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1. CANCER DE MAMA 

1.1 LA MAMA NORMAL 

La mama madura es un órgano compuesto por una parte de tejido epitelial glandular 

exocrino, de estructura túbulo-alveolar dispuesta en, aproximadamente, 15 a 20 lóbulos 

separados por un componente de tejido conectivo. Cada lóbulo secreta sus productos a 

un sistema de conductos intralobulares e interlobulares, formados por un epitelio cúbico 

biestratificado. Estos drenan finalmente hacia conductos galactóforos extralobulares, los 

cuales a su vez terminan en el pezón, el cual se encuentra revestido por tejido escamoso 

que se extiende hacia la superficie. 

La glándula mamaria está compuesta por un parénquima, conformado a su vez, por 

alvéolos y conductos y por un estroma. Cada célula alveolar se comporta como una 

unidad de secreción, de modo que produce leche completa, mediante la síntesis y trans-

porte de sustancias como proteínas, grasas, hidratos de carbonos, sales, anticuerpos y 

agua desde el plasma sanguíneo hasta los conductos excretores (Valdés et al., 1994). 

El desarrollo embrionario glandular de la mama se inicia entre las semanas 18 y 19 de 

la vida prenatal, cuando las yemas mamarias epidérmicas invaden el mesénquima sub-

epidérmico en la región anterior del tórax y parte del mesénquima se introduce bajo la 

dermis para formar un cojinete graso. En forma simultánea, se originan los conductos, 

que se extienden y ramifican para formar un sistema ductal rudimentario (Neville, 1999). 

En el período prepuberal, las vesículas mamarias se transforman en conductos, pero 

aún no hay alvéolos. Con el inicio de la pubertad, comienza a funcionar el eje endocrino 

hipotálamo-hipófisis-ovario, de modo que la creciente producción de estrógenos por 

parte de los folículos ováricos, en conjunto con la hormona hipofisiaria de crecimiento 

(GH), estimulan el crecimiento, tanto del tejido glandular como del estroma que lo rodea. 

Al comenzar los ciclos ovulatorios, se inicia la producción cíclica de progesterona que, 

sumándose a los estrógenos, determina un nuevo crecimiento de la glándula con for-

mación de los primeros alvéolos (Ceriani, 1970; Valdés et al., 1994; Russo y Russo 

2004). 

Durante el ciclo ovárico ocurren cambios hormonales: mientras los estrógenos en la fase 

folicular estimulan el desarrollo del parénquima y la ramificación de los conductos, du-

rante la fase lútea la progesterona estimula la diferenciación de células alveolares y la 

dilatación de los conductos. 



Durante el embarazo, en las glándulas mamarias de la madre se activa un proceso de 

diferenciación lobular, que da origen a la transición progresiva de lóbulos de tipo 1 a 

tipos 2, 3 y 4, y se acompaña de alta actividad proliferativa. De esta manera, se adquiere 

la masa celular necesaria para la función de secreción de leche. Debido a esto, la pre-

sencia de lóbulos de tipo 4 es la máxima expresión de desarrollo y diferenciación fun-

cional de la glándula adulta, mientras que la presencia de lóbulos de tipo 3 puede indicar 

que la glándula ya se desarrolló. 

 

El desarrollo de la glándula mamaria durante la gestación comprende dos fases impor-

tantes: en la fase temprana, ocurre la proliferación del árbol ductal y se forman los al-

véolos, dentro de los lóbulos denominados tipo 3 y 4. Durante esta fase, las mamas 

aumentan de tamaño y las venas superficiales de la glándula mamaria se dilatan. La 

formación progresiva de alvéolos continúa hasta después de la semana 20, momento 

en el cual la proliferación se reduce al mínimo, para dar comienzo a la actividad secre-

tora. Las células mioepiteliales perialveolares se alargan y adquieren una forma mas 

estrecha (Valdés et al., 1994) y cada una de las células que constituyen los alvéolos 

adquieren la capacidad para producir leche completa. 

Durante la lactancia, los únicos cambios morfológicos notables son la dilatación de los 

alveolos y el aumento consecuente en el tamaño de los lóbulos. Una vez sintetizada la 

leche, se libera en la luz de los alvéolos y en el sistema ductal (Russo et al., 1987). 

Cuando la madre desteta al bebé, la leche se acumula, tanto en la luz ducto-alveolar 

como en el citoplasma de las propias células secretoras, evento que tiene el efecto de 

inhibir la síntesis lactogénica. En forma simultánea el volumen de las células secretoras 

se reduce y disminuye su actividad secretora. 

Este proceso de involución puede obedecer a mecanismos de autolisis celular, con es-

trechamiento del sistema ductal e infiltración de fagocitos en los lóbulos en desintegra-

ción, después del cual ocurre regeneración del tejido conectivo periductal y lobular y 

proliferación de los túbulos terminales. Es por esta razón que las mujeres que han sido 

gestantes poseen mayor cantidad de tejido glandular, que aquellas que no han gestado 

y/o lactado (Russo y Russo 2004). 

En la menopausia ocurre una regresión del tejido mamario, tanto en mujeres nulíparas 

como multíparas, y se observa un incremento en los lóbulos de tipo 1 y una disminución 

en los lóbulos de tipos 2 y 3; sin embargo, la clave para el entendimiento de la aparición 

de neoplasias mamarias radica en los sucesos que ocurren en años previos al inicio de 

la menopausia. En las mujeres nulíparas, predominan los lóbulos de tipo 1 (65-80%), 
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tipo 2 (10-35%) y, en menor medida, los de tipo 3 (0-5%), mientras que en las multíparas 

predomina los de tipo 3 (70-90%) (Russo y Russo, 2004). 

Después de la menopausia disminuye el número de lóbulos, en especial de tipos 2 y 3. 

Debido que el cáncer de mama ductal se origina en los lóbulos de tipo 1, las mujeres 

nulíparas tienen un riesgo elevado de desarrollar cáncer de mama, mientras que muje-

res que han tenido hijos permanecen protegidas. Esta observación surge del hecho de 

que en las mujeres con hijos sus lóbulos son sometidos a diferenciación, mientras que 

las nulíparas rara vez alcanzan a desarrollar lóbulos de tipo 3. Esto indica que, aunque 

en ambos grupos de mujeres predomina los lóbulos de tipo 1 durante la menopausia, 

es posible que las nulíparas sean más susceptibles de sufrir transformación tumoral 

(Russo et al., 2000). 

Se ha propuesto que la aparición del cáncer de mama en mujeres con hijos pudiera 

ocurrir debido a la falta de respuesta del tejido lobular a las condiciones hormonales 

propias del embarazo y lactancia, lo que hace que no se diferencien completamente y 

conserven la estructura lobular de las mujeres nulíparas, lo que aumentaría el riesgo de 

carcinogénesis. Este hecho es de gran importancia para conocer la posible respuesta 

del tejido glandular mamario a la quimioterapia y la quimioprofilaxis (Russo y Russo, 

2004). 

 

1.2 CÁNCER DE MAMA 

El National Cancer Institute de Estados Unidos define el cáncer de mama como aquella 

lesión tumoral que se forma en los tejidos de la mama, por lo general en los conductos 

(tubos que llevan la leche al pezón) y los lobulillos (glándulas que producen la leche). 

Ocurre tanto en hombres como mujeres, aunque el cáncer de mama masculino es raro. 

Encontrándose el mayor número de casos en mujeres mayores de 45 años. En los Es-

tados Unidos en el año 2019, el número de casos nuevos de cáncer de mama fue 

268.600 y el número de defunciones fue de 41.760 (National Cancer Institute, 2019). 

 

1.2.1 Estadificación 

De acuerdo con lo publicado por la Sociedad Española de Oncología Médica, el cáncer 

de mama se clasifica en los siguientes estadios, considerando la clasificación TNM (Tu-

mor-Nódulo-Metástasis) (SEOM, 2017). 

 



Estadio 0 (carcinoma in situ) 

El carcinoma in situ es una lesión tumoral localizada en el epitelio que no ha roto la 

membrana basal. Hay dos tipos de carcinoma de mama in situ: 

Carcinoma ductal in situ (CDIS): es una afección no invasora en la que se encuentran 

células anormales en el revestimiento del conducto de la mama. Las células anómalas 

no se diseminan fuera de este conducto hasta otros tejidos de la glándula. Algunas ve-

ces, el CDIS se puede volver cáncer invasor y diseminarse hasta otros tejidos, aunque 

por el momento no se sabe cómo predecir qué lesiones se volverán invasoras. 

Carcinoma lobular in situ (CLIS): afección en la que se encuentran células anormales 

en los lóbulos de la mama. Muy raras veces esta afección se transforma en cáncer in-

vasor; sin embargo, el padecer de carcinoma lobular in situ en una mama aumenta el 

riesgo de padecer un cáncer de mama en cualquier de las dos mamas. 

 

Estadio I 

En el estadio I, el cáncer se ha formado. El tumor mide dos centímetros o menos y no 

se ha diseminado fuera de la mama.  

 

Estadio IIA 

- El tumor mide dos centímetros o menos y está diseminado hasta los ganglios 

linfáticos axilares; o 

- El tumor mide más de dos centímetros, pero no más de cinco centímetros y no 

se ha diseminado hasta los ganglios linfáticos axilares. 

 

Estadio IIB 

En el estadio IIB, el tumor tiene alguna de las siguientes características: 

- Mide más de dos centímetros, pero no más de cinco centímetros y se ha dise-

minado hasta los ganglios linfáticos axilares; o 

- Mide más de cinco centímetros, pero no se ha diseminado hasta los ganglios 

linfáticos axilares. 
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Estadio IIIA 

- El cáncer se encuentra en los ganglios linfáticos axilares que están unidos entre 

sí o a otras estructuras; o se puede encontrar en los ganglios linfáticos cercanos 

al esternón; o 

- El tumor mide dos centímetros o menos. El cáncer se diseminó hasta los gan-

glios linfáticos axilares que están unidos entre sí o a otras estructuras, o el cáncer 

se puede haber diseminado hasta los ganglios linfáticos cercanos al esternón; o 

- El tumor mide más de dos centímetros, pero no más de cinco centímetros. El 

cáncer se diseminó hasta los ganglios linfáticos axilares que están unidos entre 

sí o a otras estructuras, o el cáncer se puede haber diseminado hasta los gan-

glios linfáticos cercanos al esternón. 

- El tumor mide más de cinco centímetros. El cáncer se ha diseminado hasta los 

ganglios linfáticos axilares que están unidos entre sí o a otras estructuras, o el 

cáncer se puede haber diseminado hasta los ganglios linfáticos cercanos al es-

ternón. 

 

Estadio IIIB 

En el estadio IIIB, el tumor puede tener cualquier tamaño y el cáncer: 

- Se ha diseminado a la pared del pecho o a la piel de la mama; o 

- Se puede haber diseminado hasta los ganglios linfáticos axilares que están uni-

dos entre sí o a otras estructuras, o el cáncer se puede haber diseminado hasta 

los ganglios linfáticos cercanos al esternón. El cáncer que ha diseminado hasta 

la piel de la mama se llama cáncer de mama inflamatorio. 

 

Estadio IIIC 

En el estadio IIIC, puede no haber signos de cáncer en la mama o el tumor puede tener 

cualquier tamaño y se puede haber diseminado hasta la pared del pecho o a la piel de 

la mama. Así mismo, el cáncer: 

- Se ha diseminado hasta los ganglios linfáticos por arriba o debajo de la clavícula. 

- Se puede haber diseminado hasta los ganglios linfáticos axilares o hasta los 

ganglios linfáticos cercanos al esternón.  

 



El cáncer de mama en estadio IIIC se divide en estadio IIIC operable y estadio IIIC 

inoperable. 

En el estadio IIIC operable, el cáncer: 

- Se encuentra en 10 o más ganglios linfáticos axilares; o 

- Se encuentra en los ganglios linfáticos debajo de la clavícula; o 

- Se encuentra en ganglios linfáticos axilares y en los ganglios linfáticos cercanos 

al esternón. 

En el estadio IIIC no operable del cáncer de mama, éste se ha diseminado hasta los 

ganglios linfáticos por encima de la clavícula. 

 

Estadio IV 

En el estadio IV, el cáncer se ha diseminado hasta otros órganos del cuerpo, con mayor 

frecuencia hasta los huesos, los pulmones, el hígado o el cerebro. 

De acuerdo con estudios realizados, el 40,5% de los casos recién diagnosticados, con-

sultaron en estadios mayores al IIB, de acuerdo con la clasificación TNM basada en la 

descripción del tumor primario, la invasión de ganglios regionales y la presencia de me-

tástasis (Piñeros et al., 2004). 

 

1.2.2 Características histopatológicas y clasificación 

El pronóstico de una paciente con cáncer de mama se basa en dos grupos distintos de 

variables. Las primeras son variables dependientes del tiempo que influyen en el estadio 

del tumor, como el tamaño, la presencia y extensión de la enfermedad metastásica en 

los ganglios linfáticos y la presencia de enfermedad metastásica sistémica. El segundo 

grupo de variables, a veces denominadas características intrínsecas, está relacionado 

con la biología inherente del tumor individual e incluye el grado histológico, el tipo de 

tumor, la fracción de crecimiento, el grado de expresión de receptores de las hormonas 

(estrógenos, progesterona y, más recientemente, andrógenos) y HER2/ERBB2/NEU, el 

factor de crecimiento y otras características genéticas y moleculares. 

El grado histológico es un importante factor pronóstico que permite clasificar los carci-

nomas de mama invasivos basándose en la evaluación de múltiples variables celulares 

y arquitectónicas del tejido y de variables nucleares. Los primeros sistemas, además de 

una evaluación histológica subjetiva, carecían de criterios escritos estrictamente defini-

dos (Patey y Scarff, 1928; Bloom y Richardson, 1957). Se observó que el método de 
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Elston y Ellis (1991) era reproducible (Dalton et al., 1994; Frierson et al., 1995; Robbins 

et al., 1995) y fue adoptado internacionalmente como el método estándar de evaluación 

histopatológica del cáncer de mama (NHSBSP, 2005; Perry et al., 2006; Lakhani et al., 

2012). Este método evalúa tres características principales del tumor: grado de formación 

de túbulos como expresión de diferenciación glandular, presencia de pleomorfismo nu-

clear (núcleos con diferentes formar) y recuento del número de células en mitosis. Des-

pués de evaluar cada factor individualmente, un sistema de puntuación numérico asigna 

una calificación y clasificación tumoral en función del grado de diferenciación, de la si-

guiente manera: 

• Grado 1: bien diferenciado; 3-5 puntos. 

• Grado 2: moderadamente diferenciado; 6–7 puntos. 

• Grado 3: pobremente diferenciado; 8–9 puntos. 

 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) ha definido 21 tipos histológicos de cáncer 

de mama, basándose únicamente en la histomorfología y los patrones de crecimiento 

(Dieci, 2014). Hay dos grandes categorías, el carcinoma in situ y el carcinoma invasivo. 

Dentro del primero, ya hemos indicado que hay que distinguir entre el carcinoma ductal 

in situ (CDIS) y el carcinoma lobular in situ (CLIS). Ambos se diferencian por los patrones 

de crecimiento y las características citológicas; además, el DCIS se caracteriza por la 

arquitectura de la lesión (Malhotra, 2010).  

El carcinoma ductal infiltrante (IDC), se clasifica en grados tumorales (bien, moderada y 

pobremente diferenciado) según el índice mitótico, la formación de túbulos y el polimor-

fismo o pleomorfismo nuclear, lo que ayuda a definir el pronóstico (Dieci, 2014; Mueller, 

2018). 

El carcinoma ductal infiltrante, representa el 70–80% de los tumores de mama invasivos 

femeninos. Este subtipo representa la mayoría de los casos de cáncer de mama obser-

vados en las cohortes del Consorcio Internacional de Taxonomía Molecular del Cáncer 

de Mama (METABRIC) (Curtis, 2012; Miliolo,2015). Existen otros subtipos más raros 

que se revisan en otra parte (Weigelt, 2010). 

 

1.2.3 Características genéticas, biológicas y moleculares 

Los carcinomas de mama invasivos se caracterizan por varias alteraciones moleculares. 

Algunas de éstas están relacionadas con la supervivencia y forman parte de patrones 



moleculares específicos o que al menos se expresarían de forma predominante en el 

tumor. Ello ha sugerido la posibilidad de desarrollar terapias dirigidas hacia esas molé-

culas, y, en algunos casos, así ha sido, como con los tumores HER2-positivos (IARC, 

Breast cancer screening, 2014). 

La biología mamaria molecular es compleja, pero ofrece la oportunidad de buscar bio-

marcadores que puedan diferenciar entre tumores que vayan a tener un crecimiento 

indolente o agresivo; así como predecir la respuesta al tratamiento.  

Tradicionalmente, los tumores de mama se han clasificado según la expresión molecular 

de una serie de marcadores detectados por inmunohistoquímica (IHC); incluidos mar-

cadores de proliferación (Ki-67), receptores hormonales, como el receptor de estróge-

nos alfa (ERα), el de progesterona (PR) y el de andrógenos (AR)); la expresión de 

HER2/ERBB2/NEU; así como la presencia/ausencia de citoqueratinas específicas (CK) 

(Weigelt, 2010; Hill, 2017). 

 

1.2.3.1 Receptores de estrógenos y progesterona  

Los receptores de estrógeno (ERα y ERβ) son factores de transcripción activados por 

ligandos que desempeñan diferentes funciones en la regulación génica y muestran pa-

trones de distribución tisular específicos. ERα funciona como un receptor dependiente 

de ligando, los estrógenos (González, 2019), que promueve la proliferación celular; 

mientras que ERβ puede antagonizar a ERα (Powell, 2012).  

La fosforilación del ERα en los aminoácidos Ser118 y Ser167 da como resultado una 

mayor actividad transcripcional global, y su fosforilación en el residuo Ser305 se asocia, 

de forma específica, a una mayor transcripción de la ciclina D1 (Arpino, 2008).  

El ERβ a diferencia del ERα oncogénico, actúa como oncosupresor en varios casos 

(Nelson, 2017), disminuye la proliferación celular inducida por el ERα, aumenta la apop-

tosis e invierte la activación transcripcional y la represión por el ERα. Además, ERβ 

interactúa físicamente con p53, reduce la unión de ERα-p53 y antagoniza la regulación 

transcripcional mediada por ERα-p53. El ERα dirige el ensamblaje de heterocromatina 

de trimetilación lys9 de SUV39H1/H2 e histona H3 (H3K9me3) en genes reprimidos por 

estrógenos para silenciar la transcripción activada por p53. La co-presencia del ERβ en 

células ERα positivas anula la conformación de heterocromatina represiva H3K9me3 

regulando negativamente SUV39H1 y SUV39H2, liberando así el bloqueo transcripcio-

nal inducido por ERα (Lu, 2017). Sin embargo, el papel exacto de ERβ en la carcinogé-

nesis y la progresión tumoral aún no se comprende completamente (Sellitto, 2020).  
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Como se describió anteriormente, los estrógenos actúan como un mitógeno importante, 

y la expresión de su receptor (ER) en el tumor está asociada con la respuesta a la terapia 

hormonal (Osborne, 1998; Bundred, 2001; Isaacs et al., 2001; Ali y Coombes, 2002; 

Davies et al., 2011). Los moduladores selectivos del receptor de estrógenos (tamoxifeno 

y raloxifeno) utilizados en la terapia, exhiben actividad agonista y antagonista sobre el 

ER. (Nelson, 2017). Así, los tumores ER-positivos tienen un pronóstico inicial más favo-

rable que los tumores ER-negativos (Ali y Coombes, 2002). El ER se expresa en, apro-

ximadamente, el 80% de los tumores de mama invasivos.  

 

En cuanto al receptor de progesterona (PR) es un regulador clave en los tejidos repro-

ductivos femeninos que controla los procesos de desarrollo y la proliferación y diferen-

ciación durante el ciclo reproductivo y el embarazo (Proietti, 2017). La hormona esteroi-

dea ovárica Progesterona y su receptor nuclear, el PR, desempeñan un papel funda-

mental en estos procesos de regulación de la proliferación y diferenciación celular en la 

glándula mamaria (Cenciarini, 2019), así como en la progresión del cáncer de mama 

endocrino-dependiente. Como miembro de la familia de receptores nucleares de facto-

res de transcripción dependientes de ligandos, la acción principal de la RP es regular 

las redes de expresión génica diana en respuesta a la unión de su hormona esteroidea 

afín, la progesterona (Proietti, 2017). 

Es conocido que la expresión del receptor de progesterona (PR) se regula por acción 

de los estrógenos, considerándose como un indicador del estímulo y la señalización de 

los estrógenos. En consecuencia, se ha demostrado que su expresión también predice 

qué pacientes responderán a la terapia hormonal (Bardou et al., 2003; Andre y Pusztai, 

2006). Así mismo, existe una asociación tanto con la supervivencia libre de enfermedad, 

como con la supervivencia global en los cánceres de mama tratados con tamoxifeno, 

presentando los cánceres de mama PR-positivos mejor respuesta que los cánceres PR-

negativos (Bardou, 2003). 

En resumen, el estado de ER y PR predice la sensibilidad del tumor a la terapia endo-

crina. Siendo ER y PR reguladores transcripcionales que pertenecen a la superfamilia 

de los receptores nucleares, que incluye los receptores activados por proliferadores de 

peroxisomas (PPAR), los receptores para esteroides, para hormonas tiroideas, vitamina 

D y otras proteínas liposolubles. Los tumores ER y PR positivos se asocian con un pro-

nóstico favorable en comparación con un pobre pronóstico para los pacientes con tumo-

res de mama ER negativos (Duffy, 2017). El análisis de ER y PR por IHC considera tanto 



el porcentaje de células positivas como la intensidad de tinción (puntuación de Allred) 

(Phillips, 2007).  

Actualmente, el umbral de positividad de ER es de ≥1% de las células tumorales. La 

positividad para el ER indica una mayor probabilidad de respuesta a la terapia endo-

crina, no sólo por los moduladores de los receptores de estrógenos sino también para 

los inhibidores de la aromatasa. Sin embargo, la respuesta al tratamiento entre pacien-

tes no es uniforme y en un subconjunto de pacientes con tumor ER+ se desarrolla re-

sistencia al tratamiento. Aun así, el estado de ER y PR representa el principal esquema 

de clasificación clínico-patológica para guiar la terapia endocrina (Mueller, 2018). 

 

1.2.3.2 Receptor de andrógenos (AR) 

Como es bien conocido los estrógenos y la progesterona están fisiológicamente asocia-

dos con la mama, sin embargo, son los andrógenos las hormonas sexuales circulantes 

que predominan en nuestro cuerpo (Burguer, 2002; Vasiliou, 2019). Los andrógenos son 

hormonas esteroideas que regulan un importante número de procesos biológicos por su 

acción a través de la unión al receptor de andrógenos (AR). El AR es un miembro de la 

familia de receptores nucleares de esteroides que media los efectos biológicos de los 

andrógenos (Bandini, 2019).  

Existen cinco tipos de andrógenos: sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEAS), dehi-

droepiandrosterona (DHEA), androstenediona (AS), testosterona (T) y dihidrotestoste-

rona (DHT). Sin embargo, solo T y DHT pueden unirse al AR. Los primeros tres tipos se 

denominan pro-andrógenos porque se metabolizan a testosterona, que es el precursor 

de la DHT, el andrógeno más activo. Hay dos enzimas principales productoras de an-

drógenos, el miembro C3 de la familia 1 de aldo-ceto reductasa (AKR1C3) y la esteroide 

5 alfa-reductasa (SRD5A). AKR1C3, convierte AS en testosterona y SRD5A convierte a 

esta última en DHT (Vasiliou, 2019). 

En las mujeres, los andrógenos se producen fisiológicamente en las glándulas supra-

rrenales, los ovarios y los adipocitos (Burguer, 2002). En la mama normal, la testoste-

rona también se puede convertir en 17b-estradiol a través de la aromatización con la 

enzima citocromo P450 familia 19 subfamilia A miembro 1 (CYP19A1), conocida como 

aromatasa.  

Generalmente, los andrógenos y el AR son necesarios para el desarrollo fisiológico de 

la mama. Por lo tanto, las vías de señalización AR y ERα afectan el desarrollo de la 

mama, según el destino de la testosterona (Hickey, 2017). La aromatasa regula negati-
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vamente la producción de DHT en la mama al promover el metabolismo de la testoste-

rona a estrógeno. Sin embargo, otros estudios han sugerido que los niveles de estró-

geno circulante definen la dirección del metabolismo de testosterona en DHT o estradiol, 

como un circuito de retroalimentación. Específicamente, la testosterona se convierte en 

estradiol solo cuando los niveles de estrógeno son muy bajos, para poder mantenerse 

en rangos fisiológicos, según las necesidades hormonales y el estado menopáusico 

(Christopoulos, 2017). 

Varios estudios se han centrado en conocer el papel del AR en los tumores de mama 

ER+, debido a que parece existir una correlación entre su grado de expresión y algunas 

ventajas clínicas. Los altos niveles de AR se asocian con una menor afectación de los 

ganglios linfáticos, mejor supervivencia libre de enfermedad (SLE), supervivencia libre 

de recaída (SLR) y supervivencia global (SG), respuesta a las terapias endocrinas y 

quimioterapia, menor grado tumoral, expresión de Ki67, menor tamaño del tumor y me-

nos necrosis, lo que sugiere que el AR podría tener un papel en la restricción de la 

progresión tumoral en células epiteliales mamarias malignas ( Peters, 2009 ; Castellano, 

2010 ; Vera-Badillo, 2014 ). 

Un subgrupo de tumores que expresan receptores de andrógenos representa aproxima-

damente el 30% de todos los tumores triple negativos. El receptor de andrógenos y sus 

vías de señalización tienen un papel biológico central en esta entidad tumoral. Estos 

tumores positivos para el receptor de andrógenos triple negativo se presentan en pa-

cientes mayores y no parecen tener un buen pronóstico en comparación con otros tu-

mores triple negativos (Grellety, 2020).  

 

1.2.3.3 Receptores de factores de crecimiento  

Los receptores del factor de crecimiento y sus ligandos regulan la proliferación celular, 

que es un factor clave en el proceso de la oncogénesis. Estos receptores tirosina qui-

nasa (RTK) son proteínas transmembrana con características estructurales y biológicas 

especializadas que responden a señales ambientales iniciando cascadas de señaliza-

ción apropiadas en las células tumorales. Se expresan en varios tipos de células, inclui-

das las del microambiente tumoral, donde se encargan de regular la proliferación celular, 

angiogénesis y metástasis, a través de su actividad de tirosina quinasa, debido a que 

los RTK regulan varias vías de señalización corriente abajo como MAPK, PI3K / AKT y 

JAK / STAT, las cuales tienen un papel fundamental en la regulación de estos proce-

sos. Estas vías también son necesarias para una interacción recíproca de células tumo-

rales y estromales (Tomiguchi, 2016).  



