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                                                      RESUMEN 

 

El cáncer de mama es una enfermedad compleja con características clínicas y 

moleculares diversas que requiere un enfoque terapéutico integrado. Hallazgos 

recientes sugieren que una estrategia terapéutica prometedora es la de dirigirse a 

la destrucción de las células troncales tumorales (o Cancer Stem Cells por sus siglas 

en ingles CSC) que son responsables de la autorenovación del tumor, formación de 

esferoides resistentes a la quimioterapia, aumento en la migración e invasión celular 

y exacerbación del mimetismo vasculogénico contribuyendo así en la progresión del 

cáncer. Los microRNAs son pequeños RNAs no codificantes de 25 nt en longitud 

que regulan de manera negativa la expresión genética al unirse a múltiples mRNAs 

mensajeros induciendo su degradación o inhibición de la traducción. En cáncer, la 

expresión de los microRNAs se encuentra alterada de manera aberrante por lo que 

contribuyen de manera importante en la carcinogénesis actuando como oncogenes 

o supresores de tumor. El microRNA-204-5p actúa como un supresor de tumores 

por lo que su expresión se encuentra reprimida en diversos tipos de neoplasias 

humanas incluyendo el cáncer de mama. Diversos estudios sugieren que la 

expresión de los microRNAs puede ser reconstituida en las células tumorales a 

través de su administración ectópica, revirtiendo potencialmente así el fenotipo troncal 

y la resistencia a la quimioterapia. En este trabajo se evaluó la factibilidad de utilizar 

nanopartículas lipídicas como un agente acarreador del microRNA-204-5p para su 

liberación terapéutica en las células HS578t de cáncer de mama triple negativo. 

Para ello, primero aislamos la subpoblación celular troncal que presenta el 

inmunofenotipo CD44+/CD24- a partir de las células HS578t utilizando citometría 

de flujo; para posteriormente transfectarlas con el microRNA-214-5p acoplado a un 

nanoacarreador lipídico. Los datos experimentales muestran que la transfección del 

microRNA-204-5p resultó en una disminución significativa (p<0.0001) en el 

porcentaje de células CD44+/CD24- indicando un efecto positivo en la disminución 

de la troncalidad de las células tumorales. De manera interesante, también 

encontramos una disminución significativa en el tamaño y numero de esferoides 

tumorales en comparación con el control de células no transfectadas. Mediante la 
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de ensayos funcionales, determinamos que el microRNA-204-5p también fue capaz 

de disminuir significativamente (p<0.0001) la migración celular aberrante y la 

formación de los puntos de ramificación y canales que conforman las redes en 3D 

representativas del mimetismo vasculogénico en las células HS578t de cáncer de 

mama CD44+/CD24-. Con los datos obtenidos concluimos que el microRNA-204-5p tiene 

una función importante en la inhibición de algunos hallmarks del cáncer asociados al fenotipo 

troncal, por lo que su restauración en los tumores deficientes en microRNA-204-5p podría 

representar una herramienta útil en la terapia del cáncer de mama.  

 

PALABRAS CLAVE: cáncer de mama, células madre tumorales, microRNA-204-

5p, nano acarreador. 
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                                                      ABSTRACT 

Breast cancer is a complex disease with diverse clinical and molecular 

characteristics that requires an integrated therapeutic approach. Recent findings 

suggest that a promising therapeutic strategy is to target the destruction of Cancer 

Stem Cells (CSCs) that are responsible for tumor self-renewal, formation of 

chemotherapy-resistant spheroids, increased cell migration, and exacerbation of 

vasculogenic mimicry thus contributing to cancer progression. MicroRNAs are small 

non-coding RNAs of 25 nt in length that negatively regulate gene expression by 

binding to multiple messenger mRNAs inducing their degradation or inhibition of 

translation. In cancer, the expression of microRNAs is aberrantly altered so that they 

contribute significantly to carcinogenesis by acting as oncogenes or tumor 

suppressors. MicroRNA-204-5p acts as a tumor suppressor and its expression is 

repressed in several types of human neoplasms including breast cancer. Several 

studies suggest that the expression of microRNAs can be reconstituted in tumor cells 

through their ectopic administration, thus potentially reversing the stem phenotype 

and resistance to chemotherapy. In this work, we evaluated the feasibility of using 

lipid nanoparticles as a carrier agent of microRNA-204-5p for its therapeutic delivery 

into HS578t triple-negative breast cancer cells. To this end, we first isolated the stem 

cell subpopulation displaying the CD44+/CD24- immunophenotype from HS578t 

cells using flow cytometry; and subsequently transfected them with microRNA-214-

5p coupled to a lipid nanocarrier. Experimental data show that transfection of 

microRNA-204-5p resulted in a significant decrease (p<0.0001) in the percentage of 

CD44+/CD24- cells indicating a positive effect in decreasing tumor cell stemness. 

