinasa C), FAK (quinasa de adhesión focal), ErbB2 (HER2 / neu), TrxR 

(tiorredoxina reductasa), aldosa reductasa (ALR), proteínas antiapoptóticas como Bcl2 y 

Bcl-xL. También se ha demostrado que la curcumina se une directamente a proteínas 

transportadoras (caseínas, albúminas e inmunoglobulinas), ADN, ARN e iones de metales 

divalentes (Fe, Cu, Mn y Zn) (Gupta et al. 2011). Actúa directamente sobre NF-kB, AP-1, 

b-catenina, transductor de señal así como activador de proteínas de transcripción (STAT) y 

receptor gamma activado por PPARc (Shehzad y Lee 2010).  

 

La inflamación es un componente importante asociado con el inicio y la progresión de casi 

todos los tipos de cáncer. Se ha demostrado que el mecanismo antiinflamatorio de la 

curcumina está relacionado con la inhibición de la iNOS y la expresión del gen COX-2, las 

cuales son enzimas proinflamatorias. Los ensayos han demostrado que la curcumina inhibe 

a COX-1 por el enlace directo a través de Ser15 y también la actividad de la COX-2 

mediante la unión directa a través de Val523, Val116, Ala516 y Tyr355. La curcumina 

también interactuó con Ala562 a través de enlaces de hidrógeno y suprimió la generación 

de PGE2 (Padhye et al. 2009; Selvam et al. 2005). Se ha observado que la curcumina 

previene la fosforilación de Akt, inhibe las proteínas antiapoptóticas linfoma de células B 2 

(Bcl2) y Bcl-xL, y bloquea el inhibidor de proteínas de apoptosis (IAP). También se ha 

encontrado que la curcumina promueve la liberación de citocromo c, expresiones de Bax, 

p53 y p21, así como la actividad de caspasa-3 inducida y la generación de ROS (especies 

reactivas de oxígeno), que disminuyen el potencial de la membrana en la mitocondria (Goel 

y Aggarwal 2010). También se ha demostrado que, la curcumina inhibe la desfosforilación 

dependiente de proteína fosfatasa de Akt / diana de rapamicina en mamíferos (mTOR) y la 

fosforilación de c-jun (Yu et al. 2008) y estimuló la actividad transcripcional de AP-1 

(Collett y Campbell 2004) en varias células experimentales. Varios estudios han destacado 

el papel de NF-kB, citocinas y proteína quinasa activada por mitógenos (MAPK) en la 

proliferación celular, transformación y promoción de tumores. Se ha encontrado que la 

curcumina suprime que NF-kB sea activado, lo que conduce a la inhibición de las citocinas 

inflamatorias TNFa, VEGF e interleucinas 1, 2, 6, 8 y 12 (Aggarwal et al. 2009; Camacho-
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Barquero et al. 2007). También se ha demostrado que el efecto anticancerígeno de la 

curcumina está mediado por la supresión de miembros de la familia de MMP, como -2, -9 

y -14, que regulan el crecimiento y la promoción tumorales asociados con la invasión y 

metástasis (Shehzad et al. 2010). Además, la b-catenina, el factor de células T (TCF) y el 

factor potenciador linfoide (LEF) son factores que existen en muchas células cancerosas y 

son objetivos de muchos medicamentos contra el cáncer. Se ha encontrado que la curcumina 

y sus derivados inhiben la señalización de b-catenina y TCF-4 al disminuir el traslado de b 

– cateina hacia el número y la sobreexpresión de TCF-4 en líneas de células cancerosas 

(Park et al. 2005). La curcumina también activó la caspasa-7 y -9 e indujo la escisión de 

PARP (poli ADP-ribosa polimerasa) a través de la regulación a la baja de los marcadores 

inflamatorios en las líneas celulares MM. Además de ser un potente inhibidor de la PKC y 

del receptor de la tirosina quinasa de EGF, se descubrió que la curcumina suprime a las 

células cancerosas su proliferación mediante la inhibición de la asociación de la ciclina D1 

con la quinasa dependiente de ciclina 4/6 (CDK4 / CDK6) y fosforilación de pRb (proteína 

de retinoblastoma) mediada por CDK (Sa y Das 2008). 

 

Cáncer de pulmón 

 

El tratamiento con curcumina induce la apoptosis mediante la disminución de la expresión 

proteica de p53, Bcl2 y Bcl-xL en las células A549 y H1299, y la disminución del potencial 

de Bcl2, Bcl-xL y la membrana mitocondrial, continuado de la liberación de citocromo c. 