Existen 58 familias de RTK en humanos y se han clasificado en 20 subfamilias de 

acuerdo con las características estructurales (Butii, 2018). Algunos de los implicados en 

cáncer de mama son el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), el recep-

tor del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2, HER3 y HER4), el receptor del 

factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR), el receptor del factor de creci-

miento endotelial vascular (VEGFR), receptores del factor de crecimiento de fibroblastos 

(FGFR) y el receptor del factor de crecimiento 1 similar a la insulina (IGF1-R), entre 

otros. Su mecanismo de activación implica la dimerización de los receptores y la fosfo-

rilación cruzada entre ellos (Moasser, 2007). El dominio intracelular de RTK tiene activi-

dad de tirosina quinasa (dominio de tirosina quinasa; TKD). Este dominio puede fosfori-

lar residuos de tirosina en cis (dentro de la misma molécula) o en trans (que residen en 

una molécula diferente) (Figura 1); este diseño de consenso de RTK se ha conservado 

a lo largo de la evolución. (Butii, 2018).  

 

 

Figura 1. Estructura de un receptor tirosin-quinasa (RTK). Los RTK se caracterizan por 

tener los segmentos estructurales desde el extremo N al C terminal: pliegues de 

inmunoglobulina, región transmembrana, región yuxtamembrana, lóbulo N, bucle de 

activación, lóbulo C y cola citoplásmica. Los RTK residen en la membrana plasmática 

como monómero. La unión de ligandos reticula las moléculas receptoras e induce 

cambios conformacionales que conducen a la autofosforilación y activación del receptor. 
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El RTK fosforilado sirve de sitio de acoplamiento para proteínas adaptadoras (B) o puede 

fosforilar directamente moléculas de señalización (A). Las proteínas adaptadoras o 

moléculas de señalización se unen al receptor fosforilado a través de la homología Src 2 

(SH2) o el dominio de unión a fosfotirosina (PTB). Las proteínas adaptadoras acopladas 

transducen aún más la señal mediante la fosforilación de otras moléculas corriente abajo 

(C, D) (Tomado de Mol Cancer. 2018; 17: 34.) 

 

La activación del receptor requiere la unión del ligando (bien pueden ser ligandos solu-

bles o en algunos casos por fibras de colágeno de la matriz extracelular) y la consi-

guiente dimerización u oligomerización del primero en un estado activo, esta dimeriza-

ción a su vez puede darse de tres formas según sea el receptor, la primera sería que el 

dímero se forme completamente por el ligando o las moléculas receptoras, la segunda 

incluyen la participación tanto del ligando como del receptor para la formación de la 

interfaz del dímero y en tercer caso la participación de una molécula accesoria (Butii, 

2018). 

 

EGFR.  

La familia de los EGFR esta conformada por EGFR1 (EGFR, HER1, c-erbB1), HER2 

(EGFR2, c-erbB2/neu), EGFR3 (c-erbB3, HER3) y EGFR4 (c-erbB4, HER4) (Macdo-

nald-Obermann, 2014; Butii, 2018). Poseen siete ligandos afines diferentes que incluyen 

EGF, TGFα, betacelulina (BTC), EGF de unión a heparina, anfirregulina (AREG), epirre-

gulina y epigen. 

Al llevarse a cabo la unión con el ligando, EGFR activa varias moléculas de señalización 

corriente abajo, incluidas RAS, PI3K, fosfolipasa C-γ (PLC-γ) y JAK, lo que conlleva al 

aumento de la supervivencia celular, el crecimiento celular y la progresión tumoral (Wise, 

2017).  El EGFR se encuentra sobre-expresado en los tejidos tumorales del cáncer de 

mama y se asocia con una mayor agresividad y mal pronóstico clínico (Lee, 2015). 

La expresión de ER se correlaciona inversamente con EGFR, según lo reportado existe 

una mayor expresión de EGFR y presencia de células madre en TNBC que carecen de 

expresión de ER. La activación de EGFR dependiente de metaloproteinasas enri-

quece las células madre CD44+/CD24 - en TNBC a través de la vía MAPK/ ERK (Wise, 

2017). Como es el caso del cáncer de mama inflamatorio (IBC) el cual se caracteriza 

por ser más agresivo y mortal, y presenta un enriquecimiento de células madre cance-

rosas quimio- y radio-resistentes. Por lo tanto, la señalización de EGFR es importante 

para la patogénesis y progresión del IBC (Wang, 2017). 



 

HER2 

El descubrimiento del papel de HER2 en la proliferación celular del cáncer de mama, 

transformó la clasificación de los subtipos de esta enfermedad (Slamon, 1987). El onco-

gén ERBB2/HER2, ubicado en 17q21, se amplifica en, aproximadamente, el 20% de los 

carcinomas de mama invasivos, lo que conduce a la sobreexpresión de la proteína 

HER2 que, como se ha indicado, es un receptor transmembrana con actividad tirosina 

quinasa, aunque sin ligando conocido (Wolff et al., 2013).  

La sobreexpresión de HER2 medida por inmunohistoquímica (Wolff et al., 2014), es un 

predictor independiente de supervivencia (Slamon et al., 1987) y se asocia con tumores 

agresivos, de mal pronóstico y con respuesta positiva a la quimioterapia (Wolf, 2014). 

La detección de HER2 está clínicamente validada para predecir la respuesta a las tera-

pias anti-HER2 en entornos neoadyuvantes y adyuvantes (Harris, 2016). En esas tera-

pias, HER2 es reconocido y bloqueado por el anticuerpo monoclonal humanizado anti-

HER2, trastuzumab, que se usa contra este tipo de cáncer (Cobleigh et al., 1999), en 

combinación con la quimioterapia, tanto en el contexto de cáncer de mama HER2 posi-

tivo metastásico como en el tratamiento adyuvante (Slamon et al., 2001; Perez et al., 

2011). 

 

VEGFR 

Los VEGFR se expresan en células cancerosas, endoteliales y otras células estroma-

les. Los VEGF son potentes factores pro-angiogénicos que se unen a tres tipos diferen-

tes de VEGFR, VEGFR1 (Flt1), VEGFR2 (KDR u homólogo murino, Flk1) (Butii, 2018) 

la unión de estos a su receptor induce en las células del estroma así como en las células 

endoteliaes vasculares y linfáticas, la angiogénesis y/o la linfangiogénesis en diferentes 

tipos de cáncer (Shibuya, 2011). Como es el caso de la osteopontina (OPN) la cual 

estimula el aumento de la expresión de VEGF-A en células de cáncer de mama promo-

viendo el crecimiento tumoral y la angiogénesis mediante la regulación de la señaliza-

ción autocrina, paracrina y yuxtacrina de VEGF / VEGFR en células cancerosas y endo-

teliales (Chakraborty, 2008). Por otra parte, la activación de VEGFR1 induce la transi-

ción epitelio mesénquima (EMT) de las células cancerosas promoviendo así la invasión 

y la metástasis en modelos de cáncer de mama. 
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PDGFR 

La familia PDGFR consta de PDGFR-α y β, que son estructuralmente similares. Los 

PDGF se unen principalmente a los dominios 2 y 3 e inducen la homo o heterodimeri-

zación de los receptores. Adicionalmente, estos receptores se estabilizan aún más me-

diante interacciones directas receptor-receptor a través del dominio 4 después de la 

dimerización (Heldin, 2013).  

La expresión de PDGFR se asocia con un mal pronóstico de los pacientes con cáncer 

de mama y tiene un potencial pronóstico y predictivo. Debido a la actividad aberrante de 

los PDGFR en la mama que impulsa la tumorigénesis, se ha reportado que una mayor 

expresión de PDGFR se asocia con una reducción de ER y PR y una mayor expresión 

de HER2, así como una mayor tasa de proliferación y tamaño del tumor (Paulsson, 

2009). 

 

FGFR 

La familia FGFR está compuesta por FGFR1, FGFR2, FGFR3 y FGFR4 (Butii, 2018). 

La unión de FGF a FGFR conduce a la dimerización y la activación del dominio quinasa 

intracelular, dando como resultado la fosforilación cruzada de residuos de tirosina pre-

sentes en la cola citoplasmática del receptor (Plotnikov, 1999), lo que conlleva a la acti-

vación de las vías RAS/MAPK y PI3K/AKT, las cuales se encuentran activas de forma 

aberrante en el cáncer de mama, jugando un papel importante en los procesos de pro-

liferación, apoptosis, supervivencia y metástasis (Babina, 2017). En el carcinoma de 

mama lobulillar metastásico en el cual se evidencia una mala respuesta a la quimiote-

rapia presenta una amplificación del gen FGFR1. Así mismo se ha reportado que el 

cáncer de mama ER+ muestra amplificación de FGFR1 (Formisano, 2018; Butii, 2018) 

relacionado con la remodelación del estroma y la recidiva tumoral (Tomiguchi, 2016). 

 

1.2.3.4 Proliferación 

 

Se han investigado en profundidad varios marcadores de proliferación por su valor pro-

nóstico en el cáncer de mama (Stuart-Harris et al., 2008), incluidos el recuento mitótico, 

la medición de la fracción celular en fase S del ciclo celular por citometría de flujo y la 

inmunohistoquímica con anticuerpos contra Ki-67, que se expresa fuertemente en las 

células en proliferación (Cheang et al., 2009; Yerushalmi et al., 2010; Dowsett et al., 



2011). Sin embargo, el uso generalizado de tales cambios moleculares se ha visto limi-

tado por la falta de estandarización metodológica, la falta de consenso sobre los puntos 

de corte apropiados para el uso clínico y la variabilidad inter-observador en la evalua-

ción. 

La expresión de Ki-67 se correlaciona inversamente con la respuesta al trata-

miento. Así, el alto índice de proliferación, medido como una elevada expresión de Ki-

67, se correlaciona con una mala respuesta a la terapia. El uso clínico de Ki-67 es con-

trovertido debido a la poca reproducibilidad entre laboratorios en los ensayos de IHC 

frente a Ki-67, las diferencias en los umbrales para los índices de proliferación baja y 

alta y las diferencias en los métodos de ensayo (Duffy, 2017). A pesar de estas limita-

ciones, la expresión de Ki-67 ha demostrado un valor pronóstico clínico en los umbrales 

bajo y alto. 

 

1.2.3.5 Expresión de genes implicados en la clasificación, evolución y pronóstico 

 

Hace cerca de 20 años, el perfil transcripcional de los tumores de mama reveló un con-

junto de genes cuya expresión varió significativamente entre los tumores y esta variación 

no se debió al sesgo de muestreo de tejido, debido a que los patrones de expresión 

génica en dos muestras tumorales del mismo individuo eran casi siempre más similares 

entre sí que en cualquier otra muestra. El análisis de agrupamiento jerárquico mediante 

el grado de expresión de un patrón de 500 genes reveló la existencia de cinco perfiles 

de expresión génica (Figura 2). Ello permitió clasificar los tumores de mama como lumi-

nal A, luminal B, basal-like, HER2 + y “normal-like” (Perou, 2000; Sorlie, 2001). Los sub-

tipos luminales, basal, y normal pueden asociarse a la histomorfología mamaria. Así, el 

patrón de expresión del subtipo luminal estaría relacionados con el patrón de expresión 

de las células epiteliales que rodean la luz del conducto. El patrón de expresión del 

subtipo basal estaría asociado con el perfil de expresión de las células mioepiteliales 

que recubren por fuera a las células luminales y que están junto a la membrana basal 

(Perou, 2000). El aspecto denominado como “normal-like” sería parecido al tejido ma-

mario normal, probablemente debido a la abundancia de tejido mamario normal adya-

cente en muestras de tumor heterogéneas (Mueller, 2018) sin embargo se destaca por 

la alta expresión de genes característicos de las células epiteliales basales y las células 

adiposas, y la baja expresión de genes característicos de las células epiteliales lumina-

les (Perou, 2000). El subtipo HER2+ representa la amplificación del gen HER2/neu y la 

sobreexpresión del receptor HER2 correspondiente (Mueller, 2018).  
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Figura 2. Patrones de expresión génica de 85 muestras experimentales de tumor y tejido 

normal de glándula mamaria. A. El dendrograma de racimo que muestra los cinco (seis) 

subtipos de tumores está coloreado como: subtipo luminal A, azul oscuro; subtipo luminal 

B, amarillo; subtipo luminal C, azul claro; normal como el pecho, verde; como basal, rojo; 

y ERBB2 +, rosa. B. El diagrama de conglomerado Las barras de color de la derecha 

representan los insertos que se presentan en C - G (C) Grupo de amplicones ERBB2. (D) 



Nuevo cúmulo desconocido. (E) Cúmulo enriquecido con células epiteliales basales. (F) 

Cúmulo similar a un pecho normal. (G) Grupo de genes del epitelio luminal que contiene 

ER. (Tomado de Sorlie, et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 2001) 

 

Los tumores luminales ER positivos podría subdividirse aún más (Sotiriou y Pusztai, 

2009), aunque la caracterización de estos subgrupos sigue siendo controvertida (Ades, 

2014). El subtipo basal incluye una alta proporción de tumores triple negativos, es decir, 

ER-, PR- y HER2 negativos (Andre y Pusztai, 2006). Sin embargo, el perfil de expresión 

génica tiene algunas limitaciones (Norum, 2014) así como ausencia de relevancia clínica 

establecida.  

Han surgido varios ensayos comerciales que amplifican una serie limitada de genes 

para definir el subtipo de cáncer de mama y su pronóstico, en lugar de los 500 genes 

iniciales. Algunos de ellos se han empezado a utilizar en la clínica con ese fin (Sinn et 

al., 2013); el más ampliamente adoptado hasta la fecha es Oncotype Dx, que consiste 

en un test de 21 genes, dentro de los que incluye algunos relacionados con: la prolife-

ración (Ki67, STK15, Survivin, CCNB1, MYBL2), los estrógenos (ER, PGR, BCL2, 

SCUBE2), relacionados con HER2 (HER2, GRB7), genes relacionados con la invasión 

(MMP11, CTSL2) y 3 más (GSTM1, CD68, BAG1) junto con cinco genes de referencia 

(ACTB, GAPDH, RPLPO, GUS, TFRC). Los niveles de expresión se combinan en un 

algoritmo mediante una puntuación entre 0 y 100 que es predictiva de la supervivencia 

general. Oncotype Dx se utiliza como factor pronóstico de recurrencia en pacientes con 

cáncer de mama ER positivo tratado con terapia hormonal, (Paik, 2004; Mosly, 2018). 

Si la puntuación es alta (> 31) indica que hay riesgo de recurrencia por lo que la quimio-

terapia será beneficiosa. Si el valor es bajo (<10), es pronóstico de una tasa muy baja 

de recurrencia (<2%) y es probable que la terapia endocrina sola sea suficiente. Hasta 

hace poco, no estaba claro si la terapia endocrina sola era adecuada para pacientes 

portadores de cánceres con puntuaciones intermedias (10-25). El problema es que és-

tos son muy numerosos, pues abarcan dos tercios, de los casos.  

El ensayo TAILORx (Trial Assigning Individualized Options for Treatment) (Simon, 2009) 

ha demostrado que la terapia endocrina adyuvante y la terapia quimioendocrina tiene 

una eficacia similar en mujeres con cáncer de mama con receptor hormonal positivo, 

HER2 negativo, ganglio axilar negativo que tengan una puntuación de recurrencia de 21 

genes de rango medio, lo anterior indica que la quimioterapia no añade ventajas y su-

giere que la terapia endocrina sola sería suficiente para este grupo de pacientes. Sin 

embargo, se encontró beneficio de la quimioterapia en algunas mujeres de 50 años o 
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menores que tenían una puntuación de recurrencia de 16 a 25 (un rango de puntuacio-

nes que se encontró en el 46% de las mujeres en este grupo de edad). Se ha observado 

un mayor efecto del tratamiento de la quimioterapia adyuvante en mujeres más jóvenes 

(EBCTCG, 2012), que puede explicarse, al menos en parte, por un efecto antiestrogé-

nico asociado con la menopausia prematura inducida por la quimioterapia (Swain, 2010; 

Sparano, 2018). 

Hay otras pruebas comerciales como son Prosigna (basado en PAM50), Mammaprint y 

Endopredict que evalúan la expresión de otros grupos de genes con el fin de establecer 

un pronóstico dentro del grupo de pacientes con tumor ER-positivo y HER2-negativo 

(Mosly, 2018). 

La prueba Prosigna utiliza un conjunto de 50 genes, PAM 50 (Prediction Analysis of 

Microarrays) con un conjunto de 8 genes de referencia para identificar el subtipo de 

expresión génica intrínseca (es decir, luminal A, luminal B, HER2 o basal) (Parker, 

2009). Esta prueba identifica el subtipo de cáncer basándose en la comparación del 

perfil de expresión génica del tumor en estudio con los perfiles característicos de cada 

subgrupo y genera una puntuación que indica un riesgo de recurrencia. Se ha observado 

su valor pronóstico en múltiples cohortes de pacientes con cáncer de mama, tratadas 

con tamoxifeno o anastrazol en monoterapia (Chia, 2012) y tamoxifeno más anastrazol 

en combinación (Gnant, 2014). Pratt y cols., reportan el desarrollo de un sistema de 

puntuación quimio-endocrina (chemoendocrine score -CES) teniendo en cuenta la sub-

tipificación de PAM50 de acuerdo con la investigación y la expresión de genes adicio-

nales en 63 pacientes con cáncer de mama receptor hormonal positivo 

HR+/HER2, asignados aleatoriamente a quimioterapia multifarmacológica neoadyu-

vante versus terapia endocrina en un ensayo de fase II. Se obtuvo como resultado que 

la mayoría de los genes asociados con la sensibilidad endocrina también se encontraron 

asociados con la resistencia a la quimioterapia, observándose una relación inversa de 

la sensibilidad endocrina y quimioterápica en cáncer de mama ER +. De acuerdo con 

esto se reporta que CES es una firma genómica capaz de medir la sensibilidad quimio-

endocrina en cáncer de mama HR+/HER2-. La CES podría tener un valor clínico parti-

cular en pacientes con enfermedad de riesgo intermedio HR+/HER2- donde el beneficio 

de la quimioterapia adyuvante con múltiples fármacos no está claro. (Prat, 2017).  

En cuanto a la prueba Mammaprint esta conformada por 70 genes y fue desarrollado 

para ayudar a identificar pacientes con cáncer de mama en estadio temprano que tienen 

más probabilidades de desarrollar metástasis a distancia y, por lo tanto, de beneficiarse 

de la quimioterapia adyuvante (van ‘t Veer, 2002; Mook, 2007). Su valor se ha demos-

trado en múltiples ensayos clínicos, el más grande ha sido el estudio MINDACT con 



6693 pacientes. En este ensayo, se demostró que había un grupo de pacientes identifi-

cados como de alto riesgo de recurrencia de acuerdo con factores clínicos y patológicos, 

pero sin embargo la prueba MammaPrint los clasificó como de bajo riesgo de recurrencia 

y que, probablemente, no se beneficiarían de la quimioterapia (Cardoso, 2016). 

La prueba Endopredict mide ocho genes de los cuales tres están asociados con la pro-

liferación (BIRC5, UBE2C, DHCR7) y cinco con la vía de los estrógenos (RBBP8, IL6ST, 

AZGP1, MGP, STC2). Esta prueba genera una puntuación entre 0 y 15 (donde menos 

de 5 indica bajo riesgo y más de 5 alto riesgo). De manera adicional, estos datos de 

puntuación molecular se combinaron con información clínico-patológica como el grado 

de infiltración ganglionar y la información del tamaño del tumor para de esta forma pro-

porcionar una puntuación combinada molecular/clínico-patológica EPclin, que superó a 

los factores de riesgo convencionales por sí solos. EPclin podría ser útil en la toma de 

decisiones terapéuticas cuando el uso de la terapia además de la terapia endocrina es 

incierto después de considerar los marcadores convencionales (Filipits, 2011). La 

prueba se basa en ensayos de RT-PCR a partir de tejido fijado y ha sido validada en 

varios ensayos (Buus, 2016). 

Los estudios genómicos y transcriptómicos combinados han permitido la identificación 

de una gama más amplia de subtipos moleculares de cáncer de mama (Curtis et al., 

2012). Además, las técnicas de secuenciación de última generación están mejorando 

nuestra comprensión de la genética y la biología molecular del cáncer de mama (Cancer 

Genome Atlas Network, 2012; Stephens et al., 2012). Aunque en la actualidad, la tra-

ducción de este conocimiento al entorno clínico es limitada, existe evidencia considera-

ble de que los patrones de expresión moleculares del cáncer de mama desempeñarán 

un papel cada vez más importante en su manejo clínico (Balko et al., 2013). 

 

Por último, hay que señalar que la Sociedad Estadounidense de Oncología Clínica y el 

Colegio de Patólogos de Estados Unidos, continúan mejorando los protocolos de eva-

luación diagnóstica del tejido tumoral de las pruebas basadas en la IHC de ER, PR y 

HER2 (Wolff, 2014). Los métodos para sortear problemas con el procesamiento de las 

muestras y el análisis están bien documentados (Vassilakopoulou, 2015), con pautas 

generales que incluyen un tiempo de isquemia por frío inferior a 60 minutos, una fijación 

de 72 horas en formalina tamponada neutra al 10% y almacenamiento de portaobjetos 

con cortes de tejido tumoral cortado antes de 6 semanas (Wolff, 2014). En las nuevas 

pautas referente a los umbrales de positividad, el límite de actual para HER2 es un mar-

caje fuerte de la membrana que afecta al menos al 10% para los tumores a los que se 
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les adjudican tres cruces; ello contrasta con el umbral anterior que era del 30% (Varga, 

2015). Es necesario considerar que las diferencias en los umbrales de positividad entre 

trabajos pueden dificultar los estudios de metaanálisis a la hora de comparar estudios 

prospectivos con los datos publicados anteriormente (retrospectivos). 

 

1.3 EPIDEMIOLOGÍA DEL CÁNCER DE MAMA 

El cáncer de mama es el tumor más frecuente en mujeres en España y en el resto del 

mundo. Ciertamente, es el cáncer diagnosticado con mayor frecuencia en las mujeres 

en 140 de los 184 países principales incluidos en la base de datos GLOBOCAN (el 76%) 

(Ferlay et al., 2018). En la mayoría de los países restantes, el cáncer de mama fue el 

segundo cáncer diagnosticado con mayor frecuencia, después del cáncer de cérvix ute-

rino. Sin embargo, hay sustanciales variaciones regionales en las tasas de incidencia 

de cáncer de mama en todo el mundo. En 2012, se registró una variación de más del 

triple en las tasas de incidencia de cáncer de mama estandarizadas por edad entre 

América del Norte y Europa occidental (tasas superiores al 90 por 100 000) y África 

Central y Asia Oriental, Sur y Central (con tasas superiores al 30 por 100 000). Se estima 

que antes de los 75 años, 1 de cada 22 mujeres será diagnosticada con cáncer de mama 

y 1 de cada 73 mujeres morirá de cáncer de mama en todo el mundo de forma global. 

Pero en el mundo Occidental afecta a una de cada ocho mujeres (IARC, Breast Cancer 

Screening, 2014). 

 

Según GLOBOCAN en 2018 la cantidad de casos de cáncer aumentó a 18.1 millones 

de nuevos casos y 9.6 millones de muertes por cáncer, de los cuales 2.088.849 (11.6%) 

corresponden a cáncer de mama; de estos, Asia y Europa contribuyeron con el 43.6% 

y 25%, respectivamente. En cuanto a la mortalidad, se registraron 626.679 casos, de 

estos, Asia representa el 49.6% y Europa el 22% de las muertes. En España para ese 

año 2018, el cáncer de mama ocupó el primer lugar en incidencia de cáncer en mujeres, 

seguido del colorrectal, con 32.285 y 14.428 casos nuevos, respectivamente; en cuanto 

a la mortalidad, el cáncer de mama ocupó el segundo lugar, con 6.241 casos (14,4%); 

precedido del cáncer de colorrectal con 6.645 casos (14.9%) (GLOBOCAN, 2018). 

A continuación, describimos la incidencia y mortalidad estimadas por cáncer de 

mama que se hizo en 2012 para el año 2025, en general y por categoría de Índice de 

Desarrollo Humano (IDH). En general, para el año 2025, se estima un aumento del 30% 

en el número de casos nuevos (de 1,68 millones a 2,19 millones) y un aumento del 33% 



en el número de muertes (de 0,52 millones a 0,69 millones). Debido a las diferencias de 

crecimiento de la población entre las categorías de IDH, se proyecta que el número de 

casos y muertes aumentará más rápidamente en países con IDH bajo. También se es-

tima que el número de muertes aumentará más rápidamente en países con IDH medio. 

Ello se atribuye a la adquisición de un modo de vida cada vez más occidentalizado. En 

el caso del cáncer de mama se atribuye a un cambio progresivo en los hábitos de la 

natalidad y en un aumento de la esperanza de vida (IARC, Breast cancer screening, 

2014). 

 

1.3.1 Factores de riesgo 

Aunque sería ideal identificar un subconjunto de la población de la que surgirían la ma-

yoría de los casos de cáncer de mama sobre la base de los factores de riesgo de cáncer, 

las simulaciones de la detección basada en el riesgo no han confirmado la validez de 

este enfoque. 

De acuerdo con lo publicado por Shah y cols., en 2017, la estratificación del riesgo para 

el desarrollo de cáncer de seno entre las mujeres sería:  

(i) mujeres con un aumento de riesgo alto, serían aquellas con un riesgo cuatro veces 

mayor que la población normal de desarrollar cáncer de mama. Estas mujeres suelen 

presentar cáncer de mama premenopáusico y bilateral, tener antecedentes familiares 

de cáncer de mama en la madre, una hermana, hija o en una pariente cerca. Se suele 

asociar a mutaciones genéticas de los genes BRCA 1 o BRCA 2. Suelen presentar le-

siones premalignas histopatológicas del tipo carcinoma lobular in situ, hiperplasia celular 

atípica; y radiológica con más de un 75% de densidad en la mamografía (Shah, 2017). 

(ii) Las mujeres con un aumento de riesgo intermedio serían aquellas que tie-

nen un riesgo de dos a cuatro veces mayor que la población normal de desarrollar un 

cáncer de mama. Suelen ser residentes en el Norte de Europa o en América del Norte, 

de edad avanzada, con antecedentes personales de cáncer de mama, sobre todo de 

cáncer de mama premenopáusico en la familia, con antecedentes histopatológicos de 

hiperplasia celular sin atipias y más de un 50 % de densidad mamográfica (Elmore, 

2016). 

(iii) Las mujeres con un aumento de riesgo bajo son aquellas que tienen menos 

de dos veces el riesgo que la población normal de desarrollar cáncer de mama. Se ca-

racterizarían por: ser nulíparas, por una edad de la menarquia antes de los 11 años, el 

nacimiento del primer hijo después de los 30 años, edad de la menopausia después de 
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los 55 años, antecedentes familiares de cáncer de mama posmenopáusico, alto nivel 

socioeconómico, obesidad posmenopáusica y consumo diario de alcohol (Elmore, 

2016). 

A continuación, se describen los factores de riesgo implicados en el desarrollo del cán-

cer de mama, y que son identificables en menos del 70% de los pacientes, según la 

American Cancer Society. 