Interestingly, we also found a significant decrease in the size and number of tumor 

spheroids compared to the control untransfected cells. Using functional assays, we 

determined that microRNA-204-5p was also able to significantly decrease (p<0.05) 

the number of tumor spheroids (p<0.05) to significantly (p<0.0001) decrease 

aberrant cell migration and the formation of branch points and channels that form 

the 3D networks representative of vasculogenic mimicry in HS578t CD44+/CD24- 

breast cancer cells. With the data obtained we conclude that microRNA-204-5p has 

an important role in inhibiting some cancer hallmarks associated with the stem 
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phenotype, so its restoration in microRNA-204-5p-deficient tumors could represent 

a useful tool in breast cancer therapy. 

 

KEY WORDS: breast cancer, cancer stem cells, microRNA-204-5p, nanocarrier. 



 

5  

1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 CÁNCER 

El cáncer es un complejo grupo de enfermedades, en la cual las células tienen un 

potencial replicativo ilimitado y tienen bloqueada la capacidad de destruirse 

automáticamente cuando presentan un daño considerable al DNA (apoptosis), a 

diferencia de las células normales que mueren para que otras células nuevas tomen 

su lugar evitando así propagar mutaciones, lo que a largo plazo generan un tumor 

maligno. El cáncer puede originarse en cualquier parte del cuerpo y es causado por 

diferentes factores, entre los más comunes están: la acumulación de mutaciones 

que no pueden ser reparadas en genes que participan en diversos procesos como, 

por ejemplo, el crecimiento celular y apoptosis o en genes que participan como 

reguladores genéticos. También los cambios epigenéticos, los factores hereditarios, 

la exposición prolongada y continua a factores ambientales como la radiación, 

infección por virus o bacterias e incluso el estilo de vida que lleve el organismo 

incluyendo fumar, obesidad, exposición excesiva a estrógenos y falta de ejercicio 

entre otros representan factores de riesgo importantes para el desarrollo de cáncer 

(Takashi et.al 2012) 

 

1.2 HALLMARKS DEL CÁNCER 

A medida que las células cancerosas se dividen, van acumulando una gran 

diversidad de mutaciones que le permiten evolucionar y por tanto adquirir diferentes 

capacidades distintivas que le confieren heterogeneidad a este tipo de células. 

Estas capacidades distintivas les permiten a las células cancerosas seguir 

desarrollándose y transformándose obteniendo así nuevas funciones biológicas 

para su crecimiento exacerbado en el micro ambiente tumoral (Hanahan y 

Weinberg, 2011). Los investigadores Hanahan y Robert A. Weinberg describieron a 

inicios del 2011 las diez características distintivas del cáncer las cuales se muestran 

en la Figura 1 y se describen a continuación: 
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1.2.1 Autosuficiencia de las señales de crecimiento 

En condiciones normales un tipo particular de célula produce factores de 

crecimiento para desencadenar la proliferación celular el cual puede afectar a otro 

tipo de célula, pero las células cancerosas no dependen de esta estimulación 

exógena, sino más bien ellas sintetizan sus propios factores de crecimiento para 

inducir su auto proliferación de forma autocrina y paracrina. 

 

1.2.2 Insensibilidad a las señales de anti-crecimiento 

Las células normales tienen un mecanismo para limitar su crecimiento, este 

mecanismo está regulado por diversas proteínas, por ejemplo, las proteínas 

retinoblastoma RB y TP53. La función de RB es determinar si una célula puede o 

no inducir el crecimiento celular y su división; mientras que TP53 detiene el ciclo 

celular si se detecta un daño en el genoma y puede inducir la apoptosis si este daño 

no es reparado. Sin embargo, las funciones de RB así como TP53 se encuentran 

defectuosas en las células cancerosas lo que conlleva la evasión de señales anti 

proliferativas y la evasión de la apoptosis. 