Asimismo, mediante la activación de caspasas 9 y 3, y la generación de ROS en células 

pequeñas de cáncer de pulmón NCI-H446 (Yang et al. 2012). La curcumina incrementa el 

cantidad de la proteína de choque térmico 40 (HLJ1) supresora de tumores similar a Dna-J 

a través de la activación de la vía JNK / JunD e inhibió la invasión de células de 

adenocarcinoma de pulmón humano (CL1-0 y CL1-5) y la metástasis modulando la 

expresión de E-cadherina (Chen et al. 2008). Los efectos in vivo de la curcumina se han 

investigado en ratones transgénicos portadores del tumor pulmonar que produce el factor 

de crecimiento endotelial vascular humano A165 (hVEGF-A165). La curcumina inhibió el 

desarrollo de tumores en los pulmones de estos ratones transgénicos a través de la expresión 
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de hVEGF-A165, particularmente en células Clara. También inhibió la ciclina A y la ciclina 

B, e impidió la progresión de la fase S y la fase G2 a fase M (Tung et al. 2011). 

 

Cáncer de mama 

 

Varios estudios han descrito diversos mecanismos de acción asociados con la curcumina 

contra células con cáncer de mama, incluida la regulación a la baja de NF-kB, AP-1, COX1, 

COX2, VEGF, factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), ciclina E, IL6 y IL11, TGF-b, 

MMP (2,9 y13), la regulación positiva de TIMP-1, p21 y p27 (Anand et al. 2008; Shehzad 

y Lee 2010). Se descubrió que la curcumina induce la apoptosis de células mediante la 

expresión de Bax dependiente de p53 e inhibe la actividad de la telomerasa a través de la 

transcriptasa inversa de la telomerasa humana (Anand et al. 2008). La curcumina inhibió la 

ubiquitinación de p27 mediada por Skp2 en líneas celulares de cáncer que sobreexpresan 

Her2 / Skp2 (MDA-MB-231 / Her2). Reprimió la proliferación celular, deteniéndolas en la 

fase G1 y bloqueó la migración celular mediante una mayor expresión de p27. La curcumina 

disminuyó la expresión de Skp2, Her2, ciclina E y CDK quinasas en células MDA-MB-231 

/ Her2 (Sun et al. 2012). La curcumina también revirtió la inhibición mediada por exosomas 

tumorales de la activación de las células NK y los tumores de mama de ratón a través del 

aumento incremental de las proteínas exosomales ubiquitinadas en comparación con las 

células de tumor de mama TS / A no tratadas. Los exosomas tumorales aislados de células 

tumorales pretratadas con curcumina tenían una potencia reducida para inhibir la 

citotoxicidad de las células NK estimuladas por IL-2 (Zhang et al. 2007). 

 

Melanoma 

En la tabla 4 se observan los efectos anticancerígenos de la curcumina y sus análogos en 

melanoma. Así como los mecanismos en las diferentes diarias moleculares, las líneas 

celulares utilizadas, las concentraciones y tiempos utilizados en diversos experimentos 

(Nabavi et al. 2018). 
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Tabla 4. Efectos anticancerígenos de la curcumina y sus análogos en melanoma (Nabavi et al. 2018).  
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JUSTIFICACIÓN: 
 

De acuerdo con la OMS, se espera que en el año 2040 la cifra de muertes por cáncer 

ascienda un 63% (16,300,000) con respecto a la cifra actual (9,960,000). 

 

En los últimos años se ha determinado que la curcumina podría ser un fármaco 

anticanceroso eficaz, la cual tiene un efecto en diferentes dianas moleculares, entre ellas 

factores de transcripción, proteínas apoptóticas (Bax) y proteínas implicadas en la 

proliferación celular y supervivencia (Bcl-2, Bcl X). 

 

Asimismo, se ha investigado sobre el mecanismo inhibidor de la curcumina en la 

expresión proteica de WT1 en líneas celulares leucémicas y la activación de Par-4 en células 

con glioma maligno humano, así como la inducción simultánea de apoptosis y autofagia por 

Par-4 en células de carcinoma hipofaríngeo. Por lo anterior, se desea estudiar el efecto de la 

curcumina en la localización y expresión proteica de Par-4 y WT1 en las líneas celulares 

A549, MCF-7 y B16F10, así como en el gen bcl-2 que se encuentra río debajo de WT1 y 

Par-4. Lo que a su vez permitiría validar su potencial antioncogénico. 
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HIPÓTESIS: 
 

 

 La curcumina modula la expresión y la localización de WT1 y PAR-4 y en las 

células A549, MCF-7 y B16F10. 
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OBJETIVO GENERAL 

 

 Determinar el efecto de la curcumina en la modulación de la expresión y la 

localización de PAR-4 y WT1 en las líneas celulares A549, MCF-7 Y B16F10.  

 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1. Determinar el efecto en la expresión de Par-4 y WT1 en las líneas celulares A549, 

MCF-7 y B16F10 al ser tratadas con curcumina. 

2. Determinar el efecto la curcumina en la localización nuclear o citoplasmática de 

Par-4 y WT1 en las líneas celulares A549, MCF-7 y B16F10. 

3. Evaluar el efecto de curcumina en el gen bcl-2 que se encuentra río abajo de WT1 

y Par-4 en la vía de señalización de apoptosis. 
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MATERIAL Y MÉTODOS: 
 

 

Estrategia experimental general 

 

 En el siguiente diagrama se muestra la estrategia experimental general que se 

realizará en este proyecto. Primeramente, se realizó un tratamiento de las células con 

curcumina a diferentes concentraciones y se realizó un ensayo de viabilidad con MTT. 