 

1.3.1.1 Factores genéticos 

Penetrancia de genes de susceptibilidad. 

La penetrancia cuantifica la modificación de la expresión génica mediante la variación 

del entorno y los antecedentes genéticos, por lo cual mide el porcentaje de casos en los 

que se expresa el gen (Griffiths, 2000; Miko 2008). Los genes de susceptibilidad al cán-

cer de mama se clasifican como de alta, moderada y baja penetrancia- ello refleja el 

riesgo relativo de desarrollar cáncer de mama en las portadoras de mutaciones en estos 

genes (Figura 3).  

 

 

Figura 3. Cáncer familiar de acuerdo a los genes de susceptibilidad, la mayor parte de los 

casos familiares no tiene explicación. La variación genética residual probablemente se 

deba a una gran cantidad de variantes, cada una de las cuales confiere un efecto 

moderado sobre el riesgo de cáncer de mama. (Tomado de Ghoussaini M, Future Oncol. 

2009). 

 



Describimos los tres grupos a continuación: 

 

a) Las mutaciones en los genes de alta penetrancia (como BRCA1, BRCA2, PALB2, 

TP53, PTEN, STK11 y CDH1), aumentan el riesgo de cáncer de mama más de cinco 

veces (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 2001). Dentro de 

este grupo, los principales genes de susceptibilidad al cáncer de seno, BRCA1 y 

BRCA2, representan, aproximadamente, el 3-5% de todos los casos de cáncer de seno 

y el 20-50% de todos los casos de cáncer de mama hereditario (Rahman, 2014b). 

 

BRCA1 y BRCA2 

Como hemos indicado ya, dos de los principales genes de alta penetrancia de 

susceptibilidad al cáncer de mama son BRCA1 y BRCA2 (BRCA viene de 

BReast CAncer) que en condiciones fisiológicas son genes supresores de tumo-

res. Se expresan en la mama, y otros tejidos. Codifican proteínas cuya función 

es reparar el DNA dañado. La presencia de mutaciones en los genes BRCA, 

altera en sus proteínas la capacidad de reparar del DNA dañadoy aumentan el 

riesgo de cáncer de mama en las mujeres portadoras. Se estima que hay un 

aumento del 80% de riesgo de paceder cáncer de mama a los 90 años de edad 

entre las mujeres con los genes BRCA1 o BRCA2 mutado. Aunque el riesgo 

varía con las diferentes poblaciones (Marissa, 2014).  

 

Tanto las células deficientes en la función de BRCA1 como de BRCA2 muestran 

inestabilidad genómica, debido a la reparación deteriorada del DNA. Pero los 

cánceres que surgen en las portadoras de mutaciones BRCA1/2 difieren en sus 

características. Además, dentro de las pacientes de edad similar, los tumores 

relacionados con la mutación BRCA1 son significativamente diferentes de los 

tumores de mama esporádicos en su aspecto histopatológico y características 

moleculares (Lakhani et al., 1998, 2002; Honrado et al., 2006; Palacios et al., 

2008; van der Groep et al., 2011; Vargas et al., 2011). Es frecuente que presen-

ten un patrón de expresión del tipo basal-like. A nivel histopatológico, el carci-

noma ductal invasivo, es el tipo histológico más común tanto en los cánceres de 

mama hereditarios como en los esporádicos. Si bien ciertos subtipos ocurren con 

mayor frecuencia en los tumores de mama hereditarios que en los esporádicos. 

Así, los tumores relacionados con la mutación BRCA1 son, frecuentemente, de 
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grado histológico 3 y de tipo medular, caracterizados por una arquitectura sinci-

tial, ausencia de estructuras tubulares o glandulares, alto grado nuclear y un 

marcado infiltrado del estroma de tipo linfoplasmocítico. Los cánceres de mama 

relacionados con BRCA1 son típicamente triple negativo y de fenotipo basal 

(Lakhani et al., 1998, 2002; Vargas et al., 2011; Mavaddat et al., 2012). En pa-

cientes premenopáusicas que desarrollen tumores de histopatología medular y 

triple negativa, es preciso hacer el análisis de mutaciones en el gen BRCA1, 

independientemente de los antecedentes familiares de cáncer de mama y/u ova-

rio.  

 

El origen biológico específico de los tumores mamarios debidos a la mutación en 

BRCA1 se demuestra por los análisis de expresión de RNA mensajero (mRNA) 

y de secuenciación de próxima generación del tejido tumoral (Sørlie, 2004; Step-

hens, 2012).  

 

No se ha descrito un fenotipo definido de manera evidente para pacientes con 

cáncer de mama familiar por mutaciones en el gen BRCA2, aunque algunos es-

tudios indican una aparición más frecuente de carcinomas lobulares tubulares, 

lobulares y pleomórficos (Lakhani et al., 1998, 2002; Honrado et al., 2006; Pala-

cios et al., 2008; van der Groep et al., 2011; Vargas et al., 2011). Los tumores 

relacionados con mutaciones en BRCA2 muestran una alta frecuencia de positi-

vidad para el ER, similar a los casos esporádicos y, generalmente, son negativos 

para HER2. Sin embargo los BRCA2 suelen ser de mayor grado (grados 2 y 3) 

que los tumores esporádicos (sin mutación en BRCA2) y pueden mostrar infiltra-

ción linfocítica más prominente, y más focos de necrosis. Sin embargo, estas 

características que se exhiben en los tumores relacionados con BRCA2, lo ha-

cen de manera menos consistente que las características medulares de los tu-

mores relacionados con BRCA1. 

 

En Estados Unidos, a diferencia de España y otros países, las pruebas genéticas 

para la evaluación de los genes BRCA1 y BRCA2 no se consideran parte de la 

evaluación estándar para el tamizaje del cáncer de mama (Shen, 2015), a pesar 

de que el Instituto Nacional del Cáncer de los Estados Unidos declaró que las 

mujeres con un gen BRCA1 o BRCA2 anormal tienen un riesgo de más de un 



60% de ser diagnosticadas con cáncer de mama durante su vida, en compara-

ción con el 12-13% de riesgo que tienen las mujeres en general (Diez, 2011). 

 

La detección de las mutaciones en los genes BRCA indica que hay mayores 

posibilidades de que se desarrolle un segundo cáncer de mama entre aquellas 

pacientes que previamente han tenido la enfermedad. También aumenta el 

riesgo de padecerlo si se acompaña de antecedentes familiares con cáncer de 

mama y de ovario. Sin embargo, la detección de mutaciones en genes BRCA no 

es diagnóstico de cáncer de mama en pacientes sanas a quienes se les ha de-

tectado mutaciones positivas o que tienen antecedentes familiares de cáncer de 

seno (Shah, 2017). 

 

El sobrediagnóstico y el sobretratamiento del cáncer de mama entre mujeres 

normales y el impacto psicosocial en las portadoras, limitan el uso generalizado 

de la evaluación de mutaciones en BRCA dentro de los programas de detección 

de cáncer de mama en todo el mundo (Brodersen, 2013). Las recomendaciones 

para las portadoras de mutaciones en genes BRCA serían: el autoexamen de 

las mamas cada mes, examen clínico de las mamas dos veces al año, mamo-

grafía anual y resonancia magnética (MRI) a partir de los 25-30 años (Shah, 

2017). 

 

 

Los cánceres de mama causados por mutaciones de otros genes de susceptibilidad de 

alta penetrancia no parecen diferir significativamente en sus características de los tu-

mores de mama esporádicos. Estas mutaciones parece que confieren un riesgo elevado 

de desarrollar cáncer de mama (IARC, 2016), pero los números estudiados hasta ahora 

son pequeños (van der Groep, 2011). Las mutaciones somáticas en estos genes son 

mutaciones driver, que son frecuentes en el cáncer de mama esporádico (Stephens, 

2012).  

 

A continuación, describimos algunos de esos genes: 
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TP53 

El cáncer de mama es el más común diagnosticado en mujeres afectadas por el 

síndrome de Li-Fraumeni (LFS) (Li, 1969). Se presenta, principalmente, como 

carcinoma ductal o como DCIS con positividad para la expresión de ER y PR y/o 

de HER2/NEU (Masciari, 2012). El LFS es un síndrome de predisposición al cán-

cer hereditario causado por una mutación en el gen TP53 (González, 2009), que 

confiere un riesgo acumulativo del 49% de desarrollar cáncer de mama a la edad 

de 60 años. 

La probabilidad de portar una mutación en TP53 aumenta en pacientes con cán-

cer de mama menores de 30 años con un familiar de primer o segundo grado 

con cánceres típicos asociados al LFS a cualquier edad, y es casi nula en pa-

cientes diagnosticadas con cáncer de mama a los 30-49 años y sin antecedentes 

familiares de cánceres asociados con LFS (González, 2009). 

 

Cadherina 1 (CDH1) 

Las portadoras de mutaciones en el gen CDH1 (que codifica la cadherina epitelial 

humana) tienen un riesgo acumulativo de cáncer de mama del 52% a la edad de 

75 años (Kaurah, 2007), y el cáncer de mama desarrollado es con frecuencia de 

tipo lobular en pacientes mayores de 45 años (Schrader, 2011). 

 

PTEN  

Las mutaciones heterocigotas hereditarias en el gen PTEN (homólogo de fosfa-

tasa y tensina), que codifica una fosfatasa dirigida al fosfatidilinositol (3,4,5) –

trifosfato, es característico en individuos con síndrome de Cowden (Browning, 

2015). El síndrome de Cowden es una enfermedad rara y multisistémica, con un 

aumento en el riesgo de desarrollar cáncer de mama del 25 al 50% (Pilarski, 

2013); y el desarrollo de otros tipos raros de cáncer (como por ejemplo, el gan-

gliocitoma cerebeloso displásico) (Nieuwenhuis, 2014). 

 

STK11 

Las mutaciones en el gen STK11 (serina / treonina-proteína quinasa 11) se han 

asociado con el síndrome de Peutz-Jeghers (Peutz, 1921), un trastorno raro, ca-

racterizado por un mayor riesgo de varias neoplasias, incluido un mayor riesgo 



(del 45%) de cáncer de seno de tipo ductal en desarrollo a la edad de 70 años 

(Hearle, 2006). 

 

  

b) Las mutaciones en los genes de penetrancia moderada o intermedia (como 

CHEK2, ATM, BRIP1, NBS1, RAD51C y XRCC2) aumentan el riesgo de cáncer de 

mama de dos a cinco veces. La identificación de mutaciones en genes que predisponen 

al desarrollo del cáncer de mama es de gran importancia clínica, tanto para las pacientes 

como para parientes no afectados que portan una variante alélica patógena. El análisis 

de estos genes de penetrancia moderada se ha recomendado en mujeres con un alto 

riesgo familiar, en las que no se ha demostrado la presencia de mutaciones en los prin-

cipales genes de susceptibilidad al cáncer de mama. Los signos que sugieren la pre-

sencia de una mutación en la línea germinal (heredada) en un gen de susceptibilidad al 

cáncer de seno son: (i) signos de apariencia inusual de cáncer de seno como son: el 

inicio temprano de la enfermedad; la recurrencia tumoral; un desarrollo tumoral bilateral; 

el desarrollo de cáncer de seno masculino; la presencia de diagnósticos histopatológicos 

raros o menos frecuentes  como tumor triple negativo, tipo medular o atípico; así como 

tumores ER negativos, en general. (ii) El agrupamiento de casos de cáncer de mama en 

las familias afectadas; y (iii) multiplicidad de varios tipos de cáncer en la misma familia 

y/o individuos (desarrollo de cáncer de seno y de otros tipos de cáncer, incluyendo el 

cáncer de ovario, el colorrectal y el melanoma). 

 

CHEK2 

Uno de los más estudiados es el gen CHEK2 (checkpoint kinase 2), es un gen 

supresor de tumores ubicado en el cromosoma 22 (Bell, 1999), que codifica una 

serina/treonina quinasa reguladora que fosforila varios sustratos proteicos (in-

cluidos p53 y BRCA1) en respuesta al daño del DNA. En relación con las muta-

ciones en las variantes alélicas de CHEK2, la más común es c.1100delC, la cual 

es responsable de un aumento del riesgo de desarrollar cáncer de mama, con 

una odds ratio de 2.7 para el cáncer de seno de forma global, de 2.6 para el 

cáncer de mama de inicio temprano, de 4.8 para el cáncer de mama familiar 

(Weischer, 2008) y una razón de riesgo de 3.5 y peor supervivencia para el cán-

cer de mama contralateral (Weischer, 2012), en mujeres con características de 

alto riesgo que no portan mutaciones en los genes BRCA1/2 (Meijers-Heijboer, 

2002). El riesgo acumulado para pacientes con cáncer de mama familiar y que 
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son portadores heterocigotos se estimó en un 37% (Weischer, 2008). Los tumo-

res de mama que surgen en portadoras de la mutación c.1100delC, son con fre-

cuencia de tipo luminal y expresan el ER y/o PR (Nagel, 2012; Kriege, 2014).  

Las variantes de CHEK2 son altamente específicas del tipo de población. 

Se encontró que otras cuatro variantes alélicas de este gen están asociadas con 

un mayor riesgo de cáncer múltiple, incluidos los de mama, colorrectal, próstata 

y tiroides (Cybulski, 2004). La variante p.I157T se ha asociado con un riesgo 

significativamente mayor de cáncer de mama (OR, 4.2 para cáncer de seno lo-

bular) (Liu, 2012a, b). 

 

RAD51C 

El gen RAD51C es esencial para la frecuencia cardiaca y la reparación del DNA 

mediante recombinación homóloga (Somyajit, 2010). Ha sido reportado como un 

gen de susceptibilidad para desarrollar cáncer hereditario de mama y ovario 

(HBOC) (Meindl, 2010; Cohen- Haguenauer, 2019). Desde esta afirmación han 

surgido varias investigaciones que han afirmado una predisposición hereditaria 

al cáncer de ovario para mujeres portadoras de mutaciones que afectan a 

RAD51C (Song, 2015) y RAD51D (Loveday, 2011). Un estudio de múltiples eta-

pas de asociación del genoma completo (GWAS) ha reportado dos nuevos alelos 

de riesgo en RAD51B un SNP pericentromérico en el cromosoma 1p11.2, 

rs11249433, y un segundo SNP en el comosoma 14q24.1, rs999737, que pue-

den conducir al riesgo de cáncer de mama (Thomas, 2009). 

 

ATM  

El gen ATM (ATM serina / treonina quinasa) se encuentra en el cromosoma 11. 

Desempeña un papel fundamental en la reparación del DNA y la progresión del 

ciclo celular (Cavaciuti, 2005). El síndrome de ataxia-telangiectasia se produce 

por la mutación bialélica en la línea germinal de este gen, la cual se manifiesta 

en la infancia y se caracterizado por ataxia cerebral, telangiectasias, inmunode-

ficiencia y un mayor riesgo de tumores malignos, especialmente tumores de 

mama y gástrico (Cohen-Haguenauer, 2019). 

 

BRIP1  



El gen BRIP1 (proteína C-terminal helicasa 1 que interactúa con BRCA1) se en-

cuentra en el cromosoma 17. Codifica la proteína BRIP1, un socio de unión de 

BRCA1 involucrado en la reparación de roturas de doble hebra en el DNA (De 

Nicolo, 2008). 

 

 

 

c) Las mutaciones en los genes de baja penetrancia aumentan el riesgo de cáncer de 

mama menos de dos veces y no tienen utilidad clínica en la actualidad (Michailidou et 

al., 2013). Sin embargo, la categorización de la penetrancia no es óptima, debido a una 

comprensión limitada de las verdaderas características fenotípicas. Incluso los principa-

les genes de susceptibilidad al cáncer de seno exhiben polimorfismos que aumentan el 

riesgo de cáncer de seno solo levemente (aunque con alta significancia estadística); 

ejemplos son la mutación sin sentido BRCA1 R1699Q y la mutación truncada BRCA2 

c.K3326 * (Michailidou et al., 2013). Los análisis de secuenciación revelan que, aproxi-

madamente, el 20% de los cánceres triple negativos tienen mutaciones, que incluyen 

BRAF V600E, amplificaciones de EGFR y mutaciones en ERBB2 y ERBB3 (Shah et al., 

2012). 

Se han identificado loci que aportan pequeños aumentos en el riesgo relativo de desa-

rrollar cáncer de mama en la población general. En mujeres jóvenes portadoras de mu-

taciones en el gen BRCA2 que de maner adicional presentan mutaciones en FGFR2 

(receptor 2 del factor de  crecimiento de fibroblastos) ó en TOX3 (TOX high mobility 

group box family member 3) el riesgo acumulado a los 70 años es de 41% y 70% res-

pectivamente (Cohen-Haguenauer, 2019). 

 

 El conocimiento incompleto de las características de la enfermedad y de la res-

puesta al tratamiento en pacientes que portan mutaciones en los genes de susceptibili-

dad al cáncer de mama, limita el potencial clínico de docenas de variantes reciente-

mente caracterizadas, lo que hace que la evaluación del riesgo de cáncer en esta po-

blación de alto riesgo sea incierta (Kean, 2014). 

 

1.3.1.2 Factores hormonales 

Antes del siglo XVIII, el cáncer de mama ya era considerado como una enfermedad 

sistémica causada por algunos problemas en fluidos líquidos, sangre y la linfa del 
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cuerpo. En 1713, se describió una mayor prevalencia de cáncer de mama entre las 

monjas en Padua (Haagensen, 1986). Curiosamente, 129 años después de esta obser-

vación, Rigoni-Stern encontró que las monjas tenían tres veces más riesgo de cáncer 

de mama, en comparación con otras mujeres y lo relacionó con la nuliparidad (Rigoni, 

1842). En 1889, Schinzinger, declaró que la enfermedad crecía más lentamente en mu-

jeres postmenopáusicas e incluso sugirió la castración ovárica como un medio para ace-

lerar el beneficio de la menopausia. Beatson, también informó de la regresión del tumor 

en pacientes con cáncer de mama avanzado después de la castración quirúrgica (Beat-

son, 1986) y, por primera vez se dispuso de un tratamiento hormonal para este tipo de 

cáncer, se inició con la ooforectomía como un tratamiento sistémico para las pacientes 

con cáncer de mama (Donegan, 1995).  

 

Desde hace tiempo se considera que los factores de riesgo establecidos para el 

cáncer de mama, tales como: la menarquía temprana, menopausia tardía, el consumo 

de alcohol, la obesidad y la terapia de reemplazo hormonal (TRH) postmenopáusica, 

pueden considerarse como distintas fuentes de la dosis "acumulativa de estrógenos a 

las que el epitelio está expuesto a lo largo del tiempo " (Henderson, 2000). 

 

Los estrógenos son hormonas esteroideas implicadas en la regulación de la di-

ferenciación y la proliferación de las células epiteliales mamarias normales. Las vías 

químicas de la biosíntesis de los esteroides, incluyendo las enzimas más importantes y 

su localización intracelular, son similares en el ovario y en la glándula suprarrenal. 

 

La enzima aromatasa forma parte de la superfamilia de la citocromo P450. Con-

vierte la testosterona en estradiol (Brueggemeier, 2001) y es codificada por el gen 

CYP19 humano (15q21.1) que abarca alrededor de 123kb, con una región codificante 

de 9 exones (de alrededor de 30kb entre el exón II y el exón X) (Meinhardt, 2002). La 

aromatasa participa en la producción local de estrógenos. En la etapa inicial de la sín-

tesis, el colesterol se convierte en pregnenolona por la enzima P450. Se ha sugerido 

que la conversión de andrógenos a estrógenos puede ser un posible mecanismo por el 

que los andrógenos estimulan la proliferación de las células de la mama (Shufelt, 2008). 

La pregnenolona se puede convertir ya sea a progesterona o a 17α-hidroxipregnenolona 

y estos compuestos en última instancia, son andrógenos. El estradiol, es el estrógeno 

más activo producido por el ovario, se sintetiza localmente en la mama a partir de an-

drógenos por la enzima aromatasa.  



 

Los estrógenos son responsables del desarrollo del sistema ductal, mientras que 

la progesterona es necesaria para el desarrollo lobular de la mama.  

 

El mecanismo clásico de acción de las hormonas esteroideas implica interaccio-

nes nucleares de los receptores intracelulares, que son citoplasmáticos o nucleares. En 

ausencia de ligando, los ER permanecen inactivos, enlazados a proteínas chaperonas 

del complejo HSP (Heath Shock Proteins, proteínas de choque térmico), conservando 

así una distribución que mantiene oculto su péptido señal de localización nuclear (SLN). 

Cuando ocurre la unión del estrógeno al ER se producen unos cambios conformaciona-

les que logran separarlo de las HSP y de esta forma quedan expuestas las señales de 

localización nuclear; provocando así la traslocación del ER al núcleo y la subsecuente 

activación de la transcripción de genes diana por la interacción con sus elementos de 

respuesta, (Sabbah, 1996) denominados ERE (Elemento de Respuesta a Estrógenos). 

Los ERE son secuencias palindrómicas con la estructura 5’-GGTCAnnnTGACC-3’, 

donde “n” representa un nucleótido cualquiera (Gruber, 2004). Sin embargo, existen ge-

nes que, aun sin poseer un ERE, logran transcribirse a través de señalización estrogé-

nica gracias a un mecanismo indirecto. En dicho caso, los ER van a interactuar con otros 

factores de transcripción como son Jun, Fos, AP-1 y SP-1, de esta manera provocan su 

activación y posterior traslocación a núcleo, allí se unen con sus propios elementos de 

respuesta y provocan la expresión génica (Liu, 2002). 

 

 

La máxima actividad transcripcional requiere la acción concertada del dominio 

AF1 (activation function 1) ligando-independiente y el dominio AF2 (activation function 

2) ligando-dependiente. La actividad transcripcional también se ve afectada por una se-

rie de cofactores regulatorios que incluyen complejos remodeladores de la cromatina, 

coactivadores y correpresores. Los coactivadores, en general, no se unen al DNA, sino 

que son reclutados a los promotores de los genes diana a través de interacciones pro-

teína-proteína con el ER. Los ejemplos de coactivadores del ER incluyen los miembros 

de la p160/SRC (coactivador del receptor de esteroides), la familia: SRC1/NcoA1 (coac-

tivador del receptor nuclear-1), NcoA2 y NCOA3/AIB1/TRAM1/RAC3. 
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Obesidad  

El aumento de peso se ha asociado con un incremento del colesterol y de los niveles de 

triglicéridos en la sangre, y a su vez con un aumento del riesgo de sufrir enfermedades 

cardiovasculares y diversos tipos de cáncer, como el de mama. Algunos estudios han 

detectado más enfermedades cardiovasculares entre pacientes con cáncer de mama 

(Trichopoulou, 1997). El consumo de grasas se relaciona directamente con la obesidad 

y el grado de obesidad es un factor determinante de los niveles de colesterol y triglicé-

ridos en la sangre; por otro lado, las grasas y la obesidad pueden desempeñar un papel 

importante en el metabolismo de las hormonas sexuales esteroideas (Colditz, 2001; Cui, 

2010).  

En la etapa inicial, el colesterol se convierte en pregnenolona acción de la enzima aro-

matasa, que es el complejo enzimático del citocromo P450, esta reacción o grupo de 

reacciones es el paso limitante en el proceso de biosíntesis. Como mencionamos en la 

anterior sección la citocromo P450 es importante en la conversión de andrógenos a es-

trógenos y de allí su relación con la inducción de la proliferación (Shufelt, 2008).  

Por otra parte, la enzima aromatasa está presente en diversos tejidos como el tejido 

adiposo, piel, ovario, cerebro, hueso, placenta, etc. Además, se ha demostrado que de-

terminados carcinomas de mama tienen la habilidad de producir estrógeno a través de 

aromatasa intratumoral. Por otra parte, in vitro, la actividad de la aromatasa se ha ob-

servado en el tejido mamario, y la expresión de la aromatasa es mayor en o cerca al 

sitio del tumor de mama (Richards, 2002). 

 

Wu y cols., han sugerido que la reducción de grasa en la dieta disminuye los 

niveles séricos de estradiol, por tanto, la modificación de la dieta se ofrecería como una 

estrategia para la prevención del cáncer de mama (Wu, 1999). Se ha observado que un 

bajo contenido de grasa y/o la dieta alta en fibra en las mujeres premenopáusicas pue-

den reducir los niveles de estrógenos sin afectar la ovulación, lo que podría proporcionar 

una base para la prevención del cáncer de mama (Boyd, 1997; Cui, 2010). 

 

Goldin y cols., notaron una disminución significativa en las concentraciones sé-

ricas de testosterona y androstenediona en mujeres premenopáusicas cuando la dieta 

se cambió a otra baja en grasa y alta en fibra (Goldin, 1994). Además, se ha encontrado 

que las concentraciones plasmáticas de estradiol son significativamente menores en las 



mujeres posmenopáusicas vegetarianas que en las no vegetarianas. La modificación de 

la obesidad y la dieta podrían contribuir a un menor riesgo de cáncer de mama.  

 

Los estudios revelaron que la globulina transportadora de hormonas sexuales 

(SHBG) se asocia de manera positiva con lipoproteínas de alta densidad (HDL)-

colesterol y negativa con triglicéridos. Por lo tanto, esta relación inversa entre la SHBG 

sérica y los niveles de triglicéridos en suero, conducen a una elevación del porcentaje 

de estradiol libre (forma activa) cuando el nivel sérico de triglicéridos es alto. Se ha de-

terminado que el contenido de lípidos totales en el tejido, los triglicéridos y el colesterol 

son significativamente más altos en casos de cáncer de mama, y también se correlacio-

naron con los niveles de estradiol. Esto indica que la absorción de los lípidos del plasma 

por el tejido tumoral se correlaciona con los niveles de estradiol, siendo así, se evidencia 

que los lípidos son un factor de riesgo en cáncer de mama (Mumford, 2011). 

 

Edad avanzada  

El riesgo de desarrollar cáncer de mama es de 1/8 en las mujeres. En la actualidad, más 

del 40% de las mujeres con cáncer de mama son mayores de 65 años, estas represen-

tan casi el 60% de las muertes totales por cáncer de mama (DeSantis, 2011; Siegel, 

2014). Antes de los 49 años, el riesgo estimado de desarrollar cáncer de mama es de 

1/53; sin embargo, aumenta a 1/43 entre los 50-59 años y continúa ascendiendo a 1/23 

entre los 60-69 años. Para las mujeres mayores de 70 años, este riesgo es el más alto, 

con una probabilidad de 1/15 de desarrollar cáncer de mama (Siegel, 2015). 

 

Según lo publicado, las mutaciones genéticas de alto riesgo, como en el gen 

BRCA1, se dan con diferente frecuencia según la edad de inicio, encontrándose que, en 

pacientes menores de 40 años, el 5,3% de los casos de cáncer de mama se deben a 

mutaciones en el gen BRCA1. En el grupo de edad de 40 a 49 años, estas mutaciones 

bajan al 2.2% de los casos; y disminuyen aún más, al 1.1%, para pacientes que desa-

rrollan cáncer de mama en el grupo de edad de los 50 a los 70 años (Ford, 1995).  