 

1.2.3 Resistencia a la muerte celular programada (Apoptosis) 

La apoptosis es un tipo de muerte celular que se desencadena cuando la célula 

sufre un daño que no puede ser reparado. Este proceso esta alterado en cáncer 

debido a que se activan proteínas anti-apoptóticas que interrumpen dicho proceso 

(Hanahan y Weinberg, 2011). La pérdida de la función de P53 promueve la 

participación de genes como BCL2, los cuales impulsan la supervivencia de las 

células cancerosas produciendo proteínas que intervienen en la inducción de la 

apoptosis. 

 

1.2.4 Ilimitado potencial replicativo 

El estado replicativo de una célula normal es alrededor de 60 a 70 duplicaciones, 

después de cada duplicación los telómeros se van acortando dejando desprotegido 

al DNA de los extremos terminales de los cromosomas, conduciendo la detención 

del crecimiento celular suido de la muerte celular programada. Sin embargo, las 
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células tumorales tienen un ilimitado potencial replicativo debido a que tienen una 

alta tasa de regeneración telomérica esto quiere decir que los telómeros no se 

acortan sino más bien recuperan su longitud debido a la sobreexpresión de la 

telomerasa o a la activación de la ruta alterna de mantenimiento de los telómeros 

denominada ruta ALT. 

 

1.2.5 Angiogénesis 

Como cualquier célula, las células tumorales requieren de la obtención de alimento 

y oxígeno, para ello, las células cancerosas promueven la formación de nuevos 

vasos sanguíneos a partir de vasos sanguíneos preexistentes, procesos 

denominados como neo angiogénesis o neo vascularización que se realizan a partir 

de las células endoteliales. Los nuevos vasos sanguíneos endoteliales 

transportaran los suplementos necesarios que se encontraban distantes para las 

células tumorales. Durante el desarrollo embrionario la neovascularización es 

fundamental para el origen de las células endoteliales las cuales se asocian para 

recubrir y formar los primeros vasos sanguíneos. En etapas adultas las células 

normales de diversos tejidos activan temporalmente la angiogénesis en respuesta 

a procesos fisiológicos como la cicatrización de heridas y el ciclo reproductivo 

femenino. Sin embargo, en las células tumorales el proceso de angiogénesis 

continúa siempre activado de manera aberrante (Hanahan y Weinberg, 2011). 

 

1.2.6 Metástasis 

La metástasis es la formación de un nuevo tumor en otra parte del cuerpo a partir 

del tumor primario original. Las células tumorales se liberan de la interacción célula 

– célula penetrando tejido circundante a través de circulación sanguínea para invadir 

tejidos locales y distantes y adherirse en un nuevo sitio para proliferar y generar un  

nuevo tumor secundario el cual es en general más agresivo y resistente a la  

quimioterapia convencional. 

 

1.2.7 Inestabilidad genómica 

Las células tumorales presentan dos tipos de inestabilidad genómica que le 
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confieren a la célula tumoral variabilidad genética que dará lugar a la proliferación 

celular. Estas son: i) La inestabilidad a nivel cromosómico; la cual está relacionada 

con translocaciones, deleciones, duplicaciones y aneuploidías; ii) La inestabilidad a 

nivel de secuencia del DNA la cual involucra a las mutaciones puntuales y 

deleciones/inserciones. 

 

1.2.8 Inflamación 

Durante el proceso inflamatorio las células liberan factores de crecimiento, factores 

pro-angiogénicos y otros factores que promueven la proliferación celular entre otros 

factores que benefician a las células tumorales ya que le confieren el microambiente 

necesario para su progresión y desarrollo. 

 

1.2.9 Desregulación metabólica y energética 

Las células tumorales tienen la capacidad de reprogramar el metabolismo de la 

glucosa aun en presencia de oxígeno (en condiciones normales el proceso de 

glicolisis se favorece en ausencia de oxígeno) y obtienen energía a través del 

glucolisis anaeróbico suidas por un proceso de fermentación láctica; proceso 

denominado como el “efecto Wartburg”. 

