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1. LA MAMA ESTRUCTURA MACROSCÓPICA Y MICROSCÓPICA 
 

1.1 ANATOMÍA DE LA MAMA 
 

La mama es un órgano que presenta grandes variaciones según la etnia 

y el individuo. Requiere de un período más prolongado que cualquier otro 

órgano para completar su desarrollo orgánico y maduración funcional, la cual 

se consigue en el momento de la lactancia. En el varón la glándula mamaria, 

carente de los estímulos biológicos, se transforma en un órgano rudimentario. 

En la mujer sufre diferentes modificaciones durante los diferentes períodos de 

la vida: nacimiento, pubertad, madurez, embarazo, lactancia y menopausia. Las 

mamas están situadas en el tórax en la región pectoral o mamaria, son órganos 

pares y se hallan entre la piel y la cara anterior del músculo pectoral mayor, 

apoyándose en su mayor parte, sobre éste y, en una pequeña zona de su 

porción externa, en el músculo serrato mayor (Ruiz, 1993; Russo y Russo, 

2000).  

 

La mama completamente desarrollada de una adulta joven, tiene forma 

de un segmento de esfera, con su parte plana adaptada a la pared torácica a 

ambos lados de la región esternal; ocupando, en sentido longitudinal, desde la 

segunda a la sexta costilla y lateralmente hasta la línea axilar media, estando 

separadas entre sí mediante un surco. La zona más prominente de la mama 

está constituida por la areola y el pezón. El pezón es una prominencia de 

aspecto papilar o cilíndrico, de superficie rugosa y con pequeñas depresiones 

en su vértice que constituyen la desembocadura de los conductos galactóforos. 

La areola, en cuyo centro se encuentra el pezón, está recubierta por una piel 

fina y pigmentada de forma anular de tres a cinco centímetros de diámetro y a 

su alrededor asientan glándulas sebáceas, sudoríparas y alguna mamaria 

rudimentaria (Ruiz, 1993; Lester et al., 1999; Fernández et al., 2000). 

 

La forma global de la mama, su volumen, dimensión y el aspecto del 

pezón y areola pueden variar sensiblemente de acuerdo a factores genéticos, 

estado nutricional y funcional o patológico (García, 2002). 
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1.2. HISTOLOGÍA DE LA MAMA 
 

La mama no es más que una glándula sudorípara cutánea modificada. 

Esta glándula exocrina compuesta tubuloalveolar, tiene la función especializada 

de nutrir al recién nacido. Al corte y de dentro hacia fuera, está formada por 

tres componentes: el tejido glandular o glándula mamaria propiamente dicha, 

un revestimiento de tejido conjuntivo adiposo y la envoltura cutánea. 

 

 Aunque suele considerarse cada mama como una glándula secretoria 

única, en realidad, la mama adulta está constituida por 15 a 25 lóbulos que no 

son macroscópicamente identificables, separados unos de otros por tejido 

conjuntivo y adiposo, y cada uno de los cuales forma una unidad autónoma 

llamada lóbulo mamario. Cada uno de estos lóbulos está formado por un 

sistema de lobulillos y ductos que abocan su secreción al pezón por un mismo 

conducto colector. Los conductos mamarios reciben nombres diferentes en sus 

distintas partes, reconociéndose así, desde el pezón y en sentido distal para 

cada lóbulo, el conducto colector, el seno galactóforo, el conducto galactóforo, 

los ductos mayores y las unidades terminales ductales, que constituyen los 

lobulillos mamarios. Este sistema ductal constituye la unidad funcional de la 

mama, pero la mayor parte de la masa mamaria está constituida por el tejido 

fibroadiposo acompañante (Romrell, 2000; Marquez y Ordi, 2003). 

 

Los lobulillos están separados unos de otros por un tejido conjuntivo 

laxo, rico en células y vasos, y pobre en células adiposas, mientras que cada 

lóbulo está separado de los otros por tejido conectivo denso que posee gran 

cantidad de células adiposas. El panículo adiposo subcutáneo se adelgaza 

gradualmente desde la periferia hasta la areola. 

 

La piel que recubre la superficie de la mama, salvo en la zona areolar y 

en el pezón, no presenta característica particular alguna. Está formada por 

tejido cutáneo con su epidermis, epitelio plano poliestratificado queratinizado y 

la dermis (papilar y reticular), que descansan sobre un tejido conjuntivo denso e 

irregular con vasos y nervios. A nivel de la areola, la piel es más delgada, 

pigmentada y descansa sobre un sustrato de fibrocélulas musculares lisas en 
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disposición circular y radial llamado músculo areolar de Sappey. La contracción 

de este músculo produce la erección del pezón y favorece el vaciamiento de los 

senos lactíferos durante la lactancia. A nivel del pezón la piel también es muy 

delgada con numerosas papilas, no tiene folículos pilosos ni glándulas 

sudoríparas, sólo sebáceas. Las fibras musculares son radiales y constituyen el 

músculo papilar (García, 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIG.1. CORTE DE LA MAMA Y PARED TORÁCICA 
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y Ordi, 2003). Sin embargo, ninguna hormona, sola o combinada, garantiza el 

crecimiento y desarrollo óptimo de las mamas. La diferenciación completa de la 
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glándula también requiere insulina, cortisol, tiroxina, y hormona de crecimiento. 

Los factores de crecimiento ubicuos también intervienen aunque sus 

mecanismos de acción moleculares se desconocen (Speroff et al.,2000). 

 

En la mayoría de las niñas, donde el sistema ductal está mínimamente 

ramificado antes de la pubertad, la primera respuesta al incremento de los 

niveles de estrógenos, es un aumento de tamaño y pigmentación de la areola, 

y la formación de una masa de tejido mamario justo por debajo de ella. Esto es 

debido al crecimiento y ramificación del sistema ductal y lobulillar con 

proliferación del estroma periductal. 

 

Durante la pubertad tiene lugar un crecimiento alométrico mediado por la 

prolactina y parcialmente por la hormona del crecimiento (GH), hormona 

adrenocorticotropa (ACTH) y hormona estimulante del tiroides (TSH). El 

desarrollo de las yemas mamarias se relaciona con el aumento de estrógenos y 

del factor semejante a la insulina tipo I (IGF-I). Los estrógenos también 

estimulan la proliferación del epitelio ductal, células mioepiteliales y células del 

estroma. La progesterona junto a los estrógenos inicia la formación de los 

componentes secretores acinares en la porción más distal de los ductos. Con la 

menarquia, el incremento cíclico de estrógenos y progesterona produce un 

desarrollo ductal adicional con la formación definitiva de los lóbulos. Ambas 

hormonas estimulan la proliferación del tejido conectivo que reemplaza al tejido 

adiposo. Los esteroides ováricos también estimulan la proliferación del tejido 

adiposo, produciendo el aumento proporcional y la pigmentación de la areola y 

el pezón (Rosenbloom, 2000; Larrad, 2002). 

 

La diferenciación mamaria completa es un proceso gradual que tarda 

muchos años y se puede asumir que en las mujeres que nunca tienen un 

embarazo nunca llegan a completarla (Russo y Russo, 2000). 

 

Durante la edad reproductiva, la mama presenta cambios muy notables 

entre su estructura en reposo y su estructura durante los períodos de gestación 

y de lactancia. La mama se considera un efector que responde a las influencias 

cambiantes del ciclo menstrual y a la involución relacionada con el climaterio. 
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1.3. MODIFICACIONES EN EL CICLO MENSTRUAL 
 
 Se han descrito en la mama en reposo una serie de cambios 

morfológicos cíclicos, que seguirían los cambios hormonales del ciclo 

menstrual. Durante el ciclo menstrual la mama aumenta de volumen durante la 

fase lútea y, en el período premenstrual tiene lugar un aumento de densidad, 

nodularidad y sensibilidad (Larrad, 2002). Las diferencias cíclicas más obvias 

son la existencia en la fase proliferativa de actividad mitótica en las células 

epiteliales, con luces colapsadas en los ductos y un estroma más denso, 

mientras que en la fase postovulatoria se observa un estroma edematoso, 

luces glandulares abiertas y con secreción, ausencia de actividad mitótica y 

vacuolización de las células mioepiteliales (Marquez y Ordi, 2003). Este efecto 

de edematización es mediado en parte por el progresivo incremento de los 

estrógenos. 

 

1.4. MODIFICACIONES DURANTE EL EMBARAZO Y LA LACTANCIA 
 
 Durante el embarazo, la mama expuesta a una serie de influjos 

hormonales, sufre un dramático incremento de tamaño, caracterizado por una 

marcada ramificación de los ductos y diferenciación de las yemas terminales 

para formar los alvéolos que se agrupan constituyendo los lóbulos. Se produce, 

además, un cúmulo progresivo de material de secreción, que comienza en el 

segundo trimestre de la gestación, y una atenuación de la capa de células 

mioepiteliales. Hacia el final del embarazo se aprecian vacuolas secretoras en 

las células epiteliales y, aunque dentro de los conductos puede obsevarse 

material secretor, la lactación no se produce hasta después del parto (entre el 

segundo y el quinto día). 

 

 La mama lactante presenta una marcada prominencia de los cambios 

gestacionales (distensión de los acinos, atenuación de la capa de células 

mioepiteliales), junto con la presencia de vacuolización de las células epiteliales 

y secreción luminal. Los cambios lactacionales inician su regresión siete a diez 

días tras finalizar la estimulación del pezón, pero la mama no vuelve a adoptar 

por completo sus características de reposo hasta que no han transcurrido tres o 
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cuatro meses (Lester et al., 1999; Marquez y Ordi, 2003). Este proceso de 

mamogénesis es dependiente de una serie de interacciones hormonales, 

(Larrad, 2002; Lombardía y Fernández, 2002; Santonja y Sanz, 2003) entre las 

que destacamos: 

 

- Lactógeno placentario o prolactina, que además de estimular el 

crecimiento y la maduración de los acinos a alvéolos, promueve 

la síntesis de las proteínas de la leche, la lactosa y el 

metabolismo lipídico.  

- Estrógenos, cuyo papel en este proceso parece secundario, 

estimulando la proliferación de conductos, e induciendo la 

aparición de receptores de progesterona y prolactina . 

- Progesterona, que aunque estimula el desarrollo lobuloalveolar 

parece también antagonizar los efectos terminales inducidos 

por la prolactina, ya que los niveles elevados de progesterona 

producen un bloqueo selectivo de la síntesis de lactosa y de la 

de proteínas. 

- Cortisol, que potencia la acción de la prolactina en la 

diferenciación mamaria. 

- Insulina, hormona del crecimiento, glucocorticoides 

suprarrenales, que permiten la acumulación de colágena tipo 

IV, y se requieren para contar con los aminoácidos, ácidos 

grasos, glucosa y calcio necesarios para la producción de 

leche.  

 

1.5. INVOLUCIÓN POSTMENOPÁUSICA 
 
 Tras la menopausia, la mama inicia un proceso de involución de sus 

elementos parenquimatosos, originado por la disminución de la secreción 

ovárica de estrógenos y progesterona, con disminución del número de acinos y 

atrofia y atenuación de las células epiteliales, engrosamiento de la membrana 

basal y transformación del estroma periductal en un tejido colágeno denso 

(Larrad, 2002; Marquez y Ordi, 2003). La regresión postmenopáusica es un 
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proceso gobernado por un aumento de la apoptosis, al igual que ocurre durante 

las fases del ciclo menstrual y la involución postlactacional. 

 

2. CÁNCER DE MAMA 
 

Habitualmente se utiliza de forma indistinta los términos cáncer, 

neoplasia y tumor. La enfermedad que denominamos cáncer se define por 4 

características que describen la forma en que las células cancerosas actúan de 

modo distinto a las células normales de las que proceden:  

 

1º) Clonalidad: el cáncer se origina de una única célula progenitora que 

prolifera y da lugar a un clon de células malignas. 

 

2º) Autonomía: el crecimiento no es regulado de forma adecuada por las 

influencias bioquímicas y físicas normales del ambiente. 

 

3º) Anaplasia: existe una ausencia de diferenciación celular normal y 

coordinada. 

 

4º) Metástasis:las células cancerosas tienen la capacidad de crecer y 

diseminarse a otras partes del cuerpo. 

 

Estas propiedades pueden ser expresadas por las células normales no 

malignas durante épocas adecuadas, por ejemplo durante la embriogénesis, no 

obstante en las células cancerosas, estas características tienen un grado 

inapropiado o excesivo. Los tumores benignos son clonales y tienen un cierto 

grado de autonomía, pero permanecen diferenciados y no metastatizan. El 

proceso mediante el que una célula normal se convierte en una célula maligna 

que presenta estas características se denomina transformación maligna 

(Isselbacher et al., 1994). 

 

 El cáncer ha sido definido como un crecimiento neoplásico que tiene la 

capacidad de invadir los tejidos circundantes y diseminarse por la corriente 
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sanguínea y/o linfática. Los tumores pueden originarse en cualquier célula del 

organismo, pero es raro observar tumores a partir de células cuyo índice 

mitótico es bajo o nulo. Algunos proceden de una única estirpe celular, pero, el 

pleiomorfismo y la variabilidad son las propiedades más comunes a las células 

cancerosas. 

 

 El cáncer de mama es una neoplasia, que se presenta con mayor 

frecuencia en los tumores de estirpe epitelial (en el epitelio ductal en un 70-

80% de los casos y en el lobulillar en un 5-10%), aunque cualquiera de los 

tejidos que componen la mama puede albergar un cáncer. En la actualidad se 

emplean de forma generalizada los términos cáncer y carcinoma aplicados a 

los tumores epiteliales malignos (Ruiz, 1993). 

 

 Desde el punto de vista biológico el cáncer de mama es una enfermedad 

altamente heterogénea lo cual a su vez se correlaciona con las distintas formas 

histopatológicas, los diversos grados de velocidad de crecimiento, las 

variaciones en la capacidad de dar metástasis, las distintas respuestas a 

terapias hormonales, etc. Todas estas variaciones son un reflejo (fenotipo) de 

las diversas modificaciones a nivel genómico que han ocurrido durante el 

proceso de transformación tumoral: alteraciones recesivas de antioncogenes o 

genes supresores de tumores, con pérdida de sus funciones inhibidoras, y 

alteraciones dominantes en oncogenes, que habitualmente tienen como 

resultado una ganancia de sus funciones estimuladoras, (Ciocca y Gago, 

2000). 

 

2.1. INCIDENCIA Y PREVALENCIA 
 
 El cáncer de mama es la neoplasia diagnosticada con mayor frecuencia 

en la mujer y la segunda causa de muerte por cáncer. Es más frecuente en 

Estados Unidos, Canadá y países de Europa septentrional; se observa con 

menos frecuencia en Asia, América Latina y África. Dentro de cada país las 

zonas urbanas tienen mayor incidencia y mortalidad por cáncer de mama que 

las zonas rurales, lo que iría a favor de que los factores ambientales 
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desempeñan un papel importante en la génesis de esta enfermedad (Aguilar y 

Barrón, 1998). 

 

 La incidencia de la enfermedad se ha incrementado de forma importante 

en las últimas décadas, de manera que el riesgo de desarrollar cáncer de 

mama a lo largo de la vida es de un 12,2% (una de cada ocho mujeres). La 

mayor incidencia de enfermedad la presentan las mujeres de raza blanca, y es 

menos frecuente entre las mujeres de raza negra, y menor aún entre las de 

origen asiático (Zamora et al., 2001). Por otro lado, las tasas de mortalidad por 

esta neoplasia ajustadas a la edad se han mantenido constantes. El riesgo de 

muerte por cáncer de mama a lo largo de la vida es de un 3,6% (una de cada 

282 mujeres) (Falcón y Falcón,2002). 

 

 En las mujeres españolas, la tasa de incidencia del cáncer de mama en 

1990 fue de 46,2 casos por 100.000 /habitantes /año, con una tasa de 17,2 

muertes, siendo el tumor que más mortalidad tiene entre el sexo femenino. En 

el resto de los países occidentales las cifras son aún más elevadas (Zamora et 

al., 2001). En Estados Unidos en el año 2000 el cáncer de mama supuso el 

15% de las muertes por cáncer entre las mujeres. 

 

 Los diversos registros poblacionales existentes en España indican una 

amplia variabilidad en la incidencia de cáncer de mama en el período 1988-

1992, siendo la más alta la de Navarra (61,7) y la más baja, la de Granada 

(37,4), mientras que en el período 1994-1995 la tasa más alta correspondía a 

Girona (Xercavins et al., 2003). La tendencia de la incidencia es al aumento 

leve pero progresivo en la mayoría de países, con un incremento mayor en 

aquellas poblaciones que tenían previamente las tasas más bajas. 

 

La frecuencia de cáncer de mama aumenta con la edad hasta la 

menopausia y posteriormente continúa elevándose pero a menor velocidad 

(Guinee, 2000; Zamora et al., 2001; Falcón y Falcón, 2002; Xercavins et al., 

2003). Casi el 77% del total ocurre en mujeres de más de 50 años; sólo el 6,5% 

del total ocurre en menores de 40 años y el 15%, en menores de 50. El riesgo 

de una mujer de 70 años es casi 16 veces mayor que el de una de 40. Sin 
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embargo, después de la menopausia y aunque la tasa de incidencia continúa 

aumentando, el aumento es menos dramático que antes de la menopausia 

(Speroff et al.,2000). En la Unión Europea la mortalidad por cáncer de mama 

disminuyó un 7% entre 1988 y 1996. Esto podría explicarse por los grandes 

avances en el diagnóstico y tratamiento en mujeres menores de 70 años, así 

como por una posible mejoría en la supervivencia tras el cribaje del cáncer de 

mama. La supervivencia depende fundamentalmente de la diseminación 

tumoral (Aguilar y Barrón, 1998). En todos los países de Europa Occidental, la 

mortalidad por cáncer de mama entre los 20-49 años ha disminuido. En los 

países de Europa del Este el patrón es contradictorio, y son los países que 

presentan, por otra parte, los porcentajes más bajos de cáncer de mama. Del 

mismo modo, en el grupo de 50-69 años la mayoría de países de Europa 

occidental, muestran una caída de la mortalidad, con un promedio del 8,6% en 

la Unión Europea. En Europa del Este los valores son estables o ascendentes. 

A la edad de 70-79 años, la disminución global en la Unión Europea fue del 4% 

(Xercavins et al., 2003). 

 

En los últimos diez años se ha comenzado a apreciar una reducción 

importante de las tasas de muerte por esta enfermedad. Las razones para esta 

disminución no están completamente claras, pero se sospecha que varios 

factores han podido contribuir: la generalización de las campañas de detección 

precoz, los mejores tratamientos loco-regionales, los tratamientos 

quimioterápicos adyuvantes y, por último, el uso generalizado del tamoxifeno. 

 

2.2. ETIOLOGÍA Y FACTORES DE RIESGO 
 

Los estudios actuales acerca de la carcinogénesis han alcanzado una 

serie de puntos clave relacionando los factores causantes de las neoplasias 

con las modificaciones que aparecen a nivel genético. Entre estos factores, se 

pueden citar: los virus, las radiaciones ionizantes, la contaminación ambiental y 

el envejecimiento de la población. Se desconoce cuál es el primer paso en el 

desarrollo tumoral y si la evolución es escalonada desde la hiperplasia atípica 

al carcinoma in situ y posteriormente hasta la invasión a distancia. 

 



Inés Isabel Suárez Vergara  Introducción 

 11

 En general se cree que el inicio del cáncer de mama es el resultado de 

la proliferación celular incontrolada y/o apoptosis aberrantes, como 

consecuencia de la acumulación de lesiones genéticas que dan lugar a 

alteraciones que activan los protooncogenes e inactivan los genes supresores 

de los tumores. Las alteraciones genéticas, a su vez, pueden ser heredadas 

como mutaciones de la línea germinal o como mutaciones somáticas 

adquiridas. Estas últimas podrían ocurrir como resultado de la exposición a 

carcinógenos ambientales, ya sean físicos (ej. Radiaciones ionizantes 

excesivas), químicos (ej. hidrocarbonos policíclicos, nitrosoureas) y/o biológicos 

(ej. virus) (Martínez, 1995 ; Russo y Russo, 2000). 

 

El factor hormonal, representado fundamentalmente por el estímulo 

estrogénico, desempeña un importante papel en la génesis del cáncer de 

mama. Los estrógenos actúan como promotores o inductores del crecimiento 

del cáncer de mama sólo cuando la transformación maligna ya se ha iniciado 

(González, 2000). 

 

 El devenir de una célula normal a tumoral transcurre por mecanismos no 

conocidos, pero que parece estar relacionado con dos procesos opuestos: 

desdiferenciación y envejecimiento (Iglesias y Veiras, 2000). No hay un patrón 

definido en los cambios bioquímicos que acompañan a una manifestación 

tumoral, pero se puede realizar una enumeración de los mismos: 

 

  1º) Aumento del catabolismo glucídico. 

  2º) Modificación del metabolismo lipídico. 

  3º) Aparición de vías metabólicas no usuales. 

  4º) Modificación del metabolismo proteico: 

- Aumento de la síntesis de ácidos nucléicos. 

- Aparición de las isoenzimas fetales. 

- Desarrollo de antígenos tumorales. 

 

 Existen una serie de factores que pueden aumentar o disminuir el riesgo 

de cáncer de mama, aunque un factor de riesgo no es suficiente para que 
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aparezca este tumor ni es equivalente a un factor causal. Es claro que la 

etiología es desconocida. 

 

 El 80% de los cánceres de mama no tienen riesgo explicado, aunque 

aparentemente el cáncer de mama depende de una conjunción de ellos. 

 

 Dos grandes grupos de factores de riesgo íntimamente relacionados se 

consideran los más importantes. Por un lado están los factores hormonales y 

por otro se encuentran los factores ambientales entre los que se incluyen 

aspectos como la dieta, xenoestrógenos, los hábitos tóxicos etc, que van a 

influir en el riesgo de padecer cáncer de mama a través de las modificaciones 

que ejercen en el perfil hormonal. Otro factor importante aunque poco 

significativo desde el punto de vista estrictamente numérico, es el factor 

genético y familiar, ya que nos puede ayudar a comprender algunos 

mecanismos del desarrollo tumoral. También se pueden considerar factores de 

riesgo la patología mamaria benigna y los antecedentes personales de 

cáncer. 

 

2.2.1. Factores Hormonales 
 

 La edad y el sexo son los factores de riesgo más importantes, ya que el 

riesgo de cáncer de mama aumenta conforme va aumentando la edad, y el 

99% de los cánceres de mama aparecen en mujeres (Zamora et al., 2001). 

 

 La menarquia precoz y la menopausia tardía son factores de riesgo en la 

mujer al existir una actividad ovárica más prolongada en estas mujeres. La 

menopausia precoz tiene un fuerte efecto protector del cáncer de mama, 

mientras que el riesgo aumenta un 50% si la menopausia ocurre después de 

los 55 años (Aguilar y Barrón, 1998). 

 

 Las mujeres nulíparas tienen un mayor riesgo que las que han tenido 

hijos aunque parece desaparecer después de los 45 años.  
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 En un embarazo a término, la diferenciación que experimenta el tejido 

mamario como consecuencia de los múltiples cambios hormonales, confiere a 

estas células diferenciadas una mayor resistencia a la transformación maligna, 

mientras que en un embarazo incompleto, la mama sólo se expone a los 

niveles elevados de estrógenos del principio de la gestación, lo que puede ser 

responsable del mayor riesgo observado en estas mujeres (Guinee, 2000). 

 

 Algunos autores consideran que si la lactancia materna es prolongada 

se reduce el riesgo de cáncer de mama en la mujer premenopáusica aunque 

en la actualidad los estudios sobre lactancia materna ofrecen resultados 

contradictorios (Xercavins et al., 2003). 

 

 El establecimiento de ciclos ovulatorios regulares presenta una fuerte 

asociación con el riesgo de aparición de cáncer de mama, mientras que ciclos 

menstruales menores de 26 días o mayores de 39 días disminuyen este riesgo 

(Winer et al., 2001). 

 

 El ejercicio físico se ha asociado con una disminución del riesgo de 

cáncer de mama ya que puede disminuir el número de ciclos ovulatorios. 

 

 En cuanto a la administración de hormonas exógenas en forma de 

tratamiento hormonal sustitutivo y de anticonceptivos orales el riesgo de cáncer 

de mama no se ha establecido, ya que los resultados son dispares y 

contradictorios. Se tiende a comparar el efecto cuantitativo de la terapia 

hormonal sustitutiva, con la prolongación de la edad de la menopausia, por lo 

que existiría un aumento de la mortalidad por cáncer de mama debido al uso de 

hormonas. Sin embargo, los estudios han indicado una disminución del riesgo 

en la mortalidad por cáncer de mama en mujeres postmenopáusicas usuarias 

de hormonas. Según Hulka et al. (1994), el uso de la estrogenoterapia 

sustitutiva postmenopáusica, puede producir un aumento leve en el riesgo de 

cáncer de mama que decae después de suspendido el consumo. El riesgo 

máximo se observa en las pacientes que utilizaron estrógenos durante más de 

quince años. También existen diversos informes que indican que las mujeres 

en las que se desarrolla un cáncer de mama mientras están recibiendo terapia 
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estrogénica sustitutiva parecen tener un mejor pronóstico que las mujeres que 

no han recibido estrógenos (Palacios, 2002). En cuanto a los anticonceptivos 

orales por sí mismos, quitando los factores de riesgo asociados (retraso del 

primer embarazo o no existencia del mismo, tipo de alimentación, etc), no 

parecen aumentar el riesgo relativo de cáncer de mama (Fernández y 

Lombardía, 2002). 

 

2.2.2. Factores Ambientales 
 
 Clásicamente se ha hablado de factores dietéticos como el consumo de 

grasa e ingesta de alcohol como factores de riesgo de esta enfermedad. El 

etanol parece aumentar el riesgo, probablemente por el aumento de los niveles 

de estradiol en la fase periovulatoria. Sin embargo en cuanto a la ingesta de 

grasa no hay estudios concluyentes, en la mayoría no parece haber asociación 

entre riesgo de cáncer de mama y el consumo de grasa en adultos, aunque no 

se descarta un efecto durante la infancia o la adolescencia y en la 

postmenopausia (Falcón y Falcón,2002). 

 

 El tabaco parece que sí aumenta el riesgo relativo e incluso algunos 

trabajos describen el aumento de la agresividad del tumor (Zamora et al., 

2001). 

 

 La exposición a radiaciones ionizantes es un factor de riesgo 

dependiendo de la dosis total y de la edad de exposición. 

 

 Los xenoestrógenos pueden actuar modificando la producción y el 

metabolismo de los estrógenos, por lo que pueden tener su papel en el 

aumento de cáncer de mama en las sociedades industrializadas (Xercavins et 

al., 2003). 

 

2.2.3. Factor Genético y familiar 
 

 Los factores hereditarios representan un 30% en los tumores 

diagnosticados antes de los 30 años, y entre un 5-10% del total de los cánceres 

de mama. Respecto al riesgo familiar se ha estimado en un 20-30% de los 



Inés Isabel Suárez Vergara  Introducción 

 15

casos (Lynch et al., 2000). Existen tres genes asociados a cáncer de mama: 

BRCA1, BRCA2 y BRCA3, así una única mutación en BRCA1 por ejemplo, 

aumenta el riesgo en las mujeres de desarrollar cáncer de mama, y también se 

sabe que cánceres de mama asociados a BRCA1, son tumores altamente 

proliferantes y de mayor grado (Dahiya y Deng, 1998). En algunos estudios 

morfológicos se ha sugerido que tumores BRCA1 difieren de tumores BRCA2 y 

de cáncer de mama esporádico (Osin y Lakhani, 1999). 

 

2.2.4. Enfermedad benigna de la mama 
 
 Las lesiones benignas no proliferativas, no se asocian a un mayor riesgo 

de cáncer de mama, sin embargo, las lesiones proliferativas sin atipias 

conllevan un pequeño riesgo (Guinee, 2000). 

 

2.2.5. Antecedentes personales de cáncer 
 

 Las pacientes tratadas por un tumor primario de mama tienen un riesgo 

de desarrollar un segundo cáncer de mama de 3 a 5 veces más alto que la 

población general al igual que si hay antecedentes de carcinoma de ovario, 

carcinoma endometrial o cáncer de colon (Winer et al., 2001). 

 

2.3. DIAGNÓSTICO  
 

 Por la historia natural del cáncer de mama, se sabe, que desde las 

lesiones precancerosas hasta su diseminación sistémica transcurren de diez a 

quince años como media, y que existe una fase preclínica en la que el tumor es 

detectable, la cual dura de uno a tres años. Es en esta fase en la que se 

practica fundamentalmente el diagnóstico precoz, el cual pone de manifiesto 

tumores localizados y muchas veces ocultos de menos de 1-2 cm, sin 

afectación ganglionar, lo cual disminuye significativamente la mortalidad en 

mujeres de 40 a 65 años (Román et al., 1998).  

 

 La principal posibilidad de alterar la evolución natural del cáncer de 

mama, es conseguir un diagnóstico temprano, en estadíos precoces, cuando el 
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pronóstico de curación es excelente. El correcto enfoque de una mujer con 

sospecha de padecer un cáncer de mama incluye la confirmación diagnóstica, 

la evaluación del estadío de la enfermedad y por último la decisión de una 

estrategia terapéutica. Las tres pruebas de cribado más importantes para la 

detección precoz del cáncer de mama son: la autoexploración mamaria, el 

exámen clínico y la mamografía (López y Rodríguez, 2002). La mamografía es 

el método de cribado más efectivo para la detección de lesiones no palpables y 

cánceres de mama mínimos, pero no es efectiva al 100% (Cristóbal y Quevedo, 

1998). 

 

 La ecografía es un método de diagnóstico complementario 

especialmente útil en el diagnóstico y estudio de las lesiones quísticas. La 

resonancia magnética es la más prometedora de las nuevas técnicas 

diagnósticas aplicadas al estudio de la mama ya que permite la estadificación 

de lesiones mal definidas mediante la mamografía o la ecografía, así como 

para la búsqueda de tumores ocultos en pacientes en las que se sospecha de 

cáncer de mama. Actualmente existen otras técnicas en estudio y desarrollo: 

interpretación mamográfica por ordenador, telemamografía, y mamografía 

digital donde se sustituye la placa radiográfica por una imagen digital que 

puede ser manipulada para aumentar así su sensibilidad (Zamora et al., 2001).  

 

 Una vez establecido el diagnóstico de sospecha por pruebas clínicas y/o 

de imagen se ha de confirmar dicho diagnóstico mediante citología y/o biopsia, 

y tras confirmar la naturaleza neoplásica de la lesión ha de realizarse un 

estudio de extensión para determinar si existe enfermedad a distancia, y en 

función del estadío de la enfermedad se decidirá la estrategia terapéutica 

adecuada en cada caso. 

 
 Existen dos formas de llevar a cabo el diagnóstico de la lesión mediante 

el estudio anatomopatológico de la muestra: una se realiza inmediatamente 

después de obtener la muestra, a fin de recabar información de utilidad para 

orientar al cirujano, y cuyo estudio sirve primordialmente para distinguir las 

lesiones benignas de las malignas; y la otra forma o forma diferida, se trata de 

un estudio extemporáneo, para permitir el estudio pausado, utilizando la fijación 



Inés Isabel Suárez Vergara  Introducción 

 17

adecuada de la muestra y procediendo al estudio microscópico, una vez 

obtenidos cortes histológicos permanentes (Grases, 2003). 

 

 La mayoría de los cánceres de mama son neoplasias epiteliales puras, 

es decir carcinomas, y se suelen originar en la unidad ducto-lobulillar terminal. 

Al proceder de una glándula, se denominan más adecuadamente 

adenocarcinomas. Existen otros tipos tumorales malignos que no son 

epiteliales puros como el tumor filoides maligno (mixto epitelial y mesenquimal), 

o son no epiteliales y muy poco frecuentes como: sarcomas, linfomas, tumores 

cutáneos, tumor de células granulares, y los tumores metastásicos en la mama. 

Siguiendo la clasificación histológica de la OMS (1981), de los tumores 

mamarios malignos, podemos dividir a los tumores epiteliales según la 

clasificación mostrada en la tabla:  

 

Ductal (CDIS) 

Proliferación epitelial que no sobrepasa el límite de la 
membrana basal, con mitosis más numerosas que en las 
hiperplasias atípicas, y donde es muy característico el 
solapamiento nuclear. Se han descrito cinco subtipos de 
CDIS: comedoniano, sólido, cribiforme, papilar, y 
micropapilar. 

In situ 

Lobulillar (CLIS) 
Proliferación epitelial de células pequeñas que no 
sobrepasan la membrana basal, y que van a rellenar ductos 
terminales y dúctulos, cuyo volumen suele ser mayor que el 
de los no afectados. 

Microinvasores Existe presencia de invasión focal por células mioepiteliales 
alrededor de las sospechosas. 

Ductal  

La invasión de los tejidos normales adyacentes es por 
células epiteliales propias de los conductos mamarios. La 
mayor parte de la masa tumoral no posee rasgos 
especiales, excepto tendencia variable a formar estructuras 
glanduloides y mostrar signos de secreción. Existen dos 
tipos de carcinomas ductales invasores: inespecíficos y 
especiales como el tubular, medular, mucinoso, 
metaplásico, epidermoide, papilar, apocrino, con células 
gigantes osteoclastoides y con diferenciación endocrina. 

Lobulillar Se suele diferenciar del ductal, tanto por las características 
de sus células, como por el patrón de invasión. 

Combinados ductal-lobulillar 

Invasores 

Inusuales 
Tienen una presentación clínica inusual, como el ductal 
invasor asociado con enfermedad de Paget mamaria, 
inflamatorio, oculto con metástasis ganglionar, en tejido 
mamario ectópico, o en la gestación y lactancia. 
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2.4 PRONÓSTICO 
 
 En el cáncer de mama no existe ningún marcador específico, por lo que 

se han estudiado un gran número de parámetros con el fin de establecer un 

pronóstico que pueda indicar una terapéutica eficaz y predecir la supervivencia. 

A pesar de las innumerables investigaciones en este sentido, actualmente no 

existe un consenso para caracterizar un perfil que determine un número 

determinado de parámetros con los que poder obtener una sensibilidad y 

especificidad óptimas para su uso clínico y que explique el curso de la 

enfermedad en todos los casos de cáncer de mama. El conocer el pronóstico 

de un tumor es muy complicado pero de suma utilidad para poder planificar el 

tratamiento y el seguimiento del paciente. En la actualidad, a fin de establecer 

un índice pronóstico efectivo, se necesita realizar y conjugar criterios clínicos, 

histopatológicos, biológicos, bioquímicos e inmunohistoquímicos del tumor. 

 

 Un factor pronóstico, se define, como una medida biológica o clínica que 

está asociada con supervivencia global o período libre de enfermedad en la 

ausencia de terapia adyuvante sistémica y que es capaz de proporcionar en el 

momento del diagnóstico información importante sobre el curso clínico del 

proceso. Un factor predictivo, es una medida asociada con respuesta o 

carencia de respuesta a una terapia particular permitiendo seleccionar a las 

pacientes para un adecuado tratamiento. Existen una serie de factores 

pronóstico analizados por diferentes autores, de los que obtienen similares 

conclusiones, y que podemos dividir en clínicopatológicos y moleculares.  

 

2.4.1. Factores pronóstico clínicopatológicos 
 

 Históricamente, el tamaño tumoral, junto con la afectación de los 

ganglios regionales y la presencia de metástasis, se consideraron como únicos 

determinantes del curso clínico del cáncer de mama.  

 

 - El tamaño tumoral, referido al máximo tamaño de los componentes 

invasivos medidos en secciones microscópicas, correlaciona con el número de 

nodos involucrados histopatológicamente pero tiene independiente significado 



Inés Isabel Suárez Vergara  Introducción 

 19

pronóstico. Así pacientes con nodos negativos y tamaño tumoral menor de 1 

cm, tienen un pronóstico favorable (Styblo y Wood, 2000; Grases, 2003). 

 

- El factor pronóstico mejor establecido es el número de ganglios 

linfáticos axilares positivos, la mayoría de los oncólogos piensan que todas las 

mujeres con ganglios linfáticos comprometidos deben recibir una terapéutica 

adyuvante (Galimberti et al., 2000). 

 

 - Factores patológicos como invasión linfática y vascular, y la frecuencia 

de necrosis son importantes factores pronósticos en series individuales, pero 

está limitado por pobre reproducibilidad como ocurre con otro factor pronóstico 

como es el grado tumoral (Hemachandran et al., 2002). 

 

 - El valor pronóstico de la angiogénesis va a depender de la zona del 

tumor que se evalúa, demostrándose un pronóstico más desfavorable en 

pacientes con tumores asociados con actividad angiogénica elevada. La 

densidad de microvasos intratumoral no está asociada con otras variables 

biológicas como ploidía y cinética celular, expresión de proteína p53, HER-

2/neu y receptores de hormona (Arciero et al., 2003). Entre los factores 

angiogénicos testados a nivel de tejido tumoral, VEGF parece ser el único que 

proporciona la información pronóstica más relevante (Gasparini, 2001). En 

cuanto al valor pronóstico de las micrometástasis es aún controvertido, parece 

ser de mal pronóstico en tumores pequeños y, en tumores mayores de 2 cm 

parece ser que tiene el mismo valor pronóstico que el estado ganglionar 

(Donegan, 1997). 

 

 - Entre los factores clínicos se encuentra la edad de los pacientes y el 

estado hormonal, siendo un factor pronóstico adverso en mujeres de menor 

edad o embarazadas, o en premenopáusicas (Winer et al., 2001). 

 
2.4.2. Factores pronóstico moleculares 
 

Un marcador tumoral se define como una aberración biológica que es 

expresada por alteraciones bioquímicas o metabólicas que preceden o señalan 
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la presencia de un tumor. Constituyen un grupo de moléculas involucradas en 

los eventos de señalización, división, diferenciación y muerte celular (Larrad y 

Louredo, 2002). Es importante señalar que la mayoría de estos marcadores no 

son específicos de una enfermedad cancerosa determinada, pudiendo 

encontrarse en otras patologías distintas. Los marcadores tumorales permiten 

el estudio de detección de tumores en personas de alto riesgo, establecen el 

diagnóstico de neoplasia, controlan la eficacia del tratamiento, detectan con 

prontitud las recidivas y consiguen la inmunodetección de las localizaciones 

metastásicas utilizando anticuerpos marcados radiactivamente frente a los 

marcadores (Isselbacher, 1994).  

 

El marcador tumoral ideal debe reunir una serie de características (San 

Miguel, 1991):  

 

- Debe permitir un diagnóstico precoz, estableciendo diferencias 

significativas con los enfermos no cancerosos y controles 

normales. 

- Debe ser altamente específico y sensible, presentando 

correlación con la masa tumoral en el espacio y en el tiempo. 

- Debe presentar una fácil determinación analítica y estabilidad 

en el transporte de muestras.  

 

Para que un marcador tumoral sea eficaz, debe cumplir los siguientes 

criterios (Hunt et al., 2000): 

 

 1º) Ser producido por el tumor primario y sus metástasis 

 2º) Ser específico del tumor y no estar presente en trastornos benignos. 

 3º) Detectarse en una etapa temprana del crecimiento tumoral. 

 4º) Reflejar los cambios en el crecimiento celular y estar correlacionado 

con el tratamiento. 

5º) Ser mensurable mediante métodos reproducibles. 

6º) Tener efectividad en relación con el costo. 

 



Inés Isabel Suárez Vergara  Introducción 

 21

Los marcadores de cáncer de mama pueden clasificarse según el 

aspecto biológico sobre el que informan:  

 
2.4.2.1 Hormonodependencia 

 

 De las medidas bioquímicas, los factores pronóstico moleculares más 

importantes son la presencia o ausencia de receptores de estrógenos (RE) y 

receptores de progesterona (RP) en el tumor. El status del RE es una medida 

de capacidad proliferativa y del potencial metastásico, además de ser un factor 

predictivo para terapia hormonal y también pronóstico (Russo y Russo, 2000). 

La determinación de estos receptores hormonales se efectúa por métodos 

bioquímicos o inmunohistoquímicos considerando el porcentaje de células que 

se tiñen y la intensidad con que lo hacen (Grases, 2003). La positividad para 

RE y RP es indicadora de tumores menos agresivos y de mejor pronóstico 

(Styblo, 2000). El 60% de los RE+, responden a la terapia endocrina, mientras 

que sólo un 10% de los negativos lo hace. Si el tumor además de ser RE+, es 

RP+, responde un 77% de las veces a dicha terapia. Sólo un 10% de los RE 

negativo y RP negativo responden a la terapia (Calero, 2003).  

 

 Existen otros factores pronóstico moleculares de segunda generación 

que surgieron con posterioridad a los receptores hormonales de estrógenos y 

progesterona. Así la expresión de la proteína pS2 (inducida por los estrógenos) 

en el citoplasma de las células tumorales, es indicativa de buen pronóstico y de 

mejor respuesta al tamoxifeno; La expresión de bcl-2 se asocia con la 

expresión de receptores para estrógenos y se acompaña de mayor 

supervivencia sin recaída y mejor respuesta al tamoxifeno (López y Roldán, 

2002). 

 
2.4.2.2 Crecimiento del tumor 

 

A mayor proliferación mayor agresividad. Se incluyen métodos directos 

de medida como el índice de marcación con timidina tritiada, que indica el 

porcentaje de células que están sintetizando ADN o en fase S, y, el grado de 

ploidía obtenido por citometría de flujo; como métodos indirectos se utilizan la 

detección mediante inmunohistoquímica de ciertas proteínas que se expresan 



Inés Isabel Suárez Vergara  Introducción 

 22

durante fases específicas del ciclo celular, como el antígeno nuclear de 

proliferación celular (PCNA) y el Ki67 (López y Roldán, 2002). 

 

PCNA es una ciclina que aparece en el núcleo cuando éste se halla en 

fase S, y su incremento en un tumor se ha relacionado con el riesgo de recidiva 

(Russo, 1994).  

 

El anticuerpo Ki-67 (MIB-1), es un anticuerpo monoclonal que reacciona 

con el antígeno nuclear Ki-67 que sólo se detecta en las células en proliferación 

y no en las que están en reposo. Su síntesis se inicia en la fase G1 del ciclo 

celular y adquiere su máxima expresión al final de la fase S. La expresión del 

antígeno nuclear Ki67, es un indicativo de alto riesgo de recurrencia de la 

enfermedad (Grases, 2003), que está en relación con el tamaño tumoral, pero 

no con el grado histológico. Ki-67 se encuentra sobreexpresado en más del 

50% de las células tumorales de un paciente.  

 

Existen otros marcadores de proliferación celular como las ciclinas, que 

también son estudiadas mediante técnicas inmunohistoquímicas, y las 

proteínas que forman parte de regiones organizadoras nucleolares (AgNOR), 

que son estudiadas por técnicas histoquímicas empleando sales de plata. Su 

análisis toma en consideración el estatus del ciclo celular y tiene significación 

pronóstica cuando se toma en cuenta la valoración de las células activas o 

inactivas (Kruger, 2000). El índice mitótico referido al número de células 

detenidas en fase M, respecto del número total de células, es otro factor 

pronóstico utilizado en la clínica, puesto que se reduce con el uso de agentes 

antitumorales (Ikeda et al., 2000). 