 

La supervivencia al cáncer de mama se asocia fuertemente con la edad en el 

momento del diagnóstico (United Kingdom Office for National Statistics, 2013). Las mu-

jeres mayores de 70 años tienen la supervivencia más baja, la cual esta ciertamente 
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influenciada por su edad y las comorbilidades relacionadas con la edad, tales como dia-

betes mellitus, enfermedad coronaria, hipertensión, accidente cerebrovascular, asma y 

gastritis crónica. Estas comorbilidades son factores de riesgo independientes para la 

supervivencia y se encuentran de manera más frecuente en pacientes mayores (Siegel, 

2015).  

 

Consumo de alcohol 

El consumo moderado de alcohol se asocia constantemente con un mayor riesgo de 

cáncer de mama, particularmente, con los subtipos de receptores hormonales positivos. 

Se ha publicado que el riesgo aumentaría en un 11% por el consumo de una bebida con 

alcohol al día antes del primer embarazo, que es cuando el tejido mamario estaría en 

su etapa más vulnerable. Esto se traduce en que el 4% de los casos de cáncer de mama 

serían atribuibles al alcohol consumido antes del primer embarazo (Liu, 2015).  

 

Se cree que el aumento de las hormonas sexuales inducido por el etanol pro-

mueve la proliferación de las células epiteliales mamarias ya iniciadas, pero no causa la 

transformación neoplásica de las células epiteliales normales (Fanelli, 2011). En rela-

ción con los productos cancerígenos del metabolismo del alcohol, en el cuerpo humano, 

el alcohol se convierte en acetaldehído, principalmente, por la alcohol deshidrogenasa 

y luego en acetato por la acetaldehído deshidrogenasa y la xantina oxidorreductasa. El 

acetaldehído se une rápidamente al DNA y las proteínas y produce aductos de DNA, lo 

que da como resultado mutaciones puntuales, enlaces cruzados de DNA y aberraciones 

cromosómicas (Lorenti, 2009). Adicionalmente, el acetaldehído inhibe la reparación del 

daño oxidativo del DNA inducido por los agentes alquilantes. 

 

Hormonas exógenas 

Otro factor que puede modificar la susceptibilidad de desarrollar cáncer de mama son 

los anticonceptivos orales y la terapia de reemplazo hormonal. Con relación al primero, 

aunque existe controversia sobre el papel que estos puedan tener en el desarrollo de 

cáncer de mama, se ha indicado que el consumo prolongado de anticonceptivos que 

contienen estrógenos y progestina, por más de 10 años, puede producir un pequeño 

aumento en el riesgo de desarrollar esta patología (Samason, 2016).  



La terapia de reemplazo hormonal se administra para compensar la disminución de es-

trógenos y progesterona como resultado de la menopausia. El uso de hormonas en te-

rapia de reemplazamiento aumenta el riesgo de cáncer de mama de manera depen-

diente de la duración del tratamiento y de las hormonas utilizadas. La administración de 

estrógenos produce un aumento del riesgo del 2,2% por año de tratamiento (Bernstein, 

2002), mientras que cuando se combinan con progestina el aumento del riesgo es aún 

mayor, y su administración durante 5 años se asocia con un incremento del riesgo del 

30% (Rossouw, 2002). 

 

1.4 DIAGNÓSTICO 

Las pruebas que se utilizan para la detección de cáncer de mama son el autoexamen, 

el examen clínico de la mama y la mamografía. Sin embargo, la sensibilidad del auto-

examen y del examen clínico no superan el 60%, y la mamografía identifica aproxima-

damente el 85% de los tumores (Díaz, 2005). Las imágenes diagnósticas tienen el in-

conveniente de ser operador-dependiente y tienen limitaciones para la detección de le-

siones muy pequeñas. 

Por lo anterior, se ha planteado el uso de técnicas basadas en herramientas 

moleculares que sirvan de apoyo a las pruebas de tamizaje tradicionales, que permitan 

la detección de la enfermedad y faciliten la valoración de personas asintomáticas. Entre 

estas técnicas moleculares, se han propuesto las que permiten identificar la expresión 

de biomarcadores específicos relacionados con la presencia de células tumorales, a 

partir de una muestra de sangre periférica (biopsia líquida). 

 

1.4.1 Marcadores Tumorales 

Un marcador tumoral (o también llamado marcador biológico o biomarcador) es una 

molécula, sustancia o proceso que está alterado cuantitativa o cualitativamente en una 

condición precancerosa o cancerosa detectable por una prueba. Esta alteración puede 

ser producida por el tumor mismo o por tejido normal circundante en respuesta a la 

lesión tumoral (Hayes, 1996). 

La naturaleza del marcador tumoral es diversa, puede ser un ácido nucleico 

(DNA o RNA), un péptido, una proteína, o incluso procesos tales como apoptosis, an-

giogénesis y proliferación, entre otros. Pueden ser detectables en tejido, plasma san-

guíneo, saliva, orina y otros fluidos corporales (Schrohl, 2003). 



45 

 

Los marcadores que pueden ser detectados en sangre periférica de pacientes 

con cáncer, se conocen como marcadores tumorales séricos y son un recurso ideal para 

la detección de células tumorales diseminadas debido a la facilidad de acceso al material 

biológico para el análisis de la muestra. La presencia de células malignas en sangre fue 

descrita desde los años 60 (Zidman, 1961) y centenares de estudios en la última década 

han señalado sustancias metabólicas en sangre, productos del proceso de transforma-

ción maligna que incluyen aumento en la proliferación, pérdida de características mor-

fológicas propias de un tejido o dediferenciación y pérdida de la adhesión, esta última 

favorece la metástasis de muchos tipos de cáncer (Xi, 2007). 

 

Características que debe tener un marcador sérico 

Un marcador tumoral sérico, idealmente, debe ser una sustancia producida por la célula 

neoplásica o cuya regulación esté bajo su control, que refleje el aumento en la actividad 

proliferativa celular y que, además, permita determinar la presencia, evolución o res-

puesta terapéutica de un tumor maligno. Adicionalmente, debe reunir varias de las si-

guientes características (Lozano, 2005):  

• Estar presente en los tumores. 

• Ser secretado por ellos. 

• Ser detectable en sangre. 

• Ser cuantificable en forma fácil y reproducible. 

• No estar regulado por procesos no tumorales. 

• Correlacionarse con el desarrollo de la lesión maligna, tanto en presencia, como en 

ausencia de esta. 

 

1.5 Tratamiento farmacológico del cáncer de mama 

Con relación al tratamiento farmacológico que se ha venido usando para el cáncer de 

mama, existen tres estrategias: la terapia hormonal, la quimioterapia con agentes citotó-

xicos y la terapia dirigida. 

1.5.1 Terapia hormonal 

La terapia hormonal es de amplio uso en tumores con expresión de receptores hormo-

nales, y su acción se basa en reducir el efecto que ejercen las hormonas producidas por 



la paciente sobre las células tumorales. Existen tres posibles mecanismos para conse-

guir este fin: 

1. Supresión de la producción de hormonas por el ovario: El ovario es la fuente 

principal de estrógenos en mujeres premenopáusicas, la supresión temporal o perma-

nente de su función produce un descenso en los niveles de estrógenos. Además de la 

ooforectomía, hay fármacos con los que se puede conseguir esta supresión. Se utilizan 

agonistas de la hormona liberadora de gonadotropina coriónica (GnRH) que interrumpen 

el mecanismo de retroalimentación de la glándula pituitaria que estimula la producción 

de estrógenos en el ovario. La goserelina y el leuprolide, son ejemplos de fármacos con 

este efecto, usados en terapia adyuvante de mujeres premenopáusicas con cáncer de 

mama positivo para receptores hormonales (Goel, 2009). 

2. Inhibición de la síntesis de estrógenos: Se basa en el uso de inhibidores de la 

aromatasa, la enzima que convierte la testosterona en estradiol. Según su estructura 

química, estos fármacos se clasifican en inhibidores esteroideos, como el exemestano; 

e inhibidores no esteroideos, como el letrozol y el anastrozol. Son los fármacos usados 

en primera línea de cáncer de mama postmenopáusico positivo para receptores hormo-

nales (Johnston, 2003). 

3. Bloqueo de la unión del receptor de estrógenos a su ligando: Se emplea en la 

primera línea de tratamiento de mujeres premenopáusicas con cáncer de mama positivo 

para receptores hormonales. Consiste en la administración de tamoxifeno, un modula-

dor selectivo del receptor de estrógenos. Para el tratamiento de tumores que no respon-

den a tamoxifeno o a otras terapias hormonales se usa fulvestrant, un antagonista puro 

del receptor de estrógenos que se une a éste impidiendo su dimerización, y además 

promueve su rápida degradación (Wakeling,2000). 

1.5.2 Quimioterapia con agentes citotóxicos 

Los agentes citotóxicos han constituido la herramienta clásica para el tratamiento del 

cáncer. Son fármacos que interfieren en procesos celulares esenciales para que las 

células que están proliferando completen su división celular con éxito y, en consecuen-

cia, hacen que la célula sobre la que actúan muera o detenga su ciclo. Su eficacia anti-

tumoral se debe a que los tumores, o al menos la mayoría de las células que los forman 

y que sostienen su rápido crecimiento, tienen un alto índice proliferativo. Sin embargo, 

al no actuar de manera específica sobre las células tumorales, causan importantes da-

ños en otros tejidos sanos, especialmente en aquellos con alta proliferación celular como 

las mucosas de la boca, faringe e intestino, piel, células germinales o la médula ósea. 
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Por esta razón, estos fármacos producen importantes efectos secundarios. Actual-

mente, existe una gran variedad de agentes citotóxicos que actúan sobre procesos que 

tienen lugar durante las distintas fases del ciclo celular. Entre las familias más importan-

tes de estos fármacos podemos encontrar: 

- Agentes alquilantes: fueron los primeros fármacos no hormonales utilizados en 

el tratamiento del cáncer. Son compuestos que se unen covalentemente al DNA e impi-

den su correcta replicación. Algunos ejemplos son las mostazas nitrogenadas, los alqui-

lsulfonatos, los derivados del platino o las nitrosoureas. 

- Antimetabolitos: son compuestos con estructura similar a la de moléculas que 

se utilizan en la síntesis de DNA y RNA, de manera que desplazan a los compuestos 

naturales en las reacciones de síntesis y bloquean el funcionamiento normal de la célula. 

Pertenecen a este grupo los análogos de purinas y pirimidinas, y los antagonistas del 

folato. 

- Agentes antimicrotúbulos: interfieren con la dinámica de los microtúbulos, que 

resulta esencial en el proceso de separación de los cromosomas durante la división 

celular. Los taxanos y los alcaloides de la vinca tienen este mecanismo de acción. 

- Inhibidores de la topoisomerasa II: llevan a cabo su acción mediante dos posi-

bles mecanismos. Algunos de estos agentes, llamados venenos de la topoisomerasa II 

estabilizan las uniones covalentes entre la enzima y el DNA, bloqueando la transcripción 

y la replicación. Otros compuestos son inhibidores catalíticos de la actividad de esta 

enzima, que resulta esencial para las células proliferativas (Nitiss, 2009). A este grupo 

pertenecen las antraciclinas, las antracenedionas, las bisdioxopiperazinas y las epipo-

dofilotoxinas. 

Entre los fármacos más utilizados en terapia adyuvante del cáncer de mama es-

tán las antraciclinas y los taxanos, y son una de las opciones preferidas en cáncer de 

mama metastásico negativo para receptores hormonales y aquellos que progresan tras 

terapia hormonal y nunca han sido expuestos a estos agentes (Kataja, 2008; Tang, 

2016). La combinación de doxorrubicina y docetaxel, es uno de los protocolos aproba-

dos y ha sido ampliamente utilizado desde hace 20 años (Dieras, 1997; von Minckwitz, 

2007). 

1.5.3 Terapias dirigidas 

Durante el desarrollo tumoral existen moléculas alteradas con mayor frecuencia, y pa-

recen ser las responsables de mantener la señalización aberrante, característica de las 



células tumorales, por lo cual se han propuesto como dianas terapéuticas. Debido a 

esto, las terapias dirigidas son aquellas en las que se usan fármacos que actúan de 

forma más o menos específica sobre estas moléculas diana e interfieren con su activi-

dad en procesos importantes para las células tumorales. Al ir dirigidas frente a dianas 

específicamente alteradas en los tumores, estos fármacos no causan tantos daños en 

los tejidos no tumorales, de modo que, en principio, los efectos secundarios de las tera-

pias dirigidas son menores que los producidos por la quimioterapia con agentes citotó-

xicos. 

Existen diferencias en las alteraciones moleculares y la frecuencia con la que 

éstas ocurren entre los distintos tipos de cáncer de mama. Por lo anterior, las terapias 

van dirigidas a una diana específica, y sólo aquellos pacientes en los que la proteína o 

vía a la que va dirigida esté alterada, van a beneficiarse del fármaco. Dentro de las 

terapias dirigidas aprobadas para el tratamiento del cáncer de mama se encuentran: 

- Terapia dirigida frente a tumores positivos para el receptor de estrógenos (ER). 

Además de la hormonoterapia que ya hemos descrito, hay dos fármacos aprobados por 

la FDA para el tratamiento del cáncer de mama ER positivo-ERBB2 negativo: el inhibidor 

de CDK4/6, palbociclib, y el inhibidor de mTOR, everolimus (Gradishar,2016).  

- Terapia dirigida frente a tumores ERBB2 positivos. El primer anticuerpo recom-

binante aprobado por la FDA dirigido frente a este tipo de tumores fue trastuzumab, al 

que siguieron otro anticuerpo, pertuzumab, y el inhibidor del tirosin quinasa,  lapatinib. 

Tanto trastuzumab como pertuzumab son anticuerpos monoclonales humanizados, di-

rigidos frente a diferentes epítopos de la región extracelular del receptor 

HER2/ERBB2/NEU. Una estrategia más reciente, consiste en el uso de inmunoconjuga-

dos. Éstos son combinaciones de anticuerpos unidos a un agente citotóxico, de modo 

que el anticuerpo funciona como vehículo para dirigir la acción de estos compuestos 

citotóxicos a las células que expresan la proteína diana reconocida por el anticuerpo. 

En el cáncer de mama ERBB2 positivo se ha aprobado T-DM1, que combina trastuzu-

mab con el inhibidor de microtúbulos emtansina (LoRusso, 2011). 

- Terapia dirigida frente al factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF). 

Esta estrategia terapéutica también se conoce como terapia antiangiogénica. El primer 

fármaco diseñado para interferir con la función de VEGF fue el anticuerpo monoclonal 

humanizado bevacizumab, que se une a VEGF y bloquea su unión a los receptores 

celulares. Bevacizumab es el único fármaco dirigido que ha sido aprobado para el trata-

miento de tumores triple negativos, ya que son tumores muy proliferativos que requieren 

un alto aporte de nutrientes y oxígeno. Sin embargo, fue retirado para esta indicación 
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debido al escaso efecto sobre la supervivencia global en combinación con la quimiote-

rapia convencional (Brufsky, 2011). Otros fármacos antiangiogénicos son ramucirumab, 

un anticuerpo dirigido frente al receptor de VEGF, y los inhibidores de la actividad tiro-

sina quinasa de éste, sunitinib y sorafenib. Sin embargo, los ensayos clínicos en fase III 

no han mostrado que el tratamiento con ramucirumab ni con estos inhibidores de tirosina 

quinasa produzcan una mejora significativa en la supervivencia libre de enfermedad ni 

en la supervivencia global (Mackey, 2015; Baselga, 2013). 

- Terapia dirigida frente a la vía de PI3K/AKT/mTOR. Esta vía se encuentra acti-

vada en el 70% de los tumores de mama, por lo que algunas de las proteínas más 

importantes para su activación se han propuesto como posibles dianas terapéuticas. El 

uso de everolimus, un inhibidor de mTOR, ya ha sido aprobado por la FDA (Yardley, 

2013). Además, los resultados de los ensayos clínicos con el inhibidor de PI3K, pictilisib, 

sugieren su utilidad terapéutica, e igualmente se están desarrollando estudios sobre la 

eficacia clínica de inhibidores de AKT (Gu, 2016). 

- Terapia dirigida frente a mutaciones en BRCA1/2. Alrededor del 20% de los 

tumores de mama triple negativos tienen mutaciones en BRCA1 o BRCA2, y estos tu-

mores son sensibles a inhibidores de la poli-ADP ribosa polimerasa (PARP), debido a 

un efecto de letalidad sintética. La PARP es una enzima esencial en el proceso de re-

paración de las roturas de cadena sencilla en el DNA, que si no se reparan progresan y 

generan roturas de doble cadena. Las células que no tienen BRCA1 o BRCA2 funcio-

nales no son capaces de reparar estas roturas de doble cadena y mueren. Un ejemplo 

de estos inhibidores que está siendo evaluado en ensayos clínicos es iniparib 

(O'Shaughnessy, 2011). 

1.6 MICRORNAs  

Los microRNAs (miRNAs) son pequeñas moléculas de RNA no codificante, poseen 18-

25 nucleótidos de longitud, aproximadamente, están evolutivamente conservados y 

constituyen la clase dominante de los pequeños RNA en la mayoría de los tejidos so-

máticos. Se unen, principalmente, a la región no traducida (UTR) de los RNA mensaje-

ros, lo que resulta en una regulación negativa de las proteínas diana a través de la 

degradación de este mRNA o mediante la inhibición de la traducción (Mulrane, 2013). 

En animales, se han detectado otros pequeños RNAs que incluyen: siRNAs, piRNAs 

(piwi-RNA) de células germinales, RNA mitocondrial no codificante (ncRNAs). Aunque 

muchos aspectos de la vía de la biogénesis de los miRNAs y sus mecanismos de acción 



no están totalmente claros, los procesos clave se han caracterizado completamente 

(Cava, 2014; Bertoli, 2015). 

 

1.6.1 Procesamiento de los miRNA 

La transcripción de los miRNAs ocurre a partir de genes individuales no codificantes que 

contienen su propio promotor; o de forma intragénica, a partir de porciones resultantes 

del proceso de empalme de genes que codifican proteínas (Czech, 2011). Son transcri-

tos casi exclusivamente por la RNA polimerasa II en un transcrito primario llamada pri-

miRNA. Este largo transcrito contiene una caperuza o casquete de 7-metilguanosina en 

el extremo 5 ', una cola de poli(A) en el extremo 3' y, a veces, también intrones. Para 

ser procesados, los pri-miRNA son reconocidos por la ribonucleasa Drosha y su com-

pañera, la proteína de unión a RNA bicatenario, DGCR8, a través de la interacción con 

una estructura de tallo-bucle dentro del miRNA, en el que las secuencias no son perfec-

tamente complementarias (Lee, 2003; Denli, 2004). El procesamiento de los pri- miR-

NAs da lugar a los miRNAs precursores (pre-miRNAs), de aproximadamente 70 nucleó-

tidos. 

 

Algunos miRNAs intrónicos, llamados mirtrones, podrían evitar el procesamiento por 

Drosha y utilizar la maquinaria de empalme para generar pre-miRNAs (Czech, 2011). 

Los pre-miRNAs generados son luego exportados desde el núcleo al citoplasma por la 

exportina 5 (XPO5), donde son escindidos por la enzima RNase III Dicer 1, en unión con 

la proteína de unión a RNA sensible a la transactivación 2 (TARBP2) y la AGO2 (com-

plejo DICER). 
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Figura 4. Biogénesis de los miRNAs. El proceso de formación de los miRNAs consta de 

múltiples pasos, incluida la transcripción de transcritos primarios de miRNAs, el 

procesamiento nuclear por Drosha, la exportación del núcleo al citoplasma por XPO5, el 

procesamiento citoplasmático por Dicer y la formación del RISC con la proteína Ago 

(Matsuyama, 2020). 

 

 

El procesamiento genera un doble miRNA-miRNA* duplex (Diederichs, 2007). Luego se 

separan las dos cadenas: el miRNA maduro (la cadena guía) se incorpora en el complejo 

silenciador inducido por RNA (RISC), mientras que la cadena de miRNA* es unida al 

RISC o puede degradarse (Bartel, 2004). El miRNA maduro guía la proteína AGO del 

RISC a la secuencia complementaria del mRNA diana para reprimir su expresión 

(Czech, 2011; Bertoli, 2015) (Figura 4). 

 

1.6.2 Mecanismos de acción 

El factor determinante para la unión del miRNA a su mRNA diana es una secuencia de 

6–8 nucleótidos en el extremo 5' del miRNA, la secuencia "semilla". Cualquier secuencia 

de complementariedad entre el miRNA y esta región va a generar una disminución en 

los niveles de expresión de mRNA diana. La complementariedad con la secuencia se-

milla puede ocurrir en cualquier región del mRNA, pero es más probable que se dé en 

la región 3' UTR de un mRNA (Qin, 2010).  

 

Degradación del mRNA 

Cuando la complementariedad es perfecta entre la unidad RISC en 3'UTRs en el mRNA 

y la región semilla del miRNA, esto es suficiente para causar la escisión endonucleolítica 



y la degradación de mRNA (Zhang, 2007). El proceso tendría lugar en un compartimento 

citoplasmático conocido como cuerpos de procesamiento (o cuerpos P) que contienen 

las enzimas de degradación, junto con las exonucleasas, para llevar a cabo el proceso 

de degradación liderado por el RISC, las proteínas argonautas y los miRNAs (Al-Khan-

bashi, 2015). 

 

Represión de la traducción 

Se ha publicado que los miRNAs también pueden unirse a otras regiones en el mRNA 

diana. Según el grado de homología con la secuencia diana 3 'UTR, los miRNAs pueden 

inducir la represión o la degradación traduccional de los mRNAs. Dado que cada miRNA 

es capaz de regular la expresión de muchos genes, cada miRNA puede regular simul-

táneamente múltiples vías de señalización celular (Lytle, 2007). 

La represión traduccional se determina por el grado de complementariedad ba-

sado en el emparejamiento de bases nitrogenadas entre la secuencia de semillas del 

miRNA y el mRNA objetivo.  

La represión traduccional ocurre cuando el miRNA se empareja imperfectamente 

con el mRNA diana que dirige el RISC para que se una a la región no traducida 3' 

(3'UTR). Esto causa un abultamiento en el dúplex por el emparejamiento próximo de 

miRNA y el mRNA diana, generando un bloqueo en la traducción y protegiendo el mRNA 

diana de las endonucleasas. Este complejo luego se transporta a los cuerpos P que, 

como se ha indicado, contienen enzimas que están involucradas en la degradación del 

mRNA. La eficacia de la represión traduccional se ve afectada por el número de sitios 

de unión entre el miRNA y su mRNA diana. 

Además, se han propuesto recientemente otros mecanismos "no canónicos" de 

acción de los miRNAs. Así, los miRNAs podrían aumentar la traducción de un mRNA 

diana, reclutando complejos de proteínas en la región rica en AU del mRNA diana o 

podrían aumentar indirectamente los niveles de este mRNA interactuando y modulando 

proteínas represoras que bloquean la traducción del mRNA diana (Eiring, 2010). Otra 

evidencia sugiere que los miRNAs podrían mejorar la biogénesis de los ribosomas, mo-

dulando así la síntesis de proteínas, o evadiendo el control del ciclo celular para así 

activar la represión del gen diana (Vasudevan, 2007). 
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1.6.3 Participación de los miRNA en el cáncer 

Los miRNAs regulan procesos clave de la activación y supresión de genes. Un solo 

miRNA puede coordinar múltiples vías que involucran la regulación de un gran número 

de genes, así mismo diferentes miRNA pueden controlar un solo miRNA diana. Este 

papel múltiple refleja la complejidad de la regulación génica, que constituye una compli-

cada red de interacciones moleculares que median las funciones celulares (Kim, 2006), 

incluyendo la diferenciación de células hematopoyéticas, apoptosis, proliferación celu-

lar, desarrollo de órganos, etc. (Bartel, 2004). 

Los miRNAs poseen un importante papel en el control de la expresión de mRNA, ac-

tuando como silenciadores o como potenciadores de determinadas respuestas, tanto en 

organismos procariotas como en eucariotas (Munroe, 2004; Zhang, 2018). Su importan-

cia funcional se refleja por la alta conservación entre especies. Su función biológica 

abarca desde procesos normales de regulación celular, hasta enfermedades complejas, 

como las cardiovasculares (Mirzadeh Azad, 2020; Martens, 2019), diabetes (Shou, 

2019; Goodarzi, 2019), enfermedades autoinmunes (Pan, 2019; Piket, 2019), infeccio-

sas (Voinnet, 2005; Lv, 2019; Menard, 2019; Sadri, 2019) y el cáncer (Cui, 2019; Bach, 

2019), entre otros. 

En los últimos años ha aumentado el número de publicaciones que hacen refe-

rencia a la función que tienen los miRNAs en varios procesos biológicos asociados al 

cáncer. Así, se ha descubierto que el 50% de todos los genes que codifican miRNAs 

humanos, se encuentran en sitios frágiles dentro del genoma asociados con deleciones, 

amplificaciones o translocaciones; alteraciones genómicas a su vez implicadas en la 

tumorigénesis. En referencia a esto se ha publicado un estudio de hibridación genómica 

comparativa (CGH) en tumores epiteliales que mostró que el 73% de los genes que 

codifican miRNAs en el cáncer de mama residen en regiones genómicas afectadas por 

variaciones en el número de copias (Zhang, 2006). 

 

1.6.3.1 Mecanismos que alteran los niveles de expresión de los miRNAs 

 

Amplificación o deleción 

Tanto la amplificación como la deleción de las secuencias de DNA que codifican los 

miRNAs pueden alterar su expresión. Así la amplificación de un miRNA puede aumentar 

el control sobre el mRNA de su gen diana. Si el gen objetivo es un oncogén, al estar 

amplificado el miRNA, se va a producir un silenciamiento del gen diana, en este caso un 



oncogen, por lo cual habría menos probabilidad de desarrollo tumoral (siendo así al 

miRNA en cuestión se le denomina oncosuppressor-miR); si por el contrario mRNA del 

gen diana es un supresor tumoral, al haber una amplificación del miRNA, esto conllevará 

al silenciamiento del gen supresor tumoral y, por ende, se podría generar un desarrollo 

tumoral (en este caso, el miRNA se denominará oncomiR) (Bertoli, 2015).  

 

Mecanismos epigenéticos, metilación 

Una gran proporción de loci que contienen genes de miRNA en el genoma están aso-

ciados con las islas CpG, lo que proporciona bases sólidas para su regulación por me-

tilación (Weber, 2007). 

Se ha publicado que la hipermetilación del promotor del miR-125b está relacionada 

con el desarrollo de cáncer de mama invasivo y se asocia a una menor supervivencia 

debido a la sobreexpresión de su transcrito procedente del gen diana ETS1 (FFT). Así 

mismo, la hipermetilación del promotor del miR-335 en líneas celulares y tumores, inter-

fiere con su papel supresor de la invasión y colonización metastásica, así como con la 

recidiva (Lehmann, 2014). En relación con el clúster denominado miR-200, se han ob-

servado diferentes patrones de metilación en el promotor del clúster de miR-200b en 

diferentes subtipos de cáncer de mama (Castilla, 2012). Para el caso de Let7e-3p, la 

hipometilación de la región genómica que lo contiene se ha asociado con pobre pronós-

tico en cáncer de mama (Aure, 2013). 