 

1.2.10 Evasión del sistema inmune 

Durante el desarrollo del cáncer hay un proceso llamado “inmuno-edición tumoral” 

el cual es llevado a cabo en diversas etapas. En la primera etapa, el sistema inmune 

destruye a las células tumorales en un proceso llamado eliminación, sin embargo, 

algunas logran sobrevivir y pasan a la etapa de equilibrio en donde las células 

tumorales comienzan a proliferar y el sistema inmune destruye nuevamente a las 

células tumorales, pero ahora teniendo prioridad a aquella que presentan antígenos 

tumorales y aguantando el ataque de las células tumorales con baja expresión de 

antígenos. Posteriormente, las células que sobrevivieron al ataque del sistema 

inmune comienzan a proliferar generando un microambiente inmunosupresor 

favorable para el crecimiento tumoral proceso denominado como escape (Hanahan 

y Weinberg, 2011). 
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Figura 1. Hallmarks del cáncer. Se esquematizan las 10 alteraciones celulares 

que ocurren en los tumores malignos. Tomada y modificada de Hanahan and 

Weinberg, 2011. 

 

1.3 CÁNCER DE MAMA 
 

El cáncer de mama se refiere a aquel cáncer que se originan en el tejido mamario, 

más comúnmente en el revestimiento interno de los conductos galactóforos o en los 

lóbulos que irrigan los conductos con leche (Sharma G. et. al., 2010). Existen varios 

tipos de tumores que pueden desarrollarse en diferentes áreas de la mama. La 

mayoría de los tumores son el resultado de cambios benignos (no cancerosos) 

dentro del seno. Por ejemplo, el cambio fibroquístico es una afección no cancerosa 

en la que las mujeres desarrollan quistes (paquetes acumulados de líquido), fibrosis 

(formación de tejido conectivo cicatricial), bultos y áreas de engrosamiento, 

sensibilidad o dolor en los senos. La mayoría de los casos con cáncer de mama 

comienzan en las células que recubren los conductos (cánceres ductales). Algunos 
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lo hacen en las células que recubren los lóbulos (cánceres lobulares), mientras que 

un pequeño número comienza en los otros tejidos. El sitio las células de cáncer de 

mama no invasivas son aquellas confinadas a los conductos y no invaden los tejidos 

adiposos y conectivos circundantes de la mama. El carcinoma ductal in situ es la 

forma más común de cáncer de mama no invasivo (90%). El carcinoma lobular in 

situ es menos común y se considera un marcador de aumento de riesgo de cáncer 

de mama. Por otro lado, células invasoras son aquellas que sobrepasan a través 

del conducto y la pared lobular e invaden los tejidos adiposos y conectivos 

circundantes de la mama. Sin embargo, el cáncer de mama también puede ser 

invasivo sin ser metastásico (propagación) a los ganglios linfáticos u otros órganos 

(Sin et. al 2017). 

 

El cáncer de mama se origina cuando las células del tejido mamario comienzan a 

crecer en forma descontrolada (Giordano et. al., 2004) puede originarse en 

diferentes partes del seno, como son en los ductos que llevan leche al pezón, 

denominado cáncer ductal, siendo este el más común alrededor del 80 % de los 

casos y en los lobulillos que representan las glándulas donde se produce la leche, 

denominado cáncer lobulillar. Entre el 15 al 30% corresponden a carcinomas in situ 

y el resto son infiltrantes (Kumar et. al., 2015) (Figura 2). 
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Figura 2. Anatomía de la glándula mamaria. Tomada y modificada de (Cotran et. 

al., 1999). 

 

1.3.1 Epidemiología del cáncer de mama 

El cáncer de mama es la neoplasia maligna más común en mujeres de todo el 

mundo. Información sobre la incidencia y la mortalidad del cáncer de mama es 

esencial para planificar medidas de salud. La incidencia de cáncer de mama en los 

países desarrollados es más alta, mientras que la mortalidad relativa es mayor en los 

países menos desarrollados (Ferlay et. al., 2016) (Tabla 1) 
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Tabla 1. Número estimado de incidencia y mortalidad en 2018. sexo femenino, todas las 

edades. 

 

Cáncer 

de 

mama 

           Mundial         Latinoamérica y el 

Caribe 

              México 

Incidencia Mortalidad Incidencia Mortalidad Incidencia Mortalidad 

2 088 849 626 679 199 734 52 588 27 283 6 884 

Fuente: Agencia Internacional de Investigación en Cáncer y Organización Mundial de la 

Salud. Tasa AJS: Tasa por 100.000 mujeres estandarizada por edad (todas las edades). 