 
2.4.2.3 Oncogenes/factores de crecimiento 

 

Los protooncogenes, tienen un papel fisiológico esencial en el tejido 

normal, estando involucrados, en la regulación de la proliferación celular y la 

diferenciación. Dichos genes, codifican proteínas, que regulan las rutas de 

señalización necesarias, para la estructura, crecimiento y actividad mitótica de 

las células. Así un protooncogen, es un gen celular normal, que cuando se 
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altera en su estructura o expresión, es responsable del inicio y mantenimiento 

del fenotipo maligno. Por tanto los oncogenes se refieren a aquellos genes 

cuya activación puede contribuir al desarrollo del cáncer. La activación de estos 

oncogenes, puede ser provocada, bien por mutación, por translocación 

cromosómica, o bien, por amplificación e inactivación de genes reguladores En 

general, cualquier alteración de un protooncogen en un tumor maligno indica 

mayor agresividad y peor pronóstico.  

 

De la multitud de oncogenes identificados, una alta proporción han sido 

agrupados como factores de crecimiento. Los factores de crecimiento y sus 

receptores juegan un papel importante en el control de la proliferación celular 

del cáncer de mama (Dickson y Lippman, 1995).  

 

La expresión del factor de crecimiento epidérmico Erb-B1 y sus 

receptores se asocia con un pronóstico desfavorable y resistencia hormonal en 

pacientes con ganglios linfáticos positivos y negativos (Holbro et al., 2003).  

 

Erb-B2 (oncoproteína HER-2/neu), se encuentra sobreexpresada en un 

20% de los casos y se asocia con un pronóstico desfavorable, menor tiempo 

libre de enfermedad y menor tasa de supervivencia (Hamilton y Piccart, 2000; 

Lohrisch y Piccart, 2001; Wang y Hung, 2001). En pacientes con ganglios 

linfáticos positivos donde se coexpresa con receptores para el factor de 

crecimiento epidérmico, el pronóstico es particularmente malo (Pegram et al., 

1998). Esta sobreexpresión de Erb-B2, se traduce también en un incrementado 

riesgo de metástasis y resistencia a muchos tipos de terapia (Eccles, 2001).  

 

La sobreexpresión de c-myc contribuye al desarrollo de cáncer de mama 

y se asocia con una reducción de la supervivencia libre de enfermedad y de la 

supervivencia global.  

 

En la actualidad están en estudio otros factores como IGF (factor de 

crecimiento insulínico), IGF-r (receptor de IGF) y TGFα (factor de crecimiento 

transformante), pero por el momento no hay datos definidos sobre su valor 

pronóstico (Esteva y Hortobagyi, 2004). 
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2.4.2.4 Antioncogenes 
 

 Los llamados �genes supresores de tumores�, �antioncogenes� u 

�oncogenes recesivos�, son términos que definen el aspecto específico, de la 

función que cumplen en las células. Es conocido, que los productos de estos 

genes inhiben la formación de tumores, y, cuando estos productos son 

defectuosos, o se pierden en la célula, permiten el desarrollo de un tumor. Las 

funciones de los genes supresores de tumores, incluyen el control de las 

actividades normales de la célula, como proliferación, diferenciación y la 

senescencia. Las alteraciones de estos genes supresores de tumores, como 

las comentadas en los oncogenes (mutaciones, pérdida de función....), son las 

responsables del desarrollo del cáncer y así se encuentra una sobreexpresión 

de estos genes alterados en diferentes tipos de tumores. 

 

Los antioncogenes codifican proteínas, que por distintos mecanismos 

actúan frenando la proliferación celular. Dos de los más importantes son el 

retinoblastoma (Rb) y el p53.  

 

El gen del retinoblastoma (Rb), se localiza en el cromosoma 13q14 y 

codifica una fosfoproteína nuclear de 105 Kda. Aunque la cantidad total se 

mantiene constante a lo largo del ciclo celular, el estado de fosforilación de la 

proteína Rb es ciclo dependiente, siendo esta proteína el principal sustrato de 

los complejos ciclina-cdk. La proteína Rb se encuentra hipofosforilada en G1 

temprano, y conforme la célula avanza en G1 se va fosforilando, 

permaneciendo así en S, G2, y M. La forma hipofosforilada parece ser la forma 

funcionalmente activa de Rb. La fosforilación de ésta, conlleva a la liberación 

del factor de transcripción E2F, que estimulará la transcripción de una serie de 

genes, que permiten la progresión a través del ciclo celular. La alteración del 

funcionamiento de pRb, es uno de los hallazgos más comunes en todas las 

líneas celulares tumorales y en los tumores clínicos (Rodríguez y Rodríguez, 

2000). 

 

El gen p53 está localizado en el cromosoma 17p13 y codifica una 

proteína nuclear de 53 Kda, que en su forma normal se encuentra presente en 
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muy bajas concentraciones, y juega un importante papel en la supresión 

tumoral, pudiendo intervenir en el control de la transcripción, ciclo celular y 

apoptosis (Elledge y Allred, 1998; Jeffrey et al., 2003). Bajo condiciones 

normales, p53 actúa como un regulador de la división celular, y cuando se daña 

el ADN, por efectos de quimioterapia o irradiación gamma, se asocia con un 

rápido incremento en el contenido celular de la proteína (Levine, 1997). Cuando 

p53 es activado puede interactuar directamente con el ADN para producir la 

transcripción de numerosos genes como el p21. Esto provoca la detención 

temporal del ciclo celular en la fase G1 o en la fase G2/M, previa a mitosis, 

para permitir la reparación del ADN.  

 

El p53 mutado e inactivado está presente en aproximadamente el 50% 

de las lesiones invasoras de mama, siendo relacionado con mal pronóstico 

incluso en pacientes con ganglios negativos. Su nivel de expresión es también 

elevado en lesiones cancerosas preinvasoras, indicando que este antioncogen 

se inactiva en las etapas tempranas de la oncogénesis mamaria. En pacientes 

con cáncer de mama se han encontrado anticuerpos anti-p53 que no 

diferencian a la proteína salvaje de la mutada (Garrido y López, 2000). Lenner 

et al. (1999), llevaron a cabo una evaluación epidemiológica del valor predictivo 

de autoanticuerpos p53 en cáncer de mama, llegando a la conclusión de que 

los anticuerpos anti p53 son de importancia para el riesgo de padecer cáncer 

de mama y el riesgo de morir de cáncer de mama. 

 

2.4.2.5 Apoptosis 
 

 Existen otros factores pronóstico relacionados con la apoptosis como el 

índice apoptótico, la proteína p53, Bax, Bcl-2, etc (Daidone et al., 1999; Sirvent 

et al., 2004). Un alto índice apoptótico se relaciona con características celulares 

malignas y es indicador de proliferación e invasión celular en cáncer de mama 

(Lipponen, 1999). Bcl-2 es una proteína cuya sobreexpresión está asociada 

con resistencia a la apoptosis. La expresión de bcl-2 se asocia con la expresión 

de receptores para estrógenos (Linjawi et al., 2004) y se acompaña de mayor 

supervivencia sin recaída y mejor respuesta al tamoxifeno. Sin embargo su 



Inés Isabel Suárez Vergara  Introducción 

 26

relevancia en la respuesta a radiación tanto in vivo como in vitro no está aún 

definida (Belka y Budach, 2002). 

 

El valor pronóstico y predictivo de los marcadors apoptóticos en cáncer 

de mama no está del todo comprendido, y no hay evidencias suficientes para 

modificar tratamientos basándose en estos marcadores de la apoptosis (Jager 

et al., 2002) 

 

2.4.2.6 Invasión/metástasis 
 

 Existen determinadas proteínas que están actualmente en estudio, como 

nm23, uPA (activador del plasminógeno de uroquinasa), catepsina D, etc, que 

juegan un papel importante en el control de la membrana basal y en la 

motilidad celular e invasividad, pudiendo indicar el potencial metastásico del 

tumor (Dahiya y Deng,1998; Coradini y Daidone, 2004). 

 

2.4.2.7 Inestabilidad genómica 
 

 La información sobre la inestabilidad genómica la proporcionan entre 

otros, los microsatélites, la pérdida de heterozigosidad, aberraciones 

cromosómicas,y la ploidía. Aunque todos estos marcadores, han sido 

asociados con transformación maligna en cáncer de mama, sin embargo, no se 

han encontrado evidencias, de la relación causa-efecto con este tipo de cáncer 

(Stepanova et al., 2003). 

 
2.4.2.8 Respuesta a quimioterapias 
 
 La exposición de las células a agentes nocivos químicos produce una 

rápida e intensa síntesis de proteínas de choque térmico, de GST pi, HER-

2/neu, p53 y glicoproteína p170 (codificada por el gen mdr1). Niveles elevados 

de las mismas se han asociado con estadíos avanzados, invasión vascular, 

disminución del período libre de enfermedad y de la supervivencia global. Las 

Interacciones entre expresión de HER-2, expresión de p53 y dosis de 

poliquimioterapia, subrayan la complejidad de los marcadores predictivos que 

pueden confundir los resultados (Thor et al., 1998). En estudios recientes se 
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tiende a evaluar conjuntamente los valores predictivos de distintos marcadores, 

tras quimioterapia (Petit et al., 2004). 

 

Siempre hay que tener en cuenta a la hora de elegir un factor pronóstico 

que el estudio del mismo éste apoyado por una hipótesis biológica probada 

(basarse en estudios experimentales probados) y evaluarlo en un número 

adecuado de casos, en un grupo más o menos homogéneo de pacientes y 

conocer en detalle las técnicas con las que se evaluó, esperando que su 

utilidad sea confirmada por otros grupos de investigación (De McGuire,1991). 

 

2.5. TRATAMIENTO 
  

Existen cuatro modalidades de tratamiento: cirugía, radioterapia (RT), 

quimioterapia (QT) y terapia hormonal (TH). La orientación del tratamiento es 

multidisciplinar y la toma de decisiones debe implicar a un equipo de cirujanos, 

ginecólogos, radiólogos, anatomopatólogos, oncólogos y médicos de familia.  

 

La cirugía conservadora de la mama asociada a radioterapia 

postoperatoria, tiene la misma supervivencia que la mastectomía, aunque con 

mayor incidencia de recidiva local (Fowble et al., 2000; Veronesi, 2000). El tipo 

de tratamiento depende de la extensión del tejido extirpado (Pacheco et al, 

2000). La mastectomía radical clásica está en progresivo desuso, reservándose 

a los casos de tumores avanzados fijos al pectoral mayor (Bland y Copeland III, 

2000). La mastectomía radical modificada, preservando uno o los dos 

pectorales, está indicada, especialmente, en pacientes que rechacen la cirugía 

conservadora o en casos de tumores infiltrantes más agresivos (Román, 1998; 

Menke et al., 2000; Bland et al., 2000).  

 

Existe un tratamiento neoadyuvante que se administra previamente a la 

intervención quirúrgica de un tumor, con el propósito principal de reducir la 

extensión de la cirugía. La quimioterapia (QT) neoadyuvante incrementa la 

proporción de mujeres que pueden ser tratadas con cirugía conservadora en 

vez de con mastectomía, mejora la supervivencia de la mujer y puede indicar, 
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la quimiosensibilidad del tumor (a mayor sensibilidad, mayor probabilidad de 

que la QT modifique la supervivencia de la paciente), (Chacón y Álvarez, 2002). 

 

El tratamiento complementario o adyuvante del cáncer de mama es 

aquél que se administra después del tratamiento quirúrgico, con el fin de 

destruir o impedir el crecimiento de las micrometástasis, cuya existencia se 

supone, pero no se puede demostrar en el momento de la cirugía (Jonson et 

al., 2003). Estos tratamientos coadyuvantes se llevan a cabo mediante QT, RT 

y TH (Pérez y Martín, 1998; Osborne y Ravdin, 2000; Calero, 2003). 

 

La radioterapia se basa en el empleo de radiaciones ionizantes y su 

interacción con la materia viva, con el fin de destruir un proceso neoplásico. Su 

objetivo es la irradiación de la zona tumoral, evitando en lo posible los órganos 

críticos (Moreno y Rodríguez-Escudero, 2003). En pacientes consideradas de 

alto riesgo tras mastectomía, se administra radioterapia (RT), sobre pared 

torácica y áreas ganglionares regionales, ya que aumenta la supervivencia 

global y disminuye la recaída locorregional incluso entre las que reciben QT 

(Navarrete, 2000; Hagan y Mendenhall, 2000). En aquellas pacientes en las 

que se ha practicado cirugía conservadora, si no se añade RT, aumenta la tasa 

de recidivas (Hagan y Mendenhall, 2000). La cirugía conservadora junto con la 

RT es un tratamiento en estadios precoces con la misma supervivencia que la 

mastectomía (Lanzós, 1998). 

 

El objetivo de la QT es la destrucción del mayor número de células 

posibles (Moreno y Rodríguez-Escudero, 2003). Tras el análisis de una serie de 

estudios randomizados a muy largo plazo, De la Cruz et al. (2002), llegan a las 

siguientes conclusiones:  

 

- La QT complementaria mejora la supervivencia libre de 

enfermedad y también la supervivencia global.  

- La poliquimioterapia es superior a la monoterapia. 

- La QT de corta duración es igual de efectiva que la de larga 

duración.  
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- La QT complementaria beneficia a las pacientes 

premenopáusicas y a las postmenopáusicas; a las que tienen 

ganglios axilares afectados y a las que no. 

- la combinación de QT y TH es superior a la utilización de cada 

una de ellas por separado.  

 

La combinación de QT y TH tiene mayor tasa de respuesta que si se 

utiliza la quimiohormonoterapia secuencial , aunque el tiempo hasta la 

progresión y la supervivencia global de las pacientes suele ser igual con 

quimiohormonoterapia concominante o secuencial (Márquez y Alba, 1998).  

 

La TH, se aplica en pacientes con receptores para estrógenos o 

progesterona positivos, con metástasis óseas o en partes blandas, con 

intervalo libre de enfermedad prolongado, con enfermedad poco sintomática, y 

en la mayoría de pacientes de edad avanzada (Piera, 1998). Existen diversas 

opciones con mecanismos de acción distintos que posibilitan el empleo de 

varias líneas de tratamiento (Cyr y Moulton, 2000).  

 

Existen medidas ablativas entre las que destaca la ovariectomía, la 

hipofisectomía y la adrenalectomía que van a anular la función normal de estos 

órganos, aunque en la actualidad estas técnicas están siendo sustituidas por 

fármacos, como los análogos de la LH-RH y los inhibidores de la aromatasa, 

que provocan una supresión completa de la actividad ovárica y adrenal, 

respectivamente.  

 

Según el metaanálisis del �Early Breast Cancer Trialists´ Collaborative 

Group� publicado en Lancet en 1998, el empleo durante más de tres años de 

tamoxifeno (compuesto no esteroideo con efectos antiestrogénicos y 

estrogénicos), beneficia a las pacientes con receptores hormonales positivos 

tanto premenopáusicas como postmenopáusicas, así como a aquellas con 

ganglios axilares positivos y negativos, aunque la administración durante 

períodos mayores de cinco años no se sabe todavía si es beneficiosa. Se 

observa una reducción anual de la tasa de recaída del 50% y de la de 

mortalidad en el 16%. 
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El tratamiento quimioterápico adyuvante locorregional en el cáncer de 

mama en estadios I, II, IIIA y operable IIIC, suele ser un tratamiento multimodal. 

El grupo internacional de expertos ha propuesto una clasificación de riesgo de 

tres estadíos para las pacientes con ganglios linfáticos axilares negativos.  Esta 

clasificación, ligeramente modificada, se describe a continuación:  

 

Cuadro 1: Categorías de riesgo para mujeres con cáncer de mama y ganglios 
negativos  
 

 

 

Bajo riesgo: tiene 

todos los factores 

enumerados 

Riesgo intermedio: 

riesgo clasificado 

entre las otras 2 

categorías 

Alto riesgo: tiene 

por lo menos 1 de 

los factores 

enumerados 

Tamaño 

del tumor 
≤1 cm. 1-2 cm. >2 cm. 

Estado 

de RE o 

RP 

positivo positivo negativo 

Grado del 

tumor 
grado 1 grado 1-2 grado 2-3 

 

 

La clasificación original del Grupo internacional de expertos requería 

también que las mujeres tuvieran 35 años de edad o más para ser incluidas en 

el grupo de bajo riesgo e incluía a las mujeres de 35 años de edad y más 

jóvenes en el grupo de alto riesgo. 
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Cuadro 2: Opciones de tratamiento sistémico adyuvante para mujeres con 
cáncer de mama y ganglios axilares negativos  
 

 

 Tratamientos 

Grupo de 
pacientes Bajo riesgo Riesgo intermedio Riesgo intermedio

Premenopáusica, 
RE-positivo o RP-

positivo 

Ninguno o 
tamoxifeno 

Tamoxifeno y 
quimioterapia, 

tamoxifeno solo, 
ablación ovárica, 

análogo de la 
GnRH* 

Quimioterapia y 
tamoxifeno, 

quimioterapia y 
ablación o análogo 

de la GnRH*, 
quimioterapia con 

tamoxifeno y 
ablación ovárica o 

GnRH*, más 
ablación ovárica 

sola o con 
tamoxifeno o 

GnRH solo o con 
tamoxifeno 

Premenopáusica, 
RE-negativo o RP-

negativo 
- - 

Premenopáusica, 
RE-negativo o RP-

negativo 
Posmenopáusica, 
RE-positivo o RP-

positivo 

Ninguno o 
tamoxifeno 

Tamoxifeno y 
quimioterapia, 

tamoxifeno solo 

Tamoxifeno y 
quimioterapia, 

tamoxifeno solo 

Posmenopáusica, 
RE (-) o RP(-) - - Quimioterapia 

>70 años 
Ninguno o 

tamoxifeno 

Tamoxifeno solo, 

tamoxifeno y 

quimioterapia 

Tamoxifeno; 

considerar 

quimioterapia si 

RE- negativo o 

RP-negativo 
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Cuadro 3: Opciones de tratamiento para mujeres con cáncer de mama y 
ganglios axilares positivos 
 

Grupo de pacientes Tratamientos 

Premenopáusica, RE-positivo o RP-

positivo 

Quimioterapia y tamoxifeno, 

quimioterapia con ablación 

ovárica/análogo de la GnRH, 

quimioterapia con tamoxifeno y 

ablación ovárica/análogo de la 

GnRH*, ablación ovárica solo o 

con tamoxifeno GnRH solo o con 

tamoxifeno 

Premenopáusica, RE-negativo o RP-

negativo 
Quimioterapia 

Posmenopáusica, RE-positivo o RP-

positivo 

Tamoxifeno y quimioterapia, 

tamoxifeno solo 

Posmenopáusica, RE-negativo o 

RP- negativo 
Quimioterapia 

>70 años 

Tamoxifeno solo, considerar 

quimioterapia si receptores 

negativos 

 

* Esta opción de tratamiento está bajo estudio. 

 

En el cáncer de mama en estadio IIIB, inoperable IIIC o inflamatorio, la 

administración de terapia multimodal con intento curativo es el tratamiento 

estándar para las pacientes con enfermedad en estadio clínico IIIB. El 

tratamiento inicial quimioterápico que tiene de base la antraciclina o la terapia 

que tiene de base taxano es la norma. 
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Para las pacientes que responden a la quimioterapia neoadyuvante, la 

terapia local podría consistir en mastectomía total con disección de los ganglios 

linfáticos axilares seguida de radioterapia postoperatoria a la pared torácica y a 

los linfáticos regionales. La hormonoterapia debe administrarse a las pacientes 

cuyos tumores tienen receptores estrogénicos positivos o de estado 

desconocido. 

 
En el cáncer de mama en estadio IV, recurrente y metastásico, A 

menudo, el cáncer recurrente de mama responde a terapia a pesar de que el 

tratamiento rara vez cura en este estadio de la enfermedad. Sin embargo, las 

pacientes con recaídas ubicadas en la pared torácica y el seno pueden 

sobrevivir a largo plazo con el empleo de la terapia apropiada. Por lo tanto, 

antes de tratar el cáncer recurrente o metastásico, se debe realizar otra vez la 

clasificación para evaluar la diseminación de la enfermedad. Al seleccionar la 

terapia se debe tomar en cuenta el estado de los (RE) y de (RP) así como la 

positividad del HER2/neu al presentarse la recurrencia y el tratamiento aplicado 

previamente, si se conoce. 

 
En el cáncer de mama locorregional recurrente, las pacientes con 

recurrencia locorregional en la mama pueden sobrevivir a largo plazo con la 

terapia apropiada. La recurrencia local en la pared torácica después de una 

mastectomía, suele ser precursora de una propagación amplia de la 

enfermedad pero, en un subconjunto de pacientes, puede ser el único sitio de 

recurrencia. Para las pacientes que integran este subconjunto, la cirugía o la 

radioterapia pueden ser curativas. Debe pensarse en administrar terapia 

sistémica a las pacientes que tienen recaídas locorregionales debido al alto 

riesgo de metástasis posterior. 

 
En la enfermedad en estadio IV o metastásica, el tratamiento de la 

enfermedad sistémica tiene fines paliativos. El tratamiento tiene por objeto 

mejorar la calidad de vida y prolongarla. El tratamiento para el cáncer 

metastásico de  mama suele comprender la hormonoterapia, la quimioterapia o 

ambas, con trastruzumab (Herceptin) o sin el. La radioterapia, la cirugía o 

ambas están indicadas para las pacientes con metástasis sintomática limitada. 
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Los protocolos de tratamiento sistémico adyuvante, que actualmente se 

utilizan en el �hospital universitario Virgen de las Nieves� de Granada, para los 

casos de cáncer de mama no metastásico, son los siguientes: 

 

- ESTADIO PRECOZ (E I-IIA) 

 

-Quimioterapia, siempre en pacientes con edad ≤ 35 años, con 

receptores de estrógeno y/o progesterona (-), G3, tamaño tumoral ≥ 2 cms o 

afectación axilar. Se utilizarán a ser posible regímenes que contengan 

antraciclinas. 

 -a) EC: Epirrubicina/Ciclofosfamida 100/600 mg/m2 iv, D1, c/21 

días x 4 ciclos (Ganglios negativos). 

 -b) EC y T: Epirrubicina/Ciclofosfamida 100/600 mg/m2 iv, D1, 

c/15 días x 4 ciclos seguido de Taxol 175 mg/m2 iv, D1 c/15 días x 4 ciclos con 

soporte de FSCC (Ganglios positivos). 

 

En casos de RE y/o RP (+), se añadirá TH como se indica en el caso de 

hormonoterapia exclusiva, valorándose en casos de alto riesgo la ablación 

ovárica con análogos de la LH-RH. 

 

-Hormonoterapia exclusiva, pacientes mayores de 35 años, con RE y/o 

RP (+), G1 y tamaño tumoral ≤ 2 cms. Se podrá utilizar tamoxifeno a dosis de 

20 mg/día durante 5 años o el IA anastrozol (Arimidex R) a dosis de 1 mg/día. 

 

- CÁNCER DE MAMA LOCALMENTE AVANZADO (E IIB-IIIC) 

 

 Quimioterapia primaria en régimen de Epirrubicina/Ciclofosfamida 

100/600 mg/m2 iv, D1, c15 días x 4 ciclos, seguido de Taxol 175 mg/m2 iv, D1, 

c15 días x 4 ciclos, con soporte de FSCC. 

 

Valoración de respuesta clínica: 

- Respuesta completa: cirugía conservadora con RT 

locorregional. 

- Respuesta parcial: cirugía conservadora vs MRM. 
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- No respuesta o progresión tras 3-4 ciclos: mastectomía radical 

modificada. 

 

Se valorará quimioterapia adyuvante en función de la respuesta 

patológica del tumor primario y/o afectación axilar. 

 

Trastuzumab (Herceptin R) puede añadirse al tratamiento 

adyuvante/neoadyuvante en pacientes que sobreexpresen Her-2. La duración 

del tratamiento es de 1 año y se administra cada 3 semanas. 

 

2.6. MCF-7 COMO MODELO EXPERIMENTAL DE CÁNCER DE MAMA 
 
 Las líneas celulares de cáncer han sido desde hace décadas de suma 

importancia para la investigación, siendo usadas como excelentes modelos 

experimentales, para mejorar la eficacia de diferentes terapias, antes de su uso 

en pacientes. 

 
 Dentro de las líneas de cáncer de mama utilizadas experimentalmente 

para ensayos in vitro, existe una amplia variedad, que se encuentra catalogada 

por ejemplo, en la European Collection of Cell Cultures (ECACC), cuya 

dirección es: http://www.ecacc.org.uk. Dichas líneas han sido establecidas 

procedentes de adenocarcinomas (MDA-MB-361, MDA-MB-231, MCF7..), 

tumores epiteliales (HMT-3522 S1, HMT-3522 S2, HMT-3522 T4-2...) o 

transformadas (fR2, fR5, SVCT,SVCT-MI2...). 

 
 Las células MCF-7, han sido las primeras células de cáncer de mama 

humano en ser permanentemente mantenidas en cultivo celular. La distribución 

de la línea celular a laboratorios de todo el mundo, ha conllevando el desarrollo 

de variedades aparentes de células MCF-7, ya que se observan diferentes 

características entre células mantenidas en distintos laboratorios. Esta línea es 

la que más ampliamente se ha utilizado para llevar a cabo estudios 

experimentales de cáncer de mama. Una de las características de la línea 

MCF-7 es la de ser salvaje para p53, no expresando la forma mutada, como 
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ocurre con la línea MDA-MB-361. Una mayoría de estudios establecen que las 

células MCF-7 no sufren fragmentación apoptótica del ADN aunque muestran 

aparente inducción morfológica de apoptosis, exhibiendo cambios en la 

estructura nuclear (Gooch y Yee, 1999). 
 

 La línea celular MCF-7, fue derivada de una mujer de raza blanca de 69 

años, que sufría de un adenocarcinoma de mama metastásico, y se obtuvo por 

efusión pleural en el año 1970. Desde entonces ha sido un modelo de sistema 

prominente para el estudio del cáncer de mama RE+ (Levenson y Jordan, 

1997). Las células exhiben algunas características de epitelio mamario 

diferenciado, incluyendo síntesis de estradiol y expresan receptores de 

estrógenos originales y variantes, además de receptores de progesterona.  

 

2.7. MECANISMOS MOLECULARES RESPONSABLES DE LA PROGRESIÓN 
TUMORAL 

 

El desarrollo de un cáncer es autónomo, progresivo e irreversible en la 

mayor parte de los casos, y si no se toma alguna medida terapéutica, se 

extiende localmente y, por vía linfática y/o hemática a otros tejidos. 

Generalmente, esta extensión, la realiza siguiendo este orden: Local, infiltrando 

y comprimiendo los tejidos vecinos y destruyendo las separaciones naturales; 

por vía linfática, colonizando los ganglios y por invasión a distancia afectando 

otros órganos y tejidos, que no tienen que ver con el tejido de procedencia 

(Iglesias y Veiras, 2000). El desarrollo del potencial metastásico quizá también 

esté relacionado con procesos mediados por oncogenes y mitogenes. 

 

La transformación maligna comienza cuando las proteínas reguladoras 

normales de una célula, se alteran de manera tal que pierden el control de la 

división celular. Este fenómeno puede ocurrir por la activación de 

oncogenenes, la pérdida de genes supresores de tumores o por ambos 

mecanismos (Jardines y Berger, 2000). Una vez que la célula sufre la 

alteración heredable que le produce insensinbilidad al control del crecimiento, 

genera en los tejidos una subpoblación de células sometidas a una extrema 
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presión de selección que favorece continuamente el surgimiento de células con 

potencial aumentado para crecer (Harris,1993). Es posible que estas 

subpoblaciones de células se encuentren alteradas genéticamente; un pequeño 

porcentaje de estas células sobrevive y adquieren dominancia sobre otras 

células normales y tumorales de progresión más lenta (Dickson y Lippmam, 

2000). 

 

 Una de las particularidades de las células tumorales es la pérdida de 

diferenciación tisular, comportándose en muchas ocasiones como unas células 

plenipotentes y biosintetizando sustancias fetales, lo que puede indicar una 

especie de rejuvenecimiento, aunque estadísticamente, muchas neoplasias 

aparecen con más frecuencia en personas de edad avanzada.  

 

Desde el punto de vista molecular, la entrada de una célula en fase 

proliferativa, necesita de una serie de factores de crecimiento y maduración, así 

como de receptores de estos estímulos y hormonas. En todo este proceso 

intervienen una serie de protooncogenes que se van expresando a medida que 

se cumplen los distintos pasos. Así el control estrogénico de los factores de 

crecimiento y los componentes de la membrana basal, y la disfunción 

progresiva de los mecanismos de adherencia intercelulares y entre las células y 

sus sustratos, desempeñan un papel fundamental en la progresión tumoral 

(Dickson y Lippmam, 2000).  

 

Los procesos que controlan el crecimiento del cáncer de mama no se 

limitan al tejido canceroso propiamente dicho, si no que depende de una íntima 

relación entre el tejido tumoral y los tejidos normales del huésped. 

 

 Los pasos esenciales para la formación de una metástasis (similares en 

todos los tumores) han sido resumidos por Ellis et al. (2000), y consisten en los 

siguientes mecanismos: 

 

 1º) Proliferación de las células neoplásicas, tras la transformación 

neoplásica, sustentada por factores de crecimiento paracrino, o autocrino. 

 2º) Procesos de neovascularización o angiogénesis. 
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 3º) Regulación a la baja por parte de las células tumorales de la 

expresión de moléculas cohesivas, aumentando su motilidad y 

desprendiéndose de la lesión primaria, seguido de la invasión del estroma de la 

célula huésped. 

 4º) Desprendimiento y embolización de células tumorales aisladas o 

conglomerados de células tumorales y su transporte en la circulación. 

 5º) Adherencia de las células tumorales a células endoteliales capilares 

o a la membrana basal subendotelial expuesta. 

 6º) Paso de las células al parénquima orgánico, por extravasación, a 

través de mecanismos similares a los responsables de la invasión tumoral. 

 7º) Proliferación en el parénquima orgánico de las células tumorales en 

respuesta a estímulos de factores de crecimiento autocrinos y paracrinos. 

 

3. CICLO CELULAR 
 
3.1. DEFINICIÓN 
 

 Se habla de ciclo celular para describir el proceso que se inicia al 

término de una división celular y que acaba con el final de la siguiente división. 

Las células se reproducen mediante un ciclo de división en el que primero se 

duplica su contenido, y luego se dividen en dos células hijas genéticamente 

idénticas. Por lo tanto, el tiempo que transcurre desde que una célula se forma 

por división de una preexistente, hasta que se divide y da lugar a dos células 

hijas, se conoce como ciclo celular. Los detalles de la división celular pueden 

variar, pero hay dos requerimientos imprescindibles: que el ADN de la célula 

madre se replique exactamente y que los cromosomas replicados se 

segreguen entre las dos células hijas. 

 

 En los organismos pluricelulares, la división celular es imprescindible 

para el crecimiento del organismo y la regeneración de células envejecidas o 

deterioradas. En los adultos no todas las células diferenciadas tienen la 

capacidad de dividirse, como ocurre en el caso de células musculares estriadas 

y las neuronas. Las células madre, se encargan continuamente de formar 

nuevos ejemplares de su tipo, que ya no tienen capacidad de división, como 
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ocurre con las células madre de los eritrocitos, linfocitos o los epitelios mucosos 

de los vertebrados. 
 
3.2. FASES DEL CICLO CELULAR 
 

 En las células eucariotas, el ciclo celular se divide en una serie de 

etapas por las que cronológicamente va pasando la célula, hasta que se 

produce la división. Básicamente el ciclo celular se divide en dos etapas 

funcionales (fase M o de mitosis y fase S o de síntesis de ADN) y dos etapas 

preparatorias (G1 y G2). La mayoría de las células duplican su tamaño entre 

una mitosis y la siguiente (Lundberg y Weinberg, 1999). 

 

La fase G1, que transcurre entre el final de una mitosis y el inicio de la 

síntesis del ADN, es una fase en la que la célula desarrolla una intensa 

actividad metabólica, aumentando de tamaño y generando nuevos orgánulos 

(ribosomas, mitocondrias y estructuras membranosas). Igualmente se producen 

los desoxiribonucleótidos y los enzimas necesarios para la replicación. En esta 

fase también se inicia la replicación de los centriolos, que no se completará 

hasta el comienzo de la mitosis, y aumenta el número de microtúbulos. La 

célula, por lo tanto, aumenta de volumen hasta alcanzar el tamaño de su forma 

celular típica. 

 

 El crecimiento de los tejidos depende principalmente de la duración del 

ciclo celular, siendo G1 la fase de duración más variable (unas 11 horas en 

células humanas de proliferación rápida, con una duración total del ciclo de 

unas 24 horas) incluso entre células de la misma estirpe y dentro del mismo 

cultivo. La duración de la fase G1 parece depender en gran medida de las 

condiciones de crecimiento celular (Agami y Bernards, 2002). Hay células que 

cesan por completo su división en condiciones subóptimas de crecimiento y 

otras que sólo se dividen ocasionalmente, cuando es necesario reemplazar la 

pérdida de células por lesión o muerte celular, ej: fibroblastos de la piel. En 

estos casos, si las células permanecen durante un tiempo, que puede ser 

indefinido, en estado quiescente o de reposo, a esta fase se la denomina G0 

(Viallard et al., 2001). El paso a una célula diferenciada se produce después de 
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una mitosis o a partir de una célula en fase G0. La duración del resto de las 

fases es prácticamente constante (S: 7-12 h, G2: 1-6 h, M: 1-2 h) . 

 

La fase S, es la fase de síntesis de ADN y ADN-polimerasa. En esta fase 

se sintetizan las proteínas histonas, asociadas al ADN en las células 

eucariotas. Al final de la fase cada cromosoma queda duplicado y formado por 

dos cromátidas idénticas. 

 

La fase G2 o premitótica, es la fase donde se sintetizan las enzimas 

necesarias para la mitosis. Puede haber cierto crecimiento celular y la fase 

acaba cuando los cromosomas empiezan a condensarse al inicio de la mitosis. 

Esta fase proporciona un lapso de seguridad, que permite a la célula confirmar 

que se ha completado con éxito la replicación del ADN, antes de iniciar la 

mitosis (Viallard et al., 2001). 

 

La fase M (o de mitosis), desarrolla una gran actividad celular y es donde 

ocurre la división del núcleo (cariocinesis), y sincronizadamente la división 

celular (citocinesis). Los cromosomas duplicados se distribuyen de manera 

idéntica en cada una de las células hijas, aunque es frecuente que el contenido 

citoplasmático no se reparta equitativamente entre las células hijas, pudiendo 

producir divergencias en los volúmenes de las células hijas superiores al 10% 

(Lundberg y Weinberg, 1999). 
 

El paso de la fase G1 a la fase S y el paso de la fase G2 a la fase M 

viene controlado por los denominados �check points� o puntos de restricción, de 

tal forma que no se puede avanzar en el ciclo hasta que las condiciones no 

sean apropiadas, o haya inducción por señales extracelulares, de manera que 

la progresión a través del ciclo celular se para en el punto de restricción y se 

entra en G0. El programa de la fase M se pone en marcha durante la fase G2, 

donde se sintetizan proteínas como la tubulina para que pueda producirse la 

división física de la célula. Algunos ciclos celulares se regulan en G2, como es 

el caso de los oocitos de vertebrados, que pueden permanecer detenidos en G2 

durante largos períodos de tiempo, hasta que son estimulados hormonalmente, 

y se activa su paso a fase M.  
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 La coordinación entre las diferentes fases del ciclo celular, depende de 

un sistema de puntos de control y de controles por retroalimentación que evitan 

la entrada en la siguiente fase del ciclo celular hasta que se haya completado la 

anterior. Los puntos de control más importantes son dos: uno se encuentra al 

final de G1, permitiendo que se repare el ADN dañado antes de ser replicado 

en la fase S, y, el otro en G2 antes de entrar en mitosis. El punto de control en 

G2, detecta el ADN que no ha sido replicado y/o el ADN dañado, generando 

una señal que evita que comience la fase M antes de que se haya completado 

la fase S, permaneciendo la célula en G2 (Lukas et al., 2004). 

 

 Existe otro punto de control al final de la mitosis, que supervisa que los 

cromosomas se alineen correctamente en el huso mitótico, asegurando la 

distribución de un juego completo de cromosomas a cada célula hija. 

 

En las células normales de mamíferos, la detención en el punto de 

control de G1, está mediada por la acción de una proteína conocida como p53, 

que se induce rápidamente en respuesta al ADN dañado. 
 
3.3. REGULACIÓN DEL CICLO CELULAR EN CÉLULAS NORMALES 
 

 El ciclo celular de todos los eucariotas está controlado por un conjunto 

de proteínas kinasas o cdk´s (kinasas dependientes de ciclinas), responsables 

de inducir el paso de un estado del ciclo celular a otro. La progresión a través 

del ciclo celular se lleva a cabo por miembros de cdk´s que se asocian con 

ciclinas específicas (Jonson y Wlaker, 1999; Nigg, 2001). 

 

El paso de la fase G1 a S, y más concretamente la progresión a través 

del punto de restricción, se lleva a cabo por complejos cdk/ciclinas (cdk4/ciclina 

D y cdk6/ciclina D), y más tarde, el tránsito se lleva a cabo por el complejo 

cdk2/ciclina E, que además se requerirá posteriormente para la síntesis de 

ADN. La progresión a través de la fase S, se lleva a cabo por el complejo 

cdk2/ciclina A. El paso de G2 a M, está regulado por el complejo cdk1/ciclina B 

(Malumbres y Barbacid, 2001). 
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3.3.1. Ciclinas 

 

 El término ciclina fue inicialmente usado para describir una familia de 

proteínas que tenían un aumento cíclico en su expresión, en diferentes 

momentos del ciclo celular, y que regulaban la activación de kinasas 

dependientes de ciclinas.  

 

 Las ciclinas se pueden definir, como proteínas activadoras de 

serín/treonín kinasas, cuya concentración celular, oscila en función de la fase 

del ciclo celular de que se trate y que controlan la progresión dentro del ciclo. 

Tienen una alta similitud en cuanto a su composición en aminoácidos, ya que 

tienen en común una región de 100 aminoácidos llamada �box de las ciclinas�, 

que sirve para unir y activar a las kinasas dependientes de ciclinas.  

 

Desde la ciclina A hasta la ciclina H, actúan como subunidades 

reguladoras para cdk´s y son clave en la regulación del ciclo celular (Steeg y 

Zhou, 1998). Existen cinco ciclinas principales, denominadas de la A a la E, 

cada una de las cuales alcanza una concentración máxima en un momento 

distinto del ciclo. Así, las ciclinas C, D (D1, D2, D3), y E alcanzan su pico 

máximo en G1, por lo que se las considera reguladoras de la transición de G1 a 

S. En células normales, los niveles de ciclina D1 fluctúan en respuesta a 

estímulos externos. Por otro lado las ciclinas A, y B (B1 y B2) tienen su máximo 

en S y G2 por lo que controlan el ciclo en G2 y M (Rodríguez y Rodríguez, 2000; 

Viallard et al., 2001). Podemos por lo tanto considerar que existen dos clases 

dentro de la familia de las ciclinas: las ciclinas G1 (C, D, y E), y las ciclinas G2 o 

mitóticas (A y B). 

 

 La ciclina A es requerida para la progresión a través de la fase S del 

ciclo celular y para la entrada en mitosis. Esta doble función es el resultado de 

su capacidad de unir a las kinasas dependientes de ciclinas cdk1 y cdk2 (Noble 

et al., 1997). En la fase S, la fosforilación de componentes de la maquinaria de 

replicación del ADN por ciclina A/cdk, es importante para el inicio de la 

replicación y para restringirlo a solamente una vez por ciclo. En mitosis, el 

papel exacto de ciclina A todavía no está del todo aclarado, aunque se sabe 
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que puede contribuir al control de la estabilidad de la ciclina B. De manera 

parecida a la mayoría de las ciclinas, la ciclina A aparece en el núcleo 

acumulándose durante la fase S y permanece en él hasta su degradación antes 

de la metafase, y su síntesis, es controlada principalmente a nivel 

transcripcional, involucrando a E2F y a otros factores de la transcripción 

(Viallard et al., 2001; Yam et al., 2002). Su destrucción se lleva a cabo a través 

de la proteolisis dependiente de la ubiquitina, al igual que el resto de ciclinas, 

excepto la ciclina F. 

 

 La ciclina B es una subunidad reguladora que se requiere para la 

actividad catalítica de la proteína quinasa cdk1. La síntesis de la ciclina B 

comienza en la fase S, acumulándose y formando complejos con cdk1 durante 

las fases S y G2. Al formarse estos complejos, cdk1 se fosforila en dos lugares 

críticos para su regulación. Una de estas fosforilaciones inhibe la actividad de 

cdk1, y lleva a que se acumulen complejos inactivos cdk1/ciclina B durante S y 

G2. La activación de este complejo por defosforilación de uno de los lugares 

críticos, permite el paso de G2 a M. La actividad de cdk1 provoca la 

degradación de la ciclina B, que ocurre por proteolisis mediada por la 

ubiquitina. Esta destrucción proteolítica lleva a la célula a salir de la mitosis y a 

volver a la interfase (Hershko, 1999). La ciclina B es inicialmente localizada en 

el citoplasma durante la fase S y la fase G2, y translocada al núcleo al 

comienzo de la mitosis. Esta localización citoplasmática de la ciclina B1 es el 

resultado de la continua exportación desde el núcleo (Smits y Medema, 2001). 

 

 La ciclina C, tiene como pareja catalítica a la kinasa dependiente de 

ciclinas cdk8 y se cree que controla la función de ARN polimerasa II, ya que 

forma parte del complejo multiprotéico formado por ciclina C, cdk8 y ARN pol II 

(Leclerc y Léopold, 1996), sin embargo no hay evidencias, de que junto a su 

pareja catalítica cdk8, tenga ningún papel en la regulación del ciclo celular 

(Barette et al., 2001). Otra función de la ciclina C, puede ser como regulador 

fisiológico de la salida de las células de G0, ya que combinado con cdk3, 

estimula la fosforilación de pRb, que se requiere para esta salida (Ren y 

Rollins, 2004). 
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La síntesis de la ciclina D se induce en respuesta a la estimulación por 

factores de crecimiento, sin embargo, las ciclinas de tipo D también se 

degradan rápidamente, por lo que su concentración intracelular desciende 

bruscamente en ausencia de factores de crecimiento. Así si se eliminan estos 

factores antes del punto de restricción, las células no pasarán a través de G1 a 

S, inactivándose y entrando en G0. 

 

El papel exacto de las ciclinas D no está del todo claro aunque parece 

que sólo ejecutan acciones fundamentales en células que tienen proteína Rb 

funcionante (pRb) o proteína del retinoblastoma. El gen Rb, es el prototipo del 

gen supresor de tumores, cuya inactivación contribuye al desarrollo del tumor. 