Después se llevarán a cabo inmunocitoquímicas en las líneas de células A549, MCF-7, 

B16F10 y se cuantificó la expresión de WT1 y PAR-4 de forma basal y después de recibir 

tratamiento por 24h con curcumina. Además, se evaluó su expresión por medio de RT-PCR, 

así como la expresión del gen bcl-2. Finalmente, se analizó la modulación de los genes por el 

tratamiento de curcumina. 

 

 

Figura 7. Diagrama que muestra la estrategia experimental general del proyecto. 
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Tratamiento de células con Curcumina 

 

Con la finalidad de determinar el efecto citotóxico que presentan las células cancerígenas al 

ser tratadas con curcumina (Sigma - Aldrich, c1386), se cultivaron 3 mil células en una placa 

de 96 pozos con medio DMEM / F12 con las siguientes concentraciones de tratamiento 0, 10 

20, 30, 40 y 50 µM, elaborado a partir de una solución de Curcumina en DMSO (20 mM).  

Esto fue realizado en forma triplicada y después la viabilidad celular fue evaluada a través del 

ensayo colorimétrico MTT. 

 

Ensayo colorimétrico MTT 

 

Este ensayo permitió determinar las células viables presentes. Primeramente, fue preparada 

una solución en un buffer estéril de PBS y 5 mg/mL de MTT; después 20 µL de esta solución 

fueron añadidos a cada pozo y la placa de cultivo celular fue incubada 45 min (a 37°C).  

Enseguida, el sobrenadante fue decantado y las sales precipitadas fueron solubilizadas con 

100 µL de DMSO. De forma similar, se realizó un ensayo por triplicado a las diferentes 

concentraciones de curcumina sin incluir las líneas celulares para descartar el color amarillo 

de la curcumina. Por último, las placas fueron analizadas por un lector de placas a 570nm. 

 

Extracción de proteínas 

 

 De cada línea celular, fueron lavados con PBS los paquetes celulares y las células 

fueron resuspendidas en 100 μL de buffer de lisis (Tris 25mM, NaCl 150 mM, Tritón 1%,  

pH 7.6), fueron incubadas durante 30 min en hielo, después,  fueron centrifugadas durante 5 

min a 7,500 rpm,  finalmente se colocó el sobrenadante en tubo estéril, para almacenarlo a -

80°C.   
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Cuantificación de proteínas  

 

Para determinar la concentración proteínica, se utilizó el set Bio-Rad DC Protein Assay® Para 

cuantificar los extractos proteínicos se diluyeron 1 a 5 usando el buffer de lisis como 

diluyente. Después, se diluyeron con los sustancias S y A (1:20). Enseguida, se añadió el 

reactivo B (200 μL) y fue incubado a temperatura ambiente durante 15 min. Después, la 

concentración proteínica fue cuantificada a una longitud de onda de 570 nm, con el lector 

MultiskanFC de Thermo Scientific.  

 

Electroforesis (en gel de poliacrilamida-SDS) 

 

 Primeramente, del extracto celular en un buffer de carga con β-mercaptoetanol y 

SDS, fueron desnaturalizados 50 µg de proteína. Enseguida, se calentaron durante 5 min a 

95°C, después fueron cargados en geles de poliacrilamida-SDS (al 12%), se corrieron a 50V 

durante 30 min y luego el voltaje fue incrementado a 100 volts, y se corrieron durante 90 min; 

enseguida las proteínas se trasladaron a la membrana de nitrocelulosa desde el gel, para lo 

que se utilizó un casete de transferencia de proteínas, esto se dejó a 4°C y 25V durante 12 h. 

Finalmente, la membrana fue bloqueada con solución de TBS, Tween (al 5%) y leche (al 5%) 

durante una h. 

 

Revelado e Inmunodetección 

 

Los anticuerpos primarios utilizados para la inmunodetección fueron anti-Par-4 monoclonal 

(A-10), anti-WT1 (c-19) (Santa Cruz Biotechnology) y β-actina monoclonal (Sigma-Aldrich); 

y como anticuerpo secundario, se utilizó anti-ratón y anti-conejo respectivamente (BIORAD); 

Y para detectarlo se utilizó un kit de quimioluminiscencia, después de la exposición, las 

películas fueron reveladas en un cuarto completamento oscuro. 
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 Inmunocitoquímica de líneas celulares  

 

 Primeramente, re realizó un cultivo de celular de las líneas celulares A549 (cáncer de 

pulmón), MCF-7 (cáncer de mama) y B16F10 (melanoma murino). Una vez que se logró una 

confluencia celular aproximada al 85%, el medio de cultivo fue retirado y las células se 

disgregaron con tripsina y enseguida se resuspendieron en medio de cultivo celular DMEM 