 

1.3.2 Factores de riesgo 

Hasta el momento no existe una causa específica para desarrollar CM; sin embargo, 

se conocen varios factores de riesgos involucrados y relacionados directa o 

indirectamente con las hormonas reproductivas, en particular con la exposición 

prolongada a los estrógenos y progesterona. Diversos estudios epidemiológicos han 

demostrado asociación entre el CM y la menarca temprana antes de los 12 años, 

nuliparidad o paridad a edades tardías después de los 35 años, menopausia tardía, 

alta densidad del seno en la mastografía, terapias hormonales de reemplazo, y el uso 

reciente de anticonceptivos orales (Qui et. al.2012) El antecedente de abultamientos 

benignos en mama aumenta cinco veces el riesgo de desarrollar cáncer de mama 

en comparación con las mujeres sin cambios benignos en la mama (McPherson et. 

al., 2000). Ha sido encontrado también que la obesidad en la mujer, post 

menopáusica, estatura alta, exposición a las radiaciones, consumo excesivo de 

alcohol, tabaco y falta de ejercicio físico son factores de riesgo para el desarrollo del 

CM (Gómez et. al., 2012).                                          

 

1.3.3 Clasificación del cáncer de mama. 

El CM se clasifica con base al estadio clínico, la morfología celular y el análisis 

inmunohistoquímico. Son necesarios factores pronósticos más precisos que ayuden 

en las decisiones terapéuticas. Utilizando microarreglos de ADNc se determinó que 

existen varios subtipos de CM con diferentes patrones de expresión genética y 
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pronóstico. Confirmando así las diferencias en el fenotipo y agregaron nuevos 

conocimientos sobre la biología del CM. El CM se divide en dos grupos principales 

basados en la presencia o ausencia de expresión del receptor de estrógeno (RE). El 

perfil de expresión genética reveló que dentro de los tumores RE+ existen dos 

subtipos: luminal A y luminal B. Los tumores RE- comprenden también dos subtipos: 

HER2 y tipo basal. Estos subtipos muestran periodos cortos libres de enfermedad 

luego de su tratamiento y un mal pronóstico. Pero también se puede dividir basados 

en la presencia o ausencia del receptor progesterona (RP), factor de crecimiento 

epidermal 2 (HER2), o bien la ausencia de los tres receptores (RE-, RP- y HER2-) 

denominados triple negativo (Eroles et. al., 2010). Perou y colaboradores, fueron los 

primeros en clasificar el CM con base en la expresión génica a nivel genoma 

completo determinando cinco subtipos: luminal (A y B), HER2+, tipo basal y normal 

(Wallden et. al., 2015) (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Clasificación molecular del cáncer de mama 

Clasificación Inmuno-perfil Características 

Luminal A RE+,RP+/–, HER2– Bajo Ki-67(< 14 %), respuesta endocrina 

Luminal B RE+,RP+/–, HER2+ Alto Ki-67, respuesta endocrina 

HER2+ RE-, RP–, HER2+ Alto Ki-67, respuesta a quimioterapia. 

Basal RE-, RP–, HER2– Alto Ki-67, expresión de EGFR y 

citoquinas 5 y 6 

Baja claudina RE-, RP–, HER2– Alto Ki-67, E-caderina, baja Claudina 3, 4 

y 7, respuesta a quimioterapia. 

EGFR, receptor de factor de crecimiento epidermal; RE, receptor de estrógeno; HER2, receptor 

del factor de crecimiento epidermal humano 2; RP, receptor de progesterona, Ki-67 marcador 

de proliferación. Tomada de (Wallden et. al., 2015). 

 

1.4 BIOGÉNESIS DE LAS CÉLULAS TRONCALES 

Las células troncales son células dotadas simultáneamente de la capacidad de 

autorrenovación, es decir, producir más células madre, y de originar células más 

comprometidas en la ruta de diferenciación (progenitores), que tras sucesivas 



 

14  

divisiones celulares darán lugar a los tipos celulares diferenciados (Zakrzewski   et. 

al., 2019). Cada célula madre al dividirse simétricamente genera dos células nuevas 

con características idénticas a la original, asurando una expansión exponencial de 

la población de células madre (Boone y Doe, 2008; Caussinus y Hirth, 2007). Sin 

embargo, la división asimétrica de la célula madre genera una célula madre idéntica 

a la original y un progenitor comprometido en la diferenciación, manteniéndose así 

la población de células madre constante (Morrison y Kimble, 2006) (Figura 03). 