 

Polimorfismos presentes en miRNAs 

En general, los miRNAs se encuentran localizados en regiones asociadas a cáncer, si-

tios frágiles, regiones mínimas de pérdida de heterocigosidad, regiones mínimas de am-

plificación o regiones de puntos de ruptura comunes. Tal es el caso de Let-7, miR125b, 

miR100 y miR34a, localizados en sitios frágiles del cromosoma 11 (11q23-q24D). En el 

caso de miR-196a2, que está relacionado con aumento del riesgo de desarrollar cáncer 

de mama, la presencia del alelo T (rs11614913) implica una disminución del riesgo de 

desarrollar cáncer de mama, por el contrario, los homocigotos C se asocian con un ma-

yor riesgo (Calin, 2004). 

Polimorfismos en los sitios de unión con la diana del miRNA 

Para el caso del gen XRCC1 (X-ray repair cross-complementing group 1), que tiene un 

efecto protector sobre varios tipos de cáncer, incluyendo el de mama, se ha visto que el 
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alelo T (rs1799782) produce una unión fuerte con el miR-138, lo que conlleva a la inhi-

bición de XRCC1 (Han, 2003). 

El polimorfismos de un solo nucleótido (SNP)  (rs743554) en el gen ITGB4 (integrin-

b4) está relacionada con una disminución de la supervivencia en cáncer mama, inde-

pendientemente de la presencia de otros factores clínico-patológicos (Brendle, 2008). 

 

1.6.4 Participación de los miRNAs en el desarrollo del cáncer de mama 

La desregulación de los miRNAs está implicada en el inicio y progresión del cáncer de 

mama, y se ha observado que pueden actuar como oncogenes o como genes supreso-

res de tumores (Iorio, 2005). Esta desregulación puede ocurrir tanto a nivel genético 

como epigenético, mediante la presencia del SNP en la secuencia del miRNA, en el sitio 

de unión al mRNA objetivo o, a través de la metilación aberrante del DNA y la modifica-

ción de histonas (Melo, 2011). 

Los miRNAs también tienen un importante papel en el diagnóstico, el pronóstico y el 

tratamiento del cáncer de mama. Según lo publicado, algunos miRNAs están emer-

giendo como biomarcadores para el diagnóstico, tal es el caso de miR-9, miR-10b y 

miR-17-5p (Christodoulatos, 2014); para el pronóstico y la predicción de respuesta tera-

péutica; y tienen funciones importantes en el control de procesos como son la invasión 

y metástasis, la proliferación, apoptosis y la inestabilidad genómica (Bertoli, 2015). 

La transición epitelio-mesenquimal (EMT) es un conjunto de eventos moleculares que 

permiten la conversión de células epiteliales en células mesenquimales con propieda-

des migratorias. Este proceso sucede durante el desarrollo de los vertebrados y se man-

tiene silente en la etapa adulta; pero se puede reactivar en enfermedades como la fibro-

sis y la progresión tumoral. Las células epiteliales se encuentran unidas entre sí por 

uniones adherentes, conformadas por proteínas como E-cadherina, cateninas y anillos 

de actina. Además, las uniones adherentes están asociadas a complejos de polaridad 

ápico-basal. Durante la transición epitelio-mesénquima, se reprime la transcripción de 

los genes que codifican para los componentes de las uniones adherentes intercelulares 

y se pierde la polaridad ápico-basal de la célula. Además, la célula sufre cambios en 

el citoesqueleto que promueven una constricción apical en la célula y una desorganiza-

ción de la membrana basal. Finalmente, las células se delaminan y migran (Hervé, 

2009). 

Algunos de los principales miRNAs que regulan la vía de WNT/beta-catenina son: Let-

7, regulador de la autorrenovación y diferenciación de las stem cells en cáncer de mama. 



Lin-28, regulador de la actividad de las stem cells, se expresa abundantemente en las 

stem cells embrionarias. Funciona como un regulador negativo de Let-7, evitando su 

procesamiento por Dicer III y Drosha III. Existe, por tanto, una retroalimentación regula-

dora de Let-7 y Lin-28 (Cai, 2013; Cai, 2013; Ye, 2014). 

Otros miRNAs son interesantes como potenciales herramientas nuevas, fácilmente ac-

cesibles, asequibles y no invasivas para el tratamiento personalizado de pacientes con 

cáncer de mama, debido a que al estar circulado en fluidos corporales podremos evaluar 

determinados miRNAs relacionados con pronóstico clínico y respuesta al tratamiento, 

como por ejemplo el miR-155 (Sun, 2012) y el miR-210 (Jung, 2012), entre otros.  

Los nuevos medicamentos basados en miRNAs también son una terapia prome-

tedora para el cáncer de mama (ej., miR-9, miR-21, miR34a, miR145 y miR150), y otros 

miRNAs muestran un papel fundamental en la modulación de la respuesta a otros trata-

mientos, pudiendo aumentar su eficacia (ej., miR-21, miR34a, miR195, miR200c y 

miR203, en combinación con la quimioterapia). 

 

Tabla 1. MiRNAs desregulados en cáncer de mama. Se han dividido en 2 grupos, según 

estén sobrerregulados o subregulados. CM, cáncer de mama. 

  miRNA  Tipo de muestra Referencia  

Sobrerregulados 

  

  

  

  

  

miR-21 Línea celulares CM 

Corcoran, 2011; Zhang, 
2012; Ozgun, 2013; Dong, 
2014; Tang, 2012 

miR-221/222 cluster Línea celulares CM Li, 2013 

miR-221/222 cluster BC cell lines [161] 
miR-9, miR10b, miR-29a, miR-96, miR-
146a, miR-181, miR-373, miR-375, 
miR-520c, miR589 Línea celulares CM 

Christodoulatos, 2014; 
Tang, 2012; Iorio, 2005; 
Sandhu, 2014; Ma, 2007; 
Ma, 2010; Sochor, 2014 

miR-10b Línea celulares CM Ma, 2007 

miR-155 Línea celulares CM 
Anastasov, 2012; Tang, 
2012; Mattiske, 2012 

miR-210 Línea celulares CM Shimono, 2009 

Subregulados  

  

  

  

  

  

miR-30, miR-31, miR-34, miR-93, miR-
126, miR-146a, miR-195, miR-205, 
miR-206, miR-503 

Línea celulares CM; Líneas celula-
res TNBC 

Tang, 2012; Hu, 2015; 
Zhao, 2014; Kim, 2012; 
Jang, 2014 

let-7 family Línea celulares CM Tang, 2012; Yan, 2014 

miR-92a cluster 
Línea celulares CM, Líneas celula-
res TNBC Li, 2011; Leung, 2014 

miR-200 family Línea celulares CM Tang, 2012; Shimono, 2009 

miR-15/16 cluster, miR-103/107, miR-
145, miR-335, miR-128b Línea celulares CM Polytarchou, 2012  

miR-10b* 
Línea celulares CM, xenografted tu-
mor 

Biagion, 2013; Biagion, 
2012 

*TNBC= cancer de mama triple negativo. 

Adaptada de Bertoli, 2015.   
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A continuación, describiremos los principales miRNAs reportados por tener un papel 

crucial en el desarrollo y evolución del cáncer de mama, y que hemos incluido en este 

trabajo. 

 

Familia Let 

El miRNA let-7 fue uno de los primeros miRNAs identificados, controla la salida del ciclo 

celular y la diferenciación terminal en Caenorhabditis elegans. La sobreexpresión de let-

7 en líneas celulares de cáncer altera la progresión del ciclo celular y reduce la división 

celular, de modo que let-7 funciona como un supresor tumoral. Regula la expresión de 

diversos oncogenes asociados al cáncer de pulmón, y es un regulador maestro de las 

vías de proliferación celular. 

Se ha demostrado que let-7 está regulado negativamente en las células de cán-

cer de mama. La restauración de let-7 en estas células parece suprimir la tumorigénesis 

del cáncer de mama in vivo (Yu, 2007). 

 

miRNA-21 

Se ha encontrado una mayor expresión de miR-21 in vitro en líneas y tejidos celulares 

de cáncer de mama comparado con tejido de mama normal (Zhang, 2012; Corcoran, 

2011). Según lo reportado por Ozgun y cols. parece estar implicado en el desarrollo y 

proliferación del cáncer de mama (Ozgun, 2013). La actividad de miR-21 controla la 

proliferación celular, el punto de control G2/M y la difusión de metástasis (Dong, 2014; 

Anastasov, 2012; Min, 2014); también parece regular la expresión de muchos anti-on-

cogenes, incluyendo TPM1, muerte celular programada 4, maspin y Bcl-2, lo que favo-

rece la metástasis y el desarrollo de hiperplasias precursoras del cáncer de mama (Li, 

2013). 

Se ha publicado que el miR-21 actúa como supresor de la expresión de Wnt-1, y así 

inhibe la diferenciación de las células dendríticas derivadas de monocitos (MDDC). A la 

vez, la sobreexpresión de miR-21 reduce PDCD4 y aumenta la expresión de Bcl-2, ge-

nerando una reducción de la apoptosis y acelerando el crecimiento celular. Se ha ob-

servado una mayor expresión de miR-21 en tumores de mama, pulmón, colon, pán-

creas, próstata y gástrico (Ye, 2014).  



Existen varias secuencias potenciadoras corriente arriba del promotor miR-21, que son 

reconocidas por diferentes factores transcripcionales como la proteína de activación 1 

(AP-1; compuesta por la familia Jun y Fos), transductor de señal y activador de la trans-

cripción 3 (STAT3), el factor de respuesta sérica (SRF) y factor nuclear-kappa B (NF-

κB). La elevada actividad de estos factores a través de vías de señalización aberrantes 

en cánceres podría inducir una regulación positiva de miR-21. Además, la regulación de 

miR-21 podría verse afectada por eventos postranscripcionales a través de la señaliza-

ción del factor de crecimiento transformante β (TGFβ) / proteína morfogenética ósea 

(BMP) que promueven la maduración de miR-21 por el complejo DROSHA (Figura 5) 

(Motamedi, 2019). 

 

 

Figura 5. Regulación positiva de miR-21 en cáncer. (Motamedi, et al. Breast Cancer. 2019). 

 

miRNA-200b 

Los miRNAs de la familia miR-200 inducen la proliferación en células progenitoras lumi-

nales de mama y aumentan el crecimiento y la capacidad metastásica de las células 

epiteliales de mama transformadas, incluidas las presentes en variantes histológicas 

como los carcinomas metaplásicos (Sánchez, 2017). Se ha publicado que formas de 

miR-200, como miR-200b y miR-200c, regulan negativamente a c-MYB en células ER+ 

y que el TGF-β inductor de EMT estabiliza c-MYB (Cesi, 2011). 
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La familia miRNA-200 está implicada en la resistencia contra múltiples terapias 

en diferentes tipos de cáncer (Ahmad, 2013; San, 2017); por ejemplo, a la terapia diri-

gida frente al EGFR en cáncer de vejiga (Adam, 2009) y cáncer de pulmón, en la resis-

tencia a sorafenib e imatinib en cáncer renal (Gao, 2014), en la resistencia a oxaliplatino 

(Tanaka, 2015), al 5-fluouracilo en cáncer de colon, en la resistencia a paclitaxel y car-

boplatino en cáncer de ovario y en la resistencia a nintedanib (Nishijima, 2006) y pacli-

taxel en cáncer de pulmón (Zhao, 2018). 

 

miRNA-128 

Se ha observado un aumento en la expresión de miR-128 en muchos tipos de cáncer, 

como el cáncer gástrico (Katada, 2009), gliomas (Pang, 2009) y el cáncer de pulmón 

(Cai, 2017), pero el patrón de expresión y la función patológica del miR-128 en el cáncer 

de mama no está clara. Hay estudios que indican que el miR-128 podría actuar como 

un oncomiR y participar en la patogénesis del cáncer de mama. El miR-128 podría unirse 

directamente al 3'-UTR de HIC1, suprimir su expresión, y así promover la proliferación 

e invasión e inhibir la apoptosis de las células de cáncer de mama (Li, 2019).  

 

miRNA-130 

El miR-130a puede regular la proliferación y la apoptosis de las células tumorales. 

Rab5a es miembro de la subfamilia Rab de pequeñas GTPasas, y se ha confirmado su 

asociación con diversas funciones celulares, como crecimiento, diferenciación, expre-

sión génica y transducción de señales (Lanzetti, 2004). La sobreexpresión del miR-130a 

inhibe la proliferación celular del cáncer de mama y la apoptosis al actuar sobre el mRNA 

de Rab5a (Pan, 2015). 

 

miRNA-152 

La participación del miR-152 en el inicio y la progresión del cáncer de mama ha sido 

estudiada desde que se detectó en tejido tumoral humano y en un panel de líneas celu-

lares de este tumor mediante qRT-PCR. Se ha observado que la expresión del miR-152 

se redujo significativamente en muestras de tejido de cáncer de mama en comparación 

con tejidos adyacentes no cancerosos, así como en líneas celulares de cáncer de 

mama. La sobreexpresión del miR-152 suprime significativamente la proliferación y la 

migración e invasión de células de cáncer de mama. En ensayos de luciferasa se de-

mostró que ROCK1 es un gen objetivo directo y funcional de miR-152 en el cáncer de 



mama. Además, la baja expresión de ROCK1 podría inhibir la proliferación, migración e 

invasión celular en este tumor. En definitiva, miR-152 inhibió el crecimiento del cáncer 

de mama y la metástasis a través de la regulación negativa de la expresión de ROCK1. 

Estos datos sugieren que la vía miR-152/ROCK1 podría ser un objetivo terapéutico útil 

para el tratamiento del cáncer de mama (Maimaitiming, 2020). También se ha sugerido 

que miR-152 puede ser un marcador pronóstico prometedor y una diana terapéutica en 

múltiples cánceres humanos (Cheng, 2014; Zhang, 2015). 

 

miRNA-125b 

En conjunto MiR‐125b es considerado un supresor tumoral por su papel en la inhibición 

de la proliferación y la invasión de las células tumorales de la glándula mamaria (Cheng, 

2019), al actuar como un regulador negativo de KIAA1522, el cual funciona como pro-

motor de tumores en múltiples cánceres, incluido el cáncer de mama (Li, 2018; Kassem, 

2019). También se ha propuesto a c-Raf como un blanco de miR-125b que conduce a 

su efecto antiproliferativo (Hofmann, 2009; Tang, 2012). 

Sin embargo, se ha reportado el importante efecto de miR‐125b sobre la apoptosis in-

ducida por paclitaxel y doxorrubicina en células de cáncer de mama al regular de forma 

negativa las proteínas que están implicadas en la activación de la apoptosis después de 

una detención mitótica prolongada inducida por paclitaxel o un daño posterior del DNA 

si se produce un deslizamiento mitótico. Se cree que los niveles altos de miR‐125b pue-

den no favorecer el tratamiento con paclitaxel, sin embargo, la disminución de los niveles 

de miR‐125b puede aumentar la apoptosis inducida por paclitaxel, posiblemente tam-

bién la apoptosis inducida por genotóxicos, aunque también pueden ocurrir efectos ad-

versos, incluida la disminución de la apoptosis inducida por doxorrubicina (Matuszyk, 

2020). Se estima que ejerce una acción importante en la apoptosis (Le, 2011) y res-

puesta al tratamiento debido a que regula de forma negativa, a nivel postranscripcional, 

los mRNA que codifican las proteínas pro-apoptóticas de la familia BCL ‐ 2 (BAK1, 

PUMA, BMF) y anti-apoptóticas (MCL1) (Luo, 2017). 

 

miRNA-100 

MiR-100 actúa como regulador de múltiples procesos celulares, como el ciclo celular, 

proliferación, diferenciación, migración, invasión (Jiang, 2016) y apoptosis (Gong, 2015; 

Li, 2015). Se encuentra subexpresado en el cáncer de mama, regula la proliferación y 
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el oncogén que promueve la supervivencia factor de crecimiento similar a la insulina 2 

(IGF2) (Gebeshuber, 2013).  

Wang y cols. determinaron la expresión de miR-100 en macrófagos asociados a tumores 

(TAM) aislados de tejido tumoral de glándula mamaria de ratón, encontrando que podría 

aumentar la quimiosensibilidad de cisplatino y la inhibición de la metástasis a pulmón, 

demostraron que miR-100 y la IL-1ra desempeñan un papel crucial en el mantenimiento 

del fenotipo de TAM y en la inducción de la progresión tumoral, así como la inhibición 

de miR-100 con un antagomir, el cual es una clase de oligonucleótidos diseñados quí-

micamente que evitan que otras moléculas se unan a un sitio deseado en una molécula 

de ARNm y se  utilizan para silenciar los microARN endógenos, lo cual podría suprimir 

significativamente la metástasis pulmonar (Wang, 2018). 

 

miRNA-214 

La expresión de miR-214 se ha reportado alterada en diferentes tipos de tumor, en car-

cinoma de ovario (Liu, 2018) e hígado (Fan, 2016) está subexpresado, mientras que en 

carcinoma de páncreas (Kuninty, 2016), gástrico (Li, 2018) y de mama (Kalniete, 2015) 

se ha reportado como sobreexpresado. En cáncer de mama miR-214 está estrecha-

mente asociado con la regulación del desarrollo de células tumorales, incluido el creci-

miento celular, la apoptosis y la metástasis (Chen, 2018; Zhang, 2019). 

 

miRNA-34a 

En humanos el gen miR-34a se encuentra localizado en el cromosoma 1p36.23, de 

acuerdo con lo reportado se ha identificado como un blanco de P53 y actúa como un 

supresor de tumores (Misso, 2014). Así mismo, miR-34a puede estar involucrado en la 

regulación del proceso de resistencia a múltiples fármacos (MDR) en el cáncer de mama 

al influir en la transcripción de BCL-2, CCND1 y NOTCH1. Por lo tanto, es posible que 

miR-34a puede ser útil como marcador diagnóstico, indicador de pronóstico en pacien-

tes con cáncer de mama, así como de MDR, esto basándose en los resultados de Tang 

y cols., quienes encontraron que los niveles de expresión de miR-34a eran significativa-

mente más altos en pacientes con cáncer de mama en comparación con mujeres sanas 

(Tang, 2012), lo que lo convierte en un biomarcador prometedor por la asociación entre 

miR-34a y el riesgo de cáncer de mama (Kassem, 2019). 

 



miRNA-374  

En cancer de mama la sobreexpresión de miR-374a activa la beta-catenina en la vía de 

señalización de Wnt/beta-catenina y acelera la EMT y la metástasis distal. Así mismo, 

afecta a múltiples reguladores negativos de la EMT, incluidos los genes supresores de 

tumores WIF1, PTEN y WNT5A. En ensayos realizados en ratones al recibir el trasplante 

en la glándula mamaria de células MCF7/miR-374a y 4T1/miR-374a, estos desarrollaron 

tumores con metástasis a pulmón. Al transfectar la línea celular MDA-MB-435 con el 

inhibidor del miR-374a se logró una reducción en la traslocación de la beta-catenina en 

el núcleo, lo cual se vio reflejado en un tamaño de tumor menor y en la no presencia de 

metástasis en el pulmón (Cai, 2013). MiR-374 activa constitutivamente la vía de señali-

zación Wnt/beta-catenina y podría convertirse en una diana para el tratamiento del cán-

cer de mama metastásico temprano (Ye, 2014). 

Por el contrario, en melanoma, uno de los tumores cutáneos más malignos con una 

incidencia en constante aumento en todo el mundo. MiR-374 ha sido reportado por inhi-

bir la proliferación celular y promover la apoptosis de las células en melanoma de ratón 

al inactivar la vía de señalización Wnt, por su interacción sobre la tirosinasa (Li, 2019).  

En un estudio realizado por Luo y cols., en el cual se analizó el nivel de expresión de 

seis miRNA en el suero de mujeres con cáncer de mama y mujeres sanas no se obser-

varon diferencias en los niveles de expresión del miRNA-374 (Luo, 2014). Se ha descrito 

a miR-374 como un marcador característico de la célula T-reg humana (Rouas, 2009).  

 

miRNA-497 

En la glándula mamaría normal la expresión de miR-497 es mayor que el tejido tumoral 

y al realizar los ensayos para aumentar la expresión de miR-497 se suprime la prolife-

ración e invasión de células tumorales en cáncer de mama (Li, 2011). Regula el creci-

miento celular y la invasión actuando sobre la ciclina E1 en la línea celular de cáncer de 

mama MDA-MB-231 (Luo, 2013). Además, se ha demostrado que este miRNA podría 

inducir la apoptosis al actuar sobre Bcl-w en ensayos realizados in vitro en la línea ce-

lular de cáncer de mama MCF-7 (Shen, 2012). 

Se ha reportado que pacientes con alta expresión de miR-497 presentan una mayor 

supervivencia. Al analizar en el tejido la expresión de este miRNA y proteínas involucra-

das en la apoptosis, sugieren que miR-497 podría influir en la supervivencia de cáncer 

de mama, como un supresor tumoral al regular SMAD7, debido a que este último pro-

mueve la proliferación celular (Stolfi, 2014; Liu, 2016).  
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miRNA-210 

El miRNA-210-3p es el miRNA regulado por hipoxia más destacado, es un objetivo di-

recto del factor alfa inducible por hipoxia 1 (HIF-1α) y se ha encontrado sobreexpresado 

de forma significativa en diferentes cánceres humanos (Quin, 2014). MiR-210-3p parece 

ser el involucrado funcionalmente en una variedad de procesos biológicos como el ciclo 

celular, la supervivencia celular, la diferenciación de células madre, angiogénesis, repa-

ración de daños en el DNA, metabolismo mitocondrial y respuesta inmune (Bavelloni, 

2017). 

También se ha desrito la participación de MiR-210-3p en la respuesta a regímenes te-

rapéuticos que incluyen docetaxel en terapia secuencial con antraciclinas, lo que sugiere 

que puede representar un biomarcador predictivo en pacientes con cáncer de mama. 

En el cáncer de mama, la sobreexpresión de miR-210-3p se correlacionó inicialmente 

con un mal pronóstico (Wang, 2014), y se asoció con invasividad y menor tiempo para 

desarrollar metástasis a distancia (Foekens, 2008; Toyama, 2012). En particular, se de-

mostró que miR-210-3p está sobre-expresado en el cáncer de mama triple negativo 

(TNBC) en comparación con los tumores ER+ (Foekens, 2008). En TNBC se ha encon-

trado que los altos niveles de miR-210 se correlacionan con un mayor riesgo de recu-

rrencia con el tratamiento con tamoxifeno. MiR-210 tiende a localizarse y expresarse 

tanto en células epiteliales tumorales como en el microambiente tumoral (TME) de 

muestras de TNBC, particularmente en células inflamatorias donde es probable que esté 

regulado por un mecanismo independiente de HIF-1α (Bar, 2017).  

 

miRNA-29b 

MiR-29 es un importante regulador que desempeña diversas funciones en diferentes 

tipos de cáncer (Jiang, 2014). Inicialmente se indicó que miR-29 podría desempeñar un 

papel como supresor tumoral en las células de cáncer de mama mediante la regulación 

negativa de B-Myb (Wu, 2013), tiempo después se publicaría que miR-29b aceleraba el 

crecimiento y la metástasis de las células de cáncer de mama (Liu, 2017).  

Gao y cols., han referido que el nivel de expresión de miR-29 se regula positivamente 

en las células tratadas con Sinomenine (Sino), así como la sobreexpresión de miR-29 

exhibía una función inhibidora del crecimiento, la migración y la invasión de las células 

MDA-MB-231 después del manejo con Sino. Por lo cual se ha reportado que miR-29 



podría ser un mediador vital para participar en la modulación de la acción antitumoral de 

Sino en células de cáncer de mama (Gao, 2019). 

La reducción de los niveles de miR-30 promueve la autorrenovación e inhibe la apopto-

sis en las células que inician tumores de mama (Yu, 2010). El extremo 3′UTR de 

ADAM12-L es un objetivo directo de los miembros de la familia miR-29 y miR-200, estos 

miRNAs desempeñan un papel importante en la progresión del cáncer de mama y se 

cree que los diferentes valores pronósticos y quimiopredictivos de ADAM12-L y 

ADAM12-S en el cáncer de mama puede estar relacionado con el nivel de expresión de 

miRNA-29 (Duhachek-Muggy, 2015). 

 

miRNA-451 

El miR-451 está ampliamente desregulado en diferentes tipos de cáncer como son gás-

trico (Pan, 2013), de pulmón (Wang, 2011) y mama y desempeña un papel clave en el 

inicio y la progresión del tumor (Pan, 2013). Algunos estudios han demostrado que el 

miR-451 actúa como supresor de tumores y esta subexpresado en el cáncer, otros es-

tudios han sugerido el aumento en el nivel de expresión en pacientes con cáncer en 

comparación a sujetos sanos (Motamedi, 2019).  

Se ha reportado que miR-451 está relacionado con la resistencia a múltiples fármacos 

(MDR) (Gu, 2015; Wang, 2017), debido a que una elevada expresión de miR-451 puede 

suprimir la expresión del gen MDR-1 e induce resistencia a la doxorrubicina en cáncer 

de mama (Kovalchuk , 2008; Chai, 2011). Gu y cols, sugieren que miR-451 puede tener 

un significado funcional en la predicción de la resistencia a la quimioterapia neoadyu-

vante en el tratamiento de cáncer de mama (Gu, 2016). 

 

1.6.5. miRNAs extracelulares como marcadores tumorales  

Los miRNAs extracelulares pueden actuar como supresores y como oncomiRs mediante 

diferentes estímulos. Diferentes estudios proporcionaron la evidencia de que miRNAs 

pueden liberarse de las células tumorales en respuesta a señales específicas e ingresen 

en la circulación en forma estable, como moléculas relacionadas con el cáncer, y puedan 

así servir como biomarcadores para al diagnóstico temprano, el pronóstico y las estra-

tegias terapéuticas individualizadas. 

Varios estudios han determinado los posibles miRNAs desregulados en cáncer de 

mama con el propósito de ser usados en diagnóstico (Nassar, 2014; Zhang, 2014).  
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1.6.5.1 miRNAs circulantes  

Los miRNAs son reguladores intracelulares de la expresión génica sin embargo también 

se han detectado en forma estable en diferentes fluidos corporales, de manera principal 

en el plasma, transportados en exosomas o microvesículas, asociados a proteínas ó a 

lipoproteínas e inclusive a cuerpos apoptóticos. En 2008, se publicaron investigaciones 

que confirmaban la existencia de miRNAs endógenos de 18 a 24 nt en el plasma hu-

mano mediante ensayos de clonación, secuenciación y cuantificación (Mitchell, 2008).  