F12 con SFB al 10%. Estas células se transfirieron a una placa de cultivo con 6 pocillos, y en 

cada uno de ellos se colocó un cubreobjetos; y se cultivaron hasta alcanzar una confluencia 

del 85% aproximadamente. Una vez que las células fueron adheridas al cubreobjetos, se retiró 

el medio de cultivo celular y durante 10 min se mantuvieron los cubreobjetos en metanol frío 

para fijar las células. Después, las placas fueron almacenadas a -20°C, durante un día o hasta 

su uso. Después, las células se rehidrataron con PBS durante 10 min, enseguida el PBS fue 

retirado y se añadió una solución de peróxido de hidrógeno (al 3%) para inactivar la 

peroxidasa endógena, a continuación, los sitios inespecíficos fueron bloqueados con leche 

descremada (al 2.5%) durante una h. Después, se extrajo la solución de bloqueo y las células 

fueron incubadas por 13 h con el anticuerpo primario correspondiente (anti-Par-4 o anti-

WT1), los cuales se usaron en una dilución de 1 a 100 (1:100) en buffer TBS. El exceso de 

anticuerpo primario se retiró con tres lavados con PBS, y luego se incubaron con el anticuerpo 

secundario. El revelado fue mediante la exposición de las células a diaminobenzidina 

(ImmPACT DAB, Vector Laboratories, SK-41005) por 8 min, como contraste se utilizó 

hematoxilina durante 3 min y se efectuó el aclaramiento con alcohol a diferentes 

concentraciones (50-60-70-80-90-100%), por 5 min, en cada grado de alcohol, y luego fueron 

sometidas a xilol durante 10 min. Para examinar las células en el microscopio se realizó el 

montaje en portaobjetos y se capturaron fotografías para posteriormente cuantificar la 

expresión. 
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Cuantificación de la expresión de WT1 y Par-4 

 

 Las imágenes capturadas de las células fueron procesadas a través del Software Fiji 

(anteriormente conocido como ImageJ), el cual se llevó a cabo la deconvolución de colores, 

para poder cuantificar el área distinta de tinción café, debida a la reacción antígeno-anticuerpo 

revelada mediante diaminobencidina. Por cada cubreobjetos se obtuvo el promedio de los tres 

valores obtenidos.   

 

Extracción de RNA 

 

Primeramente, se llevó a cabo la lisis celular, para lo cual las células fueron incubadas con 1 

mL de Trizol y se incubaron a 23°C por 5 min. Posteriormente, se homogenizó con 200 µL 

de cloroformo por 15 segundos, y se incubaron a 23°C por 3 min fueron centrifugadas 12,000 

rpm por 5 min a 4ºC. En un tubo Eppendorf, se depositó la fase acuosa con 500 µL de 

isopropanol y se incubo (10 min), posteriormente se centrifugaron a 12,000 rpm a 4ºC (10 

min). Después, se lavó la pastilla celular con 1 mL de etanol (al 75%), se homogenizaron y 

centrifugaron a 7,500 rpm a 4ºC por 5 min. Enseguida, una vez que se secaron, fueron 

resuspendidas en 50 µL de agua libre de RNasas. Finalmente, las muestras fueron incubadas 

a 55º C durante 10 min y mediante un espectrofotómetro (NanoDrop) se obtuvo la pureza y 

concentración del RNA. 

 

Obtención de la concentración y la pureza del RNA 

En un espectrofotómetro (NanoDrop), se colocó 1 µL de cada muestra de RNA, las cuales 

fueron leídas a 260 y 280 nm. 
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Síntesis de ADNc 

 

En tubos de microcentrífuga, se colocó el RNA de cada muestra y se le agregó agua libre de 

RNAsa para resuspender la muestra en un volumen de 10 µL en total, posteriormente se 

agregaron 2 µL de 10x TR Buffer, 0.8 µL de mix 25x dNTP, 2 µL de 10x RT Random 

Primers, 1 µL de transcriptasa reversa (Multiscrib TM) y 4.2 µL de agua libre de RNasas.  

 

A continuación, las recciones se realizaron mediante un termociclador con las siguientes 

condiciones para la síntesis de ADNc: 

Temperatura Tiempo 

25º C  1 min 

37º C  120 min 

85º C  5 min 

 

El ADNc se almacenó en tubos de microcentrífuga a 4ºC, para ser analizados posteriormente.   
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PCR 

 

Se analizaron los transcritos mediante una PCR, amplificando como control endógeno el gen 

codificante a GAPDH y como control de expresión Bcl-2. La reacción fue efectuada con 5 

µL de cada ADNc, 5 µL de 5X “My Taq Reaction”, 0.5 µL de “Primers Forward y Reverse”, 

0.5 µL “My Taq ADN Polymerase” y se aforó a 25 µL con agua libre de DNasa. 