 

 

Figura 3. Biogénesis de las células troncales. (A) Las CT se puede dividir 

simétricamente, generando dos células idénticas entre sí e idénticas a la CT de 

origen, y se puede dividir asimétricamente, generando dos células diferentes; una 

SC similar a la CT de origen, y una célula más comprometida con la diferenciación. 
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(B) Clasificación de las CT. 

 

Las células madre se pueden clasificar según su origen en células madre 

embrionarias y células madre adultas (Figura 3). Además, también se pueden 

clasificar según su potencial de diferenciación en: i) Células totipotentes: Células 

madre capaces de generar un organismo completo. El único ejemplo de célula 

madre totipotente es el cigoto, sin embargo, el conjunto de células que componen 

la mórula temprana también tiene esta capacidad (Mitalipov y Wolf, 2009). ii) Células 

pluripotentes: Células madre capaces de dar lugar a las tres capas germinales que 

forman un embrión (ectodermo, mesodermo, endodermo) aunque no son capaces 

de generar las estructuras extraembrionarias (trofoblasto y placenta) (Thomson et. 

al., 1998). 

 

Las células que se aíslan de la masa celular interna   del blastocisto (Mitalipov y Wolf, 

2009), y las células germinales que derivan de los esbozos gonadales del embrión 

(Moreno-Ortiz et. al., 2009) son células madre pluripotentes. Asimismo, se ha 

demostrado que una célula somática puede ser reprogramada por la 

sobreexpresión transitoria de una combinación de genes (Oct4, Sox2, c-Myc y Klf4), 

los cuales son capaces de diferenciar y convertir a la célula somática en una célula 

madre pluripotente, denominada célula madre pluripotente inducida. (Takahashi y 

Yamanaka, 2006). También podemos encontrar células madre pluripotentes en el 

feto, cordón umbilical y placenta (Weiss y Troyer, 2006). 

 

Células multipotentes: Células madre capaces de generar exclusivamente los tipos 

celulares que conforman un tejido determinado (Wiseman y Werb, 2002), también 

denominadas células madre adultas. 

 

Células tumorales unipotentes: Células que tienen la capacidad de diferenciarse en 

sólo un tipo celular, también denominadas células progenitoras (Hsu y Fuchs, 2012) 

(Figura 3). 
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1.4.1 Células troncales tumorales 
 

Los diferentes tumores que se originan en el organismo son generalmente 

caracterizados clínicamente mediante análisis histológicos y expresión de 

marcadores específicos. Además de existir heterogeneidad entre los distintos tipos 

de tumores, también existe heterogeneidad intertumoral, habiendo dentro de un tipo 

tumoral distintos subtipos. Asimismo, las células que componen el tumor presentan 

heterogeneidad en expresión de marcadores celulares, en morfología celular, en 

capacidad proliferativa, en modificaciones genéticas, y en respuesta terapéutica 

(Heppner y Miller, 1983). Se han propuesto dos modelos para explicar la 

heterogeneidad y la diferente tumorogenicidad (adquisición de la capacidad de 

formar tumores) de las células dentro de un tumor: el modelo de la evolución clonal 

y el modelo de la célula madre del cáncer (CSC) (Figura 4). El modelo de evolución 

clonal presupone que todas las células cancerosas son tumorigénicas. En este 

caso, la heterogeneidad característica de los tumores se explica como una 

consecuencia de la variabilidad en el patrón de expresión genética entre cada una 

de las células que forman el tumor, así como de la capacidad de éstas para 

promover la formación de vasos sanguíneos y crear un microambiente favorable 

para su supervivencia (Campbell y Polyak, 2007; Islam et. al., 2019; Nowell, 1976). 

 

El modelo de la CSC relaciona la actividad proliferativa y metastática de los tumores 

con la existencia de una subpoblación de células con propiedades semejantes a las 

de las células madre, las células madre del cáncer.  Se denominan CSCs a las 

células tumorales con características de células madre; capaces de autorrenovarse 

mediante divisiones simétricas, y capaces de dividirse asimétricamente produciendo 

una célula madre y una célula progenitora, encargada de producir las células con 

distinto fenotipo que componen el tumor (Bonnet y Dick, 1997; Reya et. al., 2001; S. 