Así los complejos Cdk4,6/ciclina D, fosforilan a pRb a su paso por el punto de 

restricción en G1, y esto implica su disociación del factor de transcripción E2F 

(al que estaba unido en su estado poco fosforilado). Esta fosforilación parcial 

prepara a pRb para la subsiguiente hiperfosforilación por parte del complejo 

Cdk2/ciclina E, y esta inactivación permite a la célula avanzar a lo largo de G1 

tardío (Lundberg y Weinberg, 1999). Consecuentemente E2F liberado, activa la 

transcripción de sus genes diana, que codifican productos necesarios para la 

progresión por la fase S (Figura 2). Esta regulación de la expresión génica, por 

parte de los complejos de Cdk4,6/ciclina D, depende de la disponibilidad de 

factores de crecimiento en G1 (Evan y Vousden, 2001).  

 

La ciclina D1, fue el primer miembro de la familia de ciclinas G1  en ser 

identificada, y se le han atribuido funciones, como estimulador del crecimiento 

(mediante fosforilación de pRb), o inhibidor de la progresión del ciclo celular por 

inactivación de PCNA o antígeno nuclear de proliferación celular (proteína 

accesoria para ADN polimerasa γ y ε). También puede actuar como 

estimulador de la actividad transcripcional del RE y modulador de la expresión 

de genes específicos a través de distintos mecanismos de control del ciclo 

celular, y dependiendo de los niveles de expresión, del tipo celular y las 

condiciones de crecimiento puede inducir la senescencia y la apoptosis, (Han 

et al., 1999). Aunque el papel fundamental de la ciclina D1, es regulación y 

control del ciclo celular normal, también puede desarrollar funciones que no son 
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propias del ciclo celular. Así se sabe, que une a PCNA, y por lo tanto está 

involucrada en replicación y reparación de ADN. Además puede servir para 

inhibir la inducción de síntesis de ADN sobre daño UV o similar, posiblemente a 

través de la modulación de niveles de PCNA libre (Steeg y Zhou, 1998). 

 
FIG. 2. FOSFORILACIÓN DE PRB 

 

 La ciclina E se expresa en G1 tardío, y los complejos cdk2/ciclina E se 

requieren para el paso de G1 a S, y el inicio de la síntesis del ADN. Estos 

complejos adquieren una fuerte actividad kinasa justo antes de entrar las 

células en la fase S, foforilando la proteína del retinoblastoma de manera 

similar a la ciclina D (Figura 2), y permitiendo que se libere E2F, para continuar 

la progresión del ciclo a través de la fase S. En el curso de la fase S, la 

expresión de la ciclina E disminuye por la degradación proteosómica por parte 

de la ubiquitina. 

 

La estructura cristalina de la ciclina F, la relaciona cercanamente con las 

ciclinas A y B. El ARNm de la ciclina F fluctúa drásticamente a través del ciclo 

celular, alcanzando un pico en G2 parecido al de la ciclina A y decreciendo 

previo al declive del ARNm de la ciclina B (Bai et al., 1994). La proteína ciclina 

F se acumula en la interfase y es degradada en mitosis por mecanismos 
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fundamentalmente distintos a los de otras ciclinas, ya que no utilizan la 

ubiquitinación y sí involucra a las metaloproteasas (Fung et al., 2002). En la 

mayoría de las células es localizada en el núcleo y regula la localización 

nuclear de la ciclina B1 (Kong et al., 2000). La sobreexpresión de la ciclina F 

implica un incremento significante en la población celular en G2, lo que 

demuestra que esta ciclina interviene en la regulación del tránsito a través del 

ciclo celular. 

 

 Las funciones de la ciclina G no son del todo conocidas, este gen ha 

sido identificado como una nueva diana transcripcional de p53 (Okamoto y 

Beach, 1994), y contribuye a la detención de las células en la fase G2/M en 

respuesta a daño celular (Shimizu et al., 1998). Si ocurre daño en el ADN se 

desencadena el agrupamiento de la ciclina G en compartimentos nucleares 

altamente organizados, que contienen proteínas asociadas a la replicación, y 

esto proporciona una conexión adicional, entre la detención del crecimiento 

mediada por p53, y la regulación del ciclo celular. Esto sugiere, que la ciclina G 

puede actuar como un efector de los eventos mediados por p53, a través de 

asociación funcional con las proteínas de los focos de replicación (Reimer et 

al., 1999). La ciclina G es sobreexpresada en células de cáncer de mama. La 

ciclina G puede jugar un papel modulando la apoptosis inducida por diferentes 

estímulos (Okamoto y Prives, 1999). Se han aislado en células humanas dos 

ciclinas G (G1 y G2) inducidas por daño en el ADN a causa de la actinomicina 

D. La inducción de ciclina G1 es p53 dependiente, mientras que la expresión de 

G2 ha sido observada en ausencia de p53 (Bates et al., 1996). 

 

La ciclina H funciona como subunidad reguladora de un complejo 

trimérico (CAK), compuesto por subunidades de, cdk7, ciclina H y una tercera 

proteína llamada MAT1, que interviene en la regulación del ciclo celular. 

También se considera que funciona como un sustrato de la proteín kinasa CK2 

requerida para la viabilidad celular y para la progresión del ciclo celular, así la 

fosforilación de la ciclina H por CK2 es necesaria para una completa activación 

del complejo CAK (Faust et al., 2002). Los niveles de CAK y los componentes 

individuales no varían a través del ciclo celular. La débil asociación de ciclina H 

a cdk7, puede ser promovida por MAT1 o por residuos de treonina fosforilada, y 
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tiene considerables similitudes con la interacción entre ciclina A y cdk2, ya que 

la estructura cristalina de ambas ciclinas es muy similar. Una significante 

proporción de CAK se asocia a un complejo factor de transcripción (TFIIB) 

esencial para la transcripción y para la reparación de nucleótidos escindidos, 

promoviendo la fosforilación de la ARN polimerasa, en un mecanismo 

regulatorio. Puede también formar parte de las rutas de señalización en la 

transducción, y en el caso de daño en el ADN, promueve señales que son 

coordinadas con la maquinaria del ciclo celular y de la apoptosis (Noble et al., 

1997). La actividad de CAK no es inhibida por el inhibidor de ciclinas p27.  

 

3.3.2. Kinasas dependientes de ciclinas (cdk´s) 

 

 El tránsito a través del ciclo celular depende de la activación secuencial 

de Kinasas dependientes de ciclinas. Al contrario de las ciclinas, las cdk´s son 

relativamente constantes a través del ciclo celular y están estratégicamente 

situadas a través de las fases del ciclo celular. Hay actualmente identificadas 

nueve cdk´s, que cuando son activadas promueven fosforilación de otras 

proteínas, y que son reguladas positivamente por ciclinas, y negativamente por 

inhibidores de kinasas dependientes de ciclinas (Olashaw y Pledger, 2002; 

Osborne et al., 2004). La unión de las cdk´s con las ciclinas se lleva a cabo en 

la región conocida como �box de las ciclinas�, y aunque esta unión no es 

específica muestran ciertas preferencias (Figura 3): 

 

FIG. 3. POSIBILIDADES DE COMPLEJOS CICLINA/CDK 
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 La kinasa 1 dependiente de ciclina (cdk1), también es conocida por Cdc2 

o p34cdc2. El inicio de la mitosis está dirigido por una cascada de fosforilaciones 

de proteínas que conllevan a la activación de los complejos cdk1/ciclina B. 

Durante la fase S se asocia a la ciclina B sintetizada de novo. Su activación 

depende de su unión a su pareja catalítica la ciclina B. Es específicamente 

requerida para la mitosis, y también hay evidencias de que se requiere para la 

apoptosis (Castedo, et al., 2002). Cdk1 puede también unirse a la subunidad 

catalítica ciclina A, y así continuar la progresión del ciclo celular a través de la 

fase S. 

 

 La Kinasa 2 dependiente de ciclina (cdk2), es esencial para la progresión 

durante la fase G1/S. Adquiere su actividad kinasa en asociación con las 

ciclinas A o E. Durante la fase S, la ciclina E es reemplazada de su complejo 

por la ciclina A. Cdk2, también se ha visto que tiene un papel específico en el 

bloqueo de la apoptosis (Golsteyn, 2005). 

 

 Las Kinasas 4 y 6 dependientes de ciclinas (cdk4 y cdk6), son las parejas 

reguladoras de las ciclinas D. Los complejos ciclina D/cdk4/6, comienzan su 

actividad kinasa en mitad de la fase G1 y tienen su actividad máxima en la 

transición de G1/S (Viallard et al., 2001). 

 

 La Kinasa 7 dependiente de ciclinas (cdk7), se une a la ciclina H 

adquiriendo su actividad kinasa. Ni la expresión de la proteína cdk7, ni su 

actividad varían en el curso del ciclo mitótico de las células proliferantes (Faust 

et al., 2002). 

 

 Las kinasas 8 y 3 dependientes de ciclinas (cdk8 y cdk3), son las parejas 

reguladoras de la ciclina C (Barette et al., 2001; Ren y Rollins, 2004). 

 

La regulación de su actividad por tanto, puede quedar resumida en al 

menos cuatro mecanismos moleculares: 
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1) Asociación de las cdk´s con las ciclinas correspondientes (la 

formación de los complejos está regulada por la síntesis y 

degradación de las ciclinas). 

2) Activación de los complejos cdk/ciclina por la fosforilación de un 

residuo de la treonina de la cdk alrededor de la posición 160. 

3) Fosforilación inhibidora de treonina 14 y tirosina 15. Las cdk´s se 

activan por defosforilación de estos residuos. 

4) Asociación con inhibidores de cdk´s (ckIs), a los complejos de 

cdk/ciclina. 

 

3.3.3. Inhibidores de ciclinas 

 

 La continua fosforilación de pRb en sí, actúa como un estimulador de la 

expresión de ciclina D1 y ciclina E, perpetuando de ese modo esta fosforilación. 

Tal sistema de feedback potencialmente peligroso, necesita encarecidamente 

regulación para prevenir los continuos ciclos de proliferación celular a que 

están sometidos y así evitar una proliferación anormal. Este control se lleva a 

cabo por una serie de inhibidores de Kinasas dependientes de ciclinas (cdki), 

que son específicas de una o más cdk´s. Estos reguladores negativos del ciclo 

celular son considerados genes supresores de tumores, en los que la pérdida 

de su función puede contribuir a comportamiento maligno. 

 

 Existen dos familias de inhibidores de kinasas dependientes de ciclinas: 

la familia INK4, formada por las proteínas p16, p15, p18 y p19, y la familia 

Cip/Kip, formada por las proteínas p21, p27 y p57. Las proteínas de la familia 

INK4 son unos inhibidores que unen únicamente a Cdk4-Cdk6 y no a ciclinas, y 

por lo tanto son específicas para la fase G1 temprana. Las proteínas de la 

segunda familia de inhibidores van a inhibir todos los complejos de cdk/ciclinas, 

no son específicos de una fase particular y a diferencia de las proteínas de la 

familia INK4, no van a disociar los complejos cdk/ciclinas. Las proteínas Cip/Kip 

forman complejos triméricos con cdk2 unido a ciclina E o ciclina A, e inactivan 

su actividad enzimática. La interacción de estas proteínas con cdk4/6 es sin 

embargo más compleja, porque a concentraciones fisiológicas, p21 y p27 

promueven la formación de complejos activos de cdk4/6/ciclina D, mientras que 
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a mayores niveles preferentemente unen a cdk´s reduciendo la capacidad de 

ciclina para activar la enzima e inhibiendo la actividad de cdk4/6. Por lo tanto la 

función de los complejos cdk4/6/ciclina D es secuestrar p21 y p27 alejándolos 

de los complejos cdk2/ciclina E o cdk2/ciclina A, facilitando su activación y la 

transición a través de G1/S (Steeg y Zhou, 1998; Reed, 2002). Sin embargo 

Bagui et al. (2003), concluyeron en un estudio que complejos cdk4/ciclina D se 

forman y se vuelven activos en la ausencia de p27 y p21, aunque sugieren que 

estos se vuelven más estables cuando unen a p27 y p21. Las proteínas de la 

familia Cip/kip pueden tener papeles adicionales que cuentan con diferentes 

localizaciones celulares y diferentes dianas presentes en el citoplasma y en el 

núcleo y probablemente también en el ADN (Coqueret,.2003). Así pueden 

actuar como reguladores citoplasmáticos potenciales como factores de 

ensamblaje, reguladores de apoptosis, o reguladores de migración celular y 

pueden funcionar como cofactores transcripcionales en el núcleo. Las proteínas 

p21 y p27 sufren eventos de fosforilación que determinan su localización 

celular y así median funciones como supresores de tumores en su localización 

nuclear y adoptan un papel oncogénico en el citoplasma (Swanton, 2004). 

 

 p21 es una diana transcripcional de p53 y juega un papel en 

senescencia, diferenciación y en la coordinación de reparación del daño del 

ADN con detención del ciclo celular. Además de inhibir la progresión del ciclo 

celular mediante su interacción con cdk´s, p21 puede inhibir directamente la 

replicación del ADN en fase S, uniéndose al antígeno nuclear de proliferación 

celular (PCNA). La gran similitud estructural entre p21 y p27, no impide que 

respondan diferentemente a diversas señales mitogénicas. Muchas señales 

antiproliferativas (ausencia de mitógenos/citoquinas, contacto célula-célula...) 

inducen la acumulación de p27 (Clurman y Porter, 1998). Se ha sugerido que 

p27 puede jugar un importante papel regulador negativo en células quiescentes 

y en G1, mientras que p21, cuya expresión está normalmente reducida o 

ausente en células quiescentes, puede estar involucrada en el control de la 

actividad de cdk en proliferación celular (Cariou et al., 1998). Los niveles de 

p27 son regulados primariamente por degradación proteolítica a través de la 

ruta de la ubiquitina, a nivel transcripcional (Slingerland y Pagano, 2000). La 

fosforilación de p27 en la treonina 187, por el complejo cdk2/ciclina E, conlleva 
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a un declive en la concentración de p27, así el reconocimiento de la forma 

fosforilada de p27 por la ligasa ubiquitina SCF (Skp2) finaliza con la 

degradación de p27 (Swanton, 2004). Otro factor que contribuye a la 

degradación de p27 es su localización, así cuando p27 tiene localización 

nuclear va a inhibir la actividad de cdk2/ciclina E, y la fosforilación de p27 en la 

serina 10 va a desviar una fracción de p27 del núcleo al citoplasma (Boehm et 

al., 2002), permitiéndose por tanto la actividad de los complejos cdk2/ciclina E y 

en consecuencia la fosforilación de p27 en la treonina 187 y su consecuente 

ubiquitinación y degradación en el núcleo (Bloom y Pagano, 2003). P27 

desarrolla un importante papel en el paso de proliferación a diferenciación de 

precursores celulares en varias líneas celulares (Sgambato, et al., 2000).  

 

3.4. CICLO CELULAR Y CÁNCER 

 

El conocimiento del ciclo celular es fundamental para comprender los 

mecanismos moleculares que controlan la proliferación celular y por tanto los 

mecanismos responsables del crecimiento de los tumores. Mientras que la 

duración de un ciclo para una célula normal puede ser de 24-48 horas, la 

duración de un ciclo en una célula tumoral está entre 72-120 horas. Esta 

maquinaria molecular opera dentro del núcleo de tal forma que controla la 

decisión de la célula para proliferar, para entrar en una fase de quiescencia 

reversible o incluso para entrar en un estado de diferenciación postmitótico. Se 

conoce que una de las principales propiedades de las células cancerígenas es 

su incrementada y deregulada actividad proliferativa, y que anormalidades en 

muchos moduladores positivos y negativos del ciclo celular son frecuentes en 

muchos tipos de cáncer (Sandhu y Slingerland, 2000). Así podemos citar entre 

estas anormalidades la función defectuosa del gen Rb y de los inhibidores de 

cdk, además de la sobreexpresión de ciclinas, observándose a menudo 

interacciones entre ellas (Fernández et al., 1998). Hiromura et al. (2002), 

propusieron que la localización subcelular de cdk2, determina el destino 

proliferativo o apoptótico de la célula, así en células proliferando el complejo 

cdk2/ciclina A tuvo localización nuclear, pero la inducción de apoptosis en 

células proliferando, coincidió con un aumento en la actividad del complejo 

cdk2/ciclina A en el citoplasma 
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3.4.1. Ciclinas y su relación con el cáncer 

 

Los niveles de ciclina D1 en líneas celulares transformadas, es 

extremadamente variable y reporta resultados diferentes, incluso para la misma 

línea de diferentes laboratorios, reflejando probablemente variación local en la 

evolución de la línea (Barnes y Gillet, 1998). 

 

El gen de la ciclina D1 (CCND1), se localiza en el brazo largo del 

cromosoma 11 (11q13), y esta región del cromosoma a menudo se encuentra 

amplificada en el cáncer humano, ocurriendo esta amplificación en un 13 a 

32% de los cánceres de mama humanos (McIntosh, et al., 1995). En una serie 

de estudios clínicos, que han comparado la amplificación de CCND1, con la 

expresión de la ciclina D1, se demuestra que existe sobreexpresión de ARNm y 

proteínas en los casos en los que ha habido amplificación génica, aunque en la 

mayoría de los tumores ocurre esta sobreexpresión de ARNm y de proteínas, 

sin que ocurra amplificación génica (Barnes y Gillet, 1998; Hosokawa y Arnold, 

1998). La sobreexpresión y amplificación de ciclina D1 ha sido estudiada por 

Naidu et al. (2002), llegando a la conclusión de que existe una significante 

relación entre la amplificación de ciclina D1 y metástasis en ganglios linfáticos, 

pero no existe una significante relación con el grado histológico, el estatus del 

RE y el índice de proliferación (Ki-67 y PCNA). Sin embargo, sobreexpresión de 

ciclina D1 fue estadísticamente asociada con tumores bien diferenciados y 

positividad del RE, no se encontró relación sin embargo con el estatus nodal ni 

con el índice de proliferación. La amplificación y sobreregulación de ciclina D1 

puede ser independiente de la edad de la paciente. 

 

 La sobreexpresión de ciclina E, también se ha demostrado en cánceres 

de mama, y las alteraciones de ésta se asocian con un estadio más avanzado y 

un grado más alto del tumor (Keyomarsi et al., 1994). Raramente la ciclina E y 

la ciclina D1 son conjuntamente sobreexpresadas, Lodén et al. (2002) 

propusieron un modelo en el que la ciclina D1 y la ciclina E estaban 

sobreexpresadas representando dos mecanismos alternativos para inactivar la 

ruta pRb y por lo tanto llevar a cabo crecimiento incontrolado en la 

tumorigénesis del cáncer de mama. Una sobreexpresión de ciclina E provoca 
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una hiperfosforilación de pRb, e incrementa la actividad proliferativa, al igual 

que ciclina D1. Tumores con ciclina E sobreexpresada están asociados con 

peor pronóstico que tumores con sobreexpresión de ciclina D1. El gen que 

codifica la ciclina E está localizado en el cromosoma 19q12 y raramente se 

encuentra amplificado en cáncer de mama (2%); sin embargo, la 

sobreexpresión y alteraciones en la ruta de degradación, dan lugar a la 

acumulación de isoformas de bajo peso molecular, que han sido demostradas 

en el 20-30% de cánceres de mama (Osborne et al., 2004). Se ha observado 

una fuerte correlación entre la sobreexpresión de ciclina E y la carencia de 

expresión de RE (Steeg y Zhou, 1998). Mientras que la ciclina D1 es sintetizada 

en respuesta a factores de crecimiento, la ciclina E no, así la supresión de 

factores de crecimiento una vez atravesado el punto de restricción no va a 

afectar el hecho de que el complejo cdk2/ciclina E, regule el paso a través de 

G1 tardío a S. Éste complejo actúa como un componente central de la 

regulación estrogénica de la progresión a través del ciclo celular, y por lo tanto 

una diana potencial que contribuye al papel de los estrógenos en la 

oncogénesis (Doisneau-Sixou et al., 2003).  

 

3.4.2. Inhibidores de ciclinas y su relación con el cáncer 

 

Como inhibidor de proliferación celular, p21 juega un importante papel 

en supresión de tumores inducido por drogas a causa de sus funciones 

apoptóticas y de sensibilidad a drogas. Numerosos estudios muestran que p21 

también puede asumir funciones pro o antiapoptóticas, en respuesta a agentes 

antitumorales dependiendo del tipo y contexto celular (Liu et al., 2003). En un 

estudio de Zhou et al. (2001), en células sobreexpresando HER-2/neu se 

observa que éste induce a través de la activación de Akt (receptor 

transmembrana, involucrado en proliferación celular y con propiedades 

antiapoptóticas), la localización citoplasmática de p21 y por lo tanto induce 

actividad oncogénica. Chang et al. (2000), demostraron en su estudio que p21 

inhibe selectivamente o induce un conjunto de genes con distintas funciones 

biológicas en la división celular, sugiriendo un papel para p21 en la patogénesis 

del cáncer y enfermedades relacionadas con la edad. 
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 Los niveles de la proteína p27 son altos en epitelio normal mamario, 

mientras que en cáncer de mama se muestra un grado variable de pérdida de 

esta proteína, con mayor reducción en ganglios linfáticos metastásicos. La 

pérdida de esta proteína, se considera un factor pronóstico en diversos 

carcinomas ya que precede a la invasión neoplásica y correlaciona con alto 

grado tumoral y además ha sido evaluada como predictora de respuesta a 

tratamientos (Cariou et al., 1998; Wu et al., 1999; Barbareschi, 1999; Tsihlias et 

al., 1999; Slingerland y Pagano 2000; Chiarle et al., 2001). La baja expresión 

de p27 probablemente contribuye al fenotipo tumoral por una incrementada 

actividad de Cdk2, y ésta pérdida de expresión de p27 también se puede 

relacionar en parte con un papel en la modulación de la adhesión célula-célula, 

y por tanto, la tendencia a la progresión metastásica (Osborne et al., 2004).  

 

La sobreregulación de p27 y la baja regulación de ciclina D1, que 

conlleva una detención del ciclo celular, está asociada en células MCF-7 con la 

expresión de 4EBP-I, un inhibidor del factor de iniciación eucariótico 4E (eIF4E) 

esencial para la translación y cuya actividad incrementada y elevada expresión 

conlleva a la transformación tumorigénica (Jiang et al., 2003). Aunque los 

genes que codifican p27 raramente están mutados en cánceres humanos, p27 

es funcionalmente inactivado a través de una acelerada proteolisis por la 

activación oncogénica de Ras y del receptor de tirosín kinasa, a través de 

secuestro por complejos Cdk/ciclina D y por localización citoplasmática 

(Alkarain y Slingerland, 2004). 

 

Estudios experimentales en cultivos celulares, han implicado a la 

proteína p27 como un inhibidor de señales de ErbB-2 (Hulit et al., 2002). Varias 

líneas de evidencia sugieren una relación inversa entre ErbB-2 y p27 que 

puede ser importante en el inicio o progresión del cáncer de mama, así una 

reducida expresión de p27 se correlaciona con sobreexpresión de ErbB-2 

(Newman et al., 2001; Zhou y Hung, 2003; Musgrove, 2004). Esta reducción de 

p27 está causada por su incrementada degradación mediada por ubiquitina, a 

través de la ruta HER-2/MAPK. Además HER-2 exporta al citoplasma p27, 

facilitando su degradación (Yang et al., 2000).  
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Del mismo modo se ha demostrado que la expresión de p27 está 

inversamente relacionada con el marcador de proliferación Ki-67 (Sgambato et 

al., 2000), y que la expresión de receptores de estrógenos está asociada con 

mayores niveles de p21 y p27 (Cariou et al., 2000), considerándose estas 

proteínas mediadores críticos de los efectos terapéuticos de antiestrógenos en 

cáncer de mama. 

 

4. APOPTOSIS 
 
4.1. DEFINICIÓN 

 

 El término de apoptosis se acuñó en 1972 para definir un mecanismo 

general de pérdida o delección de células aisladas, complementario a la 

mitosis, que poseía características morfológicas, bioquímicas y genéticas 

específicas (Kerr et al., 1972). La apoptosis es la forma de muerte celular 

eucariótica más común, ya que la muerte celular fisiológica, es esencial para el 

apropiado desarrollo y función de organismos multicelulares. Habitualmente se 

define como el conjunto de fenómenos intracelulares que llevan a la célula a 

una �muerte programada�, manteniendo así la homeostasis en organismos 

multicelulares. 

 

 Hay que diferenciar entre apoptosis y muerte celular programada (MCP). 

La MCP hace referencia a situaciones fisiológicas en las que la muerte celular 

está determinada para que ocurra en un momento preciso, en relación con el 

desarrollo y renovación normal de los tejidos, y cuando este momento llega se 

ponen en marcha unos mecanismos que dictan a las células el proceder 

suicida; sin embargo, la apoptosis puede no ser el único mecanismo utilizado 

por la MCP (Clavero et al., 2001).  

 

 La necrosis ocurre típicamente en células traumatizadas de modo 

agudo, produciendo hinchazón y lisis celular y apareciendo una respuesta 

inflamatoria. Sin embargo la apoptosis ocurre en células que sufren traumas 

leves, responden a imperativos del desarrollo o sufren déficits de factores 
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tróficos, de una manera ordenada y sin producir una respuesta inmune en el 

lugar de la pérdida celular.  

 

 El concepto de apoptosis sugiere que en un determinado punto del 

destino de una célula ocurre una cascada irreversible de acontecimientos 

desencadenados por vía génica que permiten una eliminación eficiente de 

dicha célula sin interrumpir el funcionamiento normal del tejido (Vaux, 1993; 

Stellar, 1995). 

 
4.2. MECANISMOS MOLECULARES DE LA APOPTOSIS 

 

La apoptosis es un proceso controlado y regulado genéticamente, donde 

pugnan genes que previenen y promueven su inicio (Krajewski et al., 1999; 

Cory y Adams, 2002). Podemos clasificar a los reguladores de la apoptosis en 

5 grupos. 

 

- Genes de la familia bcl-2 

- Sistema Fas/fasL 

- Factores de respuesta al estrés oxidativo (especies reactivas 

de oxígeno como SOD, Glutation-peroxidasa, Catalasa). 

- Reguladores de la transcripción (p53 y c-myc). 

- Proteasas citoplasmáticas (familia de genes ICE y calpain que 

es una proteasa activada por calcio). 

 

La apoptosis a menudo es un proceso dependiente de las caspasas, una 

familia de cisteinil proteasas mitocondriales (caspasas 2, 3, 8, 9), conocidas 

como las ejecutoras de la apoptosis, ya que la liberación de éstas va a dar 

lugar a la mayoría de los distintivos morfológicos de la muerte celular, como 

fragmentación nuclear, rotura del citoesqueleto celular y exposición de 

fosfatidilserina en la superficie extracelular de la membrana plasmática. Sin 

embargo, se conocen ciertas formas de apoptosis independientes de caspasas, 

y recientes trabajos han proporcionado evidencias de que, la mitocondria juega 

un papel muy importante en las formas de apoptosis dependientes o 

independientes de caspasas (Parone et al., 2002). 
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4.2.1. P53 

 

 El papel fisiológico de p53, parece ser de mediador crítico de dos 

respuestas celulares diferentes, que siguen a un daño producido en el ADN: 

detención del crecimiento en la fase G1 del ciclo celular o apoptosis. Los 

niveles de p53 aumentan en respuesta a un daño genotóxico y este aumento, 

que resulta de una transcripción incrementada y estabilización protéica, es 

responsable del inicio de la detención del ciclo celular, la reparación del ADN 

y/o la apoptosis (Lane et al., 1992). Se conoce que cuando ocurre un daño en 

el ADN, se activa p53 que frena la división celular, y permite la acción de las 

enzimas reparadoras del ADN, previo a la replicación del mismo. Si el daño no 

puede ser reparado, p53 participa en la inducción de la apoptosis previniendo, 

incluso permanentemente, la propagación de una célula, que podría sufrir 

alteraciones genómicas estables, y por lo tanto que podría tener susceptibilidad 

incrementada a la transformación maligna (Lane et al., 1994). La inducción de 

la apoptosis se lleva a cabo junto a proteínas codificadas por genes como bcl-

2. Estas importantísimas funciones se pierden cuando p53 está inactivado o 

mutado, continuando la proliferación celular y dando lugar a que los daños en 

el genoma celular se perpetúen, no entrando la célula en apoptosis.  

 

El gen supresor de tumores p53 es el gen más comúnmente mutado en 

cáncer humano en la fase G1/S. Según la hipótesis de Knudson (1971), existe 

un doble mecanismo de seguridad, para preservar el gen supresor de tumores 

p53 o cualquier otro oncosupresor, y es que, no sólo es necesario que se 

produzca una mutación en uno de los dos alelos normales, sino que el otro 

alelo debe necesariamente perderse (deleción) o sufrir también una mutación 

(Greenblatt et al., 1994; Schneider, 1995). En un estudio de Salleh et al. (2003), 

en ratones knockout hemicigóticos para p53+/-, donde se usó como agente 

antitumoral el dietilestilbestrol, comparados con ratones normales, se concluyó 

que existía una peor respuesta al tratamiento, en el control del ciclo celular y de 

la apoptosis, y esto podría ser fundamental para el desarrollo tumoral acelerado 

en este modelo carcinogénico. La proteína p53 contiene varios dominios 

funcionales necesarios para inducir detención del ciclo celular y apoptosis. La 

mutación en el dominio de activación 2, entre los residuos 53-54, anula la 
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actividad apoptótica pero no tiene efectos significantes en la detención del ciclo 

celular, y la activación de este dominio induce genes proapoptóticos o inhibe 

genes antiapoptóticos (Zhu et al., 2000). 

 

 La primera demostración de que la expresión de p53 indujo apoptosis, 

fue realizada en la línea celular leucémica M1, desprovista de p53 endógena, 

donde se introdujo una proteína mutante p53 sensible a temperatura, y estas 

células rápidamente fueron sometidas a apoptosis a la temperatura permisiva, 

32ºC, donde p53 asumió conformación y actividad normal (Yonish-Rouach et 

al., 1991). La decisión de una célula de someterse a apoptosis mediada por 

p53 versus detención en G1, es dependiente del contexto celular, ya que 

existen diferencias entre los tipos celulares, y éstas van a determinar el destino 

celular siguiendo la inducción de p53 (Canman y Kastan, 1997). 

 

 Se ha establecido la existencia de dos mecanismos distintos de p53, 

dependientes de apoptosis e independientes de apoptosis. Los mecanismos de 

p53 dependientes de apoptosis, requieren otras funciones de p53 que las de 

regulación transcripcional (Caelles et al., 1994), ya que la actividad 

transcripcional de p53 no es suficiente para la apoptosis inducida por éste 

(Rowan et al., 1996). El hecho de que varios genes involucrados en la 

regulación de la apoptosis, sean transcripcionalmente modulados por p53, 

sugiere un papel de p53 para la transactivación en la apoptosis. Es posible que 

la apoptosis inducida por p53 pueda resultar de cambios en el equilibrio 

Bax/Bcl-2 a favor de la apoptosis, o que p53 pueda regular diferencialmente a 

subgrupos de genes, involucrados en el destino de la célula; un grupo 

confiriendo detención en G1, y otro apoptosis, y todo ello determinado en última 

medida, por la presencia de señales de supervivencia como presencia o 

ausencia de factores de crecimiento, y otras proteínas reguladoras del ciclo 

celular como Rb (Weeb et al., 1997). 

 

4.2.2. Familia Bcl-2 

 

La familia Bcl-2 está constituida por los genes: bcl-2, Bax, bcl-xl, bcl-xs, 

MCL-1, Bag-1, Bad, Bak, y Bid. 
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El gen bcl-2 fue identificado originalmente en el análisis de la 

translocación t(14;18) la cual predispone al desarrollo de linfomas B, 

correlacionándose por lo tanto niveles elevados de bcl-2 y tumorigénesis. 

Como se ha podido confirmar tras numerosos estudios (Reed, 1944; 

Korsmeyer, 1995; Belinda y Kumar, 2002) el gen bcl-2 juega un papel inhibidor 

de la muerte celular en varios tipos celulares. La expresión elevada de este gen 

es capaz de bloquear la muerte celular por apoptosis actuando como 

antioxidante y suprimiendo la peroxidación lipídica, con lo que previene el daño 

celular producido por los radicales libres (Hockenberry et al., 1993; Kugu et al., 

1998). Sin embargo, según un estudio realizado por Steinman (1995), bcl-2 

actuaría como un factor pro-oxidante llevando a cabo sus efectos protectores 

indirectamente a través de la inducción del repertorio normal de enzimas de 

defensa contra el estrés oxidativo. En cualquier caso la regulación del estado 

redox celular probablemente no sea el único mecanismo de actuación del bcl-2, 

ya que estudios adicionales han implicado a esta proteína en la regulación de 

la homeostasis del calcio (Baffy et al., 1993), y en transducción de señales 

asociadas a factores de crecimiento (Fernández y Bischoff, 1993). 

 

La expresión de bcl-2 en cáncer de mama humano, ha sido asociado 

con buen pronóstico y se correlaciona con RE+, mientras que decrecida 

expresión de Bax ha sido asociada a pobre resultado clínico (Schorr et 

al.,1999). Los efectos antiapoptóticos de estradiol y los potentes efectos 

proapoptóticos de algunos antiestrógenos y de inhibidores de la aromatasa, 

sugieren un papel potencialmente importante para bcl-2 como modulador de 

respuesta a terapia hormonal en cáncer de mama (Eissa et al., 1999; Gompel 

et al., 2000; Salami y Karami-tehrani, 2003; Thiantanawat et al., 2003). Maloof 

et al. (1999), comprobaron que la sobreexpresión de FGF-2, bajo regula bcl-2 y 

promueve la apoptosis en la línea celular MCF-7. 

 

Se han identificado varios genes de la misma familia y que actúan del 

mismo modo, de todos el gen Bax parece ser el más importante. Este gen 

actúa promoviendo la apoptosis directamente mediante la formación de 

homodímeros bax:bax, proceso que puede ser inhibido por la presencia del bcl-

2 (Korsmeyer, 1995). De modo que el producto del gen bax se encuentra 



Inés Isabel Suárez Vergara  Introducción 

 60

generalmente en el citosol, y tras una señal apropiada sufre un cambio 

estructural (homodimerización) que le lleva a actuar sobre la mitocondria 

produciendo una liberación de citocromo c mitocondrial a dicho citosol. El 

citocromo c se une a la proteína APAF-1 (apoptotic protease activating factor), 

activando de este modo a la caspasa 9, la cual acelera la apoptosis activando 

la cascada de las caspasas que es la que produce la desestructuración celular 

en cuerpos apoptóticos (Kugu et al., 1998). Si el bax no se une en 

homodímeros, sino que se heterodimeriza con el bcl-2, no se produce la 

activación de la apoptosis. Además, parece que las proteínas de la familia bcl-2 

pueden regular la permeabilidad de la membrana mitocondrial al citocromo c 

(Parone et al., 2002). Un nuevo estudio en la línea celular MDA-MB-231, ha 

encontrado que el citocromo c, no es la proteína crítica, que liberada desde la 

mitocondria, desencadena la apoptosis inducida por γ-tocotrienol, sino que 

existe un nuevo factor que media la apoptosis en estas células, y éste se trata 

del factor de inducción de apoptosis (AIF) (Takahahi y Loo, 2004). 

 

Dentro de esta familia se ha descrito el gen bcl-x, el cual produce dos 

isoformas de ARN mensajero: una variante corta (bcl-xshort) y una larga (bclx-

long). La primera actúa inhibiendo la acción del bcl-2, con lo que promueve la 

apoptosis, mientras que la isoforma larga suprime la apoptosis antagonizando 

al bax (Boise et al., 1993; Kugu et al., 1998).  

 

En la última década se han identificado nuevos genes de la familia bcl-2 

que pueden actuar inhibiendo la apoptosis mediante su interacción con el bax, 

como son el MCL-1 (Kozopas et al., 1993) y el bag-1 (Takayama et al., 1995), o 

promoviéndola interaccionando con el bcl-2 y bcl-xl, como los genes bad (Yang 

et al., 1995) y bak (Chittenden et al., 1995). El gen MCL1, puede actuar como 

clave determinante en la proliferación celular, la diferenciación y la 

tumorigénesis. Aunque no tiene un papel directo en programas de 

proliferación/diferenciación, este gen puede permitir el proceder a estos 

programas o prevenirlos y nos proporciona una interesante perspectiva del 

papel de la familia bcl-2 en la transición en el fenotipo celular. MCL1 es una 

proteína antiapoptótica reguladora de apoptosis y de progresión del ciclo 

celular, estando mediada la función reguladora del ciclo celular a través de su 
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interacción con el antígeno nuclear de proliferación nuclear (PCNA), (Fujise et 

al., 2000).  

 

Otro producto de la familia bcl-2, el BID, se encuentra en el citosol 

siendo activado por la caspasa 8 para actuar sobre la mitocondria del mismo 

modo que el bax, dando lugar a la liberación de citocromo c (Kugu et al., 1998). 

La expresión de bag-1 se correlaciona con la expresión de bcl-2, p53, 

diferenciación, y los receptores de estrógenos y de progesterona (Tang et al., 

2004). 

 
 

NOMBRE 
FUNCIÓN EN 

APOPTOSIS 
MECANISMO DE ACCIÓN 

bcl-2 Inhibición Regulación redox, homeostasis ca++, 

intercción bax. 

Bax Activación Activación cascada de caspasas 

bcl-xl Inhibición Interacción bax 

bcl-xs Activación Interacción bcl-2 

MCL-1 Inhibición Interacción bax 

bag-1 Inhibición Interacción bax 

Bad Activación Interacción bcl-2/bcl-xl 

Bak Activación Interacción bcl-2/bcl-xl 

Bid Activación Activación cascada caspasas 

 

 
4.3. APOPTOSIS EN CÉLULAS NORMALES 
 

 Asociados con la apoptosis, van a ocurrir unos cambios morfológicos y 

bioquímicos, coordinados entre el núcleo, citoplasma, organelas y membrana 

plasmática, que entre otros eventos van a conllevar a una reducción celular. 

Los cambios más característicos tienen lugar en el núcleo. Así la condensación 

de la cromatina implica el que la ultraestructura nuclear esté alterada, 

permitiendo el agrupamiento de los poros nucleares y la fragmentación del 

núcleo, en fragmentos que contienen cromatina, muchos de los cuales tienen 



Inés Isabel Suárez Vergara  Introducción 

 62

restos de la membrana nuclear. A nivel molecular una endonucleasa degrada el 

ADN en fragmentos nucleosomales de 180-200 pares de bases. Aunque la 

generación de fragmentos de ADN de tamaño oligonucleosomal se utiliza 

comúnmente como un indicador de apoptosis, no se asocia con apoptosis ni en 

todas las células tipo ni en todas las situaciones (Gooch y Yee, 1999).  

 

Otros sucesos destacables son la preservación de la morfología normal 

de la mitocondria, y segmentación de la célula dentro de cuerpos apoptóticos 

que rápidamente son reconocidos y fagocitados por macrófagos u otras células 

viables circundantes (Canman y Kastan, 1997). 

 

 En el tejido mamario se llevan a cabo profundos cambios morfológicos y 

funcionales siguiendo la secuencia de embarazo, lactancia e involución 

postlactacional para volver a iniciar otro nuevo ciclo. La muerte celular 

extensiva y la remodelación del tejido que ocurre durante la involución 

postlactacional, se lleva a cabo vía apoptosis (Denmeade et al., 1997). Schorr 

et al. (1999), concluyeron en su estudio, que bcl-2 es expresada en la glándula 

mamaria de no embarazada y en embarazo temprano. En contraste la 

expresión de bcl-x y bax continúa a través del embarazo tardío, es bajo 

regulado durante la lactancia y sobreregulado con el comienzo de la involución. 

Bak y bad, son también sobreregulados durante la involución. Estudios usando 

tejidos humanos, han mostrado también, que el tejido mamario normal, 

conlleva ciclos de proliferación y de apoptosis durante el transcurso del ciclo 

menstrual (Denmeade et al., 1997). Se ha obervado un pico mitótico del día 25-

28 del ciclo, coincidente con el pico de progesterona y estrógenos durante la 

fase lútea. Éste es seguido por un pico apoptótico donde las células muestran 

cambios apoptóticos en el día 28, coincidente con la disminución de hormonas 

anunciando el final del ciclo. La expresión de la proteína bcl-2 es mayor justo 

antes de que ocurra el pico mitótico, y disminuye cuando va a ocurrir el pico 

apoptótico. Por esto el equilibrio entre proliferación y apoptosis es crítico para 

mantener la homeostasis normal del tejido mamario y el desarrollo normal del 

ciclo de lactación e involución. 
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4.4. APOPTOSIS EN CÉLULAS TUMORALES 

 

 La capacidad de la población de células tumorales para expandirse en 

número está determinada no sólo por la tasa de proliferación celular sino 

también por la tasa de desgaste celular. La apoptosis representa la mayor 

fuente de este desgaste, siendo un distintivo de la mayoría y quizás todos los 

tipos de cáncer (Hickman, 2002). El programa apoptótico está presente de 

forma latente en todos los tipos celulares del cuerpo y va a desencadenarse 

por variadas señales fisiológicas (Hanahan y Weinberg, 2000). La resistencia a 

apoptosis puede ser adquirida por células cancerígenas a través de variadas 

estrategias. Sin duda la más común involucra la mutación de p53. 

 

 La expresión de múltiples proteínas moduladoras de apoptosis en líneas 

celulares de cáncer de mama, sugieren la complejidad en la regulación de la 

apoptosis en neoplasmas de origen epitelial mamario (Zapata et al., 1998). 

Alteraciones que afectan a la familia bcl-2 empeoran la capacidad de controlar 

el flujo de células a través de puntos críticos, y por lo tanto permiten la 

inmortalización celular y el cáncer.  

 

Ben-Hur et al. (2002), evaluaron en su estudio el posible papel de 

proteínas relacionadas con la apoptosis en el progreso de la tumorigénesis en 

el cáncer de mama. Analizaron inmunohistoquímicamente células epiteliales 

tumorales y linfocitos, llegando a la conclusión de que las células iniciando la 

apoptosis en tumores son dañadas por el proceso, y que la intensa apoptosis 

en linfocitos en tumores malignos, puede ser una de las razones, para el 

progreso del cáncer de mama. La sobreexpresión de bcl-2 o de bcl-x, asociada 

con pérdida de apoptosis en células in vivo de cáncer de mama humano, puede 

justificar su comportamiento metastásico. Estos genes aumentan la metástasis 

tumoral cuando el origen oncogénico ha desencadenado el proceso 

metatásico, en células donde el período de vida está extendido (Fernández, 

2002). Sin embargo Berardo et al. (1998), encontraron que en carcinoma de 

mama ganglio positivo, alta expresión de bcl-2, se asoció con un número de 

factores pronóstico favorables y con mejores resultados clínicos. La expresión 
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de bcl-2 y de p53 en ganglios linfáticos metastásicos se correlaciona con su 

expresión, en tejidos de tumores primarios (Arun et al., 2003). 

 

 Aproximadamente 2/3 de los cánceres de mama poseen receptores de 

estrógenos en el tiempo de la diagnosis, y a menudo responden a 

intervenciones hormonales como la ablación ovárica, antiestrógenos o 

inhibidores de la aromatasa, inhibiendo la proliferación celular y promoviendo la 

apoptosis (Denmeade et al., 1997). Así investigadores como Warri et al. (1993), 

observan que en las células MCF-7 creciendo en cultivo, existe una morfología 

apoptótica después de la reducción de estrógenos, y también observan 

evidencias de apoptosis en un 60% de las células tras el uso del antiestrógeno 

Toremifeno durante tres días. 