 

Gen por amplificar Primers  

(Forward and reverse) 

WT1 5’-AACGCCCCTTCATGTGTGC-3’ 

5’-GCTGGTCTGAACGAGAAAACCTTC-3’ 

GAPDH  5’-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’ 

5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’ 

Par-4 5’-AAGAACCCCGTTTCCCTTA-3’  

5’-CCCAGCTGTGTGACCTTCTC-3’ 

bcl-2 5’-TCATGTGTGTGGAGAGCGTCAA-3’ 

5’-GTGTGTGTCTGTCTGTGTGTGTGA-3’ 

 

Tabla 5. Primers para la amplificación de WT1, GAPDH, Par-4 y bcl-2 

 

 

Las condiciones de reacción para cada gen se especifican en la tabla 6. 
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Gen por amplificar Condiciones Número de ciclos 

WT1 96ºC – 40 s 

64ºC – 30 s 

72ºC – 40 s 

35 

GAPDH 95ºC – 15 s 

60ºC – 15 s 

72ºC – 10 s 

35 

PAR-4 94ºC – 40 s 

56ºC – 30 s 

72ºC – 30 s 

35 

Bcl-2 94ºC – 30 s 

60ºC – 35 s 

72ºC – 30 s 

35 

Tabla 6. Condiciones de reacción para la amplificación de WT1, GAPDH, Par-4 y Bcl-2. 

 

En un gel de agarosa (al 1.2%), se corrieron los productos del PCR y los resultados se 

capturaron con un fotodocumentador; las imágenes obtenidas fueron analizadas mediante 

densitometría con el Software Fiji. 
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RESULTADOS: 
 

1. Efecto de la curcumina en la expresión proteica de Par-4 y WT1 en las líneas 

celulares MCF-7, A549 y B16F10. 

 

La determinación del efecto causado por el tratamiento con curcumina en la viabilidad de 

las células (MCF-7, A549 y B16F10) fue evaluada a través del ensayo colorimétrico de 

MTT, las células se trataron a concentraciones disímiles de curcumina (0-50 µM). En las 

líneas celulares probadas se visualizó un decremento de la viabilidad celular hasta del 40% 

a las 24 h a una concentración de 50 µM por lo que se demostró que la cantidad de células 

viables depende de la dosis del tratamiento (figura 8). Asimismo, mediante el Software 

Python, se corroboró que la concentración de curcumina y la viabilidad celular se 

correlacionan negativamente, encontrando un coeficiente de correlación de Pearson -0.96, 

-0.91 y -0.79, para A549, B16F10 y MCF-7 respectivamente. 

 

 

Figura 8. Viabilidad de células MCF-7, B16F10 y A549 tratadas con diferentes concentraciones de 

curcumina.  

Las células de cáncer fueron tratadas con distintas concentraciones de curcumina (0 a 50 µM) durante 24 h 

y el porcentaje de viabilidad celular se obtuvo a través del ensayo colorimétrico de MTT.  

 

Para analizar el nivel de expresión proteica de Par-4, en las células cancerígenas que 
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recibieron tratamientos con curcumina a diferentes concentraciones (10 20 y 60 µM) se 

realizó mediante el ensayo de Western Blot (WB). En la figura 9A se observa como la 

curcumina incrementa la expresión de Par-4 es dosis dependiente, y se usó como gen 

constitutivo β-Actina; el análisis de densitometría refleja que la máxima expresión de Par-

4 se lleva a cabo con 10 µM de curcumina (figura 9B). 

 

A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

B) 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Expresión de Par-4 en la línea celular B16F10. Las células recibieron diferentes 

concentraciones de tratamiento de curcumina 10 20 y 60 µM encontrándose una expresión dosis 

dependiente. A) Análisis de WB Expresión. B) Análisis de densitometría 
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En la figura 10 se muestra el Western Blot realizado a las líneas celulares MCF-7 y 

A549, en el lado izquierdo se observa el control y en el lado derecho las células tratadas 

con curcumina a una concentración de 20 µM (figura 10A). De acuerdo con el análisis de 

densitometría se observa un incremento proteico de Par-4, en las líneas celulares MCF-7 

(41%) y A549 (23%) (figura 10). De lo anterior, se observa que la expresión de Par-4 se 

incrementó a una concentración de 20 µM del tratamiento con curcumina, asimismo se 

observa una mayor muerte celular en las células que son tratadas con curcumina 

dependiente de la dosis y tiempo. 

A) 

                          

             Expresión de Par-4 

B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Expresión proteica de Par-4, en las líneas celulares MCF-7 y A549. A) Análisis de WB en 

las líneas MCF-7 y A549 tratadas con 20 µM de curcumina. B) Análisis de densitometría. 
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2. La curcumina induce sobre expresión de Par-4 y WT1 en las líneas de cáncer 

A549, MCF-7 y B16F10 

 

La expresión de Par-4 después de un estímulo de estrés o daño celular induce muerte 

celular por apoptosis mientras que WT1 actúa como un oncogén en muchos tipos de 

neoplasias, sin embargo, sus funciones se ven alteradas por la interacción física de las 

dos proteínas, Par-4 modula negativamente la expresión de Bcl-2 y WT1 es un 

activador transcripcional. 

 

Por la técnica de RT-PCR, se evaluaron las expresiones basales de Par-4, WT1 y Bcl-

2. En la figura 11, se muestra la expresión de Par-4 y Bcl-2 en las líneas celulares 

B16F10 y A549 usando como gen de constitutivo G3PDH,  en la cual se observa una 

mayor expresión de Par-4 en las células que fueron tratadas con curcumina 

comparadas con el control, observándose una máxima expresión con 20 µM de 

curcumina, con respecto a Bcl-2 se encuentra una expresión opuesta a la expresión 

de Par-4, en aquellas células que fueron con curcumina. 