K. Singh et. al., 2004). Este modelo implica la organización jerárquica de los 

tumores, mantenida por la CSC (Bonnet y Dick, 1997) (Figura 4). 
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Figura 4. Modelos representativos de la heterogeneidad y la diferente 

tumorogenicidad (adquisición de la capacidad de formar tumores) de las células 

dentro de un tumor. (A) Modelo de la Células troncales tumorales. (B) Modelo de 

Evolución Clonal. (C) Modelo que combina ambas teorías. Adaptado de (Visvader, 

2011) 

 

En 1994 fue identificada la primera CSC humana en muestras de pacientes con 

leucemia mieloide aguda; la célula madre de la leucemia (Lapidot et. al., 1994). Sólo 

un pequeño porcentaje de células de la leucemia, con el mismo fenotipo que las 

células madre hematopoyéticas, CD34+CD38-, eran las responsables de la 

transmisión de la enfermedad cuando se trasplantaron en ratones 

inmunodeficientes (Bonnet y Dick, 1997). Sin embargo, las primeras evidencias que 

confirmaban la existencia de CSC en tumores humanos sólidos no se dieron hasta 

2003, cuando se demostró que la población celular procedente de un tumor de 

mama humano caracterizada por los marcadores de superficie linaje (CD19-, CD20-

, CD23-, CD5-) y ESA+CD44+CD24-/baja, era altamente tumorigénica. Apenas 200 

células de esta población eran capaces de generar tumores en xeno-transplantes 
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llevados a cabo en animales inmunodeficientes, mientras que, para generar tumores 

a partir de la población total del tumor, se necesitaban al menos 

50.000 células. Los tumores que se generaban eran heterogéneos, al igual que los 

tumores iniciales, y contenían células tumorigénicas y no tumorigénicas con 

diversidad en la expresión de los marcadores de superficie ESA, CD44 y CD24 (Al- 

Hajj et. al., 2003). 

 

Posteriormente, se demostró que el marcador ALDH podía subdividir la población 

ESA+/CD44+/CD24- del tumor en fracciones con distinto grado de tumorogenicidad, 

siendo la población con el fenotipo ALDH Linaje ESA+/CD44+/CD24 la población 

enriquecida en CSCs (Croker et. al., 2009). Además, se demostró que las células de 

la población CD44+/CD24- del tumor eran capaces de formar esferas (en 

condiciones de cultivo de mamosferas), enriquecidas en células madre de cáncer 

de glándula mamaria (Charafe-Jauffret et. al., 2009; Ponti et. al., 2005; Wang et. al., 

2014). 

 

Las células que forman las mamosferas tienen el fenotipo CD44+/CD24-, y además, 

son células indiferenciadas, ya que no expresan los marcadores CK14, marcador 

de célula mioepitelial, ni CK18, marcador de célula ductal. Asimismo, estas células 

son capaces de generar tumores cuando se trasplantan (al menos 1.000 células) en 

mamas de ratones inmunodeficientes (Grimshaw et. al., 2008; Ponti et. al., 2005; 

Velasco-Velázquez et. al., 2012). 

 

Los dos modelos que se proponen para explicar la propagación de los tumores no 

son incompatibles. Se ha propuesto un modelo que combina ambas teorías para 

explicar el cambio de fenotipo que sufren algunos tumores durante la progresión del 

tumor, mediante el cual se vuelven más agresivos (Carrasco et. al., 2014)), aunque 

la mayoría de los tumores se mantienen estables en los últimos estadios de la 

enfermedad e incluso durante la metástasis (Kyle et. al., 2003; Weigelt et. al., 2010). 

En dicho modelo, al principio, el crecimiento del tumor sería llevado a cabo por una 

CSC1, y con la progresión del tumor, otra distinta CSC2 surgiría debido a la 
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evolución clonal de la CSC1, como resultado de la adquisición de una mutación 

adicional o una modificación epigenética. (Barabe et. al., 2007; Faridi et. al., 2013). 

 

1.4.1.1 Funciones de la proteína CD44 en el fenotipo troncal. 
 

La proteína CD44 es una glucoproteína transmembranal, interactúa con ligandos 

como osteopontina, colágenos y metaloproteinasas de matriz, generalmente 

presente en las células progenitoras, juega un papel importante en la adhesión, 

señalización intracelular, mejora de la proliferación celular, angiogénesis tumoral, 

diferenciación, migración moduladora y propiedades invasivas en el cáncer de 

mama, (Lagadec et al, 2012, Sin y Lim, 2017). La proteína CD44 interactúa con el 

ácido hialurónico para promover la invasividad celular y la metástasis, sin embargo, 

el mecanismo sigue siendo desconocido. CD44 actúa para mantener la 

tumorigénesis y la potencia múltiple de la población (Van et al, 2011). Además, 

CD44 muestra una fuerte expresión en células madre de cáncer de mama, así como 

en numerosos cánceres humanos (Sin y Lim, 2017). 