 

 Existe 1/3 de los cánceres de mama con resistencia hormonal adquirida, 

que no van a responder a intervenciones endocrinas. Armstrong et al. (1992), 

en su estudio demostraron que en la línea celular de cáncer de mama RE (-), 

MDA-MB-468, ocurrió apoptosis en respuesta a tratamientos con un 

antimetabolito. 

 

Craig (2002), sugirió un modelo que es competente, por sustentar o 

inhibir la viabilidad en puntos críticos del ciclo de vida celular. Estos puntos 

críticos representan ventanas del tiempo, durante los que la transición del 

destino celular es efectuada, previniendo o promoviendo continuada progresión 

entre varias rutas de destino celular. El grado de expresión de la familia bcl-2 

en estos puntos permite la proliferación, diferenciación y continuada viabilidad 

en células tipo que son necesitadas, mientras que abortan estos procesos para 

células que son abundantes en exceso o no necesarias mayormente. La acción 

combinada de varios miembros de la familia bcl-2, puede por lo tanto controlar 

el destino celular, de los tejidos e incluso del organismo. Los efectos 

antiproliferativos de bcl-2 actúan principalmente a nivel de la fase G0/G1 del 

ciclo celular. Deleciones y mutaciones puntuales en bcl-2 muestran actividad 

antiproliferativa en algunos casos, pudiendo estar disociados de su función 

antiapoptótica (Bonnefoy-Berard et al., 2004). 
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El control de mecanismos apoptóticos parece estar involucrado en los 

procesos de recurrencia del tumor. Se intenta combinar los parámetros 

pronósticos tradicionales y los biomarcadores moleculares y así crear modelos 

de ecuaciones, para predecir la probabilidad de recurrencia (Konstantinidou et 

al., 2002). 

 

5. FÁRMACOS QUE ACTÚAN SOBRE EL CICLO CELULAR Y LA 
APOPTOSIS 
 
5.1. FÁRMACOS MODULADORES DEL CICLO CELULAR 

 

El éxito de un tratamiento de quimioterapia va a estar condicionado por 

el número de células eliminadas, por el número de células en proliferación 

supervivientes y por la aparición de resistencias. Así a la hora de establecer 

estrategias terapéuticas, se debe tener en consideración la heterogeneidad 

celular. La toxicidad de los agentes antineoplásicos es un factor limitante para 

la curación de la enfermedad e incluso para su uso en función del estado del 

paciente y sus condiciones generales. Por todo esto la buena gestión del 

cáncer de mama prioriza una elección adecuada del tratamiento (Lymberis et 

al., 2004). 

 

La mayoría de los agentes antineoplásicos que son aprobados para su 

uso clínico por proporcionar beneficios terapéuticos, son moléculas que dañan 

el ADN, bloquean la síntesis de ADN indirectamente a través de inhibición de la 

biosíntesis de precursores de ácidos nucléicos o conllevan disrupción de la 

estimulación hormonal y por tanto del crecimiento celular. Actualmente existen 

otras líneas de investigación que centran sus estudios en agentes 

antitumorales que van a actuar sobre el ciclo celular. 

 

 Según su actuación en el ciclo celular los agentes antineoplásicos se 

pueden dividir en tres categorías, aunque la mayoría de los agentes actúan 

sobre todas las células independientemente de su cinética (Rodríguez y 

Rodríguez, 2000): 
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- Agentes que actúan sobre las células tumorales 

independientemente de que estén o no en el ciclo celular. Son 

los denominados agentes cicloindependientes. 

 

- Agentes que actúan dentro del ciclo y en una fase determinada 

del mismo. Son los agentes ciclodependientes y específicos de 

fase. 

 

- Agentes que actúan en las células dentro del ciclo pero no 

dependen de fase. Son los agentes ciclodependientes 

inespecíficos de fase. 

 

En el estudio del cáncer de mama se han introducido un número 

importante de fármacos moduladores del ciclo celular entre los que los Taxanos 

(paclitaxel y docetaxel) pueden considerarse los más activos (Márquez y Alba, 

1998). Los taxanos son una nueva clase de agentes quimioterápicos cuyo 

mecanismo de acción se basa en su interacción con la tubulina, induciendo la 

polimerización y estabilización de la misma para formar microtúbulos, cuyo 

acúmulo desorganizado es resistente a la despolimerización fisiológica. Esto 

conlleva una serie de efectos deletéreos en las células en división que incluyen 

la inducción de la parada del ciclo celular en fase G2/M, la inducción de 

apoptosis y, consecuentemente, la muerte celular (Nabholtz, 1999). 

 

El paclitaxel es activo en el tratamiento de primera línea del cáncer de 

mama metastásico, así como en pacientes previamente muy tratadas (Pusztai 

et al., 2003). Es utilizado tanto en monoterapia como en poliquimioterapia en 

combinación con otros agentes efectivos en cáncer de mama (De la Cruz et al 

2002) y generalmente alcanza una alta tasa de respuesta con un perfil de 

toxicidad aceptable (Pérez, 2000).  

 

El docetaxel ha demostrado ser superior al paclitaxel en varios modelos 

preclínicos lo cual parece ser debido a una mayor potencia en la estabilización 

de los microtúbulos (Hidalgo y Colomer, 2000).  
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En un estudio restrospectivo Van Poznak et al. (2002), demostraron la 

incapacidad, de biomarcadores seleccionados como potenciales predictores de 

respuesta (RE, RP, HER-2, EGFR, p53 y p27), para predecir la respuesta 

clínica a quimioterapia con un taxano, como único agente en pacientes con 

cáncer de mama metastásico. Sin embargo, Chang et al. (2003), postularon 

que los perfiles de expresión génica, pueden predecir la respuesta a docetaxel 

desarrollando un test clínico de sensibilidad al mismo. 

 

 Para el tratamiento del cáncer de mama han sido ampliamente 

estudiados los efectos de los inhibidores de cdk´s en el ciclo celular, 

haciéndolos atractivos como potenciales agentes antitumorales (Sielecki et al., 

2000; Knockaert et al., 2002). Existen tres razones: 

 

- Ser potentes agentes antiproliferativos deteniendo las células 

en G1 o G2. 

 

- Desencadenan la apoptosis sólos o en combinación con otros 

tratamientos. 

 

- En algunos casos la inhibición de cdk´s contribuye a la 

diferenciación celular. 

 

Las estrategias terapéuticas que intervienen imitando a los inhibidores 

fisiológicos de cdk´s, han tenido como objetivo los lugares de unión de ATP de 

las moléculas de cdk´s. Estos nuevos agentes antitumorales ofrecen un gran 

potencial manipulador de los reguladores del ciclo celular, como promover la 

detención del crecimiento, la diferenciación o la apoptosis (Swanton, 2004). 

Más de cincuenta inhibidores farmacológicos de cdk´s han sido descritos y 

algunos con potente actividad antitumoral (Dai y Grant, 2003). Así el 

Flavopiridol, primer inhibidor de cdk´s sometido a evaluación clínica en 

humanos, interactúa con el lugar de unión de ATP de cdk2, conllevando una 

reducción en la transcripción del ARNm de la ciclina D1 (Carlson et al., 1999), y 

la detención de las células en la fase G1 o en la transición de G2/M. La actividad 

antitumoral del flavopiridol por lo tanto se relaciona con inhibición de cdk´s, 
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inducción de apoptosis, inhibición de transcripción y actividad antiangiogénica. 

Se está investigando también sobre otros agentes farmacológicos como UCN-

01 que induce detención en G1 atribuible a la disminución en la actividad de 

cdk2, a través de incrementada interacción p27/cdk2. La investigación de 

nuevos inhibidores de cdk´s continúa con compuestos nuevos como Purvalanol 

A y B, Olomoucín, Roscovitín, etc... 

 
5.2. INDUCCIÓN DE APOPTOSIS POR AGENTES QUÍMICOS NATURALES Y 
FARMACOLÓGICOS 

 

Casi todas las células en un organismo multicelular tienen un potencial 

para morir por apoptosis, pero las células tumorales a menudo presentan rutas 

apoptóticas defectuosas. Estos defectos no sólo aumentan la masa celular sino 

que también vuelven el tumor resistente a terapia (Yang et al., 2000; Igney y 

Krammer, 2002).  

 

 La apoptosis ocurre en células normales y tumorales después de 

tratamientos con agentes quimioterápicos tanto in vivo como in vitro. Los 

estudios in vivo son más difíciles de establecer y se pueden asociar con 

discrepancias, ya que hay que tener en cuenta, que las células apoptóticas, 

son rápidamente digeridas por fagocitosis y que la ejecución de la apoptosis es 

completada rápidamente, en pocos minutos. En los estudios in vitro se ha 

llegado a conocer que la inducción de apoptosis parece ser independiente del 

objetivo inicial de estos agentes, ya que la apoptosis ha sido observada en 

células tratadas con taxanos, con agentes que dañan el ADN indirectamente 

como las topoisomerasas, o con agentes que dañan el ADN directamente como 

el cisplastin, o con agentes que inhiben las Cdk´s como el flavopiridol o que 

activan las Cdk´s como el UCN-01, etc (Mesner et al., 1997). 

 

 Existen planteamientos que implican al receptor del factor de crecimiento 

epidérmico (EGFR), y a la proteína Her-2 y sus ligandos, como atractivas 

dianas terapéuticas, aunque por ejemplo, el uso de anticuerpos anti EGFR en 

la línea celular MDA-MB-468, que tiene una alta expresión de EGFR, no induce 
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apoptosis, y sí inhibe el crecimiento celular tanto in vivo como in vitro (Wu et al., 

1995).  

 

 El fitoestrógeno isoflavonoide natural llamado Genistein, usado en 

células MCF-7, provoca un descenso en la proliferación celular e induce MCP 

(Pagliacci et al., 1994). 

 

 Algunos investigadores como Welsh (1994), demuestran que análogos 

de la vitamina D, inducen apoptosis en la línea celular MCF-7. Del mismo modo 

los análogos de la poliamina, van a inducir la MCP en células MCF-7 y células 

de la línea celular MDA-MB-468 (McCloskey et al., 1995). 

 

 Varios estudios sugieren que la activación de la proteín kinasa C (PKC), 

bloquea la MCP en una variedad de sistemas modelos, mientras que la 

inhibición de PKC potencia la MCP (May et al., 1994; Ponnathpur et al., 1995).  

 

 La inhibición de la síntesis de ácidos grasos con agentes como el 

Cerulenin, en la línea celular derivada de cáncer de mama ZR-75-1, mostró en 

estas células las características normales de la apoptosis (Pizer et al., 1996). 

 

Numerosos experimentos han indicado que una elevada expresión de 

bcl-2 causa resistencia a la quimioterapia, mientras que la expresión normal de 

bcl-2 promueve una respuesta apoptótica a estos mismos agentes (Reed, 

1997). Los efectos en la sensibilidad neoplásica de bcl-2, según un estudio de 

Del Bufalo et al. (2002), subrayan la idea de que bcl-2 puede tener distintos 

efectos biológicos dependiendo del fármaco antineoplásico usado. Poliseno et 

al. (2002), concluyeron en un estudio realizado en la línea celular MCF7/50B 

(bcl-2 negativa), derivada de la línea celular MCF-7 (bcl-2 positiva), que la 

carencia de bcl-2 acompañada por la sobreexpresión de p53, modifica la 

sensibilidad a drogas citotóxicas.  

 

El hecho de que proteínas de la familia bcl-2 estén influidas por el 

estradiol en cáncer de mama, hace que los niveles hormonales puedan tener 

importantes implicaciones en la prevención terapéutica de éste, ya que la 
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proporción de proteínas proapoptóticas y antiapoptóticas va a determinar que 

suceda o bien la apoptosis o bien la supervivencia celular (Kumar et al., 2000). 

En el estudio clínico de Chang et al. (2000), se examinaron las modificaciones 

en el índice apoptótico, en la expresión de bcl-2, de la proliferación y de la 

ploidía como potenciales indicadores de quimiorespuesta, obteniéndose 

evidencias de que la quimioterapia puede aumentar la apoptosis, disminuir Ki-

67, e incrementar la expresión de bcl-2 en carcinomas de mama primarios, que 

consecuentemente responden a la terapia. 

 

Recientemente Buchholz et al. (2003), han investigado si los cambios en 

la expresión de apoptosis y de bcl-2 en células tumorales inmediatamente 

después de quimioterapia, se correlacionaron con la respuesta a cáncer de 

mama. Los resultados de este estudio muestran, que la apoptosis puede jugar 

un papel importante en determinar la respuesta del cáncer de mama a la 

quimioterapia, y que los niveles de apoptosis inducidos por el tratamiento, 

pueden tener algún valor como marcador predictivo de la evolución de la 

enfermedad. 

 

En los últimos años, se han desarrollado nuevas estrategias de agentes 

quimioterápicos en la inducción de apoptosis, que están siendo discutidas e 

investigadas, como la baja regulación de las señales de supervivencia y el 

estudio de las anormalidades moleculares particulares de las células 

neoplásicas (Guy, 2002).  

 

- En este sentido Liu et al. (2003), han investigado sobre los 

ligandos de la familia de proteínas bcl-2 como drogas 

cancerígenas, y comprobaron que en algunos casos estos 

ligandos indujeron apoptosis incluso bajo condiciones de 

sobreexpresión de bcl-2.  

 

- Igualmente Simstein et al. (2003), han demostrado que TNF-α 

actúa como un inductor de apoptosis en la línea celular MCF-7 

tras revisar nuevos planteamientos terapéuticos en el 

tratamiento del cáncer de mama.  
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- El resveratrol, sustancia natural derivada de las uvas, inhibe la 

proliferación celular e induce apoptosis en la línea celular 

MCF-7, de una manera dependiente de p53 (Young-Ae et al., 

2004; Laux et al., 2004).  

 

- También la transfección de células MCF-7, con pequeños ARN 

de interferencia (ARNi), bajo regula bcl-2 y hace a las células 

sensibles a las drogas etopósido y doxorubicina, reduciendo el 

número de células viables si se compara con el tratamiento 

con estas drogas solamente, sobre todo si se analizan las 

células a las 48 h después de la transfección (Lima et al., 

2004).  

 

- Existe un derivado del agente anticanceroso I3C (indol-3-

carbinol), denominado DIM que puede inducir apoptosis en 

células de cáncer de mama, independientemente del estatus 

del RE, por un proceso mediado por la familia bcl-2 (Hong et 

al., 2002).  

 

- Curcumín es una molécula fitoquímica natural responsable del 

color amarillo de la especia cúrcuma, que puede tener un 

posible potencial terapéutico en pacientes con cáncer de 

mama, ya que en la línea celular MCF-7 donde se ha 

estudiado, curcumín indujo apoptosis y la expresión de p53 

normal (Choudhuri et al., 2002). 

 
5.3. ANTIMETABOLITOS DE PURINAS Y PIRIMIDINAS 

 

En general, la acción de los agentes antineoplásicos, antitumorales o 

citostáticos se produce bloqueando los ácidos nucléicos, e interfiriendo con el 

crecimiento celular, por lo que son empleados de manera habitual en el 

tratamiento del cáncer. Los más utilizados en ginecología oncológica, 

pertenecen a cinco grandes grupos según su acción (Rodríguez y Rodríguez, 

2000; Barrenetxea, 2000): 
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- Alquilantes: establecen enlaces covalentes mediante radicales 

alquilo con moléculas nucleofílicas como las proteínas o los 

ácidos nucléicos, dando lugar a la formación de puentes intra o 

intercatenarios de la hélice de ADN. 

 

- Antibióticos: se intercalan entre las bases del ADN. 

 

- Antimetabolitos: inhiben la síntesis de los precursores del 

ácido nucléico, por su homología con las bases púricas o 

pirimidínicas. 

 

- Fitoderivados (Alcaloides de la Vinca y Taxanos): inhiben la 

polimerización del sistema microtubular. 

 

- Derivados del Podofilino: inhiben enzimas fundamentales para 

la normal función del ADN. 

 

Los antimetabolitos son análogos estructurales sintéticos de sustancias 

que existen en la naturaleza y cumplen funciones esenciales en el metabolismo 

de las células en división. La estructura de los antimetabolitos difiere muy poco 

de sus equivalentes normales, de modo que compiten con éstos mediante una 

variedad de mecanismos que interfieren con sus funciones específicas, en la 

síntesis de las bases pirimidínicas y purínicas, en la unión de éstas en 

nucleósidos o en su incorporación a la cadena de ADN. Estos procesos son 

bloqueados en distintas etapas en la fase S del ciclo celular según los 

antimetabolitos, de modo que las células afectadas no se dividen y a menudo 

mueren (Di Paolo et al., 2004). Lo mismo que todos los otros fármacos 

citostáticos, los antimetabolitos afectan en la misma medida a las células 

normales y las malignas en multiplicación, y el margen de seguridad, por lo 

tanto es estrecho, lo cual limita mucho su utilidad en la práctica. Las células 

tumorales pero no las normales que se multiplican, eventualmente se tornan 

resistentes a los antimetabolitos (Galton, 1993), así se ha demostrado que esta 

reducida sensibilidad de las células tumorales a los antimetabolitos, se debe a 
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la proteína p53 mutada, que es incapaz de sobreregular bax y bajo regular bcl-

2 (Zunino et al., 1997). 

 

El aminopterín fue el primer antimetabolito que demostró actividad 

clínica en el tratamiento de niños con leucemia aguda en los años 40. Fue 

sustituido por un antifolato, el metotrexato, que manifestó actividad contra un 

rango amplio de enfermedades humanas como la leucemia, cáncer de mama y 

colorectal, linfomas, etc. En los años 90, se desarrollaron nuevos antifolatos 

para evitar los mecanismos de resistencia al metotrexato. Así surgieron el 

trimetrexato y el tomudex, potente inhibidor específico de la timidilato sintetasa. 

Otros antifolatos han sido desarrollados como el LY231514, y han demostrado 

actividad contra células de cáncer de pulmón de células pequeñas (Chu et al., 

2001). 

 

5.3.1. 5-FU 

 

 El análogo mejor conocido de las pirimidinas es el 5-fluorouracilo. El 5-

FU es un uracilo cuyo átomo de hidrógeno en la posición 5 ha sido sustituido 

por un átomo de flúor. Lo mismo que el uracilo, se convierte en desoxirribótido 

dentro de la célula. El desoxirribótido falso compite con el natural por la enzima 

timidilato sintetasa, que convierte el sustrato normal en ácido desoxitimidílico 

transfiriendo un grupo metilo del metilenetetrahidrofólico a la posición 5 del 

núcleo uracilo. La inhibición de la síntesis del ácido desoxitimidílico impide que 

se sintetice ADN y esto produce la muerte de las células en división. El 5-FU 

también se incorpora a largo plazo en el ARN, provocando efectos importantes 

en su procesamiento y funciones, inhibiendo la maduración del ARN ribosómico 

y convirtiéndose pues, en un gran tóxico celular (isselbacher et al., 1994). 

 

El 5-FU, es un agente quimioterápico ampliamente usado en el 

tratamiento de diversos tumores sólidos malignos como el cáncer 

gastrointestinal y cáncer de mama. Fue desarrollado por Heidelberger et al. 

(1957), y desde entonces se ha establecido que el método de administración 

óptimo para el paciente es el de administración oral y no el de administración 

intravenosa, teniendo en cuenta la calidad de vida de éste, el coste efectividad 
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y los efectos antitumorales (Tanaka et al., 2000). Los efectos antitumorales 

obtenidos por administración oral de un agente quimioterápico puede ser pobre 

comparado con otros obtenidos por administración intravenosa del agente, sin 

embargo 5-FU es adecuado para fórmula oral por sus características 

farmacológicas y mejorada eficacia y tolerabilidad (Cunningham y Coleman, 

2001). En contra de estas ideas, Brito et al. (1999), indicaron que el uso del 5-

FU administrado oralmente fue abandonado debido a la absorción errática, 

causada por los variados niveles de dihidropirimidina deshidrogenasa 

encontrados en el tracto gastrointestinal. Si se administra por vía intravenosa, 

puede hacerse por inyección o por infusión, aunque la duración de la óptima 

infusión y la intensidad de la dosis de 5-FU, continúa debatiéndose (Lokich, 

1998; Cattel et al., 2003).  

 

El 5-FU es particularmente tóxico para la mucosa de la cavidad bucal y 

del tracto gastrointestinal, la médula ósea y los tejidos embrionarios, y también 

es inmunosupresor. Los mecanismos de acción antitumoral del 5-FU, 

dependen del anabolismo del fármaco a nucleótidos citotóxicos, que 

sucesivamente pueden actuar a varios niveles, incluyendo inhibición de 

timidilato sintetasa o incorporación dentro del ADN o ARN. La dihidropirimidina 

deshidrogenasa (DHPD), es la enzima inicial limitante en el catabolismo de las 

pirimidinas. Así pacientes con cáncer que presentan una baja actividad de 

DHPD tienen incrementado el riesgo de toxicidad severa, que incluye diarrea, 

estomatitis, mielosupresión, neurotoxicidad y en algunos casos la muerte 

(Johnson et al., 1999). Aunque el 5-FU no muestra efectos citotóxicos en sí, los 

produce después de ser fosforilado y convertido en metabolitos activos como el 

FUTP (5-fluororidina-5´-trifosfato) que es incorporado en toda clase de ARN y 

por lo tanto, reconocido por la ARN polimerasa, y FdUMP (5-fluoro-2´-

deoxiuridina-5´-monofosfato) que actúa inhibiendo a la TS involucrada en la 

síntesis de ADN. 
 

El 5-FU es más efectivo si se administra en combinación con fármacos 

de otras clases como por ejemplo, las sales de calcio del ácido folínico, 

también llamado Leucovorín, ya que los perfiles de toxicidad son más 

pronunciados, aunque la evaluación de la calidad de vida del paciente, muestra 
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que la combinación de terapia, no tiene impacto, en la evolución en el tiempo 

del estado global de la enfermedad (Carnaghi et al., 2000). Para fármacos que 

actúan en una fase específica del ciclo celular, la secuencia de administración, 

puede determinar la eficacia y toxicidad de una terapia combianada. Estudios in 

vitro con 5-FU y taxanos, indican que 5-FU administrado antes o 

simultáneamente a paclitaxel merma la citotoxicidad comparado con la 

monoterapia de paclitaxel, mientras que la secuencia inversa resulta en 

citotoxicidad sinérgica o aditiva (Smorenburg et al., 2001).  

 

5.3.1.1 Timidilato sintetasa  

 

 La timidilato sintetasa (TS), es una de las enzimas de mamíferos mejor 

caracterizadas y que ofrece varias características mecánicas, incluyendo 

cambios conformacionales inducidos por ligangos en catálisis. Es la 

responsable de la síntesis de novo de 2´-deoxitimidina-5´-monofosfato (dTMP), 

para la que el 5,10-metilen-tetrahidrofolato (CH2THF), es el donante del grupo 

metilo. dTMP es requerido para la síntesis de ADN, y será subsecuentemente 

fosforilada dos veces, antes de su incorporación al ADN en forma de 

deoxitimidina trifosfato (dTTP). La TS es inhibida por los análogos de 

nucleótidos y por los folatos. Las células proliferantes, son rápidamente 

vulnerables a la modulación bioquímica de 5-FU por los tetrahidrofolatos 

(CH2THF). El 5-FU activado (FdUMP) crea un complejo ternario estable con la 

timidilato sintetasa y CH2THF, anulando la actividad enzimática y paralizando la 

síntesis del ADN. Por lo tanto, la TS es una diana importante para la 

quimioterapia (Peters et al., 2002). 

 

Varios estudios sugieren que los niveles intratumorales de TS, se 

correlacionan con la supervivencia, pudiéndose considerar un factor pronóstico 

independiente para la recurrencia locoregional, metástasis distantes, 

supervivencia libre de enfermedad y supervivencia global (Cascinu et al., 1999; 

Edler et al., 2000). Diversos estudios demuestran que pacientes con cáncer 

colorectal, con bajos niveles de expresión de TS en sus metástasis, han 

mostrado tasas de respuesta de tres a diez veces mayor comparados a 

pacientes con altos niveles de TS (Aschele et al., 2002; Edler et al., 2002). La 
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expresión inmunohistoquímica de p53 y TS puede ayudar al clínico para 

predecir la respuesta de los pacientes a 5-FU en cáncer colorectal (Paradiso et 

al., 2000), y la expresión inmunohistoquímica de TS y de timidina fosforilasa 

predice la respuesta en carcinoma mamario (Ogura et al., 2003). Igualmente en 

cáncer pancreático la expresión inmunohistoquímica de TS, es capaz de  

predecir la respuesta a la terapia adyuvante basada en 5-FU (Hu et al., 2003). 

El polimorfismo génico de TS puede servir en pacientes con avanzado cáncer 

colorectal, como predictor de respuesta a capecitabina (profármaco de 5-FU)  

 

La expresión de TS está controlada a varios niveles, que pueden afectar 

al final la actividad catalítica en la célula, y la capacidad de las drogas de inhibir 

la actividad funcional de la enzima. TS es la diana para 5-FU y para varios 

inhibidores basados en folatos, y su expresión se puede relacionar con la 

sensibilidad a estos fármacos. Así la inducción de TS después de la exposición 

a 5-FU, es un fenómeno generalmente observado en células malignas y no 

malignas (Parr, 1998). Según Peters et al. (2002), el papel de la expresión de la 

enzima TS no está del todo claro, ya que encuentran en su estudio, que la baja 

tasa de proliferación celular previene de la inducción de daño de ADN y de la 

toxicidad de 5-FU, aunque las células con menos TS, teóricamente deban ser 

más sensibles a 5-FU. Estos datos indican que pacientes con sensibilidad 

tumoral a 5-FU pueden ser identificados antes de iniciar la terapia con 

tratamientos basados en dicho fármaco, mientras que pacientes con resistencia 

tumoral a fluoropirimidinas podrían recibir fármacos alternativos con diferentes 

mecanismos de acción como por ejemplo el oxaliplatín. 

 

La capacidad de la TS de funcionar como un regulador translacional, 

puede tener importantes consecuencias con respecto al desarrollo de 

resistencia celular a varios fármacos antineoplásicos. La autorregulación 

translacional involucra la unión de la proteína TS a su propio ARNm en dos 

áreas distintas, reprimiendo la eficiencia translacional (Voeller et al., 2002). La 

presencia de inhibidores de TS conlleva la derepresión de la unión de la 

proteína al ARNm, resultando en una incrementada eficiencia translacional y en 

último lugar en niveles incrementados de la proteína TS. La resistencia 

adquirida a 5-FU o antifolatos, ha sido ciertamente asociada con una 
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incrementada expresión de TS a nivel protéico o de ARNm (Welsh et al., 2000). 

La eficacia mejorada de 5-FU se puede lograr, por incremento y prolongación 

en la inhibición de la TS, por una prevención en la disociación de los complejos 

ternarios, y por la prevención de la inducción de TS (Mader et al., 1998).  

 

Recientemente Kastanos et al (2001), desarrollaron un sistema celular 

donde la expresión de TS podía ser modulada por un promotor inducible de 

Zn2+ en la línea celular MCF7, y encontraron que la sobreexpresión de TS, 

provocaba baja regulación de proteína p21 y de los niveles de ARNm, a través 

de un mecanismo independiente de p53. Las células con bajos niveles de p53 

son más sensibles a 5-FU, que células con altos niveles de p53 mutada.  

 

La TS puede jugar un papel crítico en la regulación del ciclo celular y los 

procesos de apoptosis, a través de sus efectos regulatorios, en la expresión de 

p53 y quizás, en otras proteínas relacionadas con el ciclo celular (Liu et al., 

2002). En células de la línea celular M7TS90, desarrollada a partir de MCF-7, 

donde se ha desarrollado p53 normal con expresión inducible de TS, la 

detención del ciclo celular y la apoptosis, debida a la inactivación de p53 por la 

inducción con 5-FU, no se vio afectada por los niveles de expresión de TS. Sin 

embargo la detención del ciclo celular y la apoptosis inducida por antifolatos, sí 

fue anulada por la inducción de TS, que activó la proteína p53. Estos 

resultados indican que en células M7TS90, la expresión de TS no modula p53 

en respuesta a 5-FU (Longley et al., 2002; Longley et al., 2003). 
 

5.4. NUEVOS FÁRMACOS DERIVADOS DEL 5-FU 
 

 Los análogos de nucleósidos y bases pirimidínicas son muy utilizados en 

el tratamiento del cáncer, pero presentan una serie de desventajas como, que 

el espectro antitumoral no es suficientemente amplio, que se ven afectadas 

células normales provocando efectos tóxicos sobre el organismo, o incluso que 

son poco efectivos frente a metástasis. Estos inconvenientes han hecho 

necesaria la síntesis de agentes derivados del 5-FU. 
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 Los profármacos pueden ser definidos como agentes que son 

transformados después de su administración, bien por metabolismo o bien por 

ruptura química, para formar una especie activa farmacológicamente (Denny, 

2001). Los profármacos de 5-FU se caracterizan por un anillo de pirimidina con 

un átomo de flúor en posición 5. 

 

 Una posibilidad de obtener profármacos derivados de nucleósidos que 

no tengan tantos efectos indeseables, es añadir sustancias de afinidad lipídica 

que puedan penetrar en la célula por difusión pasiva y ser hidrolizados en el 

interior para liberar ya dentro el correspondiente principio activo. La conversión 

en derivados fosfolipídicos permite además, que estos compuestos sean 

resistentes a enzimas que inactivan dichos nucleósidos, que presenten mejores 

características farmacocinéticas y que tengan la posibilidad de una gradual 

liberación intracelular.  

 

 El aumento de la concentración de 5-FU en la célula se puede conseguir 

con compuestos que sean activados en el interior de la célula tumoral. Existe 

una enzima denominada uridina fosforilasa que actúa sobre el sustrato, dando 

lugar al principio activo que posee la actividad citotóxica. Así, el compuesto 

posee menos efectos secundarios sobre el individuo, es bien tolerado por vía 

oral y no tiene toxicidad gástrica o sobre médula ósea en comparación con 5-

FU, disminuyendo, además, los efectos inmunosupresores. La acción 

antitumoral selectiva parece estar relacionada con el hecho de que la uridino 

fosforilasa está presente en mayores cantidades en células tumorales que en 

células normales (isselbacher et al., 1994;Denny, 2001). 

 

 Por otro lado, las células con fenotipo maligno poseen una gran actividad 

metabólica que hace que el medio intracelular sea más ácido. Esto hace que 

enzimas como la uridino fosforilasa, presentes en mayor proporción en células 

tumorales, actúen sobre el sustrato y se libere más rápidamente el 5-FU siendo 

su acción mucho más selectiva. Así, estos análogos de nucleósidos de 5-FU 

son hidrolizados en ácidos diluidos, pero son estables en soluciones neutras, 

de forma que la liberación in vivo debe ser enzimática. 
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En los últimos años, se han desarrollado nuevas fluoropirimidinas orales 

que han sido estudiadas en cáncer colorectal y en otros tumores como el de 

mama, en respuesta a la necesidad de agentes químicos más convenientes, 

con mejorada eficacia, actividad y seguridad comparados con el 5-FU 

intravenoso. Estos nuevos compuestos pueden emular los efectos de una 

continua infusión de 5-FU y mejorar la calidad de vida de los pacientes. Entre 

estos fármacos se encuentra el Ftorafur, la doxifluoridina, UFT, 5-etinil-uracil, 

S-1, BOF-A2 y la capecitabina. 

 

5.4.1. Ftorafur 

 

 Fue sintetizado por Hiller et al. (1967), y su utilización in vitro no ha 

demostrado por sí mismo efectos citotóxicos. Cuando es administrado in vivo, 

gradualmente se convierte en 5-FU por la enzima citocromo p-450, presente 

principalmente en el hígado, y de esta manera sí produce efectos citotóxicos. 

También puede ser convertida en 5-FU espontáneamente in vivo o, por la 

timidina fosforilasa también presente en el hígado (Takiuchi y Ajani, 1998). 

 

 Ftorafur va a producir efectos antitumorales, ya sea administrado por vía 

oral o intravenosa. Administrado por vía intravenosa va a causar neurotoxicidad 

central, diarreas severas y mucositis (Friedman y Ignoffo, 1980). Si es 

administrado oralmente, raramente va a producirse toxicidad gastrointestinal, 

ya que produce efectos citotóxicos, después de ser metabolizado y ser 

convertido en 5-FU en el hígado, y además puede mantenerse una 

concentración estable de 5-FU en sangre (Taguchi, 1997). La persistencia de 

concentraciones estables de 5-FU, llevada a cabo por la adminisración de 

Ftorafur, que lo libera de manera continuada, ha permitido la utilización de este 

profármaco de 5-FU, de forma habitual. Sin embargo, cuando se administra por 

vía oral en bajas dosis, el 5-FU liberado de Ftorafur, es rápidamente degradado 

por DHPD, lo que ha llevado al desarrollo de un nuevo fármaco, combinación 

de Ftorafur y de Uracil, que es el UFT (Tanaka, 2000). 
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5.4.2. Capecitabina 

 

La capecitabina es un profármaco del 5-FU, aprobado para el 

tratamiento de cáncer de mama y colorectal, y desarrollado como un 

profármaco administrado oralmente y como agente citotóxico selectivo tumoral. 

Fue desarrollado por Arazaki et al. (1992), como una fórmula oral que pudiera 

evitar la toxicidad del 5-FU, y a su vez no pudiera ser metabolizada por la 

enzima timidina fosforilasa en el intestino. La Capecitabina administrada 

oralmente por lo tanto va a atravesar la barrera gastrointestinal, siendo 

rápidamente absorbida y sin producir diarreas (Reigner et al., 2001).  

 

La capecitabina es convertida en 5-FU, a través de una ruta enzimática 

triple y secuencial. Se vuelve efectiva después de la conversión selectiva por la 

enzima hepática carboxilesterasa, en su mayor metabolito 5´-deoxi-5- 

fluocitidina (5´-DFCR), y ésta a su vez es convertida por la enzima citidina 

desaminasa, en 5´-deoxi-5- fluoridina (5´-DFUR), presente en hígado y en tejido 

tumoral. Por último su transformación en 5-FU en células de cáncer de mama,  

se debe a la timidina fosforilasa, que se encuentra sobreregulada en tumores 

sólidos, y se asocia con angiogénesis tumoral, mostrando propiedades 

antiapoptóticas (Caudry et al., 1995; Zufía et al., 2004). Se ha demostrado que 

una alta expresión de timidina fosforilasa se asocia con resistencia a 

tratamientos con 5-FU convencionales en cáncer de colon, y en consecuencia, 

la capecitabina ofrece un medio para superar este tipo de resistencia 

(Leichman et al., 1995). 

 

La capecitabina puede tener dos ventajas principales: la primera, es que 

puede incrementar la concentración del principio activo en el lugar del tumor, y 

así tener mayor actividad; y la segunda, es que puede disminuir la 

concentración de droga en tejidos sanos, con una reducción consecuente de la 

toxicidad sistémica (Malet-Martino y Martino, 2002). 
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5.4.3. Aciclonucleósidos pirimidínicos 

 

Otra serie de compuestos que han sido desarrollados y estudiados 

experimentalmente (Marchal, 1999; Marchal, 2000; Saniger, 2003; Saniger, 

2003; Marchal, 2004; Campos, 2005), son los aciclonucleósidos pirimidínicos 

(Gallo-Mezo et al., 1995) derivados del 5-FU, los cuales poseen una serie de 

propiedades:  

 

- Actúan como profármacos y pueden ser fosforilados por medio 

de las quinasas correspondientes y subsiguientemente ser 

incorporados al ARN para ejercer su acción citotóxica.  

 

- Pueden actuar liberando 5-FU en el interior de la célula junto a 

otros productos, como la acroleína, que también poseen 

actividad antitumoral. 

 

- Debido a la similitud conformacional de estos compuestos y el 

nucleósido natural desoxi-uridina, las moléculas acíclicas 

pueden hipotéticamente mimetizar a la desoxiuridina en 

estructrua y actividad antineoplásica. 

 

Se ha comprobado que estos derivados tienen actividad doble de la 

presentada por el 5-FU frente a células HEP-2 (carcinoma laríngeo humano), 

presentando incluso sobre ratones pocas muestras de toxicidad aguda en 

comparación con 5-FU. Por otro lado estos compuestos poseen una actividad 

selectiva sobre las células tumorales, que poseen un medio más ácido que las 

sanas. 

 

La inducción con estos agentes en la línea de rabdomiosarcoma humano 

RD, conlleva modificaciones morfológicas y ultraestructurales, con cambios en 

la expresión y distribución en proteínas de filamentos intermedios y 

microtúbulos, provocando procesos de diferenciación miogénica, similares a los 

ocurridos durante el proceso normal de miogénesis (Marchal, 1996). 
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6. NUEVAS ESTRATEGIAS TERAPÉUTICAS SELECTIVAS FRENTE A 
DIANAS MOLECULARES 
 
6.1. ANTICUERPOS MONOCLONALES DIRIGIDOS 

 

 Los anticuerpos monoclonales son de gran importancia debido a su 

excepcional método de obtención, que posibilita la producción de cantidades 

ilimitadas de un solo anticuerpo frente a un antígeno, que puede ser 

especialmente seleccionado. Desde el punto de vista clínico, presentan un 

enorme interés a nivel diagnóstico y terapéutico por ser susceptibles de ser 

administrados por vía subcutánea o endovenosa. Normalmente, la vía 

endovenosa se utiliza para el diagnóstico y terapia de tumores sistémicos, y la 

subcutánea, para enfermedades metastásicas de los nódulos linfáticos. Los 

anticuerpos monoclonales pasan por los conductos linfáticos hasta los nódulos 

linfáticos, y aquí los anticuerpos pueden unirse a las células diana. Su principal 

aplicación en la terapia está dirigida al campo de la oncología, usándose como 

agente terapéutico en sí mismo o bien como transportador del agente 

terapéutico (San Miguel, 1991). 

 

 Uno de los blancos ideales de los anticuerpos en este tipo de tratamiento 

es HER-2/neu, como única modalidad o combinado con otras modalidades 

coadyuvantes. El anticuerpo humanizado trastuzumab tiene actividad 

antitumoral contra células tumorales de mama humanas sobreexpresando 

HER-2, y es ampliamente usado para el tratamiento de mujeres con 

sobreexpresión de HER-2 en cáncer de mama (Yarden y Sliwkowski, 2001; 

Parton et al., 2004). Trastuzumab induce una baja modulación de HER-2, y 

bloquea la progresión del ciclo celular por la formación de complejos p27/cdk2. 

In vivo Trastuzumab, inhibe la angiogénesis e induce citotoxicidad celular 

dependiente de anticuerpos. Otro anticuerpo monoclonal humanizado llamado 

2C4, une a epítopos diferentes de HER-2 que trastuzumab y se ha visto en 

ensayos clínicos en fase I, que puede tener potencial contra una amplia 

variedad de tumores sólidos (Albanell et al., 2003). Además estos anticuerpos 

contra HER-2 son usados en combinación con quimioterapia en el tratamiento 

del cáncer de mama metastásico (Harari y Yarden, 2000). El tratamiento con 
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trastuzumab incrementó la sensibilidad a drogas como las antraciclinas, 

cisplatin y taxanos, pero no a 5-FU en células de cáncer de mama (Ryungsa et 

al., 2002). También se han producido anticuerpos biespecíficos que no sólo 

reconocen los antígenos asociados con el tumor, sino que se fijan a las células 

inmunes y las estimulan. Sin embargo, este tipo de terapia presenta dos 

problemas: el primero es la creación de anticuerpos que no induzcan que la 

paciente forme otros contra ellos, y segundo, la gran especificidad del 

anticuerpo monoclonal, ya que a menudo los tumores presentan antígenos 

múltiples (Eberlein y Goedegebuure, 2000). 

 
6.2. TERAPIA GÉNICA 
 

 A pesar del desarrollo de un importante número de agentes 

quimioterápicos y del aumento de la supervivencia global de los pacientes con 

cáncer de mama, la esperanza de vida de los pacientes que desarrollan 

metástasis son limitadas. El desarrollo de la terapia génica, como un tipo de 

terapia antitumoral dirigida contra objetivos selectivos, para la destrucción de 

las células neoplásicas, el cese o disminución de su capacidad proliferativa o la 

corrección del defecto celular, se presenta como uno de los mayores logros en 

la investigación actual. 

 

 Se necesitan al menos tres condiciones para desarrollar nuevas terapias 

génicas (Watson, 1991): 

 

- La existencia de estudios clínicos relacionando la 

sobreexpresión de un gen, para determinar que pacientes se 

pueden beneficiar de esta terapia, y adaptarla a cada subtipo 

de cáncer de mama. 

- Un conocimiento del modo de acción de la molécula objetivo 

involucrada en la carcinogénesis o progresión. 

- Una forma de alcanzar específicamente al tumor y no a las 

células normales para minimizar la toxicidad y aumentar la 

selectividad al tratamiento. 
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 En los últimos años, se han desarrollado tres estrategias terapéuticas 

fundamentales para tratar el cáncer de mama utilizando la terapia génica: 

 

- La inmunoterapia genética, que consiste en la introducción de  

nuevos genes en las células tumorales, para intensificar las 

respuestas inmunes antitumorales. 

 

- La transducción de tumores con profármacos o enzimas 

convertidoras, en los que se aumenta la susceptibilidad de las 

células tumorales a la quimioterapia mediante manipulaciones 

que induzcan la expresión de enzimas convertidoras de 

profármacos. 

 

- La terapéutica de reemplazo genético, en la que se altera el 

fenotipo de las células tumorales malignas, al corregir patrones 

anormales de expresión genética subyacentes a la 

carcinogénesis. 

 

La terapia génica con genes suicidas podría ser una adición atractiva al 

tratamiento del cáncer para obviar el problema de la quimioresistencia 

adquirida. Esta quimioresistencia frecuentermente es la responsable del fallo 

en el tratamiento (Ziller et al., 2004). La terapia génica suicida de tipo 

prodroga/droga, está basada en la transferencia de genes, de no mamíferos, 

que codifican enzimas capaces de convertir selectivamente una prodroga en un 

metabolito altamente tóxico.  

 

 La terapia génica empleada en cáncer de mama, inicialmente podría ser 

local por medio de inyección directa en las lesiones, vía intrapleural o sistémica 

(Patterson y Harris, 1999). El concepto sencillo de reemplazar la pérdida de 

genes con funciones críticas, se ha usado en laboratorio, para estudiar las 

funciones de genes supresores de tumores y puede ser usada también para 

desactivar oncogenes a través de secuencias de ADN antisentido 

(complementarias). Igualmente se puede utilizar para introducir genes que, de 

lo contrario, interfieren con la expresión de un oncogen. 
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 Se ha sugerido que la terapia génica con p53 es un potencial tratamiento 

antitumoral, ya que restaurar la función de p53, puede inducir de forma 

importante apoptosis en líneas celulares tumorales. Así, la terapia génica 

retroviral y adenoviral se ha comprobado que induce apoptosis en líneas 

celulares que acarrean mutaciones en p53. La terapia génica adenoviral de p53 

ha sido corrientemente evaluada en combinación con docetaxel en cáncer de 

mama avanzado (Obermiller, 2000).  