 

 

 

Figura 11. Análisis de expresión de Par-4, en las líneas celulares B16F10 y A549. Se encontró un incremento 

de la expresión de Par-4 principalmente a 20 µM de curcumina. Par-4 modula negativamente la expresión de 

Bcl-2. 
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Figura 12. Análisis de expresión de WT1, en la línea celular B16F10. El factor de transcripción WT1 modula al alza 

genes involucrados en la apoptosis como Bcl-2, en este trabajo se encontró un aumento de WT1 principalmente a 20 µM de 

curcumina. 

 

Adicionalmente, en la línea celular MCF-7 se evalúo la expresión basal de Bcl-2 

usando como gen de constitutivo G3PDH (figura 13). 

 

A)   B) 

 

 

Figura 13. Análisis de expresión basal de Bcl-2, en líneas celulares de cáncer MCF-7 y B16F10. A) Análisis 

de expresión del RNAm del gen Bcl-2 mediante electroforesis (en gel de agarosa al 2%)  B) Densitometría 

 



45 
 

 

Figura 14. Análisis de expresión de Bcl-2, en la línea B16F10 de melanoma murino tratadas con 0 20 y 

60 µM de curcumina. 

 

En la figura 14, se observa la expresión de WT1, Par-4 y Bcl-2, analizada mediante 

densitometría de en la línea celular B16F10, tratada con 0 20 y 60 µM de curcumina, del 

análisis mediante RT-PCR mostrado previamente en las figuras 11 y 12. Asimismo, se 

observa un incremento de los tres genes involucrados en este proyecto WT1, Par-4 y BCL-2 

a una concentración de 20 µM de curcumina. 

 

3. La curcumina induce localización citoplasmática de WT1 en las líneas celulares de 

cáncer A549, MCF-7, B16F10 y de Par-4 en las líneas cáncer A549 y B16F10. 

 

La localización de Par-4 y WT1 son fundamentales para su funcionamiento, las dos 

proteínas como factores de transcripción requieren una localización nuclear para desempeñar 

su función para observar la localización se realizaron tinciones inmunocitoquímicas en las 

líneas A549, MCF-7 y B16F10 previamente tratadas con 20µM de curcumina por 24 h. 
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En la línea celular A549 no tratada con curcumina se observó una expresión basal de Par-

4 nuclear y citoplasmática. Mientras que en las células que recibieron tratamientos de 

curcumina durante 24 h se observó la expresión de Par-4 con localización muy semejante a 

las células sin tratamiento (Figura 15). Por otro lado, no se observó una expresión basal de 

WT1 nuclear ni citoplasmática en las células tratadas, mientras que en las células que 

recibieron tratamiento con curcumina durante 24 h se observó una mayor expresión de WT1 

con localización nuclear y citoplasmática y algunas células con expresión nuclear 

predominante (ver Figura 15). 

  

Figura 15. Análisis de la localización celular de Par-4 y WT1 inducida por el tratamiento de 

curcumina en 24 h, en células A549 teñidas con Hematoxilina de Harris. A) Izquierda, Control. Centro, 

Expresión basal Par-4 (A-10). Derecha, Expresión basal WT1 (C-19). B) Células tratadas con curcumina 

20 µM por 24h. Izquierda, Control. Centro, Expresión Par-4 (A-10). Derecha, Expresión WT1 (C-19).  

Control 
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En la línea celular MCF-7 no tratada se observó una baja expresión basal de Par-4 nuclear 

y en las células tratadas con curcumina por 24 h, se visualizó un ligero incremento en la 

expresión citoplasmaticonuclear de Par-4 (figura 16).  

 

Es esta misma línea celular MCF-7 al ser evaluada la expresión de WT1 se visualizó una 

baja expresión basal citoplasmática de WT1 (figura 16A, derecha). Y un aumento de la 

expresión proteica de WT1 en células con tratamiento de curcumina durante 24 h (figura 

16B, derecha). 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 16. Análisis de la localización celular de Par-4 y WT1 inducida por el tratamiento de 

curcumina en 24 h, en células MCF-7 teñidas con Hematoxilina de Harris. A) Izquierda, Control. 

Centro, Expresión basal Par-4 (A-10). Derecha, Expresión basal WT1 (C-19). B) Células tratadas con 

curcumina 20 µM por 24h. Izquierda, Control. Centro, Expresión Par-4 (A-10). Derecha, Expresión 

WT1 (C-19).  

Control 
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En células B16F10 sin tratamiento, se encontró una expresión basal nuclear y 

citoplasmática de Par-4 (figura 17A, centro) predominando la expresión citoplasmática, 

mientras que en las células con tratamiento por 24 h se observó una expresión citoplasmática 

predominante y un incremento en la misma (figura 17B, centro). 