El almacenamiento a temperatura ambiente, la congelación-descongelación o variacio-

nes extremas en el pH no producían un descenso de los miRNAs circulantes (Dutta-

gupta, 2011; Kibel, 2009). Sin embargo, los miRNAs obtenidos desde el plasma (Arroyo, 

2011) y los miRNAs sintéticos (Tsui et al., 2002; Kibel, 2009) se degradan rápidamente 

cuando se cultivaron con plasma, lo que sugiere que los miRNA endógenos resiste a las 

RNasas debido a varias modificaciones.  

Hay dos poblaciones principales de miRNAs circulantes, asociadas a vesículas 

y no asociadas a vesículas, que reflejan los diferentes mecanismos de su liberación. 

Algunos miRNAs específicos de tejido se pueden liberar a la circulación junto con pro-

teínas y, por lo tanto, se presentan sólo en complejos con proteínas, como el miR-122 

específico del hígado (Chang, 2004). Sin embargo, debido a que la liberación de vesí-

culas es esencial en el proceso de maduración y activación de la mayoría de las células 

sanguíneas, casi todos los miRNAs relacionados con los eritrocitos y las plaquetas, se 

empaquetan en vesículas y aparecen dentro de estas en la circulación sanguínea (Heij-

nen, 1999; Hunter, 2010). 

Las vesículas unidas a la membrana celular, como los exosomas (de 50-90 nm) 

y las microvesículas (de 1 μm), contienen miRNAs extracelulares, que pueden detec-

tarse a partir de esas vesículas aisladas y purificadas desde el plasma/suero (Valadi, 

2007; Taylor y Gercel-Taylor, 2008; Hunter, 2010). En uno de los estudios realizados se 

encontraron múltiples RNAs heterogéneos en el bioanálisis de exosomas, que se obtu-

vieron de una línea de mastocitos. Asimismo, se observó una mayor cantidad de peque-

ños RNAs, mientras que la cantidad de RNAs ribosómicos fue baja (Valadi, 2007). Aun-

que está ampliamente descrito el empaquetamiento de miRNAs en vesículas; reciente-

mente se ha observado que los cuerpos apoptóticos también son una forma de trans-

porte vesicular de miRNAs, pero su contenido de miRNAs difiere del de los exosomas 

(Cui, 2019). 



Pero la mayoría de los miRNA circulantes están en una forma no asociada a 

vesículas y unidos a proteínas, como el complejo con ribonucleoproteínas. Así, los ni-

veles de miRNAs disminuyeron significativamente después de agregar proteinasa K al 

plasma; además los miRNAs pueden degradarse fácilmente por RNases cuando se di-

socian de un complejo proteico sensible a proteasas. Entre las proteínas que unen mi-

cro-RNAs se describen Argonaute2 (Ago), GW182, nucleofosmina1 (NPM1) y la lipopro-

teína de alta densidad (HDL) (Cui, 2019, Wang, 2010; Arroyo, 2011; Montani y Bianchi, 

2016). 

Ago2, la proteína central de la interferencia mediada por miRNAs, junto con 

GW182, serían las responsables de la protección y el transporte de los miRNA extrace-

lulares (Wang, 2010; Arroyo, 2011; Yao, 2012; Montani y Bianchi, 2016). La degradación 

de los miRNAs se produce cuando Ago2 se aísla del complejo proteico (Arroyo, 2011) y 

cuando se bloquea GW182 (Yao, 2012). Otra proteína que participa en la protección de 

miRNAs es la proteína de unión al RNA nucleolar, nucleofosmina 1 (NPM1), que parti-

cipa en la exportación de RNA y de ribosomas (Maggi, 2008). En un estudio, el miR-122 

sintético se degradó por RNases cuando se incubó con NPM1, y se confirmó que el 

NPM1 no solo participa en el empaquetado de miRNAs, sino también en el proceso de 

exportación de los mismos (Wang, 2010). 

La apolipoproteína AI (apo AI), que es un componente proteico de la lipoproteína 

de alta densidad (HDL) la cual dirige el transporte de colesterol desde las células de la 

pared arterial hasta el hígado y los órganos esteroidogénicos, por esta razón podría 

emplearse para guiar a ácidos nucleicos u otros fármacos que no son ácidos nucleicos 

(Rothblat y Phillips, 2010; Vickers, 2014). Aprovechando esta función se ha utilizado la 

HDL recombinante como vehículo para administrar fármacos antitumorales lipófilos en 

células de carcinoma hepatocelular humano in vitro, pero no in vivo, aprovechando las 

propiedades de carga de éster de colesterol hidrófobo de HDL (Lou, 2005, Kim, 2007). 

En conclusión, estos transportadores proteicos protegen a los miRNAs circulan-

tes de la degradación por RNasas en varios fluidos corporales. Los micro-RNAs circu-

lantes pueden estar asociados con un tipo celular y ser específicos de tejido. (Arroyo, 

2011; Li, 2012). 
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1.6.6 miRNAs y resistencia al tratamiento en cáncer de mama 

La resistencia a medicamentos puede deberse a: mecanismos de eliminación o detoxi-

ficación de fármacos, facilitación de procesos antiapoptóticos y de superviviencia celu-

lar, alteración del transporte de medicamentos (la molécula no entra a la célula diana o 

es removida inmediatamente). 

 

Resistencia a la quimioterapia  

El miR-34a se asocia con la respuesta a docetaxel a través de la alteración en la modi-

ficación de los niveles de de BCL2 (Kast, 2012Por otro lado, el miR-125b, regula los 

niveles del antagonista-1 de BCL-2 (BAK1), induciendo resistencia al paclitaxel. 

Se ha publicado que miR-328 regula negativamente a BRCP, causando una mayor res-

puesta al agente quimioterapéutico mitoxantrona (Pan, 2009). 

Esto llevó a descubrir que muchos otros miRNAs se dirigen y regulan los niveles del 

transcrito de MDR1, incluidos miR-451 (Chen, 2010), miR-7, miR-345 (Pogribny, 2010) 

y miR-326 (Liang, 2010), lo que aumenta la sensibilidad celular a numerosos agentes 

quimioterapéuticos.  

Además, miR-128 está implicado en la respuesta al tratamiento con docetaxel, 

tanto in vitro como en pacientes. Se observó que en células iniciadoras de tumor de 

mama (BT-IC) resistentes a la quimioterapia había una reducción en los niveles de ex-

presión de miR-128 y un aumento de la expresión de BMI1 y ABCC5, también conocido 

como MRP5. Al inducir la expresión ectópica de miR-128 se redujo los niveles de las 

proteínas Bmi-1 y ABCC5 en BT-IC, junto con una menor viabilidad celular y un aumento 

de la apoptosis y daño del DNA en presencia de doxorrubicina (Zhu, 2011). 

 

Resistencia a la radioterapia  

Las Poli (ADP-ribosa) polimerasas (PARPs) participan en la reparación del DNA por 

múltiples causas, como la exposición a los rayos ultravioleta (UV), radiaciones ionizan-

tes, ciertos medicamentos contra el cáncer u otras sustancias presentes en el ambiente. 

En el tratamiento del cáncer, impedir la acción de PARP puede impedir que las células 

cancerosas reparen el daño a su DNA causándoles la muerte. Los inhibidores de PARP 

son un tipo de terapia dirigida que se utiliza en el contexto de la deficiencia funcional de 

BRCA. 



El miR-182 afecta la reparación del DNA tras el tratamiento con radiaciones io-

nizantes, debido a que suprime la expresión de BRCA1. Así, se ha observado una co-

rrelación inversa entre los niveles de proteína BRCA1 y la expresión de miR-182 (Mos-

kwa, 2011). 

Como se indica en las siguientes secciones de este trabajo de tesis doctoral, en 

este trabajo se pretende entender mejor la participación de los miRNAs en la diferente 

susceptibilidad, evolución y respuesta al tratamiento del cáncer de mama.  
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HIPÓSTESIS Y OBJETIVOS 

  



Hipótesis de trabajo 

Uno de los aspectos más importantes dentro de la problemática del cáncer de mama es 

la alta heterogeneidad de su presentación clínica entre pacientes, considerándose una 

enfermedad de génesis compleja. Existen grandes diferencias en el grado de suscepti-

bilidad a desarrollarlo y en la evolución de la enfermedad entre pacientes, en cuanto a 

la agresividad, respuesta al tratamiento y riesgo de recidiva, considerándose estos fe-

notipos complejos que son determinados por el efecto que ejercen genes encargados 

de regular diversos procesos en los diferentes niveles de la organización biológica. Una 

vez diagnosticado el cáncer de mama, hay una serie de criterios clínico-patológicos y 

moleculares establecidos para definir su pronóstico. Aún así, incluso en pacientes con 

el mismo subtipo de tumor y estadio de desarrollo tumoral, la respuesta al tratamiento 

es heterogénea (Dean-Colomb y Esteva, 2008). Ello se traduce en diferencias tanto en 

la respuesta inmediata al tratamiento como a largo plazo, incluidas la recaída, la resis-

tencia tardía al tratamiento y el efecto sobre la metástasis, causa última de la muerte de 

las pacientes (Smigal et al., 2006).  

Parece que la diferente evolución tumoral y la respuesta al tratamiento están 

influenciadas por un importante control poligénico y por múltiples determinantes mole-

culares (Balmain et al., 2003; Winter et al., 2008). Entre estos determinantes molecula-

res estarían los miRNAs, que son pequeñas moléculas de RNA que participan, funda-

mentalmente, en la degradación de mRNA específicos. De este modo, participan en la 

regulación de la expresión génica y tienen una función importante en procesos fisiológi-

cos y patológicos, incluido el cáncer. Así, se describen diferentes miRNAs que participan 

en el desarrollo, crecimiento y capacidad de diseminación tumoral, así como en la resis-

tencia a la quimioterapia (Graveel et al., 2015).  

La desregulación de los niveles de miRNAs, influye en las vías de señalización 

celulares, debido a sus complejas interacciones a niveles pre- y post-transcripcionales 

(Mulrane et al., 2013). Se ha descrito la asociación entre señales alteradas de miRNAs 

y el desarrollo del cáncer en general y del cáncer de mama en particular. Este sería el 

caso de la pérdida de miRNA supresores tumorales (oncosupresores-miRs) como let-

7s, miR-34a, miR-125s y miR-200s, entre otros; así como de la sobreexpresión miRNA 

oncogénicos (onco-miRs), como miR-21, miR-135, miR-155, miR-224, miR-373 y miR-

520c, entre otros (Tang et al., 2012) y con la respuesta al tratamiento (Mulrane et al., 

2013). 

El distinto comportamiento del cáncer de mama entre pacientes que aparentemente tie-

nen la misma enfermedad histopatológica y estadio evolutivo, vendría determinado, en 
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parte, por la suma de efectos de genes modificadores de baja penetrancia. Nuestra hi-

pótesis de trabajo es que los miRNAs serían subfenotipos moleculares que contribu-

yen a la heterogeneidad de comportamiento tumoral. Por tanto, los genes que codifican 

los miRNAs podrían formar parte del componente poligénico que regula la diferente sus-

ceptibilidad y evolución del cáncer; y, en concreto, del cáncer de mama.  

 

Objetivo global 

El objetivo global de este estudio es determinar si algunos miRNAs contribuyen a expli-

car la diferente susceptibilidad, evolución y respuesta al tratamiento del cáncer de mama 

y si los genes que los codifican pueden contribuir a la influencia poligénica de la enfer-

medad.  

Estudiar esta influencia en la población humana es difícil por la heterogeneidad 

genética de la población y la influencia ambiental compleja. Por ello, los estudios se 

llevan a cabo en un modelo de variabilidad fenotípica y genética limitadas y controladas. 

Este se generó mediante un cruce retrógrado o backcross entre dos cepas de ratón 

genéticamente homogéneas, singénicas, con distinto grado de susceptibilidad al cáncer 

de mama. 

 

Para responder a este objetivo global, planteamos los siguientes objetivos espe-

cíficos: 

 

Objetivos específicos 

Objetivo 1. Evaluar si los niveles intratumorales de algunos miRNAs pueden contribuir 

a explicar la diferente susceptibilidad y evolución del cáncer de mama en ausencia de 

tratamiento.  

Objetivo 2. Determinar si los niveles intratumorales de algunos miRNAs contribuyen a 

explicar la variable respuesta al tratamiento del cáncer de mama con antraciclinas y 

taxanos, en condiciones de homogeneidad en los factores extrínsecos a la célula tumo-

ral.  

Objetivo 3. Determinar si los niveles intratumorales de algunos miRNAs contribuyen a 

explicar la variable respuesta al tratamiento del cáncer de mama con antraciclinas y 

taxanos, en condiciones de heterogeneidad en los factores intrínsecos y extrínsecos a 

la célula tumoral.  



Objetivo 4. Validar in vitro el papel de algunos de los miRNAs estudiados sobre la res-

puesta al tratamiento del cáncer de mama con doxorrubicina. 

  

 

 

 

Figura 6. Relación entre los objetivos específicos planteados en este trabajo de tesis 

doctoral. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

  



 

1. Modelo experimental 

1.1 Cepas de ratón 

En este estudio se utilizaron cepas singénicas o inbred de ratón con las siguientes ca-

racterísticas: 

- C57BL/6J: es una cepa resistente a diferentes tumores, incluida la resistencia 

a desarrollar cáncer de mama (Rowse, 1998). En nuestro caso se obtuvo de los Labo-

ratorios Charles River España. 

- FVB/NJ: es una cepa susceptible a desarrollar cáncer de mama (Davie, et 

al.,2007); obtenida de los Laboratorios Charles River España. 

- FVB/N-Tg(MMTVneu)202Mul/J: es un ratón transgénico que posee un fondo 

genético FVB y es portador del proto-oncogén Erbb2/Neu bajo el promotor LTR (Long 

Terminal Repeat) del Mouse Mammary Tumor Virus (MMTV), procedente de los Labo-

ratorios Jackson. Este animal transgénico se produjo en el laboratorio del Dr. Muller 

(Guy et al., 1992). El transgén consiste en la secuencia de cDNA de la versión silvestre 

del gen Erbb2/Neu de rata, a la cual se le añadió la región promotora del MMTV y se-

cuencias de splicing alternativo y poliadenilación procedentes del SV40 que confieren 

estabilidad al transcrito. Este transgén tiene una baja expresión en el epitelio mamario 

normal, glándula salival, bazo, timo y pulmón, pero se expresa a niveles elevados en el 

tejido tumoral (Guy et al., 1992). Los ratones transgénicos macho presentan cambios 

fenotípicos, por el contrario, en las hembras de fondo genético FVB, la expresión del 

transgén induce la aparición de adenocarcinomas focales rodeados de epitelio mamario 

hiperplásico a partir de los cuatro meses de edad, y con una mediana de edad de apa-

rición de tumores de 7 meses. Además, se ha observado que alrededor del 70% de los 

ratones desarrollan metástasis multifocales en pulmón cuando superan los ocho meses 

de edad.  

Es importante diferenciar este modelo MMTV-Erbb2/Neu que hemos empleado 

en el presente estudio, con la versión silvestre proto-oncogénica de Erbb2/Neu, del 

transgénico desarrollado por el grupo del Dr. Leder, el cual expresa una versión mutada 

oncogénica de Erbb2/Neu (o NeuT) bajo el control del mismo promotor del MMTV. Estos 

ratones MMTV-NeuT desarrollan tumores multifocales, afectando a todo el epitelio ma-

mario, y que tienen la característica de aparecer antes; incluso los machos del modelo 

con la versión oncogénica de Erbb2/Neu pueden desarrollar tumores de mama. 
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Los animales se mantuvieron en el Servicio de Experimentación Animal de la 

Universidad de Salamanca en condiciones libres de patógenos (SPF). Los procedimien-

tos a los que se sometieron fueron conformes con las disposiciones de la Unión Euro-

pea, recogidas en el Real Decreto 1201/2005 del 10 de octubre del Ministerio de Agri-

cultura, Pesca y Ganadería sobre la “Protección de los animales utilizados para experi-

mentación y otros fines específicos”. El proyecto fue evaluado positivamente por el Co-

mité de Bioética de la Universidad de Salamanca. 

 

1.2 Generación de la primera cohorte con heterogeneidad gené-

tica y fenotípica mediante retrocruce o backcross  

Previamente, se generó una primera cohorte proveniente del retrocruce o backcross 

entre dos cepas consanguíneas o singénicas (inbred), la cepa resistente C57BL/6J y la 

cepa susceptible FVB/NJ, portadora del proto-oncogén inductor de cáncer de mama 

Erbb2/Neu, bajo el promotor LTR del MMTV (FVB/N-Tg(MMTVneu)202Mul/J). Nótese 

que los fondos genéticos C57BL/6J y FVB/NJ tienen un comportamiento divergente en 

cuanto a la susceptibilidad al cáncer de mama, fenotipo que se desea estudiar. Los 

ratones FVB/N Tg(MMTVneu)202Mul/J son portadores del transgén en ambos cromo-

somas, en homocigosis, por lo tanto lo transmitieron en heterocigosis a toda su progenie. 

Como producto del cruce entre estas dos cepas se obtuvo la primera generación filial, 

denominada F1, B6FVBF1 Tg(MMTVneu), estos individuos son genéticamente idénticos 

entre ellos, siendo heterocigotos en todos los loci diferentes entre C57/BL6J y FVB/NJ, 

por lo cual portan un alelo procedente de cada una de las cepas parenterales. 

Seguidamente, se realizó un retrocruce entre los ratones F1 con una cepa pa-

rental FVB/NJ, y producto de esto se obtuvieron los ratones (FVB x B6FVBF1)-

Tg(MMTVneu), denominada F1BX1 en nuestro estudio (Figura 3). En esta generación 

cada ratón es portador de una combinación única de alelos procedentes de las cepas 

parentales en diferente proporción. Por lo tanto, pueden ser, en cada locus, homocigotos 

para el alelo FVB (F/F) o heterocigotos, con un alelo de FVB y otro de C57BL/6 (F/B). 

Nótese, sin embargo, que el componente genético procedente de la cepa FVB fue ma-

yoritario, un cromosoma completo es siempre FVB y en el otro hay mayor o menor grado 

de recombinación con material genético de C57BL/6 (F/B), debido a que fue con la cepa 

que se realizó el retrocruce, por lo tanto, el componente C57BL/6 quedó reducido. El 

propósito de esta estrategia fue enriquecer la cohorte backcross en alelos de suscepti-



bilidad al cáncer de mama. Mediante esta estrategia se generó un modelo de variabili-

dad genética (y fenotípica) limitada y controlada, a partir de dos genomas homogéneos 

conocidos. 

 

 

Figura 3. Esquema de la estrategia seguida para generar los ratones F1BX1. La F1 portaba 

el transgén en heterocigosis, sólo el 50% de las hembras del backcross fueron portadoras 

del transgén.  

 

Debido a que se generó la cohorte F1BX1 mediante cruce entre ratones F1 que 

portan el transgén MMTV-Erbb2/Neu en homocigosis y FVB/NJ no transgénicos, sólo 

aproximadamente la mitad de ellos heredaron el transgén MMTV-Erbb2/Neu. En este 

trabajo, sólo presentaremos resultados de los estudios realizados con las hembras 

F1BX1 transgénicas. Identificamos a los ratones transgénicos mediante PCR en DNA 

genómico extraído de un fragmento de cola obtenido al destetar a los ratones (ver más 

adelante). 

 

1.3 Aloinjerto de tumores generados en la cohorte F1BX1 en re-

ceptores F1  

Con el propósito de evaluar la respuesta al tratamiento de los tumores desarrollados en 

la cohorte F1BX1, se realizó un aloinjerto de los tumores en ratones F1 como receptores. 

El proceso consistió en trasplantar células derivadas de los tumores de animales F1BX1 

en hembras receptoras F1 transgénicas. Esta estrategia se basa en las leyes de los 

trasplantes según las cuales los ratones F1 aceptan trasplantes de sus cepas parentales 

C57BL/6J FVB/N-Tg(MMTVneu)202Mul/J

B6FVBF1-Tg(MMTVneu)

F1

FVB/NJ

FVB

(FVB x B6FVBF1)-Tg(MMTVneu)

F1BX1
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y de su descendencia generada por un backcross o un intercross (Auchincloss, 2004). 

Se utilizaron cepas transgénicas para evitar una presión de selección por parte del sis-

tema inmune sobre el receptor ERBB2/NEU de rata presente en el transgén (Coussens, 

2002). 

 

 

Figura 7. Esquema de la realización de aloinjerto de tumores generados en la cohorte 

F1BX1 en receptores F1.  

 

Previamente, las células que habían sido conservadas en nitrógeno líquido en 

suero bovino fetal con un 6% de dimetil sulfóxido (DMSO), se descongelaron rápida-

mente en baño a 37°C, seguidamente se transfirió a un tubo de 15mL (Falcon) con 5mL 

de DMEM/F12, heparina (2µg/ml) y DNAsa (1 µg/ml) para evitar la agregación celular. 

Las células se centrifugaron durante 5 minutos a 1200 revoluciones por minuto (rpm). A 

continuación, se realizaron 2 ciclos de lavado con PBS y se centrifugación durante 5 

minutos a 1200 rpm, y se resuspendieron en PBS para obtener la suspensión celular 

que se inyectó. Se inyectaron 100 µl de esta suspensión, que contenían entre 2 y 5 

millones de células, en cada flanco del receptor, en dos receptores F1. El número de 

células inyectadas no se cuantificó de manera precisa, ya que el número real de células 

viables capaces de reproducir el tumor en el ratón receptor es, en cualquier caso, des-

conocido. Esta variabilidad se compensó iniciando el tratamiento de los ratones con tu-

mores cuando éstos alcanzaron, aproximadamente, el mismo volumen en todos los ani-

males, evaluado a partir de las medias de sus diámetros (ver más adelante) y, con ello, 

cuando se estimó que tenían una masa tumoral similar. 

C57BL/6J FVB/N-Tg(MMTVneu)202Mul/J

B6FVBF1-Tg(MMTVneu)

F1

FVB/NJ

FVB

(FVB x B6FVBF1)-Tg(MMTVneu)

F1BX1

Suspensión

Celular tumoral

B6FVBF1-Tg(MMTVneu)

F1

Docetaxel

Doxorrubicina



 

1.4 Generación de la segunda cohorte con heterogeneidad ge-

nética y fenotípica limitadas mediante retrocruce o backcross  

 

A fin de estudiar la respuesta a la quimioterapia en ratones genéticamente heterogé-

neos, se generó una cohorte de ratones bajo una estrategia similar a la empleada para 

generar los ratones F1BX1, con la diferencia de que no se usaron como parentales ra-

tones transgénicos FVB/N-Tg(MMTVneu)202Mul/J, sino que se usaron FVB/NJ no 

transgénicos. De este modo, los ratones de la primera generación filial, F1, no fueron 

transgénicos. Después, los ratones F1 se cruzaron con ratones FVB/N-

Tg(MMTVneu)202Mul/J para generar la segunda cohorte (FVB x B6FVBF1)-

Tg(MMTVneu) a la que se denominó F1BX2. A diferencia de la F1BX1, todos los ani-

males de la F1BX2 heredaron el transgén MMTV-Erbb2/Neu en heterocigosis. Se con-

firmó la presencia del transgén por PCR (ver más adelante). 

 

 

Figura 8. Esquema de la estrategia seguida para generar los ratones F1BX1. Todas las 

hembras del backcross fueron portadoras del transgén 

 

2. Evaluación de los patofenotipos relacionados con el 

comportamiento clínico el cáncer de mama 

 

C57BL/6J

FVB/N-Tg(MMTVneu)202Mul/JB6FVBF1-Tg(MMTVneu)

F1

FVB/NJ

(FVB x B6FVBF1)-Tg(MMTVneu)

F1BX2

DoxorrubicinaDocetaxel
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2.1 Determinación de los patofenotipos en condiciones de libre 

evolución de la enfermedad 

Se consideraron distintos patofenotipos (fenotipos patológicos o clínicos que definen la 

enfermedad) para caracterizar la susceptibilidad y evolución del cáncer de mama en la 

cohorte F1BX1. Distinguimos entre dos tipos de patofenotipos: 

Patofenotipos temporales (relacionados con la evolución temporal de la enfermedad): 

- Latencia tumoral: se define como el tiempo transcurrido desde el nacimiento del 

ratón hasta la aparición del primer tumor de mama. 

- Duración de la enfermedad: tiempo comprendido entre el momento en que se de-

tectó el primer tumor de mama y el momento de su muerte. 

- Supervivencia: es el tiempo de vida de cada ratón, y corresponde a la suma de la 

latencia y la duración de la enfermedad. 

Patofenotipos de progresión tumoral (local y a distancia): 

- Incidencia tumoral: es el porcentaje de ratones que desarrollaron tumor con res-

pecto al total de ese grupo. 

- Multiplicidad tumoral: definida como el porcentaje de ratones que desarrollaron 

más de un tumor con respecto al total de ratones que presentaron tumor. 

- Tasa de crecimiento: es la pendiente de la recta que se ajusta a la curva de creci-

miento tumoral, resultante de representar el logaritmo del volumen tumoral en el 

eje de ordenadas y el tiempo en el eje de abscisas. 

- Velocidad media de crecimiento: se calculó mediante la siguiente fórmula: 

 

Velocidad media 

de crecimiento
=

Volumen tumoral final − Volumen tumoral inicial

Duración de la enfermedad
 

 

- Incidencia de metástasis pulmonares: porcentaje de ratones que desarrollaron 

metástasis pulmonares con respecto al total de ratones con tumor. 

- Multiplicidad de metástasis: porcentaje de ratones con dos o más impactos pul-

monares con respecto al total de ratones con metástasis. 

- Número absoluto de metástasis pulmonares.  

- Peso tumoral: peso del tumor en la necropsia. 

Los ratones de la cohorte F1BX1 se revisaron semanalmente para detectar, me-

diante palpación, la aparición de tumores de mama a partir de los 3 meses de edad, 

que es cuando aparecen los primeros tumores en el fondo genético FVB (Guy et al., 



1992). De esta manera, se determinaron la latencia, la incidencia y la multiplicidad 

tumorales. Se siguió el crecimiento de los tumores mediante la medida semanal de 

su tamaño con un calibrador digital. El volumen tumoral se calculó con la fórmula 

clásica (Parson et al., 2004): 

Volumen tumoral =  
(diámetro largo x diámetro ancho2)

2
 

 

2.2 Caracterización de la respuesta al tratamiento 

 

2.2.1 Administración de quimioterapia 

Se inició el tratamiento en el momento en que el tumor alcanzó 12mm en su diámetro 

mayor para el caso de los aloinjertos y para la cohorte F1BX2. El tratamiento comenzó 

diez días después de la cirugía que se llevó a cabo cuando el tumor alcanzó este ta-

maño, para obtener una biopsia tumoral previa al tratamiento. 

 

2.2.1.1 Grupos de tratamiento 

Los ratones incluidos en los estudios de respuesta a la quimioterapia fueron asignados 

a priori a un grupo de tratamiento. 

- En el estudio de la respuesta a la quimioterapia en los aloinjertos se incluyeron 

250 ratones F1 que se dividieron en dos grupos de tratamiento con monoterapia con 

docetaxel o con doxorrubicina. Se trasplantaron células de un mismo tumor procedente 

de la F1BX1 en un animal F1 asignado a cada grupo de tratamiento. Se administraron 

hasta 5 ciclos de quimioterapia. 