 

La proteína mitocondrial bcl-2 es un importante mediador de resistencia 

a tratamiento con quimioterapia citotóxica tradicional, radioterapia y terapia con 

anticuerpos monoclonales. La combinación de terapia citotóxica con oblimersen 

(un oligonucleótido bcl-2 antisentido), ha mostrado tener una eficacia 

antineoplásica importante (Büchele, 2003). Esta terapia basada en Bcl-2 

antisentido, puede ser válida para inducir apoptosis y aumentar la 

quimiosensibilidad en cáncer de mama (Zhang, 2002; Nahta y Esteva, 2003).  

 

Otras experiencias en curso de terapia génica no basadas en oncogenes 

supresores de tumores, incluyen la transfección de moduladores inmunes, tales 

como antígenos y citoquinas; la protección de células madre con el gen de 

resistencia a multidrogas, o purgar las células madre con el gen proapoptótico 

bcl-x o con el gen HSV-TK y ganciclovir (Osborne, 2004). 

 

Actualmente se están ensayando en modelos preclínicos, terapias 

antioncogénicas usando secuencias antisentido con c-fos y c-myc, junto con 

otros muchos genes relevantes relacionados con el cáncer de mama (Head, 

2002). También se han utilizado selectivamente oligonucleótidos antisentido 

para bajo regular la expresión de HER-2/neu en células de cáncer de mama 

humanas (Roh et al., 2000).  

 

Por otro lado, Hung et al. (1996), llegaron a la conclusión de que la 

ciclina D1 sometida a terapia antisentido con oligodesoxinucleótidos, 

funcionaba como un agente antiproliferativo, y que diferentes 

oligodesoxinucleótidos antisentido contra ciclinas D1, ejercían diferente eficacia 

en la inhibición del crecimiento celular y de la expresión génica.  
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6.3. NUEVOS FÁRMACOS SELECTIVOS FRENTE A CICLO CELULAR Y 
APOPTOSIS 

 

 La identificación de genes y de los productos de genes que son 

responsables de la apoptosis, junto con información que emerge acerca de los 

mecanismos de acción y de las estructuras de los reguladores apoptóticos y 

sus proteínas efectoras, ha llevado al descubrimiento de fármacos que actúan 

modulando estas dianas. Algunos de estos fármacos están sometidos a 

evaluación en ensayos clínicos (Reed, 2002).  

 

Los receptores de MCP son dianas atractivas para la intervención 

terapéutica en cáncer, debido a su capacidad para inducir apoptosis en muchos 

tipos celulares. Así el factor de necrosis tumoral α (TNF-α), es considerado 

como un prototipo de inductor de apoptosis en MCF-7 (Simstein et al., 2003). 

De hecho se ha demostrado (Burow et al., 1999), que la apoptosis inducida por 

TNF-α, puede ser suprimida en células RE+ como las MCF-7, debido a la 

acción de los estrógenos ambientales. Sin embargo, la infusión de TNF-α, en 

ratones causó apoptosis hepática letal (Ashkenazi et al., 1999).  

 

Existen investigadores como Baell y Huang (2002), con un gran interés 

en desarrollar péptidos y no péptidos imitadores de BH3, familia de proteínas 

que actúa como antagonista directo de bcl-2, como nuevos agentes 

anticancerosos. 

 

 Como el problema que surge del uso de los inhibidores de TS es la 

toxicidad, Li et al. (2001), diseñaron una nueva estrategia basada en la 

activación terapéutica catalizada por enzimas, para evitar dicha toxicidad. Así 

desarrollan un nuevo agente antitumoral (NB1011), cuya actividad aumenta en 

células tumorales que expresan elevada TS endógena. 

 

 Todos estos ensayos realizados en los últimos años, abogan por la 

búsqueda de nuevos agentes antitumorales, que tengan actividad selectiva 

sobre moléculas específicas del ciclo celular y la apoptosis. Dichos ensayos, 
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permitirán obtener tratamientos antineoplásicos, menos tóxicos y más 

selectivos sobre las pacientes afectadas de cáncer. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II. OBJETIVOS 
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Los objetivos de este trabajo de investigación han sido:  

 

- Evaluar la actividad citotóxica de los nuevos fármacos derivados del 5-

FU, en la línea tumoral humana de cáncer de mama (MCF-7). 
 

- Analizar el efecto de los compuestos sobre los puntos de control del ciclo 

celular, comparándolos con los del 5-FU y Ftorafur para intentar dilucidar 

su mecanismo de acción.  

 

- Estudiar la capacidad de estos fármacos de inducir apoptosis a su 

concentración inhibitoria 50 (CI50) en la línea celular de cáncer de mama 

humano MCF-7. 

 

- Realizar un análisis comparativo de la modificaciones que los nuevos 

compuestos provocan en los marcadores tumorales moleculares 

utilizados en el diagnóstico clínico del cáncer de mama. 

 

- Diferenciar aquellos compuestos que actúen como profármacos del 5-FU 

de los que poseen actividad antitumoral per se. 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III. MATERIAL Y MÉTODOS 
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1. CULTIVOS CELULARES    

  
1.1. LÍNEA CELULAR 

 

La línea celular humana derivada de cáncer de mama MCF-7, fue 

amablemente proporcionada por el Dr. N. Olea, del instituto de biología tumoral 

Sánchez Mora del hospital universitario de Granada. 

 

1.2. CONDICIONES DE CULTIVO  

 

Los cultivos de células se realizaron en cabina de flujo laminar (Micro-V, 

Telstar, España) bajo condiciones de esterilidad. Los frascos de cultivo 

estériles (Falcon de 25 u 80 cm2 de superficie útil) se mantuvieron en estufa a 

37ºC, atmósfera de 5% de CO2 y 90% de humedad. Durante el cultivo celular 

las células tuvieron que ser resembradas en nuevos Falcon conforme se 

alcanzaba la saturación, despegándolas de la superficie de los frascos de 

cultivo mediante una solución de PBS-EDTA (0,02%) o de Tripsina (10x). 

Después fueron centrifugadas a 600 x g durante 5 minutos y lavadas 2 veces 

con PBS resuspendiéndolas en medio de cultivo. 
 

Para el cultivo fue utilizado el medio Dubelcco`s Eagle modificado 

(DMEM) (Gibco, USA) (13,37 gr de medio base), suplementado con 10% de 

suero fetal bovino inactivado (Flow, United Kingdom) en calor húmedo a 60ºC 

durante 30 minutos. El medio fue tamponado con 27 ml de NaHCO3 al 7,5%, y 

10 ml buffer Hepes (Flow) 1M pH 7,2 y suplementado con 40 mg/l de 

gentamicina (Antibióticos S.A), 500 mg/l de ampicilina (Antibióticos S.A), 20 ml 

de L-glutamina (Flow) 200 mM y agua bidestilada, c.s.p. hasta 1000 ml. Una 

vez preparado el medio de cultivo fue filtrado con filtros Millex estériles de 0,22 

µm (Millipore, France) y añadido a los frascos. 

 

1.3. MÉTODO DE CONGELACIÓN CELULAR 
 

Para la congelación celular, las células fueron despegadas de la 

superficie de los Falcons mediante una solución de PBS-EDTA (0,02%) o de 
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Tripsina (10x), centrifugadas a 600 x g durante 5 minutos y lavadas 2 veces 

con PBS. El pellet celular fue resuspendido en medio de congelación a razón 

de 0.5 x 106 células por ml siendo introducidas inmediatamente en criotubos y 

estos en el congelador a -80ºC durante 24 h, siendo almacenadas 

definitivamente en nitrógeno líquido tras este período o de Tripsina (10x). 

 

Medio de congelación: suero fetal bovino (Sigma, SL), inactivado en calor 

húmedo a 56ºC durante 30 min, y dimetil sulfóxido (DMSO) al 10%. 
 

1.4. MÉTODO DE DESCONGELACIÓN CELULAR 

 

La línea celular MCF-7 crioconservada en Nitrógeno líquido fue 

descongelada en calor húmedo a 37ºC, inmediatamente, las células se 

resuspendieron en PBS estéril, siendo centrifugadas a 1500 rpm durante 5 

minutos repitiendo el proceso 2 veces para eliminar los restos de DMSO. El 

pellet fue resuspendido en medio de cultivo previamente filtrado y las células 

depositadas en frascos de cultivo. 

 

2. AGENTES FARMACOLÓGICOS    

 

2.1. 5-FLUOROURACILO (5-FU) 

 

El 5-FU: 5-Fluoro-2,4(1H,3H) pirimidindiona de peso molecular 130.08 

g/mol fue suministrado por el Dr. Antonio Espinosa del Dpto de Química 

Farmacéutica de la Facultad de Farmacia de Granada. Este compuesto se usó 

como control para comparar los efectos de los nuevos fármacos. Se preparó un 

stock mediante la disolución de 10 mg del fármaco en 10 ml de agua 

bidestilada estéril, a una concentración final de 7,68x10-3M. Su estructura se 

muestra en la Fig 1: 
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FIG.1 

 

2.2. FTORAFUR 

 

 El Ftorafur (Fig.2): 5-Fluoro-1-(tetrahidro-2-furil) uracil) de peso 

molecular 200.17 g/mol, es un profármaco del 5 Fu que no provoca efectos 

citotóxicos in vitro. También ha sido suministrado por el Dr. Antonio Espinosa 

del Dpto de Química Farmacéutica de la Facultad de Farmacia de Granada, y 

usado como control para comparar el efecto con los nuevos fármacos. Se 

preparó un stock mediante la disolución de 10 mg del fármaco en 10 ml de 

agua bidestilada estéril, a una concentración final de 9,9x10-3M. 

  

HN

NO

F
O

O

Ftorafur  

 

FIG.2 

 

2.3. PROFÁRMACOS DEL 5- FU 

 

La síntesis y diseño de los 21 fármacos derivados del 5-FU mediante 

modificaciones en su estructura (Tabla I), se llevó a cabo en colaboración con 

el grupo de investigación dirigido por el profesor Dr. Antonio Espinosa del 

departamento de química farmacéutica de la Universidad de Granada. Estos 
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fueron disueltos en DMSO (10 mg de fármaco en 10 ml de DMSO) a la 

concentración deseada para cada experimento. Se obtuvo una solución stock 

de cada compuesto que fue almacenada a �20ºC en alícuotas de 100 µl, a 

partir de las cuales, y tras su descongelación, se cogieron las cantidades 

necesarias para la inducción.  

 

Debido a la solubilidad de los derivados del 5-FU en DMSO, también 

utilizamos controles de dicho compuesto de forma independiente y a las 

mismas concentraciones que los fármacos a los que diluye Los efectos fueron 

eliminados de los resultados globales obtenidos con las técnicas realizadas en 

nuestro estudio, de tal modo que dichos resultados corresponden 

exclusivamente a la acción de los agentes.  

 

Los compuestos utilizados en esta investigación, se han clasificado en 

tres grupos:  

- Grupo I (O,N-Acetales cíclicos): compuestos cíclicos en los que el 

�resto glicomimético� es una estructura benzoxepínica o 

benzodioxepínica, como se muestra en la tabla I. 

 

- Grupo II (fenoxi-O,N-Acetales acíclicos): seconucleósidos en los que 

el 5-FU se une por el OH del grupo fenólico como se muestra en la 

tabla II.  

 

- Grupo III (Benzoxi-O,N-Acetales acíclicos e isósteros): compuestos 

abiertos en los que el 5-FU se une por el OH del grupo alcohólico, 

como se muestra en la tabla III. 

 
a El valor de c logp fue calculado según el sistema fragmentario, basado 

en el método de Rekker et al. (1979)] y utilizando la opción CDR del programa 

PALLAS 2.0 (MÓDULO PALLAS es una herramienta que permite predecir 

parámetros fisicoquímicos, y lo suministra la compañía CompuDrug Chemistry 

Ltd, PO Box 23196, Rochester, NY 14696, EE. UU.). bEl valor experimental del 

log P es de �0.83 (Buur et al., 1985). cEl valor experimental, medido mediante 
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la técnica de reparto octanol-buffer a pH 7.4 es de �0.36 ± 0.5 (Gulyaeva et al., 

2003). 

 
TABLA 1. ESTRUCTURAS Y CONSTANTES FÍSICAS DE LOS COMPUESTOS DEL GRUPO I. 

 

 

CÓDIGO ESTRUCTURA 
Peso 

Molecular 
(g/mol) 

Aspecto y 
punto de 

fusión (ºC) 
c log Pa 

5-FU NH

N
H

O

O

F

 
130.08 

Sólido blanco 

282-286 -0.89b 

Ftorafur 
5-FU

O

 
200.17 

Sólido blanco 

171-173 -0.18c 

196-A 
O

5-FU

 
228.22 sirupo 0.86 

786-B 
O

5-FU

 
274.25 

Sólido blanco 

215-217 2.54 

596-D 
O

5-FU

OH

 
278.24 

Sólido blanco 

138-141 0.70 

252-A 
O

O

5-FU

 
278.24 

Sólido blanco 

196-200 1.09 

454-B 
O

O

5-FU

OCH3

 
308.26 

Sólido blanco 

130-135 1.16 

928-A 
O

O

5-FU
H3CO  

308.26 
Sólido blanco 

220-222 1.16 

930-A 
O

O

Uracilo

 
260.25 

Sólido blanco 

153-154 0.87 

798-B 
O

O

O
O

5-FU145FU

 

572.51 

Sólido 

amarillento 

80-83 
2.18 
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TABLA 2. ESTRUCTURAS Y CONSTANTES FÍSICAS DE LOS COMPUESTOS DEL GRUPO II. 
 

 

 

CÓDIGO ESTRUCTURA 
Peso 

Molecular 
(g/mol) 

Aspecto y 
punto de 

fusión (ºC) 
c log Pa 

5-FU NH

N
H

O

O

F

 
130.08 

Sólido blanco 

282-286 -0.89b 

Ftorafur 
5-FU

O

 
200.17 

Sólido blanco 

171-173 -0.18c 

394-B O
5-FU

OCH3

Br
OH  

389.17 
Sólido blanco 

74-75 1.25 

524-FS O
5-FU

OCH3

Cl
OH  

344.72 
Sólido blanco 

110-115 1.04 

600-F O
5-FU

OCH3

OH

OCH3

 
340.30 

Sólido blanco 

130-133 0.37 

548-FS O
5-FU

OCH3

O2N
OH  

355.28 

Sólido 

amarillento 

230-233 
0.04 

704-D O
5-FU

OCH3

H2N
OH  

325.29 
Sólido marrón 

100-101 -0.74 

856-C O
5-FU

OCH3

OH  
310.28 

Sólido blanco 

100-105 0.30 

912-C O
5-FU

OCH3

OH
H3CO  

340.30 Sólido blanco 
85-87 0.37 
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TABLA 3. ESTRUCTURAS Y CONSTANTES FÍSICAS DE LOS COMPUESTOS DEL GRUPO III. 
 

 

 

CÓDIGO ESTRUCTURA 
Peso 

Molecular 
(g/mol) 

Aspecto y 
punto de 

fusión (ºC) 
c log Pa 

5-FU NH

N
H

O

O

F

 
130.08 Sólido blanco 

282-286 -0.89b 

Ftorafur 
5-FU

O

 
200.17 Sólido blanco 

171-173 -0.18c 

442-C 
OH

O
5-FU

OCH3

 310.28 Sólido blanco 
154-157 0.32 

484-E1 
OH

O
5-FU

OCH3

Br  389.17 Sólido blanco 
145-150 1.26 

560-F 
OH

O
5-FU

OCH3

Cl  344.72 Sólido blanco 
105-110 1.06 

596-C 
OH

O 5-FU

OCH3

 310.28 Sólido salmón 
125-128 0.87 

826-A 
OH

5-FU

OCH3

 308.30 sirupo 1.84 

778-G 
OH

5-FU

OCH3

 306.29 sirupo 1.76 

 

 

3. TRATAMIENTO DE LA LÍNEA CELULAR MCF-7 CON LOS FÁRMACOS 

 

Se siguió el siguiente protocolo: las células fueron despegadas de la 

superficie de los frascos de cultivo con PBS-EDTA (0,02%) o PBS-tripsina (10x) 

durante 10 minutos a 37ºC y se lavaron dos veces con PBS a 4ºC mediante 

centrifugación a 600x g durante 5 minutos. A continuación se diluyeron en 

medio Dubelcco`s Eagle suplementado con el 10% de suero fetal bovino hasta 

obtener cultivos de 5 x 106 células. A partir de este momento realizamos la 

inducción con fármacos añadiendo las concentraciones deseadas de cada uno 

de ellos, permaneciendo en contacto con las células durante uno, dos, tres o 

seis días dependiendo del tipo de experimento. Se utilizaron como control en 

cada experimento cultivos paralelos de células MCF-7 sin drogas. El medio de 

ambos cultivos, control y tratados con drogas, fue remplazado cada 48h.  
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4. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD 

 
4.1 CÁLCULO DE LAS CONCENTRACIONES INHIBITORIAS 50 (CI50) 

 

 Tras la inducción durante 6 días con los fármacos, a las concentraciones 

de 10, 20, 30 50, 75 y 100 µM, de la línea celular en cultivo, y después de llevar 

a cabo un ensayo colorimétrico con Sulforrodamina-B (SRB) que se especifica 

más adelante, se procedió a la medida de la absorbancia para una densidad 

óptica de 492 nm. Se hicieron las gráficas de Densidad óptica (D.O) (eje de las 

Y) y concentración (eje de las X), de cada uno de los fármacos, y sobre las 

gráficas, se calculó interpolando el valor de la (CI50) trazando la vertical en la 

curva del valor obtenido como media entre los dos valores extremos de la D.O. 

 

4.2 CURVAS DE CRECIMIENTO 

 

 En todos los fármacos se utilizaron dosis correspondientes a las 

concentraciones inhibitorias 50 (CI50). Igualmente se emplearon dosis mitad y 

doble de la CI50 para el cálculo de las curvas de crecimiento. Iguales 

cantidades de DMSO fueron usadas para ver el efecto que producía este 

compuesto por sí mismo. 

 

Se determinaron las curvas de crecimiento por dos métodos distintos: 

 

4.2.1 Primer método: 

 

Tras períodos de 6 días en cultivo, las células fueron despegadas 

mediante una solución de PBS-EDTA (0,02%) y centrifugadas a 1500 rpm. Se 

desechó el sobrenadante por decantación. Estas células fueron resuspendidas 

en 2ml de medio de cultivo y contadas repetitivamente mediante cámara 

Newbauer. 
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4.2.2 Segundo método: 

 

Tras períodos de 6 días en cultivo, las células fueron coloreadas con 

Sulforrodamina-B (SRB) mediante el siguiente protocolo: 

 

1. El tapiz celular se lavó con PBS al 1% y se incubó con 

glutaraldehído al 1% durante 15-30 minutos a 4ºC, lavándose a 

continuación con PBS y dejándolo secar. 

2. Las células así fijadas se tiñeron, durante 15 min con SRB al 

0,4% en ácido acético al 1%. 

3. Posteriormente, se lavó el tapiz con ácido acético al 1% y se 

dejaron secar de nuevo las placas. 

4. El colorante fijado sobre las células se solubilizó con una solución 

10mM Tris-base (pH 10.5) con agitación suave. 

5. Alícuotas de 100 µl se transfirieron a placas de 96 pocillos y se 

leyeron en un colorímetro Titertek multiscan a 492 nm. 

 

4.3 PROLIFERACIÓN CELULAR 

 

Con el objeto de evaluar el comportamiento de la línea celular durante 

los 6 días en que las células estuvieron en contacto con los fármacos, se hizo 

la determinación de la proliferación celular. 

 

Se utilizaron para el estudio placas Falcon de 24 pocillos, sembrando, 

con 30.000 células de la línea parental MCF-7, cada pocillo. Fueron expuestas 

al medio de crecimiento suplementado con cada una de las concentraciones de 

los diferentes fármacos (½ CI50,  CI50, 2 CI50). Como control los pocillos de las 

placas fueron sembrados con células que crecieron en medio de crecimiento 

estándar. Los experimentos se realizaron por duplicado. En cada experimento, 

las células de 3 pocillos con cada una de las 3 diferentes concentraciones de 

fármaco, y las células de 3 pocillos que crecieron en medio sin drogas, fueron 

recogidos separadamente cada 24 horas y contadas en cámara Newbauer 

durante los 6 días procediéndose a la realización de las curvas de crecimiento.  
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5. ANÁLISIS DE DISTRIBUCIÓN DEL CICLO CELULAR 

 

Se sembraron Falcon de 80 cm2 aproximadamente con 1 x 106 de 

células. Se indujeron con los distintos fármacos a la dosis de CI50 

permaneciendo en cultivo durante 48 horas. También se sembraron Falcon 

control con medio de cultivo estándar. 

 

5.1 FIJACIÓN DE LAS CÉLULAS 

 

 Una vez transcurrido este período de tiempo las células fueron lavadas 

dos veces con una solución tampón, contadas en cámara Newbauer y fijadas 

después en etanol al 70% frío (-20ºC) en tubos Facs durante toda la noche a 

4ºC. 

 

Solución tampón: 1 gr de glucosa en 1 l de solución salina de fosfato (PBS) (sin 

los iones Ca++ ni Mg++). 

 
5.2 TINCIÓN DE LAS CÉLULAS 
 

Las células fueron centrifugadas a 3000 rpm durante 5 min, lavadas 2 

veces con muestras tamponadas, resuspendidas y teñidas con solución de 

yoduro de Propidio durante media hora en la oscuridad. Las células fueron 

analizadas mediante FACScan usando el citómetro de flujo �VANTAGE� 

(Becton Dickinson, San José, CA,USA) por el software de análisis de ciclo 

celular CellFIT. Todos los experimentos fueron llevados a cabo por duplicado 

obteniéndose resultados similares. 

 

Solución de ioduro de propidio: 50 µg/ml de PI, 0.5 mg/ml de RNAsa en 

solución tampón, pH 7.4. 
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6. ENSAYOS DE APOPTOSIS. 

 

Los efectos de los fármacos, en cuanto a la pérdida de asimetría de la 

membrana plasmática, que resulta en la exposición de fosfatidilserina en la 

superficie externa de la membrana plasmática como un evento temprano en 

apoptosis, fue llevado a cabo mediante la unión de isocianato de fluoresceína 

(FITC)-etiquetada annexina V, a células, en respuesta a los compuestos. El 

estudio se realizó mediante el Kit TACSTM Annexin V-FITC (Pharmingen) 

 

6.1 ESTUDIO MEDIANTE CITOMETRÍA DE FLUJO 
 
300.000 células de la línea parental MCF-7 sembradas en placas Falcon 

de 6 pocillos fueron inducidas con los diferentes fármacos a distintos períodos 

de tiempo cambiando el medio de cultivo celular por medio nuevo. A las 3, 6, 

12, 24 y 48 horas fueron despegadas de los frascos de cultivo con una solución 

de PBS-EDTA (0.02%), lavadas dos veces con PBS frío en tubos de Facs y 

centrifugadas a 1500 rpm durante 10 min. A continuación fueron resuspendidas 

en 100 µl de la solución de binding buffer (10 mM hepes, pH 7.1; 150 mM NaCl, 

5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 1.8 mM CaCl2), teñidas con 10 µl de la solución de 

anexina V (1 ml de anexina V-FITC (25 µg/ml), 10 µl de binding buffer, 10 µl PI 

(50 µg/ml), 79 µl H2O e incubadas en oscuridad durante 15 min a temperatura 

ambiente. Al cabo de ese tiempo, se les añadió 250 µl de la solución de binding 

buffer y se procedió a su análisis por medio del FACScan. 

 

Éste análisis fue llevado a cabo por el Dr. Jaime Lazuén Alcón del 

servicio de citometría de flujo, del Centro de Instrumentación Científica de la 

Universidad de Granada. 
 

6.2 ESTUDIO MEDIANTE MICROSCOPÍA CONFOCAL 

 

 10 µl de las muestras inducidas con los distintos fármacos durante 3, 6, 

12, 24 y 48 horas, y procesadas con el Kit de apoptosis, de igual manera que 

para el estudio con citómetro de flujo, se depositaron en un porta y se 

analizaron inmediatamente con microscopía confocal. 
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7. OBTENCIÓN DE ADN 

 
7.1. EXTRACCIÓN DE ADN  
 

La extracción de ADN se hizo mediante Kit �Genomic ADN Purification� 

(Promega, Madison, WI). Tras el cultivos de la línea MCF-7 (en Falcon de 80 

cm2) durante 3 días, con los diferentes fármacos, y siempre, con un Falcon 

control con las células parentales en medio estándar, estos fueron despegados 

y centrifugados para obtener un pellet de aproximadamente 107�108 células. A 

este pellet se le añadieron 600 µl de una solución de lisis nuclear y se mezcló 

cuidadosamente durante 3 minutos hasta obtener una perfecta 

homogenización. Se añadieron 3 µl de solución de RNAsa a una concentración 

100 mg/ml, mezclando e incubando a 37ºC durante 30 minutos. Después, se 

dejó enfriar 5 minutos. Tras la incubación, y para eliminar la contaminación 

proteica, se añadieron 200 µl de solución de precipitación de proteína, 

mezclando suavemente durante 20 segundos y dejando la mezcla 5 minutos en 

hielo. Las dos fases se separaron por dos centrifugaciones a 14000 rpm 

durante 4 minutos a 4ºC. Al sobrenadante se le añadieron 600 µl de 

isopropanol a temperatura ambiente, mezclando suavemente hasta la 

formación de hebras. Centrifugamos 1 minuto a 14000 rpm aislando el 

precipitado. Se añadieron 600 µl de etanol al 70% con el cual se mezcló varias 

veces antes de ser centrifugado un minuto a 14000 rpm. Se retiró el 

sobrenadante y se volcaron los eppendorf boca abajo sobre papel absorbente 

de 10 a 15 minutos. Una vez lavado, el pellet se resuspendió en 100 µl de 

solución de rehidratación y se incubó una hora a 65ºC. Después se guardaron 

en el congelador a -20ºC alícuotas de 90 µl para electroforesis y los 10 µl 

restantes se guardaron a 4ºC para su cuantificación y para la determinación de 

su integridad. 

 

Solución de lisis: 100 mM Tris-HCl pH 7.5, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, pH 8 y 

1% de Sarcosil.  
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7.2. CUANTIFICACIÓN DE ADN 
 

Se llevó a cabo a una longitud de onda entre 260 nm y 280 nm, 

mediante el espectrofotómetro Ultrospec 2000 de Pharmacia Biotech. La 

lectura en este intervalo permitió calcular la concentración de ácidos nucléicos 

en la muestra mediante la relación entre la lectura (D.O. 260 nm/ D.O. 280 nm), 

teniendo en cuenta que 1 unidad de D.O. a 260 nm es igual a 50 mg/ml de 

ADN.  

 

7.3. DETERMINACIÓN DE LA INTEGRIDAD DEL ADN 
 

Dos µg de ADN fueron analizados realizando electroforesis a 80 V 

durante 1h en un gel de agarosa al 1,5%. La visualización del ADN por 

transiluminador de ultravioletas nos permitió comprobar que se encontraba 

degradado. 

 
7.4. ELECTROFORESIS DE ADN EN GEL DE AGAROSA 

 

7.4.1. Preparación del gel de agarosa 

 

Se disolvieron 0,75 gr de agarosa calentándola hasta ebullición en 49 ml 

de agua y 1 ml de 50 x TAE (concentración final de agarosa 1,5 %). Se dejó 

enfriar hasta una temperatura de 60ºC y se le añadió 2,5 µl de bromuro de 

etídio. Se mezcló suavemente para evitar la formación de burbujas y se 

depositó sobre un portageles con peine donde se dejó solidificar. Por último se 

colocó el gel de agarosa en el interior del aparato de electroforesis que 

contenía ya la cantidad suficiente de buffer de electroforesis (1 x TAE) para 

cubrir el gel. 

 

Tampón concentrado de electroforesis (50 x TAE): Tris-acetato 2 M y EDTA 

0.05 M, pH 8. Para su utilización en la electroforesis se diluye 50 veces. 
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7.4.2. Electroforesis 

 

  A las diferentes muestras de ADN se les añadió un volumen 1/10 de 

tampón de carga LB y se cargaron en los pocillos del gel. Los fragmentos 

obtenidos de la digestión de las muestras fueron separados mediante 

electroforesis, en el gel de agarosa (1,5%) a bajo voltage (40 V) durante toda la 

noche. También se introdujo el marcador de peso molecular VIII marcado con 

digoxigenína (Boehringer mannheim, Indianapolis, IN) que nos permitió 

identificar el tamaño de los fragmentos obtenidos. 

 

Buffer de carga LB: azul de bromofenol al 0.25%, xileno cianol al 0.25% y ficol 

400 al 15%. 

 

8. ESTUDIO MORFOLÓGICO DE LAS CÉLULAS 
 
8.1. MICROSCOPÍA ÓPTICA 

 

 Las células inducidas y no inducidas de la línea celular MCF-7 fueron 

observadas mediante microscopio invertido de contraste de fase Nikon TM 

Phase Contrast-2, ELWD 0.3. 

 

8.2. MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE BARRIDO 

 

 Las células, fueron lavadas dos veces con PBS, y fueron sembradas en 

portas con pocillos estériles (Chamber slide System, Lab-Tek). Después de 6 

días de tratamiento con los distintos fármacos fueron fijadas en una mezcla de 

glutaraldehido al 2.5% y paraformaldehido al 2% en tampón de cacodilato 

sódico (0.1 M, pH 7.4) ajustada con sacarosa al 0.05 M durante 2 h a 4ºC. 

Posteriormente se lavaron con el tampón (3 cambios de 30 min cada). La 

postfijación se realizó con tetróxido de osmio al 2% (un 0.18% de ferrocianuro 

potásico) en solución acuosa a temperatura ambiente. Posteriormente se 

lavaron con agua (3 cambios de 30 min). La deshidratación de las células se 

realizó utilizando etanol como agente deshidratante con los siguientes pasos: 
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- Etanol 50%--------------------20 min. 

- Etanol 70%--------------------20 min. 

- Etanol 90%--------------------20 min. 

- Etanol 100%-------------------2 cambios de 20 min. 

- Óxido de propileno-----------2 cambios de 5 min. 

 

Se desecaron por el método de Anderson (1951) o CPD (Critical point Dry) 

mediante DUPONT-Machine y se montaron en los portamuestras específicos o 

�stubs� con coloidal. Posteriormente, las células se metalizaron con oro durante 

4 min en un metalizador Polaron E5000. Por último, las células fueron 

observadas en un Microscopio Electrónico de Barrido (DSM 950 de Zeiss). 

 

8.3. MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE TRANSMISIÓN 

 

8.3.1. Fijación de las células  

 

A partir de cultivos de la línea celular a analizar inducida y sin inducir con 

los fármacos durante un período de tres días, se obtuvieron botones celulares 

de 5 x 106 células. la monocapa y los pellet celulares fueron fijados con un 

tampón de cacodilato sódico 0.1 M (pH 7.2-7.5) con glutaraldehido al 4% 

durante un periodo de 14 a 19 h a 4ºC. Las muestras fueron lavadas en el 

mismo tampón, suplementándolo con sacarosa hasta alcanzar una 

concentración final de 0.25 M durante 20-22 h a 4ºC. 

 

Se realizó la postfijación con tetróxido de osmio (Merck) al 1% en 

tampón de milloning, durante 2.30 h con un lavado posterior en el mismo 

tampón durante 1 h. Las muestras fueron posteriormente deshidratadas en una 

batería de alcoholes creciente: un paso de 15 min en alcoholes de 30º y 50º; 

1.30 h en alcohol de 70º al que se le añadió acetato de uranilo a saturación y, 

por último, dos cambios de 30 min en alcoholes de 90º y 100º. 
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8.3.2. Inclusión de la muestra 

 

La resina de inclusión se obtuvo de la siguiente forma: la solución base 

se realizó a partir de la mezcla a partes iguales de una solución A y una 

solución B. Se añadieron por cada 10 ml de esta solución, 0.15 ml de p-

dimetilfenol (DMP 30) (Serva). Las muestras fueron introducidas dos veces en 

óxido de propileno durante 15 min y una vez en una mezcla 1:1 (v/v) de óxido 

de propileno y �Epon� (Serva) durante dos horas, siendo transferidas a 

cápsulas de gelatina en las que previamente se habían vertido unas gotas de 

�Epon�. Las cápsulas se rellenaron con resina y se colocaron en estufa durante 

3 días a 37ºC, 45ºC y 60ºC (24 h en cada temperatura) para la polimerización 

de la resina. Por último, Las muestras fueron sometidas a cortes ultrafínos en 

un Ultracut E (Reichert-Jun), de 60-70 nm utilizando cuchillas de vidrio.  

 

Solución A: Epon 812 (62 ml) y anhidridododecenil-succínico (DDSA) (Serva) 

(100 ml). 

 

Solución B: Epon 812 (100 ml) y anhidrido metilnadico (MNA) (Serva) (89 ml). 
 

8.3.3. Método de tinción 

 

La tinción de las rejillas se realizó con citrato de plomo y acetato de 

uranilo. Se cubrió una placa de Petri con cera de dentista. Las rejillas se 

dejaron durante 30 min con unas gotas de una solución de acetato de uranilo al 

5% y después fueron lavadas durante 1 min en agua destilada. Sobre esta 

superficie hidrófoba se añadieron unas gotas de la solución de citrato de plomo, 

colocando las rejillas sobre ellas durante 20 min. Para evitar la aparición de 

precipitados provocados por la presencia de anhídrido carbónico, se colocaron 

en la placa lentejas de hidróxido sódico, tapando posteriormente la placa. Antes 

de proceder a la lectura, las rejillas se lavaron cuidadosamente en agua 

destilada. 

 

Solución citrato de plomo: 1.33 gr nitrato de plomo y 1.76 gr de citrato sódico 

(deshidratado) en 30 ml de agua destilada. Posteriormente adicionamos: 6.5 ml 
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de hidróxido sódico 1 N completando con agua destilada hasta 50 ml y 

ajustando el pH a 12. Filtrar la solución final con un filtro de 45 mm de diámetro 

(Millipore, Francia), inmediatamente antes de usar. 

 

9. DETERMINACIÓN DE LOS MARCADORES CELULARES MEDIANTE 

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA 

 

Las células de la línea parental MCF-7, así como las inducidas con los 

distintos fármacos durante 2 días, fueron despegadas de los frascos de cultivo 

con una solución de PBS-EDTA (0.02%), lavadas con PBS, centrifugadas a 

1500 rpm durante 5 min en centrífuga refrigerada a 4ºC y resuspendidas en 1 

ml de PBS. Las células se contaron en cámara de Newbauer y se ajustaron a 

una concentración de 6 x 105 células para cada fluorescencia. Una vez 

ajustada la cantidad de células, se centrifugaron. Se decantó el sobrenadante y 

se permeabilizó con metanol frío a temperatura ambiente durante 10 minutos 

para facilitar la apertura de los poros, excepto en las células a las que se le iba 

a añadir algún anticuerpo de membrana (HER-2). Se lavó una vez con PBS 

frío, se centrifugó a 1500 rpm durante 5 min, se decantó el sobrenadante y se 

le añadió al botón celular 20 µl del anticuerpo monoclonal correspondiente 

según la población a determinar. Se agitó y se incubó 30 min en oscuridad a 

4ºC. Pasado este tiempo, se lavó una vez con PBS frío, se centrifugó a 1500 

rpm durante 5 min, se decantó el sobrenadante y se le añadió al botón celular 

100 µl de albúmina fetal bovina (Sigma Aldrich-3803) al 3% y se dejó incubar 

de 30 a 45 minutos para evitar uniones inespecíficas. Se volvió a lavar tras este 

tiempo con PBS frío, se centrifugó a 1500 rpm durante 5 min, se decantó el 

sobrenadante y se le añadió al botón celular 20 µl de antiinmunoglobulina 

conjugada con fluoresceína y diluida al 1/50. Se incubó durante 30 min a 4ºC y 

posteriormente, después de dos lavados con PBS frío se decantó el 

sobrenadante y se fijaron las células con etanol al 70%. A continuación se 

procedió a su análisis por medio del FACScan. 

 

Los anticuerpos utilizados fueron: p21, p27, p34, p53, ciclina D1, Ki-67, 

HER-2, Bcl-2, Receptor de Progesterona, Receptor de Estrógenos y Timidilato 

Sintetasa. 
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10. ESTUDIO INMUNOCITOQUÍMICO 

 
10.1. PREPARACIÓN DE LAS CÉLULAS 

 

 Las células de la línea parental MCF-7 y las células MCF-7 inducidas 

con los distintos fármacos durante 2 días, fueron despegadas de los frascos de 

cultivo con una solución de PBS-tripsina (10x), lavadas con PBS, centrifugadas 

a 1500 rpm durante 5 min a 4ºC y resuspendidas en 0.5 ml de PBS. Estas 

células fueron pegadas en portas por centrifugación a alta velocidad mediante 

el citospin del Servicio de Anatomía Patológica del Hospital Universitario Virgen 

de las Nieves. Posteriormente, los portas fueron secados al aire libre y fijados 

durante 30 seg con metanol al 70% y congelados a �20ºC. 

 

10.2. DETECCIÓN INMUNOCITOQUÍMICA 

 

 El estudio inmunohistoquímico se realizó mediante el Kit ChemMate 

(Dako).  

 

Los portas fueron descongelados, lavados con PBS e incubados en la 

solución de inhibición de la peroxidasa durante 5 min, se lavaron en PBS tres 

veces (3 min) y posteriormente se incubaron con un primer anticuerpo (ver más 

adelante) durante una hora en cámara húmeda y en oscuridad. Después, 

fueron lavados tres veces (3 min) con PBS, incubados con el anticuerpo 

segundario (AB2) en cámara húmeda y en oscuridad durante 30 min, y luego 

lavados tres veces con PBS durante 3 min. Los portas fueron incubados con el 

anticuerpo conjugado durante 25 min, lavados dos veces, con PBS en el primer 

lavado y agua en el segundo, y revelados con diaminobencidina (DAB) hasta 

que apareció, bajo control microscópico, la tinción deseada. 

 

Parte de los anticuerpos estudiados fueron analizados también de 

manera automática mediante un analizador automático que existe en este 

Servicio. 
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Una vez teñidos, los portas fueron lavados tres veces con agua destilada 

y después en una serie de soluciones seriadas con distintos porcentajes de 

alcohol, empezando con agua y terminando con alcohol al 96%. La lectura fue 

realizada con microscopio óptico y fue interpretada por el mismo observador. 

 

11. OBTENCIÓN DE ARN 
 
11.1. EXTRACCIÓN DE ARN  
 

Se obtuvo ARN total de las células MCF-7 tras la inducción con 

fármacos durante 3 días. La extracción del ARN se realizó mediante RNeasy 

Mini Kit (QIAGEN), a partir de cultivos de 5 x 106 células.  

 

Las células fueron lavadas con PBS frío dos veces, tras el lavado se 

despegaron con PBS-tripsina (10x) y posteriormente se centrifugaron a 1500 

rpm durante 5 min para recoger el pellet celular. Los pellet celulares se 

resuspendieron en 600 µl de RLT buffer (buffer de lisis), habiendo añadido 

previamente 10 µl/ml de β-mercaptoetanol y se homogeneizaron durante 30 

segundos con un rotor. Se añadieron 600 µl de etanol al 70% mezclando bien 

con pipeta estéril. Del total de la muestra cogimos 700 µl y los añadimos a las 

minicolumnas Rneasy centrifugando 15 segundos a 14000 rpm a una 

temperatura de 20-25ºC. Se decantó el líquido y añadimos a la minicolumna 

700 µl de RW1 buffer buffer de lavado), centrifugando 15 segundos a 14000 

rpm. Se decantó el sobrenadante y añadimos 500 µl de RPE buffer (buffer de 

lavado al que se añadió previamente etanol), se centrifugó durante 2 minutos a 

14000 rpm, separando cuidadosamente la minicolumna del tubo recolector que 

contiene etanol, y que podría, interferir en la reacción. Las miniculumnas fueron 

transferidas a otro tubo recolector añadiendo 40 µl de Rnase-free water 

directamente sobre la membrana y fueron centrifugadas durante 1 minuto a 

14000 rpm. El ARN se guardo a �20ºC.  

 

11.2. CUANTIFICACIÓN DE ARN  
  

Se llevó a cabo a una longitud de onda entre 260 nm y 280 nm, 

mediante el espectrofotómetro Ultrospec 2000 de Pharmacia Biotech. La 
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lectura en este intervalo permitió calcular la concentración de ácidos nucléicos 

en la muestra mediante la relación entre la lectura (D.O. 260 nm/ D.O. 280 nm), 

teniendo en cuenta que 1 unidad de D.O. a 260 nm es igual a 40 mg/ml de 

ARN.  

 

11.3. DETERMINACIÓN DE LA INTEGRIDAD DEL ARN 
 

Un µg de ARN fue chequeado mediante electroforesis a 80 V durante 2 

h en un gel de agarosa al 1%. La visualización del ARN por transiluminador de 

ultravioletas nos permitió comprobar que no se encontraba degradado. Su 

concentración fue estimada mediante espectrofotómetro. 

 

12. TRANSCRIPTASA REVERSA Y REACCIÓN EN CADENA DE LA 

POLIMERASA (RT-PCR) 

 
12.1. TRANSCRIPTASA REVERSA  

 

Utilizando el ARN obtenido previamente, se realizó la transcriptasa 

reversa mediante kit Reverse Transcription System (Promega, Madison, WI). 

Cada tubo de reacción contenía un volumen total de 20 µl compuestos de: 

 

- ARN total (2 µg). 

- Tampón de transcriptasa reversa 10x (2 µl).     

- Proteína inhibidora de RNAsa (0,5 µl).    

- Transcriptasa reversa (1 µl).     

- d NTP (2 µl).              

- MgCl2  (4 µl).     

- Oligos (1 µl) 

- Agua hasta 20 µl.     
 

La transcriptasa reversa se realizó en el autociclador LINUS Autocycler 

32 (Linus). Los tubos fueron calentados a 94ºC durante 2 min para 

desnaturalizar el ARN y rápidamente fueron enfriados en hielo. La reacción de 
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la transcriptasa reversa tuvo lugar a 42ºC durante 15 min. Tras este periodo los 

tubos fueron enfriados 5 min en hielo.  

 
12.2. REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA  

 

El resultado de la transcriptasa reversa fue diluido al 1/10 en agua 

destilada. Se utilizaron 5 µl para la reacción en cadena de la polimerasa. Cada 

tubo de reacción contenía: 

 

- Resultado de la transcriptasa reversa (5 µl). 

- Buffer de Taq polimerasa 10x (5 µl).  

- Desoxirribonucleótidos trifosfato (dNTP), (concentración final 250 µM). 

- Primers (100 ng de cada). 

- Taq polimerasa (2,5 U). 

- Agua hasta 50 µl. 

  

Los primers utilizados fueron preparados por el Dr. Javier Cifuentes 

Melchor del servicio de secuenciación y síntesis de ácidos nucleicos, del 

Centro de Instrumentación Científica de la Universidad de Granada.  