Posteriormente, fue evaluada la expresión de WT1 y se encontró una expresión basal 

nuclear y citoplasmática; y en las células con tratamiento por 24h se observó un accenso en 

la expresión citoplasmática y además una expresión nuclear en algunas células. 

 

 

 

 

 

  

Figura 17. Análisis de la localización celular de Par-4 y WT1 inducida por el tratamiento de 

curcumina en 24 h, en células B16F10 teñidas con Hematoxilina de Harris. A) Izquierda, Control. 

Centro, Expresión basal Par-4 (A-10). Derecha, Expresión basal WT1 (C-19). B) Células tratadas con 

curcumina 20 µM por 24h. Izquierda, Control. Centro, Expresión Par-4 (A-10). Derecha, Expresión WT1 

(C-19).  

 Control 
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Figura 18. Análisis de la localización celular de Par-4 inducida por el tratamiento de curcumina en 24 h, 

en células B16F10 teñidas con Hematoxilina de Harris. Células tratadas con curcumina 60 µM por 24h.  

 

 En la figura 18 se observa la expresión de Par-4 en células tratadas con curcumina 

a una concentración de 60 µM por 24h. Así como los cambios morfológicos inducidos en 

esta línea celular, observándose una forma circular de las células. 

 

Análisis de Par-4 y WT1 por Inmunofluorescencia 

Para determinar con mayor precisión la expresión de las proteínas Par-4 y WT1 se 

realizó una Inmunofluorescencia. Para analizar la expresión y co-localización de WT1 y Par-

4, en las células se realizó mediante la intensidad en pixeles en el Software Imagen pro plus; 

la localización de las proteínas se realizó mediante el ensayo de la co-localización DAPI 

(núcleo)/Rojo Tx (WT1) y Fic para Par-4 manifestando una diferencia estadística 

significativa tanto en la expresión como en la localización (figura 19A). 

Las células B16F10 después de ser tratadas con curcumina por 24 h incrementaron la 

expresión tanto de Par-4 como de WT1, Par-4 presentó un incremento en su expresión del 

110% mientras que la proteína WT1 un incremento del 47% (figura 19B). 
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De acuerdo con la co-localizacion con el DAPI, Par-4 se localiza en el núcleo, en un 

96 % de las células con y sin tratamiento de curcumina. Mientras que WT1 en un 20% de las 

células sin tratamiento, y un 97% de células que recibieron tratamiento. Además, la 

localización Par-4-WT1 en las células no tratadas fue de un 30% mientras que en las células 

tratadas se incrementa a un 75%, lo que indica que la curcumina modula la movilidad de 

WT1 (figura 19C). 

 

   A) 
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B) 

 

C) 

 

Figura 19. Inmunofluorescencia de Par-4 y WT1.  en células B16F10 tratadas curcumina 20 µM en 24 h. 

A) Inmunofluorescencia en células tratadas con curcumina 20 µM por 24h. B) Analís de la expresión de Par-4 

y WT1. C) Análisis de la localización nuclear Par-4 y WT1 Análisis densito métrico se realizó utilizando 5 

células de 5 campos diferentes y se realizó el promedio y la desviación estándar. 
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DISCUSIÓN 

 

 En este estudio se evaluó la modulación de los genes Par-4 y WT1 en las líneas 

celulares A549 (adenocarcinoma pulmonar), MCF-7 (cáncer de mama) y B16F10 

(melanoma murino), tratadas con curcumina por 24 h. Previamente, se ha reconocido que 

Par-4 actúa como un gen supresor de tumores, debido a que modula selectivamente la 

apoptosis en células carcinogénicas y el rol de WT1 como oncogén en estos tipos de cáncer. 

Y se ha observado que Par-4 interactúa con WT1 (Johnstone et al. 1996); mecanismo 

mediante el cual puede activar la función de p53 de inducir apoptosis, a través de la 

regulación represora de WT1, (Maheswaran et al. 1995). Además, Par-4 regula Bcl-2 a 

través de un sitio de unión a WT1, en el promotor de Bcl-2 (Cheema et al. 2003). 

 En las líneas celulares A549, MCF-7 y B16F10, evaluadas mediante un ensayo de 

MTT realizado con el tratamiento a 24h se observó un decremento de células viables 

dependiendo de la dosis del tratamiento. Asimismo, en las células MCF-7 se analizó a 24h, 

observando una disminución de viabilidad celular con dependencia del tiempo. Se observó 

que había una correspondencia entre el incremento de expresión de Par-4 con el decrementó 

en la viabilidad por lo que se decidió elegir el tiempo de 24h, para observar la diferencia 

morfológica celular, así como la localización de la expresión proteica de Par-4 y WT1. 

 Además, mediante RT-PCR se encontró que a una concentración de 20 µM de 

curcumina, existe un aumento de la expresión proteica de Par-4, WT1 y Bcl-2, el cual 

decrementa al incrementar la dosis a 60 µM de curcumina (Figuras 10, 11 y 20). Lo cual se 

puede correlacionar con la disminución de estos genes a 60 µM de curcumina cuando la 

viabilidad celular ya se encuentra muy baja. 