 

1.4.1.2 Funciones de la proteína CD24 en el fenotipo troncal 

La proteína CD24 es una glucoproteína de la superficie celular que mejora las 

propiedades de adhesión y promueve la metástasis y la proliferación tumoral 

(Schabatt et al, 2006). Por el contrario, un estudio demostró que la regulación 

positiva de CD24 era capaz de inhibir la potencia de las células de cáncer de mama 

(Schabatt et al, 2006, Sin y Lim, 2017). Se descubrió que CD24 se expresa en una 

amplia variedad de cánceres, pero se ha demostrado que la expresión de CD24 no 

se asoció con una subpoblación agresiva de cáncer de mama (Ahmed et al, 2012, 

Sin y Lim, 2017). 

 

1.5 Los microRNAs: reguladores la expresión genética 

Los microRNAs pertenecen a una familia RNA pequeños monocatenarios no 

codificantes de alrededor de 19-25 nucleótidos (nt) de largo, se pueden encontrar 

tanto en animales como en plantas y están involucrados en la regulación post- 

transcripcional (Catalanotto et. al., 2016; Oliveto et. al., 2017). En 1993 fueron 
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descritos por primera vez Ambros y colaboradores, en el nematodo Caenorhabditis 

elegans. El grupo de investigadores estaba trabajando con el gen lin-4 el cual es 

esencial para el desarrollo post-embriónico del nematodo. Lo único que sabían en 

ese tiempo era que, en la etapa larvaria, lin-4 regula negativamente los niveles de 

una proteína llamada LIN-14. Ellos encontraron que, lin-4 no es un gen que codifica 

para una proteína, sino que da origen a dos RNAs: uno de 22 nt y otro de 

aproximadamente 60 nt, el cual podría formar una estructura de tallo y burbuja y ser 

el precursor del RNA más corto (Lee et. al., 1993). 

 

Posteriormente, se descubrió que la manera en la que el lin-4 regula la producción 

de la proteína LIN-14 es mediante la unión de la región 3’ no traducida (UTR, del 

inglés untranslated region) del RNA mensajero (RNAm) de lin-14 por 

complementariedad de bases, evitando así su traducción (Lagos-Quintana et. al., 

2001; R. C. Lee, 2001). Estos datos sugirieron que los microRNAs reprimen la 

expresión génica al unirse directamente a la región 3´UTR de un RNAm blanco e 

inducen su degradación o inhiben la traducción del transcrito de manera específica 

(Catalanotto et. al., 2016; Eroles et. al., 2016; R. Singh y Mo, 2013). 

 

1.5.1 Biogénesis de los microRNAs 

La biogénesis de los microRNAs se puede englobar en cinco pasos: (1) Los 

microRNAs son sintetizados por la RNA polimerasa II (RNA pol II), que inicialmente 

produce un precursor largo. Durante la transcripción se forman regiones que tienen 

la capacidad de formar una horquilla mediante apareamiento de secuencias 

complementarias, generando así un microRNA primario de alrededor de 100 nt  que  

poseen  una  estructura  de  CAP  en  su  extremo  5’  UTR  y  son poliadenilados 

en su extremo 3’ UTR, tal como ocurre con los RNAm celulares (Y.Lee et. al., 2004). 

(2) El pri-miRNA es procesado por el complejo microprocesador conformado por la 

enzima Drosha y la proteína DGCR8. La estructura secundaria de tallo-burbuja del 

pri-miRNA es reconocida y procesada por la enzima Drosha, la cual posee actividad 

de RNAsa III, generando precursores de 70-100 nt llamados microRNAs 

precursores (pre-miRNA). El pre-miRNA es una secuencia que se conforma de una 
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estructura tallo-burbuja con una prolongación de dos uracilos en su extremo 3’, esta 

estructura funciona como un motivo de reconocimiento por la exportina 5 (3) la 

exportina 5, la cual interviene directamente en el transporte del pri-miRNA del núcleo 

al citoplasma en un proceso dependiente de Ran-GTP (Lin y Gregory, 2015). (4) 

Una vez en el citoplasma, el pre-miRNA es procesado por DICER otra enzima del 