 

Los correspondientes al ADNc de Ciclina D1 fueron: 

 

a. Primer senso:        5´ GAACAAACAGATCATCCGCAA 3´ 

b. Primer antisenso:  5´ TGCTCCTGGCAGGCACGGA 3´ 

 

Cada ciclo consistió en 0,5 min de desnaturalización a 94ºC, seguido de 

0,5 min a 55ºC para el acoplamiento de los primers y 1 min de extensión a 

72ºC. La amplificación fue realizada con 30 ciclos y con una extensión final de 

7 min a 72ºC. 

 

Los primers correspondientes al cDNA de β-actina fueron: 

 

a. Primer senso:      5� ATCATGTTTGAGACCTTCAA 3� que se corresponde 

con el ADNc de β-actina (1854-1873). 
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b. Primer antisenso: 5� CATCTCTTGCTCGAAGTCCA 3� que se corresponde 

con ADNc de β-actina (2151-2170). 

Cada ciclo consistió en 1 min de desnaturalización a 94ºC, seguido de 2 

min a 58ºC para el acoplamiento de los primers y 3 min de extensión a 72ºC. 

La amplificación fue realizada con 35 ciclos y con una extensión final de 7 min 

a 72ºC. 

 

 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

IV. RESULTADOS 
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1. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD 
 
1.1. ESTUDIO DE LA SUPERVIVENCIA CELULAR EN LA LÍNEA MCF-7 INDUCIDA 
CON AGENTES FARMACOLÓGICOS 

 
En los ensayos de citotoxicidad llevados a cabo con los distintos 

fármacos de los grupos I, II Y III, sobre la línea celular MCF-7 de cáncer de 

mama, calculamos la concentración inhibitoria 50 (CI50), como se describe en el 

apartado de material y métodos. El ensayo se hizo a partir de concentraciones 

crecientes de fármacos de 10 µm, 20 µm, 30 µm, 50 µm, 75 µm y 100 µm. Los 

valores para cada uno de los compuestos fueron los siguientes: 

 
a. Grupo I 

 
En los compuestos del grupo I, se obtuvieron los siguientes resultados: 
 

TABLA 1. CI50 DE LOS COMPUESTOS DEL GRUPO I. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CÓDIGO ESTRUCTURA CI50 (µM) c log Pa 

5-FU NH

N
H

O

O

F

 
2.75±0,28 -0.89b 

Ftorafur 
5-FU

O

 
3±0,21 -0.18c 

196-A 
O

5-FU

 
23±2,15 0.86 

786-B 
O

5-FU

 
14±1,25 2.54 

596-D 
O

5-FU

OH

 
69±6,58 0.70 

252-A 
O

O

5-FU

 
22±0,95 1.09 

454-B 
O

O

5-FU

OCH3

 
22±3,2 1.16 

928-A 
O

O

5-FU
H3CO

4.5±1,33 1.16 

930-A 
O

O

Uracilo

 
5±2,05 0.87 

798-B 

O
O

O
O

5-FU145FU 5.5±2,21 2.18 
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FIGURA 1. ESQUEMA COMPARATIVO DE CI50, DE LOS COMPUESTOS DEL GRUPO I. 

 
 

Los efectos citotóxicos de los compuestos del grupo I, también fueron 

expresados en % de viabilidad celular o supervivencia. La figura 2 muestra 

algunos de los compuestos más representativos. 

 

 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
FIGURA 2. GRÁFICAS DE SUPERVIVENCIA DE ALGUNOS COMPUESTOS DEL GRUPO I. 
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b. Grupo II 
 
 En los ensayos de citotoxicidad llevados a cabo en los compuestos del 

gruo II, se obtuvieron los siguientes resultados: 

 

 

 

 
TABLA 2. CI50 DE LOS COMPUESTOS DEL GRUPO II. 

 

 

CÓDIGO ESTRUCTURA CI50 (µM) c log Pa 

5-FU NH

N
H

O

O

F

 
2.75±0,28 -0.89b 

Ftorafur 
5-FU

O

 
3±0,21 -0.18c 

394-B O
5-FU

OCH3

Br
OH  

16±2,14 1.25 

524-FS O
5-FU

OCH3

Cl
OH  

18±1,75 1.04 

600-F O
5-FU

OCH3

OH

OCH3

 
29±5,15 0.37 

548-FS 
O

5-FU

OCH3

O2N
OH

5.4±1,35 0.04 

704-D 
O

5-FU

OCH3

H2N
OH

21±2,05 -0.74 

856-C O
5-FU

OCH3

OH  
18.5±4,33 0.30 

912-C 
O

5-FU

OCH3

OH
H3CO

5±1,23 0.37 
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FIGURA 3. ESQUEMA COMPARATIVO DE CI50, DE LOS COMPUESTOS DEL GRUPO II. 
 

Al igual que en los compuestos del grupo I, también se calculó el % de 

viabilidad celular de todos los compuestos del grupo II. La figura 4 muestra los 

dos compuestos más representativos 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 4. GRÁFICAS DE SUPERVIVENCIA DE ALGUNOS COMPUESTOS DEL GRUPO II. 

 

c. Grupo III 

 

Los resultados obtenidos en los ensayos de citotoxicidad llevados a cabo 

con los compuestos del grupo III, fueron los siguientes: 
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TABLA 3. CI50 DE LOS COMPUESTOS DEL GRUPO III. 

 

 

CÓDIGO ESTRUCTURA CI50 (µM) c log Pa 

5-FU NH

N
H

O

O

F

 
2.75±0,28 -0.89b 

Ftorafur 
5-FU

O

 
3±0,21 -0.18c 

442-C 
OH

O
5-FU

OCH3

 
44±7,64 0.32 

484-E1 
OH

O
5-FU

OCH3

Br
18±2,91 1.26 

560-F 
OH

O
5-FU

OCH3

Cl
61±5,57 1.06 

596-C 
OH

O 5-FU

OCH3

 
27±2,05 0.87 

826-A 
OH

5-FU

OCH3

 
42±4,73 1.84 

778-G 
OH

5-FU

OCH3

 
9.4±1,75 1.76 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 5. ESQUEMA COMPARATIVO DE CI50, DE LOS COMPUESTOS DEL GRUPO III. 
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Las gráficas de supervivencia de los compuestos del grupo III, se 

representaron a partir de los resultados de los ensayos citotóxicos, al igual que 

se hizo en los compuestos del grupo I y II, mostrándose dos compuestos 

representativos de este grupo en la figura 6: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

FIGURA 6. GRÁFICAS DE SUPERVIVENCIA DE ALGUNOS COMPUESTOS DEL GRUPO III. 
 
 
 

2. ANÁLISIS DE DISTRIBUCIÓN DEL CICLO CELULAR 
 

 El análisis se llevó a cabo en la línea MCF-7, inducida con los distintos 

compuestos durante 48 horas a la dosis de CI50, teniendo como control la línea 

parental sin inducir. Los resultados obtenidos con los compuestos de los 

grupos I, II y III fueron los mostrados en las tablas 4, 5 y 6 respectivamente. 

Como referencia se utilizaron los resultados de las células inducidas con 5-FU 

y Ftorafur. 

 
 
 
 
 

0

20

40

60

80

100

120

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

CONCENTRACIÓN

%
 S

U
PE

R
VI

VE
N

C
IA

484-E1

778-G



Inés Isabel Suárez Vergara  Resultados 

  120

TABLA 4. PORCENTAJES DE CÉLULAS ACUMULADAS EN LAS DISTINTAS FASES DEL CICLO CELULAR, EN 

LOS COMPUESTOS DEL GRUPO I. 

CICLO CELULAR 
 

G0/G1(%) SINT. G2/M 

Control 62,92 29,90 7,18 

5-FU 58,07 39,83 2,10 

Ftorafur 45,62 54,38 0 

196A 50,99 30,49 18,51 

786B 86,14 1,60 12,26 

798B 82,48 12,40 5,13 

596D 68,61 21,79 9,60 

454B 71,76 18,16 10,08 

252A 74,41 9,82 15,77 

928A 73,41 13,44 13,15 

930A 69,01 19,61 11,38 
 
TABLA 5. PORCENTAJES DE CÉLULAS ACUMULADAS EN LAS DISTINTAS FASES DEL CICLO CELULAR, EN 

LOS COMPUESTOS DEL GRUPO II. 
 

CICLO CELULAR 
 

G0/G1(%) SINT. G2/M 

Control 62,92 29,90 7,18 

5-FU 58,07 39,83 2,10 

Ftorafur 45,62 54,38 0 

394B 51,45 27,88 20,66 

600F 62,72 35,69 1,59 

524FS 71,01 0 28,99 

548FS 46,92 50,24 2,84 

704D 67,32 23,28 9,40 

856C 67,18 28,16 4,67 

798C 71,39 15,91 12,70 
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TABLA 6. PORCENTAJES DE CÉLULAS ACUMULADAS EN LAS DISTINTAS FASES DEL CICLO CELULAR, EN 

LOS COMPUESTOS DEL GRUPO III. 

CICLO CELULAR 
 

G0/G1(%) SINT. G2/M 

Control 62,92 29,90 7,18 

5-FU 58,07 39,83 2,10 

Ftorafur 45,62 54,38 0 

442-C 64,51 25,39 10,10 

484-E1 72,45 18,17 9,38 

560-F 72,15 20,52 7,33 

596-C 63,71 29,67 6,62 

826-A 66,29 33,71 0 

778-C 55,76 42,33 1,91 
 
 

2.1. EFECTOS DE LOS COMPUESTOS DEL GRUPO I SOBRE EL CICLO 
CELULAR 
 

El análisis citométrico mostró la existencia de importantes diferencias en 

la progresión del ciclo celular de las células inducidas con los fármacos del 

grupo I comparadas con las células control. En éstas (Fig.16 a) se observó un 

62,92 % de células en la fase G0-G1, un 29,9 % en la fase S y un 7,18 % en la 

fase G2-M. En el caso de las células tratadas con 5-Fu (Fig.16 b), después de 

48 horas de inducción, los porcentajes de células en las distintas fases del ciclo 

fueron: un 58,07% en la fase G0-G1, un 39,83% en la fase S y un 2,1% en la 

fase G2-M. Los compuestos 252-A, 786-B, 798-B, 928-A, 930-A acumularon las 

células sobre todo en la fase G0-G1 como se muestra en la figura 16 (d, e, f, g 

,h), al igual que el 5-Fu (Fig.16 b). De estos 5 compuestos, 252-A (Fig.16 d), 

786-B (Fig.16 e), 798-B (Fig.16 f) y 928-A (Fig.16 g) causaron fuertes efectos 

sobre el ciclo celular en comparación con 5-FU, mostrando valores en la fase 

G0-G1 de hasta 86,14 % (786-B) a expensas de la fase S, con valores de hasta 

1,6 %. También se observó un notable incremento de la fase G2-M.  
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a b 

G0-G1: 62,92 % 
 S: 29,9 %   
 G2-M: 7,18 % 

   

  G0-G1: 58,07 % 
   S: 39,83 % 
   G2-M: 2,1 % 
    

CONTROL 5-FU 

c d 

G0-G1: 45,62 % 
    S: 54,38 % 
    G2-M :0 % 

   

 G0-G1: 74,41 % 
  S: 9,82 % 
  G2-M: 15,77 % 

   

FTORAFUR 252-A 

e f

G0-G1:  86,14 % 
   S: 1,6 % 
   G2-M: 12,26 % 

   

G0-G1:  82,48 % 
S: 12,40 %   
G2-M: 5,13 % 

   

786-B 798-B 
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FIGURA 7. ANÁLISIS DE LA MODULACIÓN DEL CICLO CELULAR MEDIANTE FACSCAN. PORCENTAJE DE 

CÉLULAS ACUMULADAS EN LAS DISTINTAS FASES DEL CICLO CELULAR TRAS TRES DÍAS DE INDUCCIÓN 

CON FÁRMACOS. A) CÉLULAS MCF-7 CONTROL NO INDUCIDAS CON FÁRMACOS, B) CÉLULAS INDUCIDAS 

CON 5-FU, C) CÉLULAS INDUCIDAS CON FTORAFUR, D) CÉLULAS INDUCIDAS CON 252-A, E) CÉLULAS 

INDUCIDAS CON 786-B, F) CÉLULAS INDUCIDAS CON 798-B, G) CÉLULAS INDUCIDAS CON 928-A, H) 

CÉLULAS INDUCIDAS CON 930-A. 

 

 

2.2. EFECTOS DE LOS COMPUESTOS DEL GRUPO II SOBRE EL CICLO 
CELULAR 

 

De este grupo, el compuesto 524-FS (Fig.17 c), acumuló las células en 

la fase G0-G1 (71,01 %), a expensas de la fase S donde casi no hubo 

acumulación celular. En contraste el compuesto 548-FS (Fig.17 d) acumuló 

más las células en la fase S con un 50,24 %, al igual que Ftorafur (Fig.16 c y 17 

c) con un 54,38 %, mostrando un descenso celular en la fase G0-G1. La fase 

G2-M casi desaparecieró por completo en las poblaciones de células tratadas 

con estos dos compuestos, alcanzando valores de 2,84 % en el caso del 

compuesto 548-FS y llegando al 0 % en el caso del Ftorafur.  

 
 
 
 

G0-G1:  73,41 % 
   S: 13,44  % 
   G2-M: 13,15 % 

   

G0-G1:  69,01 % 
   S: 19,61 % 
   G2-M: 11,38 % 
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FIGURA 8. ANÁLISIS DE LA MODULACIÓN DEL CICLO CELULAR MEDIANTE FACSCAN. PORCENTAJE DE 

CÉLULAS ACUMULADAS EN LAS DISTINTAS FASES DEL CICLO CELULAR TRAS TRES DÍAS DE INDUCCIÓN 

CON FÁRMACOS. A) CÉLULAS MCF-7 CONTROL NO INDUCIDAS CON FÁRMACOS, B) CÉLULAS INDUCIDAS 

CON FTORAFUR, C) CÉLULAS INDUCIDAS CON 524-FS, D) CÉLULAS INDUCIDAS CON 548-FS. 
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De los 23 fármacos con los que se llevaron a cabo los ensayos 

anteriores y basándonos sobre los resultados significativos del ciclo celular y la 

relación estructura-actividad, escogimos analizar en profundidad los 7 fármacos 

siguientes: 252-A, 786-B, 798-B, 524-FS, 548-FS, 928-A, 930-A. Los fármacos 

comerciales 5-Fu y Ftorafur se utilizaron como referencia de fármacos 

utilizados en la clínica, además de formar parte de la estructura química de 

algunos de los compuestos utilizados en esta tesis. 

 

La figura 9 muestra la variación de la distribución del ciclo celular, tanto 

en células inducidas con los 9 fármacos con más actividad, como en células no 

inducidas o células control.  

 

Como se puede observar en la fase G0-G1, los compuestos que más 

células acumulan respecto al control, son el 786-B y el 798-B con porcentajes 

de 86,14 % y de 82,48 % respectivamente, mientras que los compuestos que 

menos células acumulan en esta fase son el Ftorafur con un 45,62 %, y el 548-

FS con un 46,92 %. El 5-FU también presenta valores inferiores al control de 

58,07 %. 

En la fase S es de destacar cómo los compuestos Ftorafur y 548-FS 

acumulan mayores porcentajes celulares, con valores de 54,38 % y de 50,24 % 

respectivamente, seguidos por el 5-FU con 39,83 %. Sin embargo, Los 

compuestos 786-B y 524-FS acumulan menores porcentajes celulares en esta 

fase con valores de 1,6 % y de 0 % respectivamente. El 786-B acumuló las 

células en la fase G0-G1 en detrimento de la fase S como se ha especificado 

anteriormente. 

 

En cuanto a la fase G2-M, el compuesto que mayor proporción de células 

acumuló, en detrimento de la fase S, fue el 524-FS con 28,99 % frente a un 

7,18 % en el control. Los compuestos que menos células acumularon fueron 

Ftorafur, 5-FU y 548-FS con valores de 0 %, 2,1 % y 2,84 % respectivamente. 
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FIGURA 9. GRÁFICA DE LOS % DE CÉLULAS ACUMULADOS EN LAS DISTINTAS FASES DEL CICLO 
CELULAR, TANTO EN CÉLULAS INDUCIDAS CON LOS DISTINTOS FÁRMACOS COMO EN CÉLULAS CONTROL. 
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3. ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS FÁRMACOS SELECCIONADOS SOBRE LA 

PROLIFERACIÓN CELULAR DE LA LÍNEA MCF-7 DE CÁNCER DE MAMA  

 
 

 Para analizar el efecto citotóxico que los diferentes fármacos pueden 

ejercer sobre el grado de proliferación de la línea celular MCF-7, se ha llevado 

a cabo un estudio comparativo entre las células MCF-7 inducidas con los 

diferentes fármacos durante 6 días y las células control. Las curvas de 

proliferación se realizaron mediante la utilización de dosis correspondientes a la 

½ CI50, CI50 y 2 CI50.  

 

Nuestros resultados demuestran que en un mismo período de tiempo, 

las células control presentan una mayor tasa de proliferación que las células 

tratadas con los diferentes compuestos. 

 
 
 

TABLA 7. DOSIS DE FÁRMACOS CON LOS QUE SE LLEVÓ A CABO LA INDUCCIÓN DE LA LÍNEA CELULAR 

MCF-7 

 
 
 

 
 

 ½ CI50 CI50 2 CI50 

5-FU 1,37 µM 2,75 µM 5,50 µM 

Ftorafur 1,50 µM 3,00 µM 6,00 µM 

252-A 3,50 µM 7,00 µM 14,00 µM 

786-B 7,00 µM 14,00 µM 28,00 µM 

798-B 2,75 µM 5,50 µM 11,00 µM 

928-A 2,25 µM 4,50 µM 9,00 µM 

930-A 2,50 µM 5,00 µM 10,00 µM 

524-FS 9,00 µM 18,00 µM 36,00 µM 

548-FS 2,70 µM 5,40 µM 10,80 µM 
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3.1. 5-Fluorouracilo 
 

En general, nuestros resultados demuestran que en un mismo período 

de tiempo, las células tratadas con las dosis ½ CI50, CI50 y 2 CI50 de 5-FU 

presentan una fuerte inhibición de la proliferación en comparación con las 

células control. 

 

Así, a partir del primer día, se observó una pronunciada inhibición del 

crecimiento en comparación con las células control. Sin embargo, en el tercer 

día se observaron diferencias en el comportamiento de las células inducidas 

con las dosis mitad (1,37 µM) y doble de la CI50 (5,5 µM), en comparación con 

la dosis de CI50 (2,75 µM). A esta concentración todavía siguió disminuyendo la 

proliferación celular (8,25 × 103), mientras que a las concentraciones doble y 

mitad, se produjo un aumento en el crecimiento celular, especialmente brusco 

en el caso de la dosis de 5,5 µM (1,065 × 105), aunque no significativo respecto 

al patrón de células control. Sin embargo en el cuarto día esta concentración 

produjo una disminución del crecimiento celular hasta alcanzar de nuevo los 

valores del segundo día, y la tendencia fue a seguir disminuyendo hasta el 

sexto día. En el caso de la inducción celular con la dosis de 1,37 µM, la 

tendencia de la proliferación celular continuó hasta el cuarto día (1,087 × 105), y 

a partir de aquí se observó una importante inhibición del crecimiento (2,025 × 

104). En cuanto a la dosis de 2,75 µM se observó un ligero aumento de la 

proliferación celular en el cuarto día aunque no significativo (2,62 × 104), 

ocurriendo de nuevo la inhibición del crecimiento en el quinto día y alcanzando 

una fase meseta hasta el sexto día.  
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FIGURA 10. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 5-FU SOBRE LAS TASAS DE 
CRECIMIENTO DE LAS CÉLULAS MCF-7 
 

* Diferencia significativa con p<0,05 entre el grupo control y las distintas 

concentraciones de 5-FU. 

** Diferencia significativa con p<0,05 entre las distintas concentraciones de 5-

FU. 

 

3.2. Ftorafur 
 

 Las diferencias en el crecimiento entre las células inducidas con ftorafur 

y las células control son estadísticamente significativas (p<0,001). Nuestros 

resultados demuestran que en un mismo periodo de tiempo las células control 

presentan una mayor tasa de proliferación que las células tratadas con las 

dosis ½ CI50 (1,5 µM), CI50 (3 µM) y 2 CI50 (6 µM) de ftorafur. 

 

La tendencia de las células inducidas con este fármaco, fue la de 

disminuir hasta el cuarto día en el caso de la dosis de ½ CI50 (1,5 µM), y en el 

quinto día ocurrió una importante inhibición y muerte celular alcanzando 1,5 × 

105 de células, a partir de aquí la tendencia fue a aumentar el crecimiento 

celular. En el caso de la CI50 (3 µM), hubo una inhibición progresiva de la 

proliferación celular hasta el segundo día de inducción, y a partir del cual la 

tendencia fue de nuevo la de la proliferación celular. Con la dosis doble de CI50 

(6 µM) se produjo una muerte celular más acentuada en el día tercero, a partir 

del cual al igual que con las otras concentraciones de fármaco la tendencia fue 
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hacia el crecimiento celular, pero con una inhibición del crecimiento significativa 

en comparación con el control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 11. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE FTORAFUR SOBRE LAS TASAS DE 
CRECIMIENTO DE LAS CÉLULAS MCF-7 
 

* diferencia significativa con p<0,05 entre el grupo control y las distintas 

concentraciones de Ftorafur. 

** diferencia significativa con p<0,05 entre las distintas concentraciones de 

Ftorafur. 

 

3.3. Compuestos del grupo I 
 

 La tendencia general de los 5 compuestos seleccionados de este grupo, 

fue la de inhibir la proliferación celular, encontrándose en todos ellos 

diferencias estadísticamente significativas respecto a las células control 

(Fig.12, 13, 14, 15 y 16). El comportamiento de cada uno de los fármacos difirió 

en cuanto a las dosis utilizadas.  

 

Así con la dosis de CI50 todos los compuestos lograron inhibir el 

crecimiento en el primer día de inducción, excepto el compuesto 786-B (Fig.12) 

que lo incrementó. A esta dosis el compuesto 786-B (14 µM), produjo un 

incremento continuo del crecimiento celular alcanzando en el sexto día un 

crecimiento de 4,2 × 105 células, mientras que la proliferación alcanzada por el 

resto de los compuestos a esta misma dosis de CI50 en el día sexto fue menor. 

Hay que hacer notar que con el compuesto 928-A (Fig.14) a esta misma dosis 
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(4,5 µM), se produjo en el segundo día un incremento de la proliferación celular 

alcanzando 1,98 × 105 células, y esta proliferación se vio inhibida bruscamente 

en el tercer día de inducción alcanzando 7,9 × 104 células. A partir de este día 

hasta el día sexto el crecimiento celular alcanzó una fase meseta de 2,3 × 105 

células. Este comportamiento de crecimiento progresivo a partir del primer día 

de inducción, fue general también para los compuestos 252-A (Fig. 13), 930-A 

(Fig.15) 798-B (Fig.16), alcanzando fases meseta en la proliferación celular. 

 

Con la dosis ½ de CI50 los compuestos 252-A (Fig.13), 930-A (Fig.15) y 

798-B (Fig.16), tuvieron un comportamiento similar en cuanto al aumento 

progresivo en la proliferación celular hasta el tercer día de inducción, aunque 

con el 252-A se observó una inhibición del crecimiento en el primer día de 

inducción llegando a las 2,7 × 104 células. El 930-A en el tercer día dio lugar a 

un aumento más pronunciado en el crecimiento celular superando incluso al 

crecimiento de las células control, con aproximadamente 2,6 × 105 células. Sin 

embargo estos tres compuestos inhibieron el crecimiento celular en el cuarto 

día, y a partir de éste, la tendencia fue de nuevo a ir aumentando la 

proliferación celular hasta el sexto día, en el caso de los compuestos 252-A y 

798-B, alcanzando respectivamente valores de 3,1 × 105 células y de 2,6 ×105 

células.En el caso del compuesto 786-B (Fig.12), se observó un crecimiento 

celular lento hasta el cuarto día, y en el quinto día ocurrió una inhibición de éste 

hasta alcanzar aproximadamente los valores del segundo día de 5,4 × 104 

células. Desde este día hasta el sexto se produjo un fuerte incremento en la 

proliferación celular alcanzándose valores de 3,6 × 105 células. Con el 

compuesto 928-A (Fig.14), las células experimentaron un ligero incremento 

hasta el segundo día y ya en el tercer día esta proliferación celular se vio algo 

disminuida alcanzando 7,3 × 104 células. Los valores máximos de crecimiento 

celular se alcanzaron en el día quinto con 3,1 × 105 células, disminuyendo de 

nuevo en el día sexto. 

 

 Con la dosis doble de CI50, el crecimiento celular se vio inhibido en el 

primer día de inducción con todos los compuestos. En el caso del compuesto 

798-B (Fig.16) se produjo un aumento paulatino en el crecimiento celular con 
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diferencias estadísticamente significativas entre las distintas dosis. Los 

compuestos 786-B (Fig.12) y 252-A (Fig.13), tuvieron en el segundo día un 

incremento de la proliferación celular que se vio de nuevo inhibida en el tercer 

día de inducción, continuando esta inhibición hasta el cuarto día en el caso del 

compuesto 786-B llegándose a alcanzar las cifras de 7,8 × 104 células. Con 

este compuesto en el quinto y sexto día la tendencia fue hacia el incremento 

celular. En el caso de la inducción con 252-A, durante los días cuarto y quinto 

se observó un aumento de la proliferación celular que se mantuvo en fase 

meseta hasta el día sexto con 1,8× 105 células. En el caso de la inducción con 

930-A (Fig.15), ocurrió un aumento paulatino en la proliferación celular hasta el 

día cuarto de inducción, disminuyendo ligeramente durante los días quinto y 

sexto, alcanzando 1,9 × 105 células. Con el compuesto 928-A (Fig.14), se 

alcanzó un pico celular de 1,8 × 105 células en el segundo día, este crecimiento 

fue inhibido en el día tercero hasta alcanzar 1,3 × 105 células, y a partir de este 

día la proliferación aumentó lentamente en el cuarto y quinto día 

manteniéndose en fase meseta en el sexto día con 2,2 × 105 células. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 12. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 786-B SOBRE LAS TASAS DE 
CRECIMIENTO DE LAS CÉLULAS MCF-7 
 
* diferencia significativa con p<0,05 entre el grupo control y las distintas 

concentraciones de 786-B. 

** diferencia significativa con p<0,05 entre las distintas concentraciones de 786-

B. 
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FIGURA 13. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 252-A SOBRE LAS TASAS DE 
CRECIMIENTO DE LAS CÉLULAS MCF-7 
 

* diferencia significativa con p<0,05 entre el grupo control y las distintas 

concentraciones de 252-A. 

** diferencia significativa con p<0,05 entre las distintas concentraciones de 252-

A. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 14. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 928-A SOBRE LAS TASAS DE 
CRECIMIENTO DE LAS CÉLULAS MCF-7 
 

* diferencia significativa con p<0,05 entre el grupo control y las distintas 

concentraciones de 928-A. 

** diferencia significativa con p<0,05 entre las distintas concentraciones de 928-

A. 
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FIGURA 15. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 930-A SOBRE LAS TASAS DE 
CRECIMIENTO DE LAS CÉLULAS MCF-7 
 

* diferencia significativa con p<0,05 entre el grupo control y las distintas 

concentraciones de 930-A. 

** diferencia significativa con p<0,05 entre las distintas concentraciones de 930-

A. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 16. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 798-B SOBRE LAS TASAS DE 
CRECIMIENTO DE LAS CÉLULAS MCF-7 
 
 
* diferencia significativa con p<0,05 entre el grupo control y las distintas 

concentraciones de 798-B. 

** diferencia significativa con p<0,05 entre las distintas concentraciones de 798-

B. 
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3.4. Compuestos del grupo II 
 

 En el caso de las células inducidas por los compuestos 524-FS (Fig.17) 

y 548-FS (Fig.18), observamos una disminución de su crecimiento en 

comparación con las células control.  

 

La tendencia de las células inducidas con estos dos compuestos a las 

dosis de ½ de CI50, para 524-FS y 548-FS (9 µM y 2,7 µM respectivamente), 

fue la de ir aumentando la proliferación. En el caso del compuesto 548-FS 

(Fig.18), este aumento fue gradual hasta el quinto día en que se alcanzó una 

fase meseta con 3× 105 células. Con el compuesto 524-FS (Fig.17), el primer 

día hubo una ligera inhibición del crecimiento, y a partir de este día se produjo 

un aumento en el crecimiento celular, siendo este crecimiento más notorio en el 

cuarto día donde se alcanzaron 2,9 × 105 células, manteniéndose así más o 

menos hasta el sexto día. 

 

 En el caso de la inducción con el compuesto 524-FS a la dosis de CI50 

de 18 µM (Fig.17), se observó un crecimiento continuo de las células, aunque 

en el cuarto día se vio incrementado este crecimiento de una manera más 

acentuada, y continuó este crecimiento aunque de manera más suave hasta el 

sexto día, en el que se alcanzaron 3 × 105 células. En las células inducidas a la 

concentración de 5,4 µM con el compuesto 548-FS (Fig.18), se observó un 

rápido incremento de la proliferación en el primer día que se vio disminuido en 

el tercer día alcanzando 2,1 × 104 células, y a partir de aquí las células fueron 

proliferando hasta alcanzar una fase meseta en los días quinto y sexto de 2,2 × 

105 células. 

 

 Cuando las células se indujeron con el fármaco 524-FS a la dosis doble 

CI50 de 36 µM (Fig.17), se observó un ligero aumento en la proliferación celular 

en el primer día, que se vio disminuida en el día segundo de inducción llegando 

a alcanzar valores de 8,1 × 104  células. Durante el tercer y cuarto día el 

incremento celular llegó al valor de 9 × 104 células. A partir de este día el 

crecimiento celular se vio inhibido alcanzando valores de 1,2 × 105 células. En 
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el caso del compuesto 548-FS a la dosis de 10,8 µM, se observó un rápido 

aumento del crecimiento celular en el segundo día de inducción con valores de 

1,4 × 105 células, volviendo a disminuir el crecimiento en el tercer día de 

inducción, y a partir de éste hubo un incremento progresivo de células hasta 

alcanzar en el sexto día valores parecidos a los del segundo día.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 17. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 524-FS SOBRE LAS TASAS DE 
CRECIMIENTO DE LAS CÉLULAS MCF-7 
 

* diferencia significativa con p<0,05 entre el grupo control y las distintas 

concentraciones de 524-FS. 

** diferencia significativa con p<0,05 entre las distintas concentraciones de 524-

FS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 18. EFECTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE 548-FS SOBRE LAS TASAS DE 
CRECIMIENTO DE LAS CÉLULAS MCF-7 
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* diferencia significativa con p<0,05 entre el grupo control y las distintas 

concentraciones de 548-FS. 

** diferencia significativa con p<0,05 entre las distintas concentraciones de 548-

FS. 

 
4. ENSAYOS DE LA INDUCCIÓN DE MUERTE CELULAR PROGRAMADA O 
APOPTOSIS 
 
 Mediante la anexina V conjugada con fluoresceína (FITC) y utilizando 

microscopía confocal o citómetro de flujo es posible distinguir entre células 

viables (no teñidas), células en los primeros estadios de apoptosis (teñidas 

solamente con anexina V-FITC), células que están en la última fase de 

apoptosis (teñidas con la anexina V-FITC e ioduro de propidio) y células 

necróticas (teñidas sólamente con ioduro de propidio).  

 

 En la última fase de la apoptosis, puede ocurrir fragmentación del ADN y 

por ello también incluimos los resultados obtenidos con los distintos 

compuestos. 

 
4.1. ESTUDIO MEDIANTE CITOMETRÍA DE FLUJO 

 

 Se determinó mediante citómetro de flujo el porcentaje de las células 

viables, necróticas, apoptóticas tardías y apoptóticas, tanto en las células 

control como en las células inducidas con los 23 fármacos. El estudio se hizo a 

distintos intervalos de tiempo de 3, 6, 12, 24 y 48 horas. Los resultados 

obtenidos para las células control y los compuestos escogidos de los grupos I y 

II, junto con 5-Fu y Ftorafur fueron los mostrados en la tabla 8.  

 

4.1.1. Compuestos del grupo I 
 

En células control tras 48 horas de cultivo, el 1,24 % de las células 

fueron apoptóticas tempranas y el 1,57 % fueron apoptóticas tardías (Fig.19 a). 

En contraste las células tratadas con los valores de CI50 de 5-FU y los nuevos 

compuestos mostraron un significante incremento de apoptosis. Así por 
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ejemplo, la apoptosis inducida con 5-FU a las 24 horas fue de 56,75 % 

apoptosis temprana y de 35,55 apoptosis tardía (Fig.19 b). Valores muy 

similares se alcanzaron en las células inducidas con Ftorafur durante 24 horas 

(Fig.19 c). En el caso de las células inducidas con el compuesto 252-A, se 

observó una apoptosis temprana de 41,15 % a las 6 horas (tabla 8), mientras 

que a las 12 horas la apoptosis temprana descendió a un 21,70 % e incrementó 

la apoptosis tardía hasta un 62,90 % (Fig.19 d). En el caso de inducción con 

786-B, la apoptosis fue mayor a las 12 horas alcanzando valores de 60,66 % 

de apoptosis temprana y de 27,19 % de apoptosis tardía (Fig.19 e). Es de 

destacar que en la inducción con 798-B, la apoptosis temprana a las 6 horas 

(Fig.21 a), fue de 59,73 % disminuyendo hasta las 48 horas, y también se 

observó un incremento de la apoptosis tardía, desde valores de 5,70 % a las 6 

horas hasta valores de 35,23 % a las 48 horas. En el caso de las células 

inducidas con 928-A, a las 6 horas se alcanzaron valores de apoptosis 

temprana de 58,01 % y de 27, 62 % de apoptosis tardía (Fig.20 c), 

disminuyendo a las 12 horas la apoptosis temprana y aumentando la apoptosis 

tardía (Fig. 20 f). Las células inducidas durante 6 horas con el compuesto 930-

A (Fig.21 b), tuvieron un grado de apoptosis temprana similar a 928-A, y al 

igual que ocurrió con este compuesto, a las 12 horas de inducción la apoptosis 

temprana disminuyó aumentando la apoptosis tardía desde un 31,12 % hasta 

un 51,24 %.  

 

4.1.2. Compuestos del grupo II 
 

Las células inducidas con 524-FS tuvieron un comportamiento particular 

ya que indujeron apoptosis temprana a las 3 horas (Fig. 20 a), con valores de 

50,81 % y 32, 66 % de apoptosis tardía, valores muy similares a los obtenidos 

a las 48 horas de inducción (Fig.19 e). Las células inducidas con 548-FS 

alcanzaron los valores de mayor apoptosis a las 24 horas (Fig.19 d), aunque a 

las 3 horas alcanzaron ya valores de apoptosis tardía de 50,19 % (Fig.20 b). 
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FIGURA 19. APOPTOSIS EN CÉLULAS MCF-7 A LAS 24 Y 48 HORAS DE INDUCCIÓN CON LOS 

FÁRMACOS. A) APOPTOSIS EN CÉLULAS CONTROL A LAS 48 H, B) APOPTOSIS INDUCIDA CON 5-FU A LAS 

24 H, C) APOPTOSIS INDUCIDA CON FTORAFUR A LAS 24 H, D) APOPTOSIS INDUCIDA CON 548-FS A 

LAS 24 H, E) APOPTOSIS INDUCIDA CON 524-FS A LAS 48 H. 
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FIGURA 20. APOPTOSIS EN CÉLULAS MCF-7 A LAS 3, 6 Y 12 HORAS DE INDUCCIÓN CON LOS 

FÁRMACOS. A) APOPTOSIS INDUCIDA CON 524-FS A LAS 3 H, B) APOPTOSIS INDUCIDA CON 548 A LAS 

3 H, C) APOPTOSIS INDUCIDA CON 928-A A LAS 6 H, D) APOPTOSIS INDUCIDA CON 252-A A LAS 12 H, 

E) APOPTOSIS INDUCIDA CON 786-B A LAS 12 H, F) APOPTOSIS INDUCIDA CON 928-A A LAS 12 H. 
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FIGURA 21. APOPTOSIS EN CÉLULAS MCF-7 A LAS 6 HORAS DE INDUCCIÓN CON LOS FÁRMACOS. A) 
APOPTOSIS INDUCIDA CON 798-B A LAS 6 H, B) APOPTOSIS INDUCIDA CON 928-A A LAS 6. 
 

 
4.2. ESTUDIO MEDIANTE MICROSCOPÍA CONFOCAL 

 

 El análisis mediante la microscopía confocal nos permitió avalar los 

resultados obtenidos mediante citometría de flujo. Así tras el tratamiento con 

los nueve compuestos se pudo observar en las células la existencia de 

apoptosis tanto temprana como tardía, y también se observó necrosis celular 

(fig, 22, 23 y 24). 

 
FIGURA 22. CÉLULA CARACTERÍSTICA DE APOPTOSIS TARDÍA DESPUÉS DEL TRATAMIENTO CON 786-B, 

A LAS 24 HORAS. EN ELLA SE PUEDE APRECIAR EN FORMA DE MANCHAS SOLARES LA EXTRUSIÓN DE 

LOS CUERPOS APOPTÓTICOS (FRAGMENTOS DE CROMATINA Y ORGÁNULOS CELULARES, RECUBIERTOS 

DE MEMBRANA). 
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FIGURA 23. CÉLULAS APOPTÓTICAS, DESPUÉS DE TRATAMIENTOS CON DISTINTOS FÁRMACOS A LAS 

24 HORAS, A) IMAGEN DE CÉLULAS TRATADAS CON EL COMPUESTO 930-A, DONDE SE PUEDE APRECIAR 

LA EXISTENCIA TANTO DE CÉLULAS EN APOPTOSIS TEMPRANA (TEÑIDAS SÓLO CON ANEXINA V), COMO 

DE CÉLULAS EN APOPTOSIS TARDÍA (TEÑIDAS CON IODURO DE PROPIDIO Y ANEXINA V) Y NECRÓTICAS 

(SÓLO TEÑIDAS CON IODURO DE PROPIDIO), B) DETALLE DE CÉLULAS APOPTÓTICAS TRAS EL 

TRATAMIENTO CON 524-FS, C) CÉLULAS INDUCIDAS CON EL COMPUESTO 252-A  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
FIGURA 24. CÉLULAS APOPTÓTICAS, DESPUÉS DE TRATAMIENTOS CON DISTINTOS FÁRMACOS A LAS 

48 HORAS, A) IMAGEN DE CÉLULAS TRATADAS CON EL COMPUESTO FTORAFUR, B) DETALLE DE CÉLULA 

APOPTÓTICA TEMPRANA, C) VISIÓN GENERAL DE CÉLULAS TRATADAS CON 548-FS. 
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En las figuras 23 y 24, se pueden apreciar células en apoptosis tras la 

inducción con distintos fármacos, en las que se puede observar cómo la 

membrana citoplasmática se mantiene intacta, y cómo el núcleo se 

desestructura llevándose a cabo la desintegración nucleolar. Al contrario en las 

células necróticas el núcleo está expandido y es voluminoso, observándose 

una ruptura de la membrana plasmática.  

 

Al no teñirse las células viables no van a ser visualizadas por lo que en 

las células control sólo se pudieron observar las células necróticas teñidas con 

ioduro de propidio (Fig. 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 25. CÉLULAS SIN TRATAR CON FÁRMACOS O CÉLULAS CONTROL DONDE SE PUEDE OBSERVAR 

UNA NECROSIS CELULAR (A, B, C, D, E), YA QUE LOS NÚCLEOS ESTÁN EXPANDIDOS (D), CON LOS 

NUCLEOLOS BIEN INSINUADOS (C), Y DONDE SE INTUYE UNA DESESTRUCTURACIÓN DEL CITOPLASMA 

OBSERVÁNDOSE UNA DESINTEGRACIÓN DE LA MEMBRANA CITOPLASMÁTICA (E). 
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4.3. ESTUDIO DE LA FRAGMENTACIÓN DEL ADN 

 

 Se decidió realizar este estudio en horas escogidas al azar descartando 

los valores extremos, y así se llevó a cabo a las 6 y a las 24 horas. Los 

compuestos seleccionados de los grupos I y II al igual que el 5-FU son capaces 

de inducir fragmentación del ADN en la línea celular MCF-7. La fragmentación 

del ADN no fue evidente en las células control a las 6 y 24 horas. Sin embargo, 

las células tratadas con los distintos fármacos con la dosis de CI50, causaron 

fragmentación del ADN cuya porcentaje dependía del tiempo de tratamiento. 

 

Los compuestos 548-FS y Ftorafur, produjeron una modesta generación 

de hebras rotas de ADN en células MCF-7 después de 6 horas de tratamiento 

(Fig.26, c), mientras que los compuestos 798-B, 928-A, 930-A y 786-B (Fig.26 a 

y b) indujeron una fuerte fragmentación del ADN. Los compuestos 5-FU, 252-A 

y 524-FS (Fig.26, c) indujeron una fragmentación algo menor de la que 

indujeron los 4 compuestos citados anteriormente y mayor a la inducida por el 

Ftorafur y el compuesto 548-FS. La cantidad de fragmentos de ADN aumentó 

considerablemente a las 24 horas de tratamiento con los compuestos 548-FS y 

Ftorafur (Fig.27). También incrementó el grado de fragmentación del ADN a las 

24 horas de tratamiento con el 5-FU, y los compuestos 524-FS y 786-B. La 

cantidad de fragmentos de ADN disminuyó algo después de 24 horas de 

tratamiento con los compuestos 252-A, 798-B, 930-A y decreció mucho para 

928-A (Fig.27).  
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FIGURA 26. SEPARACIÓN ELECTROFORÉTICA DE ADN FRAGMENTADO, EN CÉLULAS MCF-7 

INDUCIDAS A LA CONCENTRACIÓN CI50 CON LOS NUEVE FÁRMACOS, Y EN CÉLULAS CONTROL SIN 

INDUCIR. EL ANÁLISIS SE LLEVÓ A CABO A LAS SEIS HORAS DE INDUCCIÓN . A, B Y C SON EL RESULTADO 

DE LA ELECTROFORESIS LLEVADA A CABO EN TRES GELES DIFERENTES CON LOS DISTINTOS 

COMPUESTOS. 
 

 

79
8-

B

C
on

tr
ol

P.
M

78
6-

B

92
8-

A

93
0-

A
25

2-
A

Ft
or

af
ur

54
8-

FS
 

52
4-

FS

5-
FU

 

a b

c

79
8-

B

C
on

tr
ol

P.
M

78
6-

B

92
8-

A

93
0-

A

79
8-

B

C
on

tr
ol

P.
M

78
6-

B

92
8-

A

93
0-

A
25

2-
A

Ft
or

af
ur

54
8-

FS
 

52
4-

FS

5-
FU

 

25
2-

A

Ft
or

af
ur

54
8-

FS
 

52
4-

FS

5-
FU

 

a b

c



Inés Isabel Suárez Vergara  Resultados 

 147 

 

 
FIGURA 27. SEPARACIÓN ELECTROFORÉTICA DE ADN FRAGMENTADO EN LAS CÉLULAS SIN INDUCIR Y 

EN CÉLULAS MCF-7 INDUCIDAS CON LOS NUEVE COMPUESTOS , TRAS 24 HORAS. 
 