- En el estudio de respuesta al tratamiento de los tumores en el mismo animal en 

el que se generaron se incluyeron 462 ratones de la cohorte F1BX2, 37 ratones FVB y 

54 ratones F1. Estos ratones fueron divididos en tres grupos, dos de ellos tratados con 

monoterapia con docetaxel o doxorrubicina, y el tercero al que se le administró la com-

binación de ambos fármacos. Se administraron hasta 6 ciclos de quimioterapia y entra-

ron en el estudio los animales que toleraron al menos 4 ciclos. 

En ambos estudios, cuando los ratones presentaron signos de deterioro durante 

la administración de la quimioterapia, se cancelaron los ciclos de tratamiento correspon-

dientes. 
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2.2.1.2 Protocolo de tratamiento 

El tratamiento se administró por vía intraperitoneal. A continuación, se describen las 

dosis y el esquema de tratamiento seguido en cada uno de los grupos: 

 

Protocolo Administración 

1. Monoterapia con doce-

taxel (Taxotere®, Sanofi 

Aventis) 

La dosis administrada en cada ciclo fue de 25 mg/kg, en 

ciclos separados por 8 días (Rottenberg, 2007) 

2. Monoterapia con do-

xorrubicina (Farmiblas-

tina®, Pfizer) 

Se administró una dosis de 5 mg/kg en cada ciclo, con 

un tiempo de recuperación entre ciclos de 10 días (Rot-

tenberg, 2007). 

3. Tratamiento combinado Cada dosis consistió en 25 mg/kg de docetaxel y 5 

mg/kg de doxorrubicina. El tiempo de recuperación en-

tre ciclos fue el del fármaco que requería más tiempo: 

10 días. 

* Los fármacos se obtuvieron mediante receta veterinaria oficial. 

 

2.2.2 Determinación de los fenotipos de respuesta al tratamiento 

 

El estudio de la respuesta al tratamiento se realizó de la misma manera en los tumores 

aloinjertados en ratones F1 y en la cohorte F1BX2. Con la salvedad de que los ratones 

F1BX2 fueron intervenidos quirúrgicamente, para obtener una biopsia del tumor antes 

de iniciar la quimioterapia. Consideramos distintos fenotipos que caracterizaron la res-

puesta tumoral al tratamiento. 

 

- Efecto del tratamiento sobre la dinámica de crecimiento tumoral 

Se tomaron medidas del volumen tumoral usando un calibrador digital en los días de 

administración de cada ciclo de quimioterapia y a mitad del periodo de recuperación 

entre ciclos. Del mismo modo, una vez finalizado el tratamiento, se siguieron registrando 



las dimensiones del tumor con la misma periodicidad, hasta el sacrificio de los ratones. 

El sacrificio se realizó dos meses después de finalizar el tratamiento, o cuando el tumor 

superó los 25 mm de diámetro mayor o el ratón presentó signos de enfermedad, defini-

dos como adelgazamiento con hundimiento de costados, pelo erizado, taquipnea, pér-

dida del 25% del peso, etc. Se calculó la velocidad de crecimiento tumoral en tres fases 

diferentes: antes del tratamiento, durante el tratamiento y después del tratamiento. La 

velocidad de crecimiento en cada una de las fases se calculó de la misma manera que 

en los tumores de la F1BX1, como la pendiente de la recta que mejor se ajustó a la 

evolución del volumen tumoral con respecto al tiempo en escala semilogarítmica (Figura 

4). 

 

 

Figura 9. Cálculo de la velocidad de crecimiento tumoral en las 3 etapas de los tumores 

tratados y definición de los tipos de respuesta. (A) Representación del logaritmo decimal 

del volumen tumoral en mm3 en función del tiempo en días. Usamos la pendiente de la 

recta que se ajusta a la curva de evolución tumoral (a) antes, (b) durante y (c) después del 

tratamiento, como medidas de la velocidad de crecimiento en cada una de estas fases. (B) 

Definición esquemática de los tipos de respuesta considerados. RC: respuesta completa; 

RV: reducción del volumen tumoral; E: estabilización; RT: resistencia temprana; NR: no 

respuesta; RP: respuesta paradójica. 

 

Además de las velocidades de crecimiento antes, durante y después del tratamiento, 

definimos tres fenotipos de respuesta al mismo para cuantificar el cambio observado en 

la velocidad de crecimiento de cada tumor entre estas fases: 

- Respuesta Durante el Tratamiento (RDT): es el resultado de la resta entre la 

velocidad de crecimiento antes del tratamiento menos velocidad de crecimiento 
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durante el tratamiento (RDT=a-b en la Figura 9 A). Cuantifica el cambio experi-

mentado en la velocidad de crecimiento del tumor durante el tratamiento con 

respecto a la velocidad que tenía antes de empezarlo. Está definida de tal ma-

nera que un valor más alto de RDT significa una mejor respuesta al tratamiento. 

- Respuesta a la Retirada del Tratamiento (RRT): es el resultado de restar la ve-

locidad de crecimiento durante el tratamiento menos velocidad de crecimiento 

después del tratamiento (RRT=b-c en la Figura 9 A). Cuantifica el cambio expe-

rimentado en la velocidad de crecimiento del tumor al finalizar el tratamiento con 

respecto a la que tenía durante el mismo. Está definida de tal manera que un 

valor mayor de RRT significa un mejor comportamiento del tumor al retirar el 

tratamiento. 

- Cambio Observado Respecto a la Velocidad Inicial (CORVI): es el resultado de 

restar la velocidad de crecimiento antes del tratamiento menos la velocidad de 

crecimiento después del mismo (CORVI=a-c en la Figura 9 A). Cuantifica el 

cambio en la velocidad de crecimiento entre las dos fases sin tratamiento: la 

anterior y la posterior a éste. Está definida de tal manera que un valor mayor de 

CORVI implica un mejor comportamiento en la fase posterior al tratamiento con 

respecto al que el tumor tenía antes de éste. 

Considerando los cambios inducidos por el tratamiento en el volumen tumoral y en la 

velocidad de crecimiento, clasificamos la respuesta de cada tumor en uno de los siguien-

tes grupos (Figura 9 B): 

a. Respuesta completa: la de aquellos tumores que desaparecieron por completo 

a la palpación durante la administración de la quimioterapia. 

b. Reducción del volumen tumoral: pertenecen a este grupo los tumores que redu-

jeron su volumen durante el tratamiento sin llegar a desaparecer. Se definieron 

numéricamente por tener una velocidad de crecimiento negativa. 

c. Estabilización: los tumores que continuaron creciendo durante el tratamiento, 

pero a menor velocidad que antes de empezar el tratamiento. Son los tumores 

con una velocidad de crecimiento durante el tratamiento positiva y RDT mayor 

que 0,01. 

d. Resistencia temprana: en aquellos casos en los que durante la fase de trata-

miento se observó un comportamiento bifásico. Estos tumores respondieron ini-

cialmente, de modo que experimentaron una reducción en su tamaño, o reduje-

ron notablemente su velocidad de progresión local, pero, sin llegar a terminar el 

tratamiento, dejaron de responder y reiniciaron su crecimiento. 



e. Ausencia de respuesta: el tumor siguió creciendo, aproximadamente, a la 

misma velocidad que antes de iniciar el tratamiento. Consideramos este tipo de 

respuesta cuando el valor absoluto de RDT fue menor de 0,01. 

f. Respuesta paradójica: la de los tumores que crecieron a mayor velocidad du-

rante el tratamiento que antes de iniciarlo. El valor de RDT de estos tumores es 

negativo y menor que -0.01. 

 

 

- Otros patofenotipos de respuesta al tratamiento: 

Además de los cambios en la dinámica de crecimiento tumoral, se consideraron los mis-

mos patofenotipos usados en el estudio de la evolución tumoral sin tratamiento: peso 

tumoral, volumen tumoral, incidencia de metástasis y multiplicidad de metástasis. En el 

estudio de la respuesta al tratamiento, la supervivencia y el tiempo de enfermedad no 

se tuvieron en cuenta, ya que, como los ratones se sacrificaron como máximo dos me-

ses después de finalizar el tratamiento, estos patofenotipos no estuvieron determinados 

por la respuesta al mismo.  

Para evaluar la toxicidad producida por la quimioterapia en los ratones de la cohorte 

F1BX2 consideramos la supervivencia tras el inicio del tratamiento y el peso corporal en 

la necropsia.  

 

3. Obtención y procesamiento de muestras tumorales 

 

3.1 Cirugía y obtención de biopsia tumoral 

En los tumores de la cohorte F1BX2, se sustrajo una biopsia del tumor antes de iniciar 

el tratamiento. Cuando el diámetro mayor del tumor alcanzó los 12 mm, el ratón fue 

intervenido en condiciones de esterilidad y bajo anestesia con isofluorano. Se resecó, 

aproximadamente, la mitad de la masa tumoral con un bisturí electrocoagulador. La he-

rida se cosió con puntos de sutura y se dejó un tiempo de recuperación de 10 días tras 

la intervención antes de comenzar la administración de quimioterapia. 
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3.2 Necropsia 

A lo largo de todos los estudios, los ratones se sacrificaron cuando presentaron signos 

evidentes de enfermedad. Sin embargo, estos tumores son bien tolerados en la mayoría 

de los casos, de modo que establecimos el límite de 25 mm de diámetro tumoral mayor 

como máximo, para realizar la eutanasia de los ratones que superasen este límite. Los 

ratones que recibieron quimioterapia se sacrificaron 2 meses después de recibir la última 

dosis o cuando cumplieron alguna de las otras condiciones descritas. 

La eutanasia se realizó mediante inhalación de CO2; se accedió a la cavidad torácica y 

se recogieron los pulmones, se fijaron durante 24 horas en paraformaldehído al 3.7%, 

tamponado con metanol; tras la fijación, se conservaron en etanol al 70% y a 4ºC. Se 

realizó un recuento de metástasis macroscópicas en los pulmones utilizando una lupa 

de mesa (Zeiss) con un objetivo de 10x. 

 

3.3 Procesamiento de los tumores de mama 

Cada muestra tumoral obtenida en la biopsia o en la necropsia se dividió en tres frag-

mentos, cada uno de los cuales se procesó de manera distinta para realizar diferentes 

estudios: 

1. Congelación rápida en nitrógeno líquido y conservación a -80ºC. Estas muestras fue-

ron usadas para la extracción de DNA, RNA y proteínas. 

2. Fijación e inclusión en parafina. Un fragmento tumoral se mantuvo en una solución 

de paraformaldehído al 3.7%, tamponado con metanol, durante 24 horas. Pasado este 

tiempo, se pasó la muestra a etanol al 70%, donde se conservó a 4ºC hasta el momento 

de su inclusión en parafina. 

3. Suspensiones de células individualizadas. Las células tumorales se conservaron así 

en condiciones de alta viabilidad para su análisis por citometría de flujo y para su tras-

plante en ratones receptores. Las muestras se disgregaron mecánicamente con bisturís 

en medio DMEM/F12, suplementado con un 5% de suero bovino fetal. Se procesaron 

de esta manera dos fragmentos de tumor que, tras la disgregación mecánica, se some-

tieron, respectivamente, a digestión enzimática a 37ºC durante 2 horas y durante 6 ho-

ras, en un volumen de 10 ml en tubos Falcon de 50 ml con 300 U/ml de colagenasa 

(#098K8616, Sigma) y 100 U/ml de hialuronidasa (#017K7003, Sigma). Las células di-

geridas durante 6 horas son muestras enriquecidas en células epiteliales individualiza-



das y se utilizaron para el aloinjerto de tumores en receptores F1 y para cuantificar sub-

poblaciones celulares epiteliales y estromales mediante citometría de flujo. Las células 

digeridas durante 2 horas son muestras con la digestión suficiente para liberar leucocitos 

infiltrantes con buena viabilidad, por lo que se usaron para analizar la infiltración por 

células inmunitarias también mediante citometría de flujo. Tras la digestión enzimática, 

las muestras se centrifugaron 5 minutos a 1200 rpm y se aspiró el sobrenadante. A 

continuación, se añadieron 1 o 2 ml, en función de la cantidad aparente de eritrocitos en 

el botón celular (lo que se estimó por el color más o menos rojo del mismo) de solución 

de lisis de células rojas (ACK Lysing Buffer #10-548E, Lonza), a base de cloruro amó-

nico. El pellet se disolvió y se agitó suavemente y se incubó 5 minutos a temperatura 

ambiente. Se centrifugó de nuevo en las mismas condiciones y se aspiró el sobrena-

dante.  

Para conseguir la suspensión de células individualizadas se añadieron 5 ml de PBS 

suplementado con un 2% de suero bovino fetal y 0,1 mg/ml de DNasa (#DN25, Sigma) 

y se pipeteó 25 veces con una pipeta de 10 ml. Tras incubar 5 minutos a temperatura 

ambiente, la suspensión se filtró a través de filtros de 70 µm (#352350, BD Falcon), que 

se lavaron con 5 ml de PBS para obtener tantas células como fuera posible. Tras otro 

paso de centrifugación, en las mismas condiciones, se resuspendió el pellet en suero 

bovino fetal con un 6% de DMSO y se procedió a la congelación lenta para conservar la 

viabilidad celular. Las células se guardaron a -80ºC o en nitrógeno líquido (fase gaseosa) 

por tiempo indefinido hasta su uso. 

 

4. Protocolos generales 

 

4.1 Extracción de DNA de tejidos 

Se extrajo DNA de tejido de cola y tumores congelados en nitrógeno líquido y almace-

nados a -80ºC. Las muestras se incubaron en 500 µl de buffer de lisis (Tris 100 mM pH 

8, ácido etildiaminotetraacético (EDTA) 5 mM, SDS 0.2%, NaCl 2 mM) y 1 µl de Protei-

nasa K a 100 mg/µl (#3115801001, Roche) durante toda la noche a 55ºC. Tras la incu-

bación, se añadieron 500 µl de fenol/cloroformo/alcohol isoamílico (25:24:1) (#A2493, 

AppliChem), se pasó la mezcla a tubos de Phase Lock Gel (#2302820, 5 PRIME) y se 

centrifugó durante 5 minutos a 12000 rpm para separar la fase acuosa y la fase orgánica. 

El gel facilitó la separación de las fases y la recogida del sobrenadante con el DNA. Se 
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precipitó el DNA con isopropanol (#W992DM, Fisher Bioreagents) y se centrifugó du-

rante otros 5 minutos a 12000 rpm. Se lavó el pellet con etanol al 70% para eliminar las 

sales y se volvió a centrifugar 5 minutos a 12000 rpm. Tras eliminar el sobrenadante y 

dejar que se evaporase todo el etanol residual, se resuspendió el DNA en 100 µl de 

buffer TE (Tris 100 mM pH 8; EDTA 1 mM) y se homogeneizó en agitación a temperatura 

ambiente durante, al menos, 1 hora. 

 

4.2 Extracción de RNA de tumores 

Para la extracción de RNA de fragmentos de tumores congelados en nitrógeno líquido 

y almacenados a -80ºC se usó el kit Qiagen miRNeasy Mini Kit (#217004, Qiagen), si-

guiendo las instrucciones del fabricante. De forma resumida, se descontaminó la zona 

de trabajo de posibles RNasas con RNase Exitus Plus (AppliChem, #A7153) y se ho-

mogeneizó el fragmento de tumor congelado en 700 µl de trizol (Qiagen 5.346.994) en 

tubos con esferas de cerámica (Precellys Lysing Kit, tissue homogenizing CK mix 

#KT03961-1-009.2, Precellys), dando dos pulsos de 10 segundos a una intensidad 5.5 

(m/s) en un homogeneizador (FastPrep Homogenizer, Thermo Savant) a 4ºC (localizado 

en una cámara fría). El homogeneizado se incubó 5 minutos a temperatura ambiente. A 

continuación, se añadieron 140 µl de cloroformo, se agitó la mezcla vigorosamente du-

rante 15 segundos y se incubó durante 3 minutos a temperatura ambiente. Pasado este 

tiempo, se centrifugó la mezcla a 12000 rpm y 4ºC durante 15 minutos, para separar la 

fase acuosa y la fase orgánica. La fase acuosa se pasó a un tubo de 1.5 ml libre de 

RNasa (Eppendorf) con 525 µl de etanol absoluto, se mezcló mediante pipeteo, se in-

trodujo la mezcla en una de las columnas del kit de extracción y se centrifugó durante 

15 segundos a 12000 rpm. Tras la centrifugación se añadieron 350 µl de buffer RWT a 

la columna y se volvió a centrifugar en las mismas condiciones. A continuación, se 

realizó una incubación con DNasa para eliminar los restos de DNA de la muestra. Para 

ello, se añadieron 10 µl de DNasa (2.7 U/µl) (Quiagen #79254) y 70 µl de buffer RDD y 

se incubó durante 20 minutos a temperatura ambiente. Tras la incubación se añadieron 

otros 350 µl de buffer RWT y se centrifugó a 12000 rpm durante 15 segundos. A conti-

nuación, se realizaron dos lavados mediante la adición de 500 µl de Buffer RPE y cen-

trifugación a 12000 rpm, durante 15 segundos en el primer lavado y 2 minutos en el 

segundo. Finalmente, para eluir el RNA, se puso la columna sobre un nuevo tubo colec-

tor, se añadieron 40 µl de agua libre de RNasa y se centrifugó a 12000 rpm durante 1 

minuto. 

 



4.3 Cuantificación de la concentración de ácidos nucleicos 

Se cuantificó la concentración de DNA o RNA en los extractos mediante la medición de 

su absorbancia a 260 nm con un microespectrofotómetro Nanodrop ND-1000. Se usaron 

las ratios entre la absorbancia a 260 nm y 280 nm, y entre 260 nm y 230 nm como 

medida de la pureza de los ácidos nucleicos extraídos y para descartar la presencia de 

contaminantes procedentes de la extracción, como fenoles, que pudieran interferir en 

análisis posteriores. Consideramos que las muestras con ratio 260/230 mayor que 2 y 

con ratio 260/280 mayor que 2 en el caso de RNA, y mayor que 1.8 en el caso del DNA, 

cumplían los requisitos mínimos de calidad para ser usadas en estudios posteriores. 

 

4.4 Extracción de proteínas de los tumores 

Se extrajeron proteínas de fragmentos de tumores que habían sido congelados de forma 

instantánea en nitrógeno líquido y que se almacenaron a -80ºC. Se homogeneizaron 

fragmentos de 10-15 mg en buffer de extracción (específico para cada ensayo) en tubos 

con esferas de cerámica (Precellys Lysing Kit, tissue homogenizing CK mix #KT03961-

1-009.2, Precellys) dando dos pulsos de 10 segundos a una intensidad 5.5 (m/s) en un 

homogeneizador (FastPrep Homogenizer, Thermo Savant) a 4ºC, en la cámara fría. Se 

incubaron las muestras en hielo durante 20 minutos y, a continuación, se centrifugaron 

a la máxima velocidad y 4ºC durante 5 minutos, para que los sólidos no disueltos en el 

buffer formaran un pellet. Se recogió el sobrenadante y, en el caso de las muestras para 

analizar posteriormente por Luminex, se pasaron a través de un filtro de 0.65 µm (Ultra-

free-MC-DV, #UFC30DV00, Millipore) para eliminar todos los restos sólidos en suspen-

sión. 

 

4.5 Cuantificación de la concentración de proteínas 

Para cuantificar la concentración de proteínas de los extractos se utilizó el método de 

BCA (BCA protein assay reagent A, 500ml, #23228 y BCA protein assay reagent B, 

25 ml, #23224, Thermo Fisher). Este método se basa en la reacción de Biuret entre las 

proteínas y el ión Cu2+, que se reduce a Cu1+, el cual forma un complejo de color 

púrpura con el ácido bicinconínico (BCA), que absorbe la luz a 570 nm (Figura 5). 
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Figura 10. Fundamento del método de BCA que se ha utilizado para la cuantificación de 

proteínas. 

 

Se diluyó la muestra 1:10 en buffer de extracción y se añadieron 10 μl de la proteína 

diluida por pocillo en una placa de 96 pocillos. A continuación, se añadieron 200 μl de 

la mezcla de BCA (196 μl del reactivo A y 4 μl del reactivo B, por muestra); se homoge-

nizó la mezcla y se incubó entre 20 y 30 minutos a 37°C. Posteriormente, se midió la 

absorbancia en un lector de placas Ultra-Evolution TECAN a 570 nm. La concentración 

de proteínas presente en cada muestra se determinó mediante la comparación de su 

absorbancia a 570 nm con la de una curva estándar con concentraciones conocidas de 

albúmina, según el fabricante (Albumin Standard, #11811345, Thermo Fisher). 

 

4.6 Cuantificación de la expresión de microRNAs mediante PCR 

cuantitativa 

Se extrajo y cuantificó RNA total, que incluyó los miRNAs (o miRs), a partir de fragmen-

tos de tumores congelados en nitrógeno líquido y almacenados a -80ºC, siguiendo los 

protocolos previamente descritos. En este RNA, se midieron los niveles de miRNAs me-

diante Q-PCR. 

La elección de los miRNAs a analizar se basó en dos criterios: 1) según la literatura, 

miRNAs identificados en la bibliografía como importantes en la susceptibilidad al cáncer 

de mama, así como en su evolución y la respuesta a la quimioterapia: 2) un criterio 

genético, se eligieron miRNAs que se expresaron diferencialmente en tumores de rato-

nes F1 y FVB (cepas parentales). Basándose en estos criterios, se eligieron 28 miRNAs 

para el estudio (27 miRNAs blanco y 1 miRNA housekeeping).  

 



4.6.1 Síntesis de cDNA 

En primer lugar, se sintetizó el cDNA específico usando el TaqMan® Advanced miR 

cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific), el proceso consta de cuatro pasos: poli-

adenilación, ligación, transcripción inversa y preamplificación. A continuación, describi-

mos de forma detallada los pasos: 

Antes de iniciar el proceso, se retiró el tubo de 50% de PEG 8000 del kit de síntesis de 

cDNA del miRNA TaqMan® Advanced para permitir que alcanzara la temperatura am-

biente en preparación para la reacción de ligación. 

 

4.6.1.1 Reacción de poliadenilación 

Consiste en agregar una cola Poly-A en el extremo 3’ del RNA usando la enzima Poly-

A polimerasa. La cola poli-A se usa como un adaptador para llevar a cabo la transcrip-

ción inversa universal. Las muestras de RNA y los reactivos se descongelaron en hielo. 

La mezcla de PCR se preparó de acuerdo con los valores mostrados en la Tabla 1. En 

cada tubo de PCR, se agregaron 2 μL de RNA a una concentración de 2,5 ng/µL y 3 μL 

de la mezcla (mix) de reacción de poliadenilación. 

Se selló la placa o tubos de PCR (según donde se hiciera la reacción) y se dio un spin 

para bajar el contenido y eliminar las burbujas. Seguidamente, se colocaron los tubos o 

placa en el termociclador y las reacciones se llevaron a cabo con el programa indicado 

en laTabla 2. 

 

Tabla 2. Reacción de poliadenilación. (A) Mix de poliadenilación; (B) Programa de reacción 

de poliadenilación. 

Poliadenilación 
1 reac-

ción 

10x PolyA Buffer 0,5 µL 

ATP [10 mM] 0,5 µL 

Poly A enzima [5 U/µL] 0,3 µL 

Agua 1,7 µL 

Vol. 3 µL 

 

 

 

 

Programa 

Paso Temperatura Duración 

Poliadenilación  37oC 45 min 

Detención de reacción 65oC 10 min 

Conservación  4oC Constante 

A 

B 
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Se procedió inmediatamente con el paso de ligación, en cuanto la reacción de poliade-

nilación estuvo completa. 

 

4.6.1.2 Reacción de ligación 

Su propósito es agregar un adaptador en el extremo 5’ mediante una reacción de liga-

ción. Ese adaptador actuaría como el sitio de unión del cebador o primer para la pream-

plificación de los miRNAs. La mezcla maestra se preparó de acuerdo con el número de 

muestras (Tabla 3A).  

 

Tabla 3. Reacción de ligación. (A) Mix de ligación; (B) Componentes de la reacción de 

ligación.  

. Ligación 1 reacción 

5X DNA ligasa buffer 3 µL 

50% PEG 8000 4,5 µL 

25X adaptador 0,6 µL 

RNA ligasa [10 U/µL] 1,5 µL 

Agua  0,4 µL 

Vol. 10 µL 

 

Programa 

Paso Temperatura Duración 

Ligación 16°C 60 min 

Conservación 4°C Constante 

 

El polietilenglicol (PEG) 8000 es muy viscoso, para asegurar el pipeteo exacto del 50% 

de PEG 8000: se utilizó el 50% de PEG 8000 a temperatura ambiente, se aspiró y dis-

pensó la solución lentamente, manteniendo la punta de la pipeta en la solución durante 

aproximadamente 10 segundos después de liberar el émbolo durante la aspiración para 

permitir que el 50% de PEG 8000 se arrastre por completo a la punta de la pipeta. Se 

mantuvo el émbolo presionado durante aproximadamente 10 segundos para permitir 

que el 50% de PEG 8000 se distribuyera por completo en el cóctel de la reacción de 

ligación. 

Se añadieron 5 μl de la mezcla a los tubos de PCR del paso anterior, y se puso en el 

programa de ligación específico en el termociclador (Tabla 4B).  

 

A 

B 



4.6.1.3 Reacción de transcripción inversa o reversa (RT) 

Su objetivo es sintetizar cDNA total a partir del RNA y, para ello, se utilizó un cebador 

universal de retrotranscripción. Este se une a la cola de Poly-A del extremo 3 '. La mez-

cla de RT se preparó de acuerdo con el número de muestras (Tabla 4A). Se añadieron 

15 μl de la mezcla a cada tubo de PCR. El programa de RT se hizo en el termociclador 

(Tabla 4B). 

 

Tabla 4. Transcripción reversa (A) Mix de RT (B) Programa RT. 

 

RT 1 reacción 

5X RT buffer 6 µL 

DNTPs [100Mm] 1,2 µL 

20X primers universales 1,5 µL 

10X RT enzima 3 µL 

Agua 3,3 µL 

VOL. 15 µL 

 

Programa 

Paso Temperatura Duración 

Transcripción Reversa 42°C 15 min 

Detención de la reacción 85°C 5 min 

Conservación 4°C Constante 

 

4.6.2 Reacción de pre-amplificación 

Su finalidad es aumentar el número de moléculas de cDNA. Para eso, se usaron ceba-

dores universales hacia adelante y hacia atrás que se unen los extremos 3' y 5', respec-

tivamente. La mezcla maestra se preparó de acuerdo con el número de muestras (Tabla 

5A). Después de eso, se añadieron 5 μL del cDNA y 45 μL de la mezcla maestra en un 

nuevo tubo de PCR. Se muestra el programa de pre-amplificación que se llevó a cabo 

en el termociclador (Tabla 5B). 