 En las tres líneas celulares analizadas mediante inmunocitoquímica, A549 

(adenocarcinoma pulmonar), MCF-7 (cáncer de mama) y B16F10 (melanoma murino), se 

observó un aumentó de expresión citoplasmática de WT1 después que las células se trataron 

con curcumina por 24 h. También, se observaron pocas células con expresión nuclear 

(Figuras 12, 13 y 14). Anuchapreeda et al. en 2006 reportó el mecanismo inhibidor de la 

curcumina en células leucémicas en la expresión de WT1. Sin embargo, aquí se muestra un 

incrementó en la expresión, esto puede deberse a que WT1 se expresa en el núcleo para 
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realizar sus funciones oncogénicas, favoreciendo la proliferación celular, lo que concuerda 

con la observación de su expresión nuclear únicamente en células en mitosis. Por lo anterior, 

el mecanismo inhibidor de la curcumina en la expresión de WT1, puede estar dado por un 

cambió en su localización de núcleo a citoplasma, inhibiendo con esto su función 

oncogénica. 

 En cuanto a la expresión de Par-4 los resultados fueron diferentes en las líneas 

celulares analizadas. En la línea celular A549, se observó una reducción en la expresión de 

Par-4 (A-10) y una localización citoplasmática predominante (Figura 14). Lo cual fue 

contrario a lo esperado, ya que se esperaba una mayor expresión de Par-4 después del 

tratamiento con curcumina. Tal como se encontró en la línea celular MCF-7, en las cuales 

se observó un ligero incremento de la expresión nuclear de Par-4 (Figura 13). Lo cual 

concuerda con lo anteriormente reportado por (Arellano-Rodríguez 2018). 

 Y en la línea B16F10, se observó un accenso en la expresión citoplasmática (Figura 

12) y una disminución del número de células, lo cual indica que se está produciendo una 

muerte celular; sin embargo, al no encontrarse en el núcleo la expresión de Par-4 es 

importante elucidar el mecanismo de muerte celular. 

 En la figura 15 se observa la expresión de Par-4 en células tratadas con curcumina 

60µM por 24h. Así como los cambios morfológicos inducidos en esta línea celular. Esto 

puede deberse a la inducción de la apoptosis a través de Par-4. 

 Posteriormente, se encontró que la expresión del gen Bcl-2 es mayor en la línea 

celular de B16F10. 

 En otros estudios, se ha documentado que la curcumina inhibe la proliferación de 

NSCLC, a través de la regulación de citocromo C y Bcl-2 / Bax  (Li Y 2013).  Asimismo, 

que la curcumina tiene efectos anti proliferativos debido a la disminución con STAT3 y 

TGF-B, por otro lado, una inhibición de la carcinogénesis a través de la disminución de Ras. 

Mientras que una pérdida de Par-4 se ha relacionado con la formación de carcinomas a 

través de la vía Ras. 

 En relación con la metástasis y angiogénesis, se ha demostrado que la curcumina 

inhibe estos procesos mediante la disminución de VEGF-1. En el proceso de angiogénesis, 



54 
 

la promoción de la progresión tumoral por WT1 está determinada por medio de la 

regulación de VEGF (Wagner et al. 2014). 

También, se ha comprobado que la curcumina tiene un efecto en la sensibilización 

a radioterapia y quimioterapia a través del incremento de Bax y un descenso de Bcl-2. 

 Además, WT1 funciona como inhibidor de la apoptosis, mediante la regulación 

transcripcional de Bax, proteína proapoptótica de la vía intrínseca de este proceso (Ito, et 

al. 2006; Johnstone, et al. 1996; Xi Wang, et al. 2013) Tatsumi et al. 2008 citado por (Li 

2015).   

 Por lo anterior, los resultados demuestran que la curcumina tiene la capacidad de 

mudular el gen Bcl-2 que se encuentra río abajo de WT1 y Par-4 en la vía de señalización 

de apoptosis. 
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CONCLUSIONES  

 

1. La curcumina incrementa el nivel de expresión proteica de Par-4, en las líneas 

celulares (humanas y murino) de cáncer A549, MCF-7 y B16F10. 

 

2. La curcumina modula positivamente el gen bcl-2 que se encuentra río abajo de 

WT1 y Par-4 en la vía de señalización de apoptosis. 

 

3. La curcumina induce localización citoplasmática de WT1 en las líneas de 

cáncer A549, MCF-7 y B16F10. 

 

4. La curcumina induce localización citoplasmática de Par-4 en las líneas 

celulares A549 y B16F10. 

 

5. La morfología celular de la línea celular B16F10 cambia a una concentración 

de 60 µM. 
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PERSPECTIVAS 

 

1. Determinar el efecto de la curcumina en los genes Bax, Bcl-X que se encuentran 

río abajo de WT1 y Par-4 en la vía de señalización de apoptosis. 

 

2. Determinar en la línea celular MCF-7, los niveles de expresión proteica de Par-

4 a concentraciones distintas de curcumina. 
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