5. ANÁLISIS DE LA MORFOLOGÍA DE LA LÍNEA MCF-7 SIN INDUCIR E 
INDUCIDA CON FÁRMACOS 
 
5.1. ESTUDIO MEDIANTE MICROSCOPÍA ÓPTICA 
 

 Para determinar los cambios morfológicos producidos en las células de 

la línea MCF-7 tras la inducción con los distintos fármacos, se llevó a cabo su 

observación mediante microscopio óptico de contraste de fases. 

 

 La línea parental MCF-7, se caracterizó por presentar una morfología 

celular epitelial, redondeada y poligonal con células mono y multinucleadas. El 

crecimiento de las células fue en monocapa, como agregados irregulares y 

confluyentes (Fig.28). 

 

En las células tratadas con valores de CI50 de 5-FU a las 24 horas, se 

observó una clara morfología poligonal con prolongaciones citoplasmáticas que 

le conferían un aspecto totalmente irregular con tendencia al agrupamiento 
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celular, y una alta cantidad de células despegadas o muertas (Fig. 29, a). En el 

caso de las células inducidas con Ftorafur, el aspecto celular fue como el 

desarrollado por las células inducidas con 5-FU, y también se observó la 

pérdida de adherencia de las células a la superficie de la placa Falcon. A las 48 

horas se pudo apreciar un crecimiento celular formando agrupamientos 

esféricos(Fig.29, b). Las colonias se desarrollaron concétricamente a las 

células que iniciaron su formación. Este tipo de crecimiento fue condicionado 

en parte, por el hecho de que las células en división rara vez se separaron de 

la monocapa. 

 

En las células tratadas con la dosis de CI50 de los compuestos del grupo 

I y II, las células adquirieron forma poligonal en todos ellos agrupándose y 

dando lugar a figuras esféricas en mayor o menor grado (Fig.30). También se 

observó una reducción del tamaño celular conforme se agrupaban y numerosas 

células muertas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 28. ASPECTO MORFOLÓGICO DE LAS CÉLULAS PARENTALES MCF-7. A) A LAS 24 HORAS DE 

CULTIVO CELULAR (X 20), B) A LAS 24 HORAS DE CULTIVO CELULAR (X 40), C) A LAS 48 HORAS DE 

CULTIVO CELULAR (X 20), D) A LAS 48 HORAS DE CULTIVO CELULAR (X 40). 
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FIGURA 29. ASPECTO MORFOLÓGICO DE LAS CÉLULAS INDUCIDAS CON 5-FU Y FTORAFUR. A) 

CÉLULAS INDUCIDAS CON 5-FU A LAS 24 HORAS (X40), SE OBSERVAN GRANDES PROLONGACIONES 

CITOPLASMÁTICAS, B) CÉLULAS INDUCIDAS CON FTORAFUR A LAS 48 HORAS.(X20). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 30. EJEMPLOS DE MORFOLOGÍA DE LOS COMPUESTOS DEL GRUPO I Y II TRAS 48 HORAS DE 

INDUCCIÓN (X20). A) CÉLULAS INDUCIDAS CON 786-B B) CÉLULAS INDUCIDAS CON 928-A, C) CÉLULAS 

INDUCIDAS CON 252-A, D) DETALLE DE AGRUPAMIENTO CELULAR FORMANDO UN CUERPO ESFÉRICO ,E) 

VISTA COMPLETA DE UN CAMPO CELULAR INDUCIDO CON 928-A, F) AGRUPAMIENTOS CELULARES 

INDUCIDOS CON 548-FS. 
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5.2. ESTUDIO MEDIANTE MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE TRANSMISIÓN 

 

 Para comprobar la existencia de cambios a nivel subcelular en la línea 

MCF-7 tratada durante 48 horas con los distintos fármacos, se llevó a cabo un 

estudio mediante microscopía electrónica de transmisión (TEM). 

 

 En el estudio de la línea celular MCF-7, observamos la presencia de 

células mononucleares e incluso algunas multinucleadas con núcleos grandes 

y de distinto tamaño (anisocitosis) que presentan nucleolos prominentes 

(Fig.31, a). Las células permanecen unidas por medio de numerosas 

conexiones intermembrana como las interdigitaciones, y se observa numeroso 

microvilli. Las organelas se encuentran dispersas por todo el citoplasma celular 

confiriéndole un aspecto laxo y relajado (Fig.31, b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 31. EJEMPLOS DE CÉLULAS CONTROL (X 5000). A) CÉLULAS EN LAS QUE LA CROMATINA SE 

ENCUENTRA RELAJADA Y DISPERSA POR EL NÚCLEO Y DONDE SE PUEDEN APRECIAR LOS NUCLEOLOS 

BIEN ESTRUCTURADOS Y PROMINENTES. B) CÉLULA EN INTERFASE DONDE RESALTAN EN COLOR MÁS 

OSCURO LAS MITOCONDRIAS. 
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En las células inducidas con los distintos fármacos, se observaron 

síntomas característicos tanto de necrosis como de apoptosis. En las células 

necróticas, se pudo observar inicialmente un aumento del volumen celular que 

continuó con una desestructuración del citoplasma, y rotura de la membrana 

plasmática con liberación del contenido celular al microambiente (Fig. 32). El 

núcleo celular se caracterizó por un aumento de tamaño, con desaparición de 

los nucleolos y una condensación irregular de la cromatina, degradándose ésta 

en sitios al azar. 
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FIGURA 32. CÉLULAS NECRÓTICAS. A) CÉLULA CON CITOPLASMA YA DESESTRUCTURADO Y ROTURA 

DE LA MEMBRANA PLASMÁTICA, EN LA QUE SE APRECIA UN NÚCLEO MUY VOLUMINOSO CON LA 

CROMATINA REPARTIDA AL AZAR (X 6300-CONTROL). B) DETALLE DE LOS ORGÁNULOS 

DESESTRUCTURADOS COMO LAS MITOCONDRIAS (FLECHA). C) CÉLULA EN LA QUE SE APRECIA UN 

NÚCLEO HINCHADO CON DOS NUCLEOLOS PROMINENTES (FLECHA) Y FRAGMENTACIÓN DE LA MEMBRANA 

PLASMÁTICA, Y ABAJO A SU IZQUIERDA UNA CÉLULA APOPTÓTICA (X 5000-FTORAFUR). D) CÉLULA 

NECRÓTICA BINUCLEADA EN LA QUE COMIENZA A DESESTRUCTURARSE EL CITOPLASMA Y DONDE SE 

OBSERVAN NUMEROSAS VACUOLAS, ALGUNAS DE GRAN TAMAÑO Y GRANDES GOTAS DE GRASA 

PRODUCTO DEL METABOLISMO CELULAR (X 8000-FTORAFUR). E) NECROSIS EN FASE TEMPRANA DONDE 

SE OBSERVA EL NÚCLEO CLARAMENTE HINCHADO Y CON LA CROMATINA DISPERSA, EN EL CITOPLASMA 

SE PUEDE OBSERVAR CÓMO LOS ORGÁNULOS COMIENZAN A DESORGANIZARSE Y LA MEMBRANA A 

FRAGMENTARSE (X 5000-786-B). F) NECROSIS EN FASE TEMPRANA DONDE SE PUEDE APRECIAR 

GRANDES VACUOLAS Y DESESTRUCTURACIÓN DEL CITOPLASMA (X 6300-798-B). G) DETALLE DEL 

CITOPLASMA YA DESORGANIZADO COMPLETAMENTE CON PRESENCIA DE NUMEROSAS GOTAS DE GRASA 

(X 8000-548-FS). H) CÉLULA CON NÚCLEO GRANDE Y CITOPLASMA EN EL QUE ABUNDAN LOS 

TONOFILAMENTOS Y GOTAS LIPÍDICAS ADEMÁS DE NUMEROSAS VACUOLAS, LA MEMBRANA PLASMÁTICA 

YA SE ESTÁ FRAGMENTANDO (X 8000-786-B). 
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Por otra parte en las células que sufrieron apoptosis se observó pérdida 

de uniones celulares y de estructuras especializadas de membrana como los 

microvilli (Fig.36, b y d). Las células apoptóticas estaban encogidas y 

separadas de sus células vecinas por una especie de halo o espacio claro 

(Fig.34 y 36). El proceso apoptótico normalmente involucró a células únicas y 

ocasionalmente a pequeños grupos de células. La cromatina se encontraba 

fuertemente condensada bajo la membrana nuclear (Fig.35) y el citoplasma 

celular se presentó más denso y con las organelas intactas. No se observó 

ruptura de la membrana plasmática y ya en la fase de apoptosis tardía se 

observaron los cuerpos apoptóticos (fragmentos de cromatina y organelas 

rodeados de membrana plasmática íntegra (Fig.36, d y e). 

 
FIGURA 33. DETALLE DE MITOCONDRIAS EN CÉLULAS APOPTÓTICAS Y NECRÓTICAS. A Y B) CORTE 

TRANSVERSAL CÉLULAS EN LAS QUE LAS MITOCONDRIAS PERMANECEN INTACTAS (X 16.000-928-A). C) 

MITOCONDRIAS EN UN CORTE TRANSVERSAL DE CÉLULA NECRÓTICA DONDE YA SE OBSERVAN LAS 

CRESTAS DESESTRUCTURADAS (X 10.000-930-A). D) CORTE LONGITUDINAL DE UNA CÉLULA 

APOPTÓTICA DONDE SE OBSERVAN NUMEROSOS TONOFILAMENTOS Y MITOCONDRIAS ÍNTEGRAS (X 

12.500-252-A). 
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FIGURA 34. CÉLULAS APOPTÓTICAS TRAS LA INDUCCIÓN CON FÁRMACOS. A) APOPTOSIS TEMPRANA 

EN LA QUE SE OBSERVA EL CITOPLASMA BIEN ESTRUCTURADO Y LOS ORGÁNULOS INTACTOS, Y DONDE 

COMIENZA A REDUCIRSE EL NÚCLEO EN EL QUE TODAVÍA SE APRECIA UN NUCLEOLO QUE EMPIEZA A 

DEGENERAR (X 8000-252-A). B) EN ESTA CÉLULA SE APRECIA LA REDUCCIÓN DEL VOLUMEN NUCLEAR 

Y LA CONDENSACIÓN DE LA CROMATINA. LOS DOS NUCLEOLOS SON AÚN VISIBLES Y PROMINENTES (X 

6300-524-FS). C) CÉLULA APOPTÓTICA EN LA QUE SE APRECIAN TRES NÚCLEOS APOPTÓTICOS CON 

CONDENSACIÓN DE LA CROMATINA EN DISTINTAS ETAPAS. LA CROMATINA SE VA DISTRIBUYENDO 

ALREDEDOR DE LA MEMBRANA NUCLEAR, Y LOS ORGÁNULOS CITOPLASMÁTICOS TODAVÍA 

PERMANECEN INTACTOS APRECIÁNDOSE ENTRE ELLOS GOTAS DE GRASA TÍPICAS DE LAS CÉLULAS 

GLANDULARES (X 6300-FTORAFUR). D) CÉLULA APOPTÓTICA DONDE SE OBSERVA YA EL NÚCLEO 

DESESTRUCTURADO SIN ROMPER LA MEMBRANA NUCLEAR NI LA PLASMÁTICA, Y EN LAS PROXIMIDADES 

AL NÚCLEO SE PUEDE OBSERVAR LA EXTRUSIÓN DE PEQUEÑOS FRAGMENTOS DE CROMATINA HACIA EL 

CITOPLASMA CELULAR (FLECHA) (X 5000-798-B). 
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FIGURA 35. DETALLE DE UN NÚCLEO APOPTÓTICO TARDÍO, CON LA CROMATINA MUY CONDENSADA Y 

DISTRIBUIDA ALREDEDOR DE LA MEMBRANA NUCLEAR EN FORMA DE MANCHAS SOLARES (X 12.500-548-

FS). 
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FIGURA 36. CÉLULAS APOPTÓTICAS. A). SE PUEDE APRECIAR LA EXTRUSIÓN DE NUMEROSOS 

FRAGMENTOS DE CROMATINA (FLECHA), HACIA EL CITOPLASMA, QUE SE ENCUENTRA MUY CONDENSADO 

Y CON NUMEROSOS TONOFILAMENTOS, NO SE OBSERVA ROTURA NI DE LA MEMBRANA NUCLEAR NI DE LA 

PLASMÁTICA (X 6300-798-B) .B) LA MEMBRANA NUCLEAR YA HA DESAPARECIDO ENCONTRÁNDOSE LA 

CROMATINA REPARTIDA POR TODO EL CITOPLASMA, PARA SER EVAGINADA EN FORMA DE CUERPOS 

APOPTÓTICOS (X 6300-548-FS). C) DETALLE DE UN NÚCLEO APOPTÓTICO EVAGINANDO UN 

FRAGMENTO DE CROMATINA (FLECHA) (X 16.000-5-FU). D) CÉLULA APOPTÓTICA TARDÍA EN LA QUE LA 

CROMATINA TODAVÍA SE ENCUENTRA ALGO CONDENSADA , CON DESAPARICIÓN COMPLETA DE LA 

MEMBRANA NUCLEAR, Y DONDE YA SON EVIDENTES LOS CUERPOS APOPTÓTICOS (FLECHAS) (X 8000-

FTORAFUR). E) APOPTOSIS TARDÍA DE UNA CÉLULA YA CON EL CITOPLASMA TOTALMENTE 

DESESTRUCTURADO Y DONDE SE APRECIA LA FORMACIÓN DE CUERPOS APOPTÓTICOS (FLECHA DE 

ABAJO) Y CUERPO APOPTÓTICO QUE SE ESTÁ LIBERANDO AL ESPACIO INTERCELULAR (X 5000-786-B). 
 

e

c 

d 



Inés Isabel Suárez Vergara  Resultados 

 157 

 Por último las células apoptóticas y los cuerpos apoptóticos son 

fagocitados por macrófagos, o por células tumorales vecinas (Fig. 37). 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 37. CÉLULA TUMORAL EN LA QUE SE APRECIAN PROLONGACIONES CITOPLASMÁTICAS, QUE 

RODEAN Y VA A FAGOCITAR A UNA CÉLULA QUE SE ENCUENTRA EN APOPTOSIS TEMPRANA. EN LA 

CÉLULA FAGOCITARIA SE OBSERVAN NUMEROSOS LAMELIPODIOS (X 2500-FTORAFUR). 

 

 
5.3. ESTUDIO MEDIANTE MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE BARRIDO 

 

 El estudio de la morfología de las células control adheridas al sustrato 

mediante microscopía electrónica de barrido, nos mostró al igual que habíamos 

observado con la microscopía óptica, una variedad de formas más o menos 

poligonales, con numerosas prolongaciones citoplasmáticas para contactar con 

otras células y confluir (Fig.37), dichas prolongaciones citoplasmáticas se 

vuelven más evidentes tras la inducción con fármacos durante 48 horas, 

apreciándose rasgos de diferenciación (Fig.41). En la superficie de las células 

se observaron numerosos microvilli y extensiones de lamelipodios.  
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FIGURA 38. CÉLULAS CONTROL RESALTADAS SOBRE FONDO GRIS (A Y B) Y SOBRE FONDO NEGRO (C). 

EN LAS IMÁGENES  (X 1700) SE PUEDEN APRECIAR CÉLULAS CON MORFOLOGÍA CLARAMENTE 

POLIGONAL, EN LAS QUE EN SU SUPERFICIE SE OBSERVAN MICROVELLOSIDADES Y LAMELIPODIOS, 

TAMBIÉN SE OBSERVAN PROLONGACIONES CITOPLASMÁTICAS ALARGADAS Y ESTRECHAS POR LAS QUE 

VAN A CONTACTAR CON OTRAS CÉLULAS CERCANAS.  

 

Entre las células inducidas con los distintos fármacos se pudieron 

observar algunas con evaginaciones superficiales y otras con cráteres en la 

membrana plasmática, debido a la extrusión nuclear característica de la 

apoptosis. Dichas células aparecen con aspecto redondeado y arrugado 

mostrando numerosas deformaciones de la membrana plasmática aunque sin 

perder su integridad (Fig. 39). 
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FIGURA 39.DETALLES DE LA EXTRUSIÓN NUCLEAR EN LAS CÉLULAS APOPTÓTICAS INDUCIDAS CON 

DISTINTOS FÁRMACOS. LAS IMÁGENES A Y B  (X 300) CORRESPONDEN A CÉLULAS INDUCIDAS CON 928-

A Y 252-A RESPECTIVAMENTE DONDE SE OBSERVA EL INICIO DE LA EVAGINACIÓN SUPERFICIAL DEL 

NÚCLEO (FLECHAS). C) CÉLULA INDUCIDA CON 786-B EN LA QUE SE APRECIAN TRES NÚCLEOS 

EXTRUYENDO (FLECHAS) (X 650). D) EXTRUSIÓN DE UN NÚCLEO EN CÉLULAS INDUCIDAS CON 524-FS 

(FLECHA) (X 650). E) LA FLECHA IZQUIERDA SEÑALA UN CRÁTER PROVOCADO POR LA EVAGINACIÓN 

NUCLEAR EN CÉLULAS INDUCIDAS CON 548-FS Y LA DE LA DERECHA LA EXTRUSIÓN DE OTRO NÚCLEO 

EN LA CÉLULA ADYACENTE (X 650). 
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 Es importante notar cómo en las imágenes con microscopía electrónica 

de barrido se observa que las células que sufren una apoptosis temprana 

pierden las conexiones de la membrana plasmática con las células vecinas y 

también la adhesión celular al sustrato provocando por ello que las células 

aparezcan flotando en el medio de cultivo. 

 

 En las células necróticas se pudo apreciar una rotura y 

desestructuración de la membrana plasmática con salida al exterior del 

contenido citoplasmático como se puede apreciar en la figura 40. 

 

 
FIGURA 40. A) CÉLULA CONTROL NECRÓTICA EN LA QUE SE APRECIAN NUMEROSAS EVAGINACIONES 

SUPERFICIALES Y POROS EN LA MEMBRANA (X 850). B) GRUPO DE CÉLULAS INDUCIDAS CON 930-A, 

CON ASPECTO MÁS O MENOS HINCHADO DONDE SE OBSERVA SALIDA AL EXTERIOR CELULAR DEL 

CONTENIDO CITOPLASMÁTICO (X 950). 

 
FIGURA 41. CÉLULAS TRAS LA INDUCCIÓN DURANTE 48 HORAS CON 5-FU (X 600). SE OBSERVAN 

CARACTERÍSTICAS DE DIFERENCIACIÓN. 
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6. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE LOS MARCADORES CELULARES EN 
LA LÍNEA MCF-7 SIN INDUCIR E INDUCIDA CON FÁRMACOS 
 
6.1. ESTUDIO MEDIANTE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA 

 

 El estudio se llevó a cabo con distintos marcadores específicos utilizados 

en la clínica como factores pronóstico. Así, mediante FACScan, obtuvimos los 

porcentajes de expresión de los distintos marcadores en las células MCF-7 

inducidas y sin inducir con los distintos compuestos, durante 2 días. 

 

 Receptores estrogénicos (RE) y de progesterona (RP): El análisis 

citométrico (Tabla 9 y Fig. 42), demostró una gran disminución de los 

receptores de estrógenos y de progesterona en las células MCF-7 tratadas con 

los compuestos 252-A y 548-FS. En las células tratadas con 5-FU sin embargo, 

los valores se mantuvieron en el mismo rango que en las células control. Los 

valores para el receptor de progesterona se mantuvieron aproximadamente 

iguales a los obtenidos por las células control con los compuestos 786-B, 798-B 

y 928-A, viéndose incrementados en Ftorafur y en mayor medida en los 

compuestos 524-FS y 930-A. En cuanto a los valores de los receptores de 

estrógenos se vieron algo disminuidos en las células tratadas con los 

compuestos 524-FS y 928-A, y en mayor grado con Ftorafur y 930-A. En las 

células tratadas con 798-B el valor aumentó respecto a las células control y el 

aumento mayor lo experimentaron las células tratadas con 786-B. 

 

 
TABLA 9. % DE RP Y DE RE EN CÉLULAS MCF-7 CONTROL Y INDUCIDAS CON LOS DISTINTOS 

COMPUESTOS 

 Cont. 5-FU Ftoraf. 252-A 786-B 798-B 928-A 930-A 524-FS 548-FS

RP 19,71 19,60 33,66 1,76 19,36 21,06 23,06 50,29 45,02 4,75 

RE 18,69 20,22 10,06 1,74 50,80 29,95 12,06 8,83 13,45 4,60 
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FIGURA 42. ANÁLISIS MEDIANTE FACSCAN DE LAS MODIFICACIONES EN LA EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS 

DE LAS CÉLULAS MCF-7 INDUCIDAS CON LOS DISTINTOS COMPUESTOS DURANTE 2 DÍAS. A) RECEPTOR 

DE PROGESTERONA. B) RECEPTOR DE ESTRÓGENOS. 

 

 Antígeno Ki-67 y Oncogen HER-2: El análisis citométrico (Tabla 10 y 

Fig.43), mostró una gran disminución en la expresión del marcador de 

proliferación Ki-67 en las células tratadas con todos los compuestos 

especialmente con 548-FS, 798-B y 252-A, manteniendo los niveles de 

expresión de este marcador respecto a las células control, las células tratadas 

con 928-A. En cuanto a la expresión de HER-2 (Tabla 10 y Fig.43), se observó 

una disminución en su expresión en las células tratadas con los distintos 

compuestos excepto en las tratadas con 786-B y sobre todo con 524-FS en las 

que la expresión aumentó notablemente. 
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TABLA 10. % DE KI-67 Y DE HER-2 EN CÉLULAS MCF-7 CONTROL Y INDUCIDAS CON LOS DISTINTOS 

COMPUESTOS 

 Cont. 5-FU Ftoraf. 252-A 786-B 798-B 928-A 930-A 524-FS 548-FS

Ki-67 30,51 22,28 17,64 8,82 17,67 3,24 29,04 13,69 27,76 0,27 

HER-
2 27,22 13,14 0,88 0,14 35,98 0,28 1,48 1,20 67,74 6,01 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 43. ANÁLISIS MEDIANTE FACSCAN DE LAS MODIFICACIONES EN LA EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS 

DE LAS CÉLULAS MCF-7 INDUCIDAS CON LOS DISTINTOS COMPUESTOS DURANTE 2 DÍAS. A) ANTÍGENO 

KI-67. B) ONCOGEN HER-2. 
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Ciclina D1 (C.D1) y p34: El análisis citométrico de la expresión de 

ciclina D1 (Tabla 11 y Fig. 44), mostró una tasa de disminución alta en las 

células tratadas con los compuestos 524-FS, 798-B y 252-A y también en las 

células tratadas con los compuestos 930-A, Ftorafur y 548-FS. Sin embargo la 

inducción con los compuestos 928-A, 786-B y 5-FU en las células MCF-7, 

incrementó notablemente la expresión de la ciclina D1. El análisis de la 

expresión de p34 (Tabla 11 y Fig.44), mostró un ligero incremento en su 

expresión en las células tratadas con Ftorafur, y éste incremento fue mayor en 

las células inducidas con 5-FU, 786-B y 548-FS. Mientras que en las células 

tratadas con los demás compuestos la expresión de p34 disminuyó y lo hizo de 

manera muy notable en las células inducidas con 252-A. 

 
TABLA 11. % DE CICLINA D1 Y DE P34 EN CÉLULAS MCF-7 CONTROL Y INDUCIDAS CON LOS DISTINTOS 

COMPUESTOS 

 Cont. 5-FU Ftoraf. 252-A 786-B 798-B 928-A 930-A 524-FS 548-FS

C.D1 20,01 45,70 12,82 3,92 43,21 2,61 36,44 7,96 1,13 15,30 

P34 31,52 45,32 32,54 2,96 45,44 25,52 13,60 18,07 7,64 49,82 
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FIGURA 44. ANÁLISIS MEDIANTE FACSCAN DE LAS MODIFICACIONES EN LA EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS 

DE LAS CÉLULAS MCF-7 INDUCIDAS CON LOS DISTINTOS COMPUESTOS DURANTE 2 DÍAS. A) CICLINA 

D1. B) P34. 
 

 P21 y p27: El análisis citométrico de la expresión de estas proteínas 

(Tabla 12 y Fig.45), mostró una disminución en la expresión de p21 en las 

células MCF-7 inducidas con los compuestos 798-B, 928-A, Ftorafur, 252-A y 

786-B, mientras que la expresión de p21 se vio incrementada en las células 

inducidas con 524-FS, 930-A, 548-FS y Ftorafur. En cuanto a la expresión de 

p27 (Tabla 12 y Fig.45), ésta, disminuyó en las células inducidas con los 

distintos compuestos excepto en las células inducidas con 5-FU, 798-B y 930-

A, donde la expresión aumentó. 

 
TABLA 12. % DE P21 Y DE P27 EN CÉLULAS MCF-7 CONTROL Y INDUCIDAS CON LOS DISTINTOS 

COMPUESTOS 

 Cont. 5-FU Ftoraf. 252-A 786-B 798-B 928-A 930-A 524-FS 548-FS

P21 26,96 70,34 2,64 4,60 13,05 2,02 2,62 56,63 46,03 69,14 

P27 28,63 49,44 3,16 0,64 7,73 51,34 25,34 62,14 5,65 6,38 
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FIGURA 45. ANÁLISIS MEDIANTE FACSCAN DE LAS MODIFICACIONES EN LA EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS 

DE LAS CÉLULAS MCF-7 INDUCIDAS CON LOS DISTINTOS COMPUESTOS DURANTE 2 DÍAS. A) P21. B) 

P27. 

 

 Bcl-2 y p53: El análisis citométrico de Bcl-2 mostró (Tabla 13 y Fig.46), 

una disminución en la expresión de Bcl-2 en las células MCF-7 inducidas con 

los distintos fármacos, excepto con 5-FU y 930-A donde se observó un 

aumento en la expresión de este marcador. En cuanto a la expresión de p53 

(Tabla 13 y Fig.46), también se vio disminuida en las células inducidas con los 

distintos compuestos excepto en las inducidas con 5-FU, 786-B, 930-A y 548-

FS, donde la expresión de este marcador aumentó. 
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TABLA 13. % DE BCL-2 Y DE P53 EN CÉLULAS MCF-7 CONTROL Y INDUCIDAS CON LOS DISTINTOS 

COMPUESTOS 

 Cont. 5-FU Ftoraf. 252-A 786-B 798-B 928-A 930-A 524-FS 548-FS

Bcl-2 28,15 41,04 9,18 4,02 22,05 3,45 1,28 88,74 5,54 26,73 

P53 23,67 46,44 7,78 17,32 41,74 15,57 2,36 27,51 11,16 41,26 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 46. ANÁLISIS MEDIANTE FACSCAN DE LAS MODIFICACIONES EN LA EXPRESIÓN DE PROTEÍNAS 

DE LAS CÉLULAS MCF-7 INDUCIDAS CON LOS DISTINTOS COMPUESTOS DURANTE 2 DÍAS. A) BCL-2. B) 

P53. 
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 Timidilato Sintetasa (TS): El análisis citométrico de la expresión de 

Timidilato sintetasa en las células MCF-7 inducidas con los distintos 

compuestos mostró (Tabla 14 y Fig. 47), una disminución en esta expresión 

con los distintos compuestos frente al control aunque esta disminución fue 

menor en las células inducidas con 928-A, 930-A y 548-FS. 

 
TABLA 14. % DE TIMIDILATO SINTETASA EN CÉLULAS MCF-7 CONTROL Y INDUCIDAS CON LOS 

DISTINTOS COMPUESTOS 

 Cont. 5-FU Ftoraf. 252-A 786-B 798-B 928-A 930-A 524-FS 548-FS

T.S 77,78 35,17 30,44 55,02 26,16 50,73 73,98 72,06 59,65 74,81 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 47. ANÁLISIS MEDIANTE FACSCAN DE LAS MODIFICACIONES EN LA EXPRESIÓN DE TIMIDILATO 

SINTETASA DE LAS CÉLULAS MCF-7 INDUCIDAS CON LOS DISTINTOS COMPUESTOS DURANTE 2 DÍAS.  
 
6.2. ESTUDIO MEDIANTE INMUNOCITOQUÍMICA 
 

 El estudio inmunocitoquímico, corroboró los resultados obtenidos por 

medio de citometría de flujo, encontrándose modificaciones en el patrón de 

expresión antigénico de las células inducidas con los distintos compuestos en 

relación a las células control (Tabla 15). 
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La observación a microscopio de las muestras celulares tanto control 

como las inducidas con los nueve compuestos, mostraron el grado de 

expresión de los once marcadores utilizados (contabilizado en %), 

observándose distintos grados de tinción. En la figura 48 se representa la 

expresión de distintos marcadores con un grado de tinción intensa (+++), en la 

figura 49 se representa la expresión de distintos marcadores con un grado de 

tinción moderada (++), y en la figura 50 se representa la expresión de distintos 

marcadores con un grado de tinción débil (+). 

 

 Los marcadores utilizados con esta técnica fueron los mismos que para 

citometría de flujo, utilizándose RE, RP, Ki-67, HER-2, Ciclina D1, p34, p21, 

p27, Bcl-2, p53 y TS.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 48. ESTUDIO INMUNOCITOQUÍMICO MEDIANTE MARCAJE CON PEROXIDASA DE CÉLULAS 

CONTROL Y DE CÉLULAS INDUCIDAS DURANTE DOS DÍAS CON DISTINTOS COMPUESTOS. A) EXPRESIÓN 

DEL RE EN CÉLULAS CONTROL (+++25%). B) EXPRESIÓN DE P34 EN CÉLULAS INDUCIDAS CON 786-B 

(+++50%). C) EXPRESIÓN DE P34 EN CÉLULAS INDUCIDAS CON FTORAFUR (+++50%). D) EXPRESIÓN 

DE TS EN CÉLULAS INDUCIDAS CON 548-FS (+++75%). 
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c d d 



Inés Isabel Suárez Vergara  Resultados 

 171

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 49. ESTUDIO INMUNOCITOQUÍMICO MEDIANTE MARCAJE CON PEROXIDASA DE CÉLULAS 

INDUCIDAS DURANTE DOS DÍAS CON DISTINTOS COMPUESTOS. A) EXPRESIÓN DE P21 EN CÉLULAS 

INDUCIDAS CON 252-A (++10%). B) EXPRESIÓN DE KI-67 EN CÉLULAS INDUCIDAS CON 928-A 

(++25%). C) EXPRESIÓN DE P27 EN CÉLULAS INDUCIDAS CON 930-A (++70%). D) EXPRESIÓN DE BCL-

2 EN CÉLULAS INDUCIDAS CON 5-FU (++30%). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 50. ESTUDIO INMUNOCITOQUÍMICO MEDIANTE MARCAJE CON PEROXIDASA DE CÉLULAS 

INDUCIDAS DURANTE DOS DÍAS CON DISTINTOS COMPUESTOS. A) EXPRESIÓN DE C.D1 EN CÉLULAS 

INDUCIDAS CON 252-A (+10%). B) EXPRESIÓN DE RP EN CÉLULAS INDUCIDAS CON 798-B (+25%). C) 

EXPRESIÓN DE P53 EN CÉLULAS INDUCIDAS CON 524-FS (+5%). D) EXPRESIÓN DE HER-2 EN CÉLULAS 

INDUCIDAS CON 524-FS (+50%). 
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5.3. ESTUDIO MEDIANTE TRANSCRIPTASA REVERSA Y REACCIÓN EN CADENA 
DE LA POLIMERASA (RT-PCR) 
 

El estudio de la ciclina D1 mediante RT-PCR se realizó con células 

MCF-7 control y inducidas con los distintos fármacos durante 2 días. Se utilizó 

como control negativo una PCR sin taq polimerasa. El chequeo en gel de 

agarosa al 1% de los productos de la PCR permitió observar la amplificación de 

un fragmento de 169 pb correspondiente a la ciclina D1 (Fig. 51). La intensidad 

del producto amplificado varió según el fármaco utilizado. Así, la intensidad fue 

mayor con los compuestos 5-FU, 524-FS y 930-A, mientras que disminuyó con 

el resto de los compuestos. 

  

 

 

 
 
 
FIGURA 51. ANÁLISIS MEDIANTE RT-PCR DE LA EXPRESSIÓN DEL GEN DE LA CICLINA D1  

A. LÍNEA 1: CONTROL NEGATIVO, LÍNEA 2: CONTROL, LÍNEA 3: 252-A, LÍNEA 4: 928-A, LÍNEA 

5: 798-B, LÍNEA 6: 548-FS, LÍNEA 7: FTORAFUR. 

B. LÍNEA 1: CONTROL, LÍNEA 2: 5-FU, LÍNEA 3: 786-B, LÍNEA 4: 524-FS, LÍNEA 5: 930-A 
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Para demostrar la integridad de las preparaciones de ARN, se realizó 

PCR utilizando primers específicos de β−actina. En todos los casos el producto 

de esta amplificación fue detectado (Fig. 52) y fue de la misma intensidad, lo 

que indicó la no-degradación del ARN y que la PCR fue realizada a partir de las 

mismas cantidades de ARN. 

 

 

 
 
FIGURA 52. GEL DE AGAROSA TEÑIDO CON BROMURO DE ETIDIO CON EL RESULTADO DE LA 

AMPLIFICACIÓN DEL GEN DE B-ACTINA. LÍNEA 1: 5-FU. LÍNEA 2: FTORAFUR. LÍNEA 3: 252-A. LÍNEA 4: 

786-B. LÍNEA 5: 798-B. LÍNEA 6: 928-A. LÍNEA 7: 930-A. LÍNEA 8: 524-FS. LÍNEA 9: 548-FS. LÍNEA 

10: CONTROL NEGATIVO. 
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V. DISCUSIÓN 
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 En líneas generales se asume que la progresión tumoral del cáncer de 

mama es debida a una combinación de alteraciones genéticas y epigenéticas, 

siendo la deregulada proliferación celular y la supresión de la muerte celular 

fenómenos que juntos van a proporcionar la base para esta evolución 

neoplásica. Por todo esto, se ha hecho preciso el diseño de agentes 

antineoplásicos, que puedan actuar sobre el aparato del ciclo celular, y que al 

mismo tiempo activen la apoptosis como parte de su acción en células 

neoplásicas. 

 

 En los últimos años la estrategia en la terapia del cáncer ha sido el uso 

de altas dosis de agentes tóxicos no específicos y la investigación con nuevos 

agentes que directamente actúan sobre moléculas relacionadas con el tumor 

en distintas rutas biológicas (Evan y Vousden 2001).  

 

 El 5-FU es el análogo mejor conocido de las pirimidinas, un agente 

quimioterápico ampliamente usado en el tratamiento de diversos tumores 

sólidos malignos como el cáncer gastrointestinal y cáncer de mama, aunque la 

toxicidad de éste fármaco ha sido mayor de la esperada (Yoshikawa et al., 

2001), y menos de una tercera parte de pacientes lograron respuestas 

objetivas (Malet-Martino y Martino, 2002). Recientes avances en el 

conocimiento de los mecanismos que regulan la proliferación celular, 

diferenciación y apoptosis apoyan el desarrollo de nuevas estrategias basadas 

en el diseño de nuevos agentes antitumorales (Garret y workman, 1999). Así 

han sido diseñados nuevos derivados de 5-FU que poseen un amplio espectro 

de actividad antitumoral y con menos efectos colaterales que él (Marchal et al., 

1999; Marchal et al., 2000).  

 

Por otra parte el hecho de que la línea celular MCF-7 derivada de cáncer 

de mama humano, haya sido usada como un excelente modelo experimental, 

ha supuesto una mejora a la hora de la investigación, ya que prueba la eficacia 

de diferentes terapias antes de su uso en pacientes. 

 

 Por todo esto llevamos a cabo el estudio de la actividad antitumoral con 

los nuevos derivados de 5-FU en esta línea celular. 
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INDUCCIÓN DE MODIFICACIONES EN EL PATRÓN DE CRECIMIENTO CELULAR 
CON AGENTES FARMACOLÓGICOS ANTINEOPLÁSICOS  

 

La mayoría de fármacos antineoplásicos usados clínicamente, son 

sistemáticamente agentes antiproliferativos que preferentemente van a matar 

células dividiéndose, principalmente por actuar a nivel de síntesis, replicación o 

procesamiento del ADN. Sin embargo estos fármacos no son verdaderamente 

selectivos para la células cancerígenas, y su eficacia terapéutica está limitada 

por el daño que puedan causar a células normales proliferando. Por ello una 

estrategia sería proporcionar un incremento sustancial en la eficacia clínica de 

tales compuestos, y desarrollar profármacos relativamente menos tóxicos 

(Denny, 2001). 

 

 Un profármaco se define como un compuesto farmacológicamente 

inactivo que es convertido en un agente activo por una biotransformación 

metabólica. El objetivo es una modificación química del agente antitumoral para 

dejarlo temporalmente inactivo. In vivo los profármacos se descomponen, 

liberando el principio activo. Así, los profármacos de 5-FU se caracterizan por 

un anillo de pirimidina con un átomo de flúor en posición 5, difiriendo de éste en 

una variedad de alteraciones químicas (Brito et al., 1999). 

 

En la presente investigación hemos evaluado los efectos 

antiproliferativos de los distintos fármacos demostrando las propiedades 

antitumorales in vitro de los nuevos análogos lipofílicos de 5-FU, por inducción 

de apoptosis y detención del ciclo celular en las células MCF-7 de cáncer de 

mama. La baja lipofilia de los compuestos antineoplásicos hace que por parte 

de las células, no haya una óptima biodisponibilidad de estos fármacos, al no 

atravesar fácilmente la membrana celular. Los nuevos derivados de 5-FU 

pertenecientes a los grupos I, II, y III, fueron más lipofílicos que éste, por lo 

tanto mejoraron la biodisponibilidad celular respecto al 5-FU. Recientes 

investigaciones se han centrado en el desarrollo de modificaciones químicas de 

5-FU que muestran una incrementada lipofilia. La N-aciloxialquilación de 

compuestos NH-acídicos tales como carboxamidas, carbamatos, ureas, imidas 

y otras estructuras tipo amida, ha sido considerada generalmente como un 
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planteamiento útil para obtener derivados que combinen alta estabilidad in vitro 

con labilidad enzimática (Bundgaard y Nielsen, 1987). 

 

Nuestros resultados en los ensayos de citotoxicidad han demostrado que 

los compuestos de los grupos I, II y III, causaron una inhibición dosis 

dependiente del crecimiento de las células cancerígenas. Por lo tanto la 

proliferación celular se encuentra inhibida por el tratamiento de las células 

MCF-7 con los nuevos compuestos, a concentraciones similares a 5-FU y 

Ftorafur en el rango micromolar.  

 

Es de destacar que en el grupo I existe un compuesto (930-A), que 

posee actividad antitumoral pese a estar unido a uracilo y no a 5-FU como el 

resto de los compuestos de los grupos I; II y III. El hecho de no poseer flúor, 

indica que este compuesto posee una actividad antitumoral propia, y sugiere, 

que estructuras similares puedan actuar como moléculas activas frente a 

cáncer de mama. 

 

El patrón de crecimiento de las células inducidas con las dosis de CI50, 

mitad y doble de los distintos fármacos se asemejó más al patrón de 

crecimiento del Ftorafur que al del 5-FU, encontrándose diferencias 

significativas en el patrón de crecimiento celular entre las distintas dosis en los 

nueve compuestos analizados. 

 

Observamos que la inhibición de la proliferación de una manera más 

manifiesta comenzaba entre el tercer y cuarto día con todas las dosis en 

general y en los distintos compuestos incluido el Ftorafur, frente al 5-FU en el 

que la inhibición fue ya manifiesta a partir del segundo día. Estas 

observaciones nos hicieron pensar, que este período de latencia es un período 

necesario para que los fármacos produzcan su efecto a nivel celular. Así esto 

podría ser corroborado por los estudios in vivo de Denny (2001), en los que los 

profármacos en tumores, tienen que someterse a un metabolismo celular 

selectivo para generar especies citotóxicas capaces de difundir a distancias 

limitadas, y matar a las células tumorales que carecen de la capacidad de 

activar estos profármacos. Los mecanismos de su activación selectiva se 
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deben a unidades desencadenantes que van a someter al profármaco a un 

metabolismo celular eficiente, unidades que desactivan el profármaco hasta 

que se desencadena el metabolismo, y unidades efectoras que son las que van 

a matar a las células según las condiciones de pH y el status del ciclo celular. 

 

Por otra parte la lipofilia mayor en los compuestos sintetizados no influyó 

en que la inhibición del crecimiento se llevara a cabo antes del tercer día como 

ocurrió con el 5-FU. Además el hecho de que el Ftorafur siendo menos lipofílico 

que los nuevos compuestos sintetizados al igual que 5-FU, también 

manifestara sus efectos inhibidores de una manera más marcada a partir del 

cuarto día, nos corroboró esta independencia entre lipofilia e inicio manifiesto 

de la inhibición del crecimiento, sugiriendo que esta mayor o menor 

biodisponibilidad del fármaco por parte de la célula es independiente de la 

acción de éste a nivel celular (Saniger et al., 2003). Por todo ello consideramos 

que el aumento de la lipofilia no aumenta la citotoxicidad en células normales 

de estos compuestos, al igual que ocurre con el Ftorafur, siendo más selectivos 

para las células tumorales .Ftorafur es un profármaco del 5-FU que 

administrado vía oral, posee menos efectos citotóxicos que éste, estando más 

biodisponible en las células y manifestando menos toxicidad gastrointestinal 

(Tanaka et al., 2000 ). 

 

Por lo tanto consideramos de gran interés el hecho de que la actividad 

antiproliferativa de los nuevos compuestos no vaya acompañada de una 

toxicidad sistemática como sucede con el 5-FU. A dosis mayores de 30 mg/kg 

de peso corporal, 5-FU es muy tóxico en ratones (Gabel et al., 1998). Estos 

efectos prometen, ya que permiten futuras mejoras en la actividad 

antiproliferativa de las moléculas, sin un incremento necesario en sus efectos 

adversos. Nosotros hemos comprobado, que a dosis de 50 mg/kg de peso 

corporal, los nuevos compuestos derivados de 5-FU, no tienen efectos 

citotóxicos in vivo a las tres semanas de su administración, al contrario de lo 

que sucedió con éste, permitiendo la administración de estos nuevos derivados 

derante seis semanas (Marchal et al., 2004; Campos et al., 2005). 
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Una vez que comprobamos la actividad antitumoral de estos 

compuestos, nuestro interés se centró en estudiar su posible mecanismo de 

acción. Para ello llevamos a cabo en las células MCF-7 estudios de distribución 

del ciclo celular, estudios de apoptosis y también estudios con distintos 

marcadores utilizados en la clínica 

 
INDUCCIÓN DE MODIFICACIONES EN LA DISTRIBUCIÓN DE LAS FASES DEL 
CICLO CELULAR CON AGENTES FARMACOLÓGICOS ANTINEOPLÁSICOS  

 

 La regulación del ciclo celular ha sido objeto de gran interés en la 

investigación y tratamiento del cáncer (Sympath y Plunkett, 2001; Gali-

Muhtasib y Bakkar, 2002). El uso de tratamientos específicos en la terapia 

contra el cáncer cuyo objetivo principal es el ciclo celular, ha aportado grandes 

beneficios, debido a los avances que recientemente se han logrado en la 

investigación de moléculas reguladoras del ciclo celular y a la mayor 

comprensión de las conexiones entre ciclo celular y apoptosis. Además cada 

vez en mayor cuantía, se están descubriendo fármacos del ciclo celular que 

están siendo investigados extensamente (Gali-Muhtasib y Bakkar, 2002).  