 

 

 

 

Tabla 5. Reacción de Pre-amplificacion (A) Mix de Pre-amplificación (B) Programa Pre-

amplification. 

B 

A 

A 
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pre-amplificación 1 reacción 

2X miR-Amp master mix 25 µL  

20X miR-Amp primer mix 2,5 µL 

Agua 17,5 µL 

VOL. TOTAL 45 µL 

cDNA  5 µL 

 

Programa 

Paso Temperatura Duración Ciclos 

Activación enzima  95°C 5 min 1 

Denaturación 95°C 3 seg 
14 Anillamiento/extensión 60°C 30 seg 

Detención de reacción 99°C 10 min  

Conservación 4°C Constante 1 

 

4.6.3 Reacción de Q-PCR 

Para medir los niveles de expresión de miR, se usó la técnica de PCR cuantitativa en 

tiempo real (Q-PCR). Para cuantificar los niveles de los 28 miRNAs, se obtuvieron son-

das TaqMan específicas (TaqMan Advanced miR Assay 20X, Fisher). La sonda hibrida 

específicamente con algunos nucleótidos del miRNA después de hacerlo los cebadores. 

Para evitar la posibilidad de que la sonda pueda actuar como un sitio de unión para la 

polimerasa, el extremo 3' de la misma no está hidroxilado. La sonda contiene dos nu-

cleótidos modificados: uno que tiene un fluorocromo unido y otro que tienen un interrup-

tor desactivado (un elemento que funciona como efecto pantalla y evita la emisión fluo-

rescente). Cuando la polimerasa llega a la región de la sonda TaqMan, activa la activi-

dad exonucleasa 5'-3 'y escinde el inhibidor, separándolo del fluorocromo. En ese mo-

mento, el fluorocromo comienza a emitir luz, y el equipo Q-PCR puede detectarlo. De-

pendiendo de la cantidad de luz emitida, se cuantifica la cantidad inicial de moléculas 

de cDNA procedentes del miRNA concreto que estaban en la muestra inicial (Figura 11). 

 



 

Figura 11. TaqMan® Advanced miRNA Assays (ThermoFisher) (Tomada de 

https://tools.thermofisher.com/content/sfs/brochures/TaqManAdvanced-miRNA-Assays- 

 

Se hizo una dilución 1:10 del cDNA en tampón TE y se añadieron 15 μl de la mezcla de 

Q-PCR (Tabla 5) a una placa de 96 pocillos. La Q-PCR se realizó por triplicado para 

cada muestra. La lista de sondas empleadas se describe también en la Tabla 6. 

 

Tabla 6. Lista de sondas TaqMan Advanced empleadas para la cuantificación de los 

niveles de expresión de los miRNAs de interés.  

mi-RNA 
Name TaqMan Ad-

vanced 
Assay ID 

miR-21 hsa-miR-21a-5p 477975_mir 

Familia Let-
7 

hsa-let-7a-5p 478575_mir 

hsa-let-7f-5p 478578_mir 

hsa-let-7d-5p 478439_mir 

hsa-let-7d-3p 477848_mir 

hsa-let-7i-5p 478375_mir 

hsa-let-7c-5p 478577_mir 

hsa-let-7e-5p 478579_mir 

hsa-let-7e-3p 479281_mir 

hsa-let-7b-5p 478576_mir 

hsa-let-7g-5p 478580_mir 

miR-374 hsa-miR-374b-5p 478389_mir 

miR-497 hsa-miR-497-5p 478138_mir 

miR-210 hsa-miR-210-3p 477970_mir 

miR-100 hsa-miR-100-5p 478224_mir 
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miR-130a hsa-miR-130a-3p 477851_mir 

miR-152 hsa-miR-152-3p 477921_mir 

miR-214 
hsa-miR-214-3p 477974_mir 

hsa-miR-214-5p 478768_mir 

miR-29b hsa-miR-29b-3p 478369_mir 

miR-34a hsa-miR-34a-5p 478048_mir 

miR-125b 
hsa-miR-125b-5p 477885_mir 

hsa-miR-125b-1-3p 478665_mir 

miR-128 hsa-miR-128-3p 477892_mir 

miR-200b 
hsa-miR-200b-5p 478753_mir 

hsa-miR-200b-3p 477963_mir 

miR-451 hsa-miR-451a 478107_mir 

miR-361 hsa-miR-361-5p 478056_mir 

 

4.6.3.1 Sistema Fluidigm de Q-PCR 

El sistema Biomark ™ HD proporciona un rendimiento mayor de órdenes de magnitud 

en la PCR en tiempo real, en comparación con las plataformas convencionales debido 

a sus circuitos de fluidos integrados (IFC). Estos son circuitos de fluidos integrados de 

microvolúmenes (circuitos nanofluídicos) que contienen redes de microcanales que 

combinan automáticamente conjuntos de muestras con conjuntos de ensayos (Figura 

12). Esta solución proporciona densidades de experimento mucho más allá de lo que es 

posible con plataformas de microplacas, y reduce significativamente el número de eta-

pas de manejo de líquidos y volúmenes por reacción (Fluidigm). 

 

 

Figura 12. Sistema BioMark ™HD (Fluidigm). Incluye los componentes ópticos, de ciclo 

térmico y software necesarios para realizar la expresión génica de PCR en tiempo real 

(Fluidigm).(imagen obtenida de https://www.fluidigm.com/products/biomark-hd-system) 



 

A fin de realizar la cuantificación del mayor número de muestras en forma simultánea 

se empleó la versión Fluidigm 96.96 Dynamic Array ™ el cual permite un alto rendi-

miento. En un lado del marco hay 96 micropocillos, para incluir las muestras y, en el 

otro, otros 96 micropocillos para contener los reactivos con los pares de sonda y ceba-

dor. Una vez en los micropocillos, los componentes se presurizan en los circuitos de 

fluidos integrados mediante un controlador. Los componentes se combinan, sistemáti-

camente, en 9.216 reacciones paralelas y simultáneas (Figura 13). 

 

 

Figura 13. Placa de 96 x 96 micropocillos de Fluidigm 96.96 Dynamic Array ™, que permite 

realizar 9216 reacciones de forma simultánea.).(magen obtenida de 

https://www.fluidigm.com/products/biomark-hd-system) 

 

4.6.3.2 Análisis de la QCR 

Para analizar los resultados, se recurrió a la técnica del Cycle thresold (Ct) (Bustin, 

2009). Ct es el número de ciclo en el que la fluorescencia emitida por la sonda se vuelve 

exponencial. Para cuantificar los miRNAs, utilizamos el método del ΔΔCt. Primero, ob-

tuvimos el ΔCt, que es el resultado de restar el valor de Ct de nuestro control (la expre-

sión del miRNA Let-7a), al valor de Ct en la muestra de interés. Seguidamente calcula-

mos el ΔΔCt restando al ΔCt, del miRNA diana el ΔCt dl miRNA control (housekeeping). 

Después se calculó el RQ como el 2-ΔΔCt. RQ en la expresión en comparación con la 

muestra de control, e indica cuántas veces se ha sobreexpresado o sub-expresado 

nuestro miRNA respecto de la expresión en la muestra de control (Peltier, 2008). 
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4.7 Array microRNAs 

Se evaluó a través del array GeneChip miRNA 4.0 de Affymetrix la expresión diferencial 

de miRNAs en tumores de mama provenientes de las dos cohortes empleadas para 

generar el F1BX1, la FVB y la F1 las cuales son cepas homogéneas. Este array detecta 

todas las secuencias maduras de miRNA registradas en miRBase Release 20 (emplea 

30.424 sets de sondas), cuenta con una reproducibilidad >0.95, requiere 130-500ng de 

RNA total. Permite el análisis de 203 especies dentro de las que se encuentra ratón 

(Mus musculus), del cual se detectan 1.908 miRNAs.  

 

4.8 Material y métodos utilizados para la determinación del papel 

de let-7b-5p en la respuesta al tratamiento con Doxorrubicina 

 

4.8.1 Cultivo celular 

Utilizamos tres líneas celulares de cáncer de mama de origen humano: MDA-MB-435, 

Skbr3 y HCC1954. Todas ellas fueron obtenidas de la American Type Culture Collection 

(ATCC, Rockville, MD). Las características de las células se encuentran recogidas en la 

Tabla 7. MDA-MB-435 y SKBR3 se cultivaron en el medio Dulbecco's Modified Eagle 

Medium (DMEM) (Glibco®). La línea celular HCC1954 se cultiva en el medio de cultivo 

Roswell Park Memorial Institute (RPMI, a partir de ahora) (Glibco®). Ambos medios de 

cultivo se complementaron con 10% de suero fetal bovino (FBS), 1% de penicilina / 

estreptomicina y 1% de L-glutamina. Las células se mantuvieron en un incubador a 37° 

C, 5% de CO2 y humedad. 

 

Tabla 7. Características de las líneas celulares humanas de cáncer de mama utilizadas. 

Línea celular 
No. 

Catálogo 
Receptores Descripción 

HCC1954 ATCC®, 

CRL-2338™ 

ER-, PR-, HER2 ++.  Deriva de un carcinoma ductal inva-

sivo . 

Skbr3 ATCC®, 

HTB-30™ 

ER-, PR-, HER2 ++. Procede de un adenocarcinoma me-

tastásico. 

MDA-MB-435 ATCC®, 

HTB-129™ 

ER-, PR-, HER2-. Deriva de un carcinoma ductal inva-

sivo. Aunque recientemente se han 

descrito como posibles células de 

melanoma (Prasad,2015). 

 



Las células MDA-MB-435 y Skbr3 se pasaron tres veces por semana; mientras que las 

células HCC1954 se pasaron dos veces por semana, debido a que esta línea celular 

tiene una tasa de crecimiento más baja que las otras. Las células se mantuvieron en 

placas de cultivo de 100 x 20 cm (Falcon) específicas para cultivos celulares. Para pasar 

las células, se aspiró el medio y éstas se lavaron con 5 ml de solución salina PBS 1 M 

con Na+ (Na2HPO4 85 mM / NaH2PO4 1,88 mM / NaCl 130 mM) (PBS 1x, en adelante). 

Luego, se añadieron 2,5 ml de TripLETM Express (Glibco®) se incubaron a 37°C y 5% 

de CO2 durante 5 minutos para disociar las células. Después de eso, las células se 

observaron en el microscopio invertido para verificar la disociación celular. Para detener 

la actividad del TripLE, se añadieron rápidamente 7,5 ml de medio con FBS; y para 

romper los grupos, las células se resuspendieron con una pipeta de 10 ml y el dispositivo 

Pipetus. Más tarde, las células se pasaron a una nueva placa a las concentraciones 

indicadas en la Tabla 10.  

 

4.8.2 Transfección 

Las líneas celulares se transfectaron utilizando placas de cultivo de 24 pocillos y se 

emplearon los siguientes reactivos: 

Mimético: el mimic hsa-let-7b (MISSION®) es un miRNA exógeno y mimético del let7b-

5p endógeno. 

Inhibidor: simultáneamente, en otro pocillo, la expresión endógena de Let7b-5p se in-

hibió por la transfección de un miR sintético, llamado inhibidor (MISSION®). Este es un 

inhibidor exógeno específico del miR endógeno let7b-5p. 

Controles negativos: se usaron oligo-RNAs no codificantes. El propósito de estos era: 

en primer lugar, observar la muerte basal generada durante el protocolo de transfección 

y, en segundo lugar, determinar la eficacia de transfección del ensayo con fluorescencia. 

En el estudio utilizamos tres controles negativos:  

(i) El control negativo sin fluorescencia.  

(ii) El control de siRNA negativo universal fluorescente, conjugado con cianina 

5 (MISSION®),  

(iii) El control negativo universal fluorescente siRNA, siRNA conjugado con 6-FAM 

(MISSION®). Ambos controles fluorescentes se utilizaron para evaluar la eficacia de la 

transfección. Utilizamos el control conjugado de cianina-5 cuando realizamos el ensayo 



99 

 

de anexina V-FITC; mientras que utilizamos el control conjugado 6-FAM cuando no uti-

lizamos la anexina V. Utilizamos el control no conjugado para los ensayos que no iban 

a ser analizados por citometría de flujo. 

El protocolo de transfección fue el siguiente: 24 horas antes de la transfección, 

las células se sembraron en cada pocillo 0,5ml de suspensión celular en un rango de 

concentraciones, entre 2x105y 3x105 células por mililitro, dependiendo de la línea célu-

lar. Utilizamos placas de 24 o 96 pocillos de acuerdo con el experimento (Tabla 8).  

 

Tabla 8. Concentraciones celulares usadas para los ensayos de trasfección. 

Tipo celular Concentración  

HCC1954 3 x 105 céls. por mililitro 

Skbr3 2.5 x 105 céls. por mililitro 

MDA-MB-435 2 x 105 céls. por mililitro 

 

Para llevar a cabo las transfecciones, se utilizó el sistema TransIT-X2® (Mirus 

Bio) como vehículo. TransIT-X2® es un reactivo polimérico no liposómico, posee una 

alta eficiencia de transfección para miRNAs (Mirus).  

Se usó el medio Opti-MEM I (Glibco®). Este es una modificación del Eagle's 

Minimum Essential Medium, reducido en suero, amortiguado con HEPES, bicarbonato 

de sodio y complementado con hipoxantina, timidina, piruvato de sodio, L-glutamina, 

oligoelementos y factores de crecimiento.  

 

Tabla 9. Condiciones de transfección y tipos de placa. 

Componente 
Placa 24 

pocillos 

Placa 96 pocil-

los 

Oligo-RNA (mimic, inhibidor o control) 4,2 µl (75 nM) 0,77 µl (75 nM) 

TransIT-X2® 1,5 µl 0,28 µl 

OPTIMEM 50 µl 9,2 µl 

Vol. 55,7 µl 10,25 µl 

 



Para el mix de transfección para cada oligo-RNA (mimic, inhibidor y controles), se pre-

paró usando las concentraciones que se muestran en la Tabla 9 y se dejó 15 minutos 

de incubación a temperatura ambiente. Los reactivos se añadieron despacio por goteo 

en cada pocillo. 

 

4.8.3 Concentración inhibitoria (IC50) para el tratamiento con doxorrubicina 

Veinticuatro horas después de la transfección, se añadió doxorrubicina a las células. La 

dosis utilizada para cada tipo de célula se estableció después de calcular la concentra-

ción inhibitoria del 50% de las células en cultivo o IC50, de acuerdo con el ensayo MTT. 

Para hacerlo, las células se cultivaron con diferentes concentraciones de doxorrubicina 

(en placas de 96 pocillos) y a las 24 horas se cuantificó la absorbancia a 570 nm y se 

estimó la IC50. Las IC50, dosis finales de fármaco utilizadas se muestran en la Tabla 10. 

La doxorrubicina se diluyó en el medio apropiado para cada línea celular. 

 

Tabla 10. Concentración de doxorrubicina usada para el tratamiento de cada línea celular. 

Línea celular  Concentración de  

Doxorrubicina (IC50) 

HCC1954 1,96 µM 

Skbr3 1,04 µM 

MDA-MB-435 2,1 µM  

 

Antes del tratamiento con doxorrubicina, se retiró el medio de cultivo de cada pocillo y 

las células se lavaron una vez con PBS 1x. Después, se añadió doxorrubicina en la 

mitad de los pocillos, a la concentración específica, en 500 µl de medio de cultivo por 

pocillo en placas de 24 pocillos; y en 92 µl de medio por pocillo, en placas de 96 pocillos. 

En los demás pocillos, se añadió el mismo volumen de medio sin doxorrubicina. 

 

4.8.4 Ensayo de MTT 

El MTT es un compuesto perteneciente a las sales de tetrazolio. Se utiliza en un ensayo 

colorimétrico que mide cambios en la viabilidad celular. Este ensayo se usó para deter-

minar la IC50 de la Doxorrubicina y evaluar si hubo cambios en la viabilidad celular en 

las tres líneas celulares en las diferentes condiciones estudiadas.  
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Esta técnica se basa en el cambio de color que sufre la sal amarilla de tetrazolio 

(bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazolil-2) -2,5-difeniltetrazolio) al transformarse en cristal púr-

pura de formazán. El cambio de color lo induce la enzima succinato deshidrogenasa 

ubicada en las mitocondrias. La intensidad del color se lee en un lector de microplacas, 

midiendo la densidad óptica a 570 nm y a 630 nm para evaluar el fondo de la señal. 

Para realizar el estudio, las células se sembraron en placas de 96 pocillos. Vein-

ticuatro horas después, las células se transfectaron, y al día siguiente se trataron con 

doxorrubicina a la concentración específica. Después de 24 horas, se retiró el medio de 

cultivo y se añadieron a cada pocillo 100 µl de medio fresco y 10 µl de reactivo MTT 

(Biotum® MTT).  

La mezcla se incubó durante 4 horas a 37 ° C y 5% de CO2. A continuación, se 

añadieron 200 µL de DMSO para disolver los cristales de formazán. El cambio de color 

se leyó en el lector de microplacas a las longitudes de onda indicadas. 

Los datos fueron analizados por el índice de estimulación (IE) que es la relación 

entre la viabilidad en cada condición y la viabilidad basal. 

 

 

 

 

4.8.5 Ensayo de senescencia 

La evaluación de senescencia se realizó utilizando el kit Senescence cells Histochemical 

Staining kit (Sigma®). realizarla técnica se fundamenta en una tinción histoquímica en 

función de la actividad de la enzima β-galactosidasa a pH = 6. Las células senescentes 

se ven en color azul con este método porque en ellas aumenta la expresión de la enzima 

β-galactosidasa (Dimri, 1995). 

El procedimiento experimental fue el siguiente: se eliminó el medio de cultivo y 

las células se lavaron dos veces con PBS1x. Se añadieron 300 µl de la solución de 

fijación y la placa se incubó durante 6 minutos a temperatura ambiente. Las células se 

lavaron tres veces con PBS1x y, se añadieron 200 µL de la solución de tinción, que 

contiene el X-gal, este es el sustrato de la β-galactosidasa, que después de ser proce-

sado, genera un precipitado de color azul). La placa se incubó a 37 ° C, sin CO2 (para 

IE= D.O de las células transfectadas y tratadas 

D.O células condiciones basales 



mantener el pH = 6), durante toda la noche. Después, se tomaron fotos en un microsco-

pio óptico invertido y las imágenes se analizaron con el software libre ImageJ Java 

image processing software. 

 

4.8.6 Análisis del ciclo celular  

Este ensayo se basa en la unión del yoduro de propidio al DNA y su detección por cito-

metría de flujo. Para evitar reacciones cruzadas con el RNA, se realiza un tratamiento 

con RNAasa antes de analizar las células mediante el citómetro. El yoduro de propidio 

es un agente intercalante; por tanto, cuanto mayor sea el contenido en DNA, mayor será 

la emisión de yoduro de propidio. Así, en la fase G1, hay la mitad de la señal de emisión 

que en la fase G2/M porque hay la mitad de DNA. 

 

El procedimiento experimental fue el siguiente: se aspiró el medio de cultivo y las 

células se lavaron dos veces con PBS 1x. Luego, las células se despegaron con 250 µL 

de TripLETM Express, utilizando el protocolo ya descrito anteriormente. Las células se 

colocaron en un tubo de 14 mL (Falcon) y se centrifugaron a 1200 rpm, durante 5 minu-

tos a 4 ° C. A continuación, se aspiró el medio de cultivo y se añadió 1 mL de etanol frío 

al 70%, gota a gota, para fijar las células. Para hacer una suspensión de células indivi-

duales, las células se pasaron a través de un filtro de células que cubre los tubos del 

citómetro de flujo (CorningTM, FalconTM). Las células fijadas se incubaron durante al 

menos 1 hora, a 4 ° C. Más tarde, se resuspendieron en una solución con 10 µg/mL de 

yoduro de propidio y 10 µg/mL de RNasa en una dilución 1:20. Las células se incubaron 

durante 30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se analizaron por el citómetro 

de flujo, AcuriTM C6. Las células se analizaron enfrentando el grado de la dispersión 

lateral (side-scatter) frente al canal FL-2 (para detectar el color rojo emitido por el yoduro 

de propidio, cuya longitud de onda de excitación/emisión fluorescente es de 535/619 

nm, respectivamente). Los resultados se analizaron con el programa de análisis de ci-

tometría FlowJo. 

 

4.8.7 Detección de la apoptosis 

Las células apoptóticas se caracterizan por el cambio de exposición de la fosfatidilserina 

(PS) de la superficie interna a la externa de la membrana celular. Ese evento ocurre en 
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la fase apoptótica temprana y puede detectarse debido al tropismo de la proteína anti-

coagulante vascular humana, anexina V, por la PS. La anexina V tiene una alta afinidad 

solo por el PS y no por otros esfingolípidos de membrana plasmática. 

Para el ensayo apoptótico, se usó anexina V conjugada, con la molécula fluores-

cente FITC (Immunostep) (anexina V-FITC, de aquí en adelante). El procedimiento fue 

el siguiente: las células se transfectarton como se describío anteriormente (ver apartado 

4.8.2 Transfección), se trataron con o sin doxorrubicina a las dosis específicas (Tabla 

10) en placas de 24 pocillos. Después, las células se despegaron con TriPLE y se vol-

vieron a suspender con 100 µl del tampón de unión específico del kit de ensayo de 

anexina V. Luego, las células se pasaron a través de un tapón con filtro celular que 

cubre el tubo para el análisis de citometría de flujo. Después, se añadieron 5 µl de 

anexina V-FITC en cada tubo. Las células se incubaron a temperatura ambiente durante 

15 minutos. Se añadieron otros 100µ l de tampón de unión de anexina V, y las células 

se analizaron por citometría de flujo. 

 

5. Análisis de resultados 

5.1 Análisis de las variables 

Las variables estudiadas no siguieron una distribución normal. Por lo tanto, para com-

parar el valor promedio de diferentes condiciones, utilizamos la prueba U de Mann-Whit-

ney para comparar dos muestras, y la prueba de Kruskal-Wallis para comparar más de 

dos muestras. Realizamos la prueba de Wilcoxon por pares como prueba post hoc para 

identificar los grupos con diferencias estadísticamente significativas. Los valores de P 

<0.05 se consideraron significativos, y los valores de P entre ≤ 0.09 y ≥ 0.05 se consi-

deraron como tendencia estadística. Para comparar proporciones, llevamos a cabo el 

análisis de contingencia y utilizamos la prueba de chi-cuadrado. Ambos, el software 

GraphPad Prism5 y JMP12 se utilizaron en este estudio. 

 

5.2 Análisis de Ligamiento genético 

Durante la meiosis I los cromosomas se condensan y forman pares. En etapa del pro-

ceso se produce el entrecruzamiento y la recombinación genética, que permite el inter-



cambio de partes del ADN dando lugar a un nuevo material genético. El ligamiento ge-

nético está relacionado con la cosegregación de fragmentos genómicos, en un mismo 

cromosoma. que ocurre durante la generación de los gametos en la meiosis.  

La frecuencia de recombinación, o tasa de recombinación, r, entre dos loci es la proba-

bilidad de que ocurra un evento de recombinación durante la meiosis y mide qué tan 

cerca están vinculados dos loci. r = 0 si dos loci están completamente unidos y no se 

observarían recombinantes durante la meiosis; mientras que r = ½ si los loci están des-

vinculados y se observaría aproximadamente el mismo número de recombinantes y no 

recombinantes durante la meiosis (Zou, 2009).   

Para enfermedades y rasgos cuantitativos con determinaciones genéticas y ambientales 

complejas, con el uso de herramientas analíticas, análisis de ligamiento fructíferos y 

mapeo de locus de rasgos cuantitativos (QTL) en humanos generalmente se puede lo-

calizar un locus de susceptibilidad a enfermedades o un QTL a una región genómica de 

~ 30 cM. Entre todos los métodos disponibles para el mapeo de QTL único, el análisis 

de marcador único es el más simple, transmite la idea clave de cómo la diferencia feno-

típica en un QTL está relacionada con los marcadores genéticos, la base del mapeo de 

QTL (Den, 2000). 

En nuestro estudio para el análisis de ligamiento genético e identificar regiones genómi-

cas de rasgo cuantitativo (QTL) asociadas con la variabilidad en el fenotipo de interés, 

y que podrían estar participando en la determinación de éste se utilizó la información de 

los marcadores de genotipado de los ratones de las cohortes backcross. 

Se establece que la distancia genética entre marcadores (d) está dada de acuerdo con 

el número de eventos de recombinación que suceden entre éstos, y su expresión es en 

centimorgans (cM). Por lo anto, en el presente documento, se realizó la revisión de los 

datos genéticos según la distancia genética estimada en base a las frecuencias de re-

combinación entre marcadores observadas en las cohortes backcross con la distancia 

genética correspondiente a las posiciones anotadas para los marcadores en las bases 

de datos de referencia (Mouse Genome Informatics) (Cox, 2009). 

Con el propósito de dar un valor o puntaje a la significancia estadística del ligamiento de 

los QTL detectados se utilizó el LOD score, que se define como el logaritmo en base 10 

de la Odd Ratio (o razón de riesgo); la cual es el cociente entre las probabilidades de 

que los datos observados se hubieran generado bajo la hipótesis de que un locus esté 

ligado a un rasgo fenotípico, y bajo la hipótesis de que no lo esté. Un LOD score igual a 

3 significa que el dato observado es 1000 veces más probable bajo la hipótesis de liga-

miento que bajo la hipótesis de independencia. Se utilizaron los criterios establecidos 
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por Lander y Kruglyak  para considerar el nivel de significación de la asociación obser-

vada entre un QTL y el fenotipo de interés.   Para conocer el nivel de significancia de la 

asociación observada entre un QTL y el fenotipo de interés se tuvieron en cuenta que 

los que valores de LOD score superiores a 1.5 indicando la presencia sugestiva de liga-

miento, mientras que valores superiores a 3.3 indicaron que el ligamiento detectado fue 

estadísticamente significativo. (Lander y Kruglyak, 1995). 
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CONCLUSIONES 

  



Conclusiones  

 

Primera  

Los niveles de expression de algunos miRNAs mostraron relación con la susceptibilidad, 

los patofenotipos, así como proteínas de señalización y composición celular del tumor 

en la cohorte de ratones que desarollaron cancer de mama y que estuvieron en ausencia 

de tratamiento. 

 

Segunda 

En la cohorte de ratones que recibió el alotransplante se identificaron miRNAs intratu-

morales, que mostraron estar relacionados en la evoluación y respuesta al tratamiento 

con docetaxel y doxorrubicina. 

 

Tercera  

Se determinó que en la respuesta al tratamiento con docetaxel y doxorrubicina influye 

el fondo genético. En la cohorte analizada caracterizada por lla hererogeneidad genética 

se establecieron redes de interacción entre proteínas, células y miRNAs que inflyen en 

la evolución de la enfermedad y pro ende en la respesta al tratamiento. 

 

Cuarta  

Se identificaron los efectos del aumento y la disminución de la expresión de un miRNA 

en la viabilidad celular, apóptosis y alteraciones del ciclo celular, así como de la res-

puesta a antraciclinas en líneas celulares de cáncer de mama. 
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