 

Para estudiar los mecanismos de esta actividad antitumoral y 

antiproliferativa de los compuestos, se analizaron por citometría de flujo los 

efectos en la distribución del ciclo celular.  

 

El análisis del ciclo celular en los compuestos del grupo I y en el 

compuesto del grupo II, 524-FS, mostró que a la dosis de CI50 las células MCF-

7, fueron detenidas en las fases G1 y G2/M a expensas de la población de 

células de la fase S, sobre todo los compuestos 786-B del grupo I y 524-FS del 

grupo II. Por lo tanto los nuevos análogos derivados de 5-FU analizados del 

grupo I, y el compuesto 524-FS del grupo II, disminuyeron lentamente la 

progresión del ciclo celular, como se indica por la disminución en el porcentaje 

en la fase S y el incremento en el porcentaje de la fase G0/G1. Por lo tanto se 

reduce el índice mitótico (MI = S+G2/M/G1) en las células MCF-7 por bloquear 

las células en la fase G1 (Ligueros et al., 1997). 
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Un bloqueo en la fase G1 del ciclo celular previene de la replicación del 

ADN dañado por acción de los distintos fármacos. Este bloqueo en G1 puede 

deberse a varios factores como por ejemplo, la inactivación o descenso en los 

niveles de la ciclina D1 en la fase G1 temprana, que impide la fosforilación de 

pRb, permaneciendo esta proteína activa en un estado hipofosforilado, e 

impidiendo el paso a la fase S por la no liberación del factor de transcripción 

E2F (Lundberg and Weinberg, 1999; Viallard et al., 2001). El bloqueo también 

pude deberse a la inactivación o descenso en los niveles de la ciclina E, 

responsable de mantener hiperfosforilada a pRb en la fase G1 tardía, para que 

la liberación de E2F no se detenga (Lundberg and Weinberg, 1999; Viallard et 

al., 2001).  

 

Pero la alteración del funcionamiento de la proteína Rb no es el único 

responsable de la detención de las células en G1, así el control genómico en 

G1, lo efectúa también la proteína p53, a través de la inducción de la proteína 

inhibidora de las cdk p21. Ésta formará complejos con las ciclinas/cdk de la 

fase G1, impidiendo la progresión del ciclo celular y dando así más tiempo para 

la reparación del ADN dañado (Lane et al., 1992). Sin embargo, cuando el 

control del ciclo por la proteína Rb está alterada, la proteína p53 desvía el ciclo 

celular hacia la apoptosis disminuyendo la expresión de genes como Bcl-2 

(Lane et al., 1994; Rodríguez y Rodríguez, 2000). Otros mecanismos de 

detención del ciclo celular en la fase G1, pueden ser la baja regulación de cdk4 

y cdk2 y sobreregulación de p21 y p27 (Chen et al., 2003). 

 

Sin embargo, el análisis del ciclo celular mostró que a la dosis de CI50 las 

células MCF-7, fueron detenidas en la fase S del ciclo después de ser tratadas 

con 5-FU, e igual ocurrió con los compuestos Ftorafur y 548-FS del grupo II, 

que retuvieron mayor porcentaje de células que éste. Por lo tanto el compuesto 

548-FS del grupo II, detuvo el ciclo en la fase S por disminución en el 

porcentaje de células en la fase G2/M. 

 

Una vez que la célula pasa el punto de control de G1, el daño genómico 

no impide el paso a la fase S, pero lo cierto es que la mitosis no se inicia, ya 

que no se va a completar la replicación del ADN. El control de la replicación en 
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la fase S no está tan bien caracterizado, como el de la fase G1, quizá porque no 

se ha podido identificar ninguna línea celular defectiva exclusivamente en este 

punto de control (Rodríguez y Rodríguez, 2000). 

 

Previamente en células MCF-7, ha sido demostrado que 5-FU a bajas 

dosis prolonga la fase S (Grem et al., 1999), que se traduce en la incapacidad 

de las células para sintetizar ADN. Igual le sucede al resveratrol después de su 

inducción en células MCF-7, que a bajas dosis acumula las células en fase S 

del ciclo celular, asociándose este acúmulo con una marcada inhibición de los 

niveles de ciclina D y de cdk4, y también se asocia con inducción de p53 y de 

p21 (Young-Ae, 20024).  

 

En el estudio llevado a cabo por Saunders et al, (1997) se observó 

detención del crecimiento en la fase G2/M de las células MCF-7, tras inducción 

con paclitaxel. 5-FU que normalmente detiene las células tumorales en las 

fases G1/S del ciclo celular, puede reprimir la actividad citotóxica de paclitaxel 

en células de tumores sólidos, incluso cuando se añade simultáneamente a 

éste, sugiriendo que 5-FU puede interferir con la citotoxicidad de paclitaxel en 

un estado temprano, probablemente para prevenir la entrada de las células 

tumorales en fase G2-M (Johnson et al., 1997; Johnson et al., 1999). El 

flavopiridol induce detención del ciclo celular por inhibición de cdks, en las 

células MCF-7, indujo detención del crecimiento en la G1-S, demostrándose 

que el descenso de ciclina D1 precede a la pérdida de actividad de su pareja 

catalítica cdk4, y por lo tanto sugiriendo que la pérdida de actividad de cdk4 

puede resultar de la baja regulación de ciclina D1, mientras que al contrario, la 

pérdida de actividad de cdk4 no implica un descenso en la actividad de la 

ciclina D1 (Carlson et al., 1999). El gossipol actúa deteniendo las células de la 

línea celular MCF-7 en las fases G1-S del ciclo celular por inhibición de la 

ciclina D1 y no de cdk4, e inhibiendo la concentración de pRb fosforilada 

(Ligueros et al., 1997). 

 

 Tras el estudio de las modificaciones que los nuevos compuestos 

provocan a nivel del ciclo celula,r nuestro interés se ha centrado en intentar 

explicar por qué dichos compuestos detienen o enlentencen la progresión de 
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las células tumorales a través de dicho ciclo. Con esto pretendemos 

comprender cuáles son los mecanismos moleculares responsables de su 

actividad antitumoral y así poder encontrar las similitudes y diferencias con el 

modo de actuación del 5-FU. 

 

Existe una relación de gran interés entre ciclo celular y apoptosis. En 

principio ambos procesos son antagónicos y su existencia necesaria. Del 

equilibrio entre división celular y apoptosis surge la homeostasis necesaria para 

un desarrollo normal de los tejidos. Según Swanton (2004), el mecanismo de 

acción de estos nuevos agentes antitumorales podría tener un gran potencial 

manipulador del ciclo celular, promoviendo la detención del crecimiento, la 

diferenciación o incluso la apoptosis. 

 
INDUCCIÓN DE APOPTOSIS TRAS EL CULTIVO DE LAS CÉLULAS MCF-7 CON 
LOS NUEVE COMPUESTOS QUÍMICOS  

 

 La apoptosis ha sido estudiada en términos de desarrollo del cáncer y 

sus tratamientos, intentando identificar su papel en la citotoxicidad inducida por 

agentes quimioterápicos. Los agentes citotóxicos frecuentemente inducen 

apoptosis sólo en una fracción celular. Para considerar la apoptosis como un 

mecanismo de respuesta a agentes antineoplásicos, se necesitaría que la 

proporción de células apoptóticas fuera mayor.  

 

Se conocen ciertas formas de apoptosis independientes de caspasas 

(Parone et al., 2002), aunque existen evidencias de la importancia que juega la 

mitocondria en las formas de apoptosis dependientes o independientes de 

caspasas. Así en un estudio muy reciente de Ostrakhovitch y Cherian (2005), 

demuestran que la liberación del factor inductor de la apoptosis (AIF) mediante 

la despolarización de la membrana mitocondrial y su traslado al núcleo celular, 

parece ser el único candidato apropiado y responsable para la ejecución de la 

apoptosis en las células MCF-7 (carentes de actividad caspasa). 

 

 La demostración de apoptosis en las células MCF-7 de cáncer de mama 

por conocidos agentes inductores de apoptosis ha sido por lo tanto, difícil y 
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únicamente unos pocos agentes citotóxicos actúan preferentemente a través 

de mecanismos apoptóticos en células de cáncer de mama humanas 

(Saunders et al., 1997; Chadderton et al., 2000). El paclitaxel, las 

ciclofosfamidas y la arabinósido citosina, son los agentes citotóxicos usados 

comúnmente que inducen apoptosis en estas células (Meyn et al., 1995; Milas 

et al., 1995). 

 

 Sin embargo, dado que las células expuestas a agentes específicos 

entran en apoptosis desde una fase dada del ciclo celular (Yoshikawa et al., 

2001; Saunders et al., 1997; Joe et al., 2002), hemos estudiado si la muerte 

celular programada, es también el mecanismo por el que los nuevos derivados 

análogos de 5-FU inducen citotoxicidad. 

 

No obstante, hay que tener en cuenta que las células de cáncer de 

mama son poco susceptibles a inducción apoptótica por una variedad de 

agentes citotóxicos (Rasbridge et al., 1994), En los estudios in vitro se ha 

llegado a conocer que la inducción de apoptosis parece ser independiente del 

objetivo inicial de los agentes quimioterápicos (Mesner et al., 1997). Así según 

nuestros resultados las células MCF-7 inducidas con los distintos compuestos 

parecen ser más susceptibles a la apoptosis que las células control sugiriendo 

que estos fármacos sí pueden estimular los procesos apoptóticos en cáncer de 

mama. 
 

La apoptosis inducida por los nueve fármacos en la línea MCF-7 a la 

dosis de Cl50, fue demostrada por medio de citometría de flujo, microscopía 

confocal, condensación irregular de la cromatina que fue confirmado tras la 

evaluación de las hebras rotas del ADN, y por criterios morfológicos y 

ultraestructurales.  

 

De los nueve fármacos estudiados mediante citometría de flujo, los 

nueve indujeron apoptosis en mayor o menor grado a las 3, 6, 12, 24 y 48 

horas, en la línea celular MCF-7. 
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Los compuestos 5-FU, Ftorafur y 548-FS fueron los compuestos que 

indujeron mayor grado de apoptosis en las células a las 24 horas de su 

inducción, continuando esta apoptosis a las 48 horas de tratamiento. Estos 

datos junto con los datos de la acumulación de células en la fase S del ciclo 

celular, nos permitieron corroborar que el compuesto 548-FS tiene el mismo 

comportamiento químico que el 5-FU y sobre todo que el Ftorafur. 

 

Recientemente Grem et al, (1999) demostraron que 5-FU administrado 

sólo durante 24 horas en células de cáncer de mama, se asoció con acúmulo 

de células en la fase S, inducción de las proteínas p53 y p21, y una modesta 

generación de hebras rotas de ADN. 

 

 El compuesto 786-B fue el más activo en inducir apoptosis a las 12 y 24 

horas, y también el más activo a la hora de acumular células en la fase G1, los 

compuestos 252-A, 798-B, 928-A y 930-A, indujeron mayor grado de apoptosis 

temprana, sobre todo a las 6 horas de tratamiento, pasando a mayor grado de 

apoptosis tardía a las 12 horas de tratamiento, siendo acumuladas las células 

en las fases G1 y G2/M. Estos resultados concuerdan con la demostración de 

que las células que expresan p53 salvaje, como ocurre con las células MCF-7, 

exhiben detención del crecimiento en las fases G1 y G2/M después de la 

exposición a agentes que dañan el ADN (Lundberg y Weinberg, 1999; Stewart 

et al., 1995). 

 

El compuesto 524-FS que acumuló las células en fase G1 y sobre todo 

en fase G2, indujo mayor grado de apoptosis a las 3 horas de inducción celular, 

repitiéndose este grado de inducción celular de apoptosis a las 48 horas de 

tratamiento, lo que nos llevó a pensar que las células que quedaban inducidas 

con este compuesto reiniciaron un nuevo ciclo de apoptosis. 

 

 Existen una serie de estudios contradictorios sobre la implicación o no 

de p53 y su papel o no en la apoptosis. Así, los efectos citotóxicos de 5-FU son 

atribuidos a apoptosis, mediante una vía p53 dependiente (Jhonson et al., 

1997). Sin embargo las células MCF-7, son relativamente resistentes a la 

apoptosis mediada por p53 (Saunders et al., 1997), aunque la activación de 
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p53 funcional a su vez puede regular y promover discretas etapas de la 

cascada de apoptosis tales como la sobreregulación de p21 (Ostrakhovitch y 

cherian, 2005). La administración de 5-FU induce apoptosis en células de 

cáncer de mama y significativamente inhibe su actividad reproductiva, sin que 

se demuestre que p53 esté involucrado en los mecanismos que deciden o no la 

apoptosis (Asaga et al., 2001). 

 

En los nuevos análogos derivados de 5-FU, los mecanismos de 

inhibición del crecimiento fueron por apoptosis y no por otro mecanismo como 

sugiere Takahashi et al, (2001) en su estudio, tras observar que la inducción de 

la apoptosis se llevó a cabo a una concentración mayor que la concentración 

que causó detención del crecimiento en células de mieloma humanas. 

 

 Actualmente existen una serie de estudios, para comprender los eventos 

moleculares específicos involucrados en la actividad de los nuevos derivados 

en cuanto a, las rutas que regulan los puntos de restricción del ciclo celular y 

de la apoptosis. 

 

La confirmación de la apoptosis inducida por estos compuestos también 

se llevó a cabo por microscopía confocal. La liberación de las caspasas va a 

dar lugar a la mayoría de los distintivos morfológicos de la muerte celular, como 

fragmentación nuclear, rotura del citoesqueleto celular y exposición de 

fosfatidilserina en la superficie extracelular de la membrana plasmática (Parone 

et al., 2002). No obstante, en células carentes de caspasas como las células 

MCF-7, tras un detallado análisis se observó la presencia de condensación de 

la cromatina y de fragmentación nuclear por microscopía de fluorescencia. En 

ausencia de inducción por los 9 compuestos químicos en las células MCF-7 

control, se observó la presencia de núcleos con distribución homogénea de la 

cromatina y algunas células necróticas, como también se observó en las 

células MCF-7 en ausencia de resveratrol en el estudio llevado a cabo por 

Pozo-Guisado et al, (1999). Sin embargo tras la inducción a la dosis de CI50, 

con los distintos fármacos, sí se observaron núcleos apoptóticos con cromatina 

condensada y fragmentación nuclear, además de células necróticas tras 

períodos de 6 y 24 horas de inducción. 
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 Relacionar la apoptosis con la fragmentación del ADN puede ser 

complejo. Así esta fragmentación implica la degradación del ADN en unidades 

de unos 200 pares de bases entre nucleosomas, que en la electroforesis del 

ADN en gel de agarosa se visualiza como una estructura en escalera 

(Chakrabarty et al., 2002). Este suceso ocurre tardíamente después de que el 

proceso apoptótico esté en marcha, y no siempre ocurre (Walker et al., 1994), 

sugiriéndose que esta forma de rotura del ADN no es necesaria para la 

apoptosis en células MCF-7 (Saunders et al., 1997), ni se relaciona con la 

cantidad de apoptosis inducida (Gooch y Yee, 1999). También hay que tener 

en cuenta que en células de mamíferos la fragmentación es activada por la 

caspasa 3 de la cual carecen las células MCF-7, por lo que podría suponer una 

discapacidad en estas células para activar la fragmentación nucleosomal del 

ADN (Semenov et al., 2003). Sin embargo, nuestros análisis de la 

fragmentación del ADN, mostraron diferentes cantidades de fragmentos en 

células MCF-7 inducidas con los distintos compuestos, por lo tanto produciendo 

fragmentos en una línea celular donde la inducción de éstos es muy difícil 

(Stewart et al., 1995). Nuestros agentes antineoplásicos pueden interferir con la 

replicación del ADN y esto conllevar la ruptura de las hebras de ADN y la 

detención del ciclo celular. En nuestro estudio el incremento en la ruptura de 

las hebras de ADN temporalmente precedió al incremento en figuras 

apoptóticas. 

 

 El compuesto 252-A no indujo fragmentación apoptótica a las seis horas 

de la inducción celular, en contra de los resultados obtenidos mediante 

citometría de flujo, y sí indujo una modesta generación de hebras a las 24 

horas que podrían corresponder con los resultados obtenidos en la apoptosis 

tardía. El resto de compuestos indujo fragmentación del ADN en distinta 

medida, a las seis horas de tratamiento con los fármacos y a las 24 horas. Sin 

embargo alguno de los compuestos como el 786-B que también indujo 

fragmentación del ADN, lo hizo en menor medida que la medida de apoptosis 

en los ensayos de citometría de flujo, sugiriéndonos que los efectos de los 

compuestos en algunas de las etapas de los procesos apoptóticos, no incluyen 

total degradación del ADN. Más allá, la degradación del ADN es un proceso 

multietapa que continúa con la división en fragmentos largos seguidos por la 
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división en fragmentos internucleosomales en algunas células(Gooch y Yee, 

1999). 

 

 En concordancia con los ensayos de anexina V-FITC, se encontró que a 

las 24 horas la mayor inducción de fragmentos de ADN fue la de los 

compuestos 5-FU, Ftorafur, 548-FS y 524-FS. 

 

 Según el estudio de Jonson et al, (1999), el tratamiento con 5-FU 

durante 72 horas en la línea celular KB, fue incapaz de inducir fragmentación 

del ADN. Sin embargo nosotros demostramos que en la línea celular MCF-7, 5-

FU sí indujo fragmentación del ADN a las 6 y a las 24 horas en que se llevó a 

cabo el estudio. 

 

 Los efectos antiproliferativos de los nuevos análogos derivados de 5-FU 

exhibidos en el rango micromolar de éste, se manifestaron con cambios en la 

morfología celular a lo largo del tiempo. Las dosis de CI50 de los compuestos 

indujeron fenotipos en las células MCF-7 que han sido descritos como 

indicativos de apoptosis (Saunders et al., 1997; Staunton y Gaffney, 1998; 

Chadderton et al., 2000). La identificación de apoptosis por microscopía óptica 

es algo subjetiva y tediosa si tenemos en cuenta que el proceso es muy rápido 

y que las células apoptóticas son rápidamente eliminadas. Así el análisis de las 

células control de cáncer de mama MCF-7, mostró células pequeñas de forma 

redondeada o poligonal mono o multinucleadas, creciendo en monocapa como 

agregados irregulares y confluyentes, a diferencia de las células tratadas con 

los distintos compuestos que exhibieron una morfología más poligonal e 

irregular, conferida por las prolongaciones citoplasmáticas, y con tendencia a 

los agrupamientos en formas esféricas reduciendo el volumen celular. El 

proceso apoptótico normalmente afectó a células únicas y ocasionalmente a 

pequeños grupos de células. Las células apoptóticas redujeron su volumen y 

se separaron de las vecinas. 

 

Las células MCF-7 control visualizadas por microscopía electrónica de 

barrido (SEM), se mostraron, al igual que describen Meschini et al, (2002) en 

su trabajo de investigación, heterogéneas en tamaño y forma, y su superficie 
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cubierta por abundante microvilli, mientras que en las células apoptóticas tras 

la inducción con los distintos fármacos se observó una disminución del tamaño 

celular probablemente por pérdida ocasional de fragmentos de membrana 

(cuerpos apoptóticos). También se pudieron observar protusiones en la 

membrana y cráteres por extrusión nuclear, y microvilli menos denso además 

de pérdida de prolongaciones citoplasmáticas responsables de la adhesión 

celular, como también se describe en los trabajos de Amin et al, (2000) y de 

Meira et al, (2005), tras la inducción de las células MCF-7 con cotrimazol.  

 

Algunos agentes antineoplásicos pueden ejercer su efecto terapéutico a 

través de una mezcla de acciones citodestructivas e inductoras de 

diferenciación, provocando no sólo la muerte celular sino que también activan 

el programa de diferenciación que va unido a una disminución de la capacidad 

de proliferación en las células MCF-7 (Sartorelli., 1985, Chen et al., 2002).  

 

 El análisis ultraestructural es un criterio usado clásicamente para 

observar cambios celulares que indican la aparición de un fenómeno de 

apoptosis. 

 

 Las células MCF-7 tratadas exhibieron prominentes vacuolas 

autocatalíticas perinucleares, abundante material filamentoso y microvilli 

irregular en la superficie celular, que podría ser consistente con la inducción de 

diferenciación (Chen et al., 2002). Hubo pérdida de uniones celulares y de 

estructuras especializadas de membrana como los microvilli, con la formación 

de burbujas o protuberancias superficiales. También se observó condensación 

irregular de la cromatina bajo la membrana, y ya en la apoptosis tardía se 

observaron cuerpos apoptóticos. Todos estos eventos son descritos también 

por Staunton y Gaffney, (1998). Las organelas citoplasmáticas permanecieron 

bien preservadas observándose condensación citoplasmática. 

 

 En la membrana citoplasmática de las células apoptóticas al volverse 

asimétrica, se exponen fosfatidilserina y glicanos inmaduros, que pueden 

facilitar un reconocimiento fagocítico eficiente por macrófagos, células 

parenquimáticas vecinas o por células tumorales (Staunton y Gaffney, 1998). 
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Esto supone un mecanismo de reconocimiento específico que supone una 

ventaja por prevenir respuestas inflamatorias sobre todo en condiciones 

fisiológicas (Kerr et al., 1994). La exposición de la fosfatidilserina por parte de 

la membrana plasmática, se considera un evento temprano en la apoptosis y 

secundario a alteraciones morfológicas, que va a preceder a la condensación 

nuclear, independientemente del agente inductor de la apoptosis (Cornelissen 

et al., 2002). 

 

El hecho de que la pérdida de capacidad proliferativa de las células por 

fragmentación del ADN, fuera anterior a la pérdida de la viabilidad de la 

membrana celular durante la inducción con los distintos compuestos, fue un 

distintivo de la apoptosis (Armstrong et al., 1992). Por lo tanto podemos decir 

que las fluoropirimidinas inhiben la proliferación celular e inducen apoptosis. 

Esta respuesta citotóxica es el resultado de la inducción de un estado con 

menos timina debido a la inhibición de la timidilato sintetasa por estos 

fármacos. 

 

Pero para comprender los mecanismos de estos compuestos tanto en las 

modificaciones llevadas a cabo en el ciclo celular como en la apoptosis, hemos 

llevado a cabo estudios de marcadores específicos, que se utilizan en la 

clínica, para definir el pronóstico de las pacientes con cáncer de mama y la 

efectividad del tratamiento. Estos estudios se han llevado a cabo utilizando las 

técnicas de citometría de flujo e inmunocitoquímica con anticuerpos específicos 

para estos marcadores. 

 
MODIFICACIONES EN EL PATRÓN DE EXPRESIÓN PROTÉICA Y A NIVEL DE 
ARN, TRAS LA INDUCCIÓN CON LOS NUEVOS COMPUESTOS EN LA LÍNEA 
CELULAR MCF-7 

 

La caracterización antigénica de las células tumorales es importante para 

un mejor conocimiento de la biología de una neoplasia. A través de la detección 

de las modificaciones antigénicas durante el proceso de transformación 

maligna, se puede llegar a su detección precoz y a establecer una valoración 

pronostica de la enfermedad. El estudio realizado mediante una batería de 
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anticuerpos monoclonales usando técnicas de inmunocitoquímica y 

fluorescencia indirecta medida por citometría de flujo, han tenido por objeto 

identificar la posible alteración en el patrón de expresión proteica de la línea 

MCF-7 inducida con los nuevos derivados de 5-FU, con respecto a sus 

respectiva línea parental MCF-7. 

 

Por otra parte, nuestro estudio sobre la línea de carcinoma de mama, se 

ha centrado en marcadores ampliamente testados en esta patología como son 

los receptores hormonales de estrógenos y de progesterona así como en el 

oncogen c-erbB-2 y el antígeno Ki-67. 

 

La determinación de receptores estrogénicos (RE) y de progesterona (RP) 

en las biopsias de carcinomas infiltrantes antes del comienzo de las medidas 

terapéuticas, se ha hecho una práctica habitual en el tratamiento de pacientes 

con carcinoma de mama por su utilidad clínica (Osborne et al., 1980; Reiner et 

al., 1990). La detección de estos receptores es de tal importancia que han sido 

realizadas rigurosas investigaciones centradas en su identificación, aislamiento 

y caracterización. En términos generales, el valor predictivo de la presencia de 

estos receptores hormonales en el carcinoma de mama está asociado con un 

periodo de supervivencia libre de enfermedad y con una supervivencia global 

más favorable en un 8-10% de los casos en relación a los tumores en los que 

se encuentran (Mansour et al., 1994). La presencia de RE y RP en el mismo 

tumor aumenta la probabilidad de respuesta a los tratamientos hormonales 

desde un 55% a un 75-80% en pacientes con tumores RE+ (Wittliff, 1984, 

Stanford et al., 1986). La pérdida de RP por las células tumorales está 

asociada con un peor pronóstico (McGuire y Clark, 1985). En nuestro estudio 

experimental en la línea de cáncer de mama MCF-7, la inducción con los 

distintos compuestos provoca un aumento en general de la expresión de RP 

excepto en los compuestos 252-A y 548-FS donde la expresión disminuye. El 

RE sin embargo sólo aumenta en los compuestos 5-FU, 786-B y 798-B, Las 

drogas citotóxicas pueden causar una depleción reversible, dosis dependiente 

de los RE en cáncer de mama humano (Yang y Samaan, 1983) así el 60% de 

los RE+, responden a la terapia endocrina, mientras que sólo un 10% de los 

RE negativos y RP negativos responden a la terapia (Calero, 2003). El hecho 
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del aumento de los RE y RP hace que estas células respondan mejor al 

tratamiento hormonal ya que en los casos con receptores negativos hay alto 

grado de recurrencia con supervivencia más corta (Miller et al., 1993).  

 

El estudio del oncogen c-erbB-2 en el carcinoma mamario predice el 

tiempo de recurrencia, y su presencia, indica una resistencia relativa a la 

quimioterapia. Nuestros resultados demuestran una disminución en la 

expresión del oncogen c-erbB-2 en las células MCF-7 inducidas con los 

distintos fármacos excepto con 786-B y 524-FS donde esta expresión aumenta. 

Así Cooke et al, (2001) sugieren que la sobreexpresión de HER-2 no tiene por 

qué asociarse con pobre resultado clínico. La sobreexpresión de HER-2 puede 

relacionarse con una sobreexpresión de p21 y una disminución de p34 (Yu et 

al., 1998) como ocurre en el caso de 524-FS, pudiéndose explicar de esta 

manera la detención de las células tumorales tras inducción con este fármaco 

en la fase G0/G1. Esta sobreexpresión de p21 además se relaciona con 

inducción de diferenciación (Ménard et al., 2000) como también ocurre con 5-

FU y 930-A. Por lo tanto existen estudios contradictorios ya que el hecho de 

disminuir, según Toikkanen et al, (1992), indicaría un mejor pronóstico, puesto 

que la sobreexpresión de este oncogén está asociada a un pronóstico 

desfavorable (Kim et al., 2002). Además, la inhibición de su expresión en las 

células MCF-7 inducidas con los distintos compuestos, estuvo asociada a una 

disminución en la expresión del antígeno Ki-67 al igual que demuestran 

Ringberg et al. (2001) tras observar que su amplificación se correlaciona con la 

sobreexpresión de Ki-67.  

 

El antígeno Ki-67, es un marcador de proliferación que tiene significado 

pronóstico y diagnóstico en estos tipos de tumores. Cuando se expresa en el 

carcinoma de mama es un signo de proliferación tumoral y por tanto de mal 

pronóstico. La expresión del antígeno nuclear Ki67, es un indicativo de alto 

riesgo de recurrencia de la enfermedad (Grases, 2003). Como sugiere 

Korabiowska (2000) debemos considerarlo, en general, como un marcador de 

mal pronóstico independiente de otras variables, como ha sido demostrado en 

cáncer de mama (Sasaki et al., 1992). En nuestro estudio, las células MCF-7 

inducidas con los compuestos, presentaron una significativa disminución de la 
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expresión de Ki-67 que puede estar relacionado con la disminución de la 

proliferación mencionada anteriormente.  
 

También llevamos a cabo el estudio de los marcadores del ciclo celular, 

ciclina D1, p34 o cdc2, p21 y p27. Debido a que la gran mayoría de los 

compuestos acumulan las células en G1, es por lo que estudiamos el patrón de 

expresión de ciclina D1, la cual es una de las subunidades activadoras de cdks, 

concretamente de cdk4, siendo la responsable de la progresión de la célula a lo 

largo de la fase G1. Dicho estudio dio como resultado una inhibición de la 

ciclina D1, hasta prácticamente la desaparición de la misma, para los 

compuestos Ftorafur, 252-A, 798-B, 930-A, 524-FS y 548-FS que no ocurrió 

con 5-FU, 786-B y 928-A, en donde los niveles se incrementaron con respecto 

a las células tumorales no tratadas. Esto explicaría, por un lado, el porqué 

estos compuestos acumulan las células en G1 (al inhibir la ciclina D1 la célula 

no puede progresar a la fase S), y por otro cómo tienen un mecanismo de 

acción distinto a 5-FU (no profármacos) excepto los compuestos 786-B y 928-

A. El 5-Fu sin embargo incrementa la producción de ciclina D1 de forma que las 

células pasan en su mayoría hacia la fase S donde son retenidas. De hecho un 

estudio reciente (Stacey, 2003) demuestra que la ciclina D1 actúa como 

“interruptor” activo en la progresión del ciclo celular y que altos niveles de 

ciclina D1 promueven la entrada de la célula en la fase S.  

 

A nivel de ARN también se observó variación en la expresión de la ciclina 

D1 observándose una disminución en las células tratadas con los compuestos 

786-B y 928-A, pudiendo ser esta la causa de la detención del ciclo celular con 

estos compuestos en la fase Go/G1. 

 

En tejidos tumorales la sobreexpresión de ciclina D1, correlaciona 

directamente con la síntesis de RE (Foster et al., 2001), como le ocurre a las 

células tratadas con 5-FU y 786-B. 

 

Estos compuestos también afectan a la actividad de cdc2, cdk1 o p34, que 

regulada por sus correspondientes ciclinas A o B, es esencial para la entrada 

en mitosis durante el ciclo celular (Sherr, 1993). Todos los compuestos (252-A, 
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798-B, 928-A, 930-A y 524-FS), a excepción de 786-B, Ftorafur, 5-FU y 548-

FS, disminuyen de forma significativa la actividad de p34. Esto impedirá por 

tanto la unión a sus correspondientes ciclinas tanto en la fase final de G1, en el 

punto de control denominado “comienzo” para entrar irreversiblemente en el 

ciclo mitótico, como al final de G2 al principio de la mitosis (Lees, 1993), y la 

fosforilación de pRb, dando como resultado la no progresión de las células 

hacia la división (Nigg, 2001). El hecho de que 5-FU incremente la expresión de 

p34 se debe a que esta mayor actividad es necesaria para que las células 

pasen rápidamente a la fase S donde las células son detenidas por esta 

fluoropirimidina. Finalmente el compuesto Ftorafur en baja proporción y los 

compuestos 786-B y 548-FS en mayor medida, incrementaron los niveles de 

p34, lo cual pudo deberse a que una activación prematura del mismo es uno de 

los requisitos para la apoptosis (Shi et al., 1994); de hecho estos fármacos 

inducen una alta proporción de muerte celular programada en las células MCF-

7 tratadas. 

 

Además algunos compuestos incrementan la expresión de las proteínas 

p21 o p27 como ocurre con 5-FU, 930-A, 798-B, 524-FS y 548-FS. Estas 

pertenecen a la familia INK2 de las proteínas inhibidoras de cdks que actúan 

inhibiendo la asociación y activación de las ciclinas con sus complejos (Sherr, 

2000) y por tanto detienen las células en la fase G1 y G2/M. con un incremento 

de actividad del supresor de tumores p21 que implica por un lado la parada de 

las células en G1 con el consiguiente bloqueo de la actividad de los complejos 

ciclina D/cdk4 (Obaya y Sedivy, 2002) y por otro, una acción específica de estos 

compuestos dirigida a la inhibición de la formación o a la destrucción de la 

ciclina D1 existente. Por otra parte los compuestos Ftorafur, 252-A, 786-B y 

928-A disminuyen la expresión de estas proteínas. Korey et al, (1999) 

encontraron que agentes que detuvieron el ciclo en G1/S alteraron la capacidad 

para inducir incremento en los niveles de p21. Por otra parte, la regulación de 

p21 puede ser p53 dependiente o p53 independiente (El Deiry, 1994).  

 

Debido a que los compuestos sintetizados inducen de forma llamativa 

apoptosis, hemos llevado a cabo estudios de la expresión de algunos de los 

genes que intervienen en este fenómeno, entre los que destacan p53 y Bcl-2. 
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El gen p53 interviene en el ciclo celular, regulando, de forma negativa, el 

crecimiento del tumor. El gen supresor de tumores p53 vela por la integridad 

del genoma de tal forma que si el ADN de la célula es dañado por un agente se 

produce una sobrexpresión del mismo, induciendo la parada celular en G1, 

para la reparación del daño o si no es posible, entrar en apoptosis (Agarwal et 

al, 1995). Por otro lado, los miembros de la familia de proteínas Bcl-2 actúan 

como reguladores de la apoptosis, de forma que Bcl-2 y Bcl-XL protegen frente 

a la apoptosis y Bax, Bak y Bad inducen dicho fenómeno, (Reed, 1997). Del 

Bufalo et al. (2002), subrayan la idea de que bcl-2 puede tener distintos efectos 

biológicos dependiendo del fármaco antineoplásico usado. 

 

El tratamiento de las células MCF-7 (wild-type p53) con estos 

compuestos provocó en general incrementos en la expresión proteica de p53 

principalmente para 5-FU, 786-B, 930-A y 548-FS. Estos datos indican que la 

actividad de p53 es restaurada con los compuestos 5-FU, 786-B, 930-A y 548-

FS, permitiendo la entrada en apoptosis de las células tumorales, que permiten 

la eliminación de las mismas por este mecanismo dependiente de p53 (Nita et 

al., 1998). Por otra parte el aumento en la expresión protéica del compuesto 

786-B puede ser la vía de la detención de las células inducidas con este 

compuesto en la fase Go/G1 (Lundberg y Weinberg, 1999). La reintroducción 

de las funciones de p53, es suficiente para inducir apoptosis en muchas células 

tumorales (Evan y Vousden, 2001). Existen estudios que demuestran que la 

inducción de p53 wild-type, potencia poderosamente la citotoxicidad de 5-FU 

(Yang et al., 1996). Sin embargo, se observó también una disminución de los 

niveles de p53 en las células inducidas con el resto de los compuestos, ya que 

en condiciones adversas como la exposición de las células a estos 

compuestos, la pérdida de p53 se considera un intercambio para inestabilidad 

genética (Blagosklonny, 2001), y por otra parte los niveles de expresión 

protéica de p53 son independientes de la detención de las células en la fase 

G1/S. La disminución de los niveles de p53 y de bcl-2 en el resto de los 

compuestos, indicaría una inducción de apoptosis no dependiente de p53 como 

ha sido demostrada para otros agentes antitumorales (Dou et al., 1995).  
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Los niveles de bcl-2 disminuyeron a su vez para todos los compuestos 

excepto para 5-FU y 930-A y esto se podría relacionar con el hecho de que, el 

aumento de expresión de ciertas proteínas antiapoptóticas como bcl-2, se 

asocia con la inducción de diferenciación (Lin et al., 1996), como hemos 

observado con estos dos compuestos. Por otra parte la sobreexpresión de bcl-

2 puede enlentecer el crecimiento celular (Borner, 1996) y altos niveles de bcl-2 

pueden promover la muerte celular programada (Shinoura et al., 1999). En 

cáncer de mama la expresión de bcl-2 correlaciona mejor con la expresión del 

RE y del RP (Maloof et al., 1999), Igualmente la inhibición de bcl-2 facilita a las 

células a entrar en el fenómeno de muerte celular programada. Así, curcumín 

indujo apoptosis en la línea de cáncer de mama MCF-7, donde la expresión de 

p53 wild-type fue inducida por éste probablemente a través de una vía p53 

dependiente en que el gen Bax es el efector de p53 (Choudhuri et al., 2002).  

 

Estos efectos antitumorales son independientes de la capacidad del 

fármaco para unir e inactivar la enzima timidilato sintetasa (TS), responsable de 

la síntesis de novo de timina (Tokunaga et al, 2000; Parker y cheng, 1990). Sin 

embargo el hecho de que dosis similares en los nuevos derivados exhiban 

diferentes secuencias de perturbaciones del ciclo celular, indican que estos 

compuestos actúan por rutas diferentes. Este hecho se ve apoyado por una 

demostración reciente de que nuevos derivados de 5-FU con propiedades 

antitumorales, no inhiben la enzima timidilato sintetasa y están desprovistos de 

los efectos citotóxicos de 5-FU (Dominguez et al., 2003), actuando de manera 

independiente a 5-FU. El estatus de p53 no juega un papel en la regulación de 

TS (Yukimoto et al., 2001), aunque la pérdida de su función resulta en una 

respuesta apoptótica alterada y en una regulación también alterada del ciclo 

celular (Liu et al., 2002).  

 

Aunque a nivel del ciclo celular y apoptosis el compuesto 548-FS actúa 

del mismo modo que 5-FU y Ftorafur, el hecho de que el comportamiento a 

nivel de modulación de alguno de los marcadores moleculares sea distinto, 

puede significar que este compuesto libere 5-FU, y que la otra parte de la 

molécula actúe modulando los distintos marcadores, manifestando por lo tanto 

actividad antitumoral. Así se ha demostrado que otros compuestos que actúan 
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como profármacos de 5-FU, liberan sustancias como la acroleína y el resto de 

la molécula manifiesta actividad antitumoral (Marchal, 1996). 

 

Después de daño en el ADN, las células básicamente pueden tener tres 

alternativas, detención del ciclo celular, apoptosis o necrosis, dependiendo de 

varios factores como, el grado de daño celular y la susceptibilidad de una célula 

dada a los fármacos. Los resultados experimentales con estas nuevas 

sustancias, muestran cambios en la proliferación celular de las células 

inducidas con los nuevos derivados de 5-FU, cambios en la distribución de las 

fases del ciclo celular, y fenómenos de apoptosis, junto con modificaciones en 

la expresión de los distintos marcadores. Debido a la gran variabilidad de 

resultados obtenida con estos marcadores es necesario llevar a cabo estudios 

en más profundidad con cada uno de los compuestos, para llegar a saber cuál 

es el mecanismo de acción principal de cada uno de ellos.  

 

Todos estos resultados indican por un lado la actividad selectiva de la 

mayoría de los nuevos compuestos sobre las moléculas reguladoras de la fase 

G1 del ciclo celular, así como la acción moduladora de los mismos sobre p53 y 

bcl-2 para la inducción de apoptosis. Por lo tanto, estos compuestos 

proporcionan evidencias de actividad antitumoral específica y selectiva y por 

todo ello, podemos concluir diciendo que estos compuestos pueden ser 

considerados como fármacos con entidad propia y actividad antitumoral 

independiente del 5-FU, siendo necesario llevar a cabo evaluaciones en 

modelos in vivo de cáncer de mama para futuras aplicaciones clínicas.  
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1. Los nuevos análogos derivados de 5-FU (O,N-Acetales cíclicos, 

Fenoxi-O,N-Acetales acíclicos y Benzoxi-O,N-Acetales acíclicos e isósteros), 

son más lipofílicos y por lo tanto más biodisponibles por las células. El aumento 

de la lipofilia no aumenta la citotoxicidad de estos compuestos en células 

normales, siendo más selectivos para las células tumorales. 

 

2. Los nuevos compuestos inhiben la proliferación a una 

concentración similar a la del 5-FU y Ftorafur, en el rango micromolar. Dichos 

compuestos poseen una actividad antitumoral que es dosis-dependiente a lo 

largo del tiempo. 

 

3. El compuesto 930-A, pese a estar unido a uracilo y no poseer 

flúor en su estructura, posee actividad antitumoral, y por tanto, este tipo de 

moléculas constituyen entidades farmacológicas per se. 

 

4. Tanto los compuestos del grupo I (O,N-Acetales cíclicos) como los 

del grupo II (Fenoxi-O,N-Acetales acíclicos) analizados, enlentecen la 

progresión a través del ciclo celular de las células de cáncer de mama MCF-7. 

Los compuestos del grupo I y el compuesto 524-FS del grupo II actúan 

acumulando las células en la fase G0/G1. El compuesto 548-FS del grupo II se 

comportó de modo similar al 5-FU y Ftorafur, con una parada del ciclo en la 

fase S, produciendo una disminución en el porcentaje de células en la fase 

G2/M.  

 

5. Los nuevos derivados de 5-FU son inductores de apoptosis a nivel 

morfológico, ultraestructural, y nuclear, con la fragmentación del ADN, en una 

línea como la MCF-7, donde la inducción de apoptosis por agentes 

antitumorales es muy difícil. Esto demuestra la especificidad en el mecanismo 

de acción de estos compuestos sobre dicho fenómeno. 

 

6. La detención de las células MCF-7 a nivel de la fase G0/G1 por los 

compuestos del grupo I y el compuesto 524-FS del grupo II, se produce a 

través de la disminución en la expresión de la ciclina D1. Otras modificaciones 
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moleculares consisten en una sobrexpresión de p53 y una baja regulación de 

p34, indicando la independencia de acción con respecto al 5-FU. 

 

7. La detención de las células MCF-7 en la fase S por 5-FU, se debe 

a una sobreexpresión de ciclina D1. Sin embargo, los compuestos Ftorafur y 

548-FS detienen las células en esta fase por aumento en la expresión de p34. 

 

8. La disminución de la proliferación de las células MCF-7 tratadas 

con los 9 compuestos, se relaciona con una disminución en la expresión de Ki-

67, un marcador de mal pronóstico en cáncer de mama. 

 

9. Todos los compuestos indujeron apoptosis en las células, debida 

a una disminución en la expresión de bcl-2, excepto en los compuestos 5-FU y 

930-A  que estuvo relacionada con el aumento de p53. 

 

10. En todos los fármacos en mayor o menor grado se observó una 

disminución en la expresión de la enzima timidilato sintetasa. Los efectos 

antitumorales son independientes de la capacidad del fármaco para unir e 

inactivar dicha enzima. 

 

11. Los resultados experimentales sobre la línea tumoral humana 

MCF-7 sugieren que estos compuestos poseen una actividad antitumoral 

específica y selectiva, pudiéndoseles considerar fármacos con entidad propia y 

actividad antitumoral independiente del 5-FU, con gran potencial para su futura 

aplicación en el tratamiento de cáncer de mama.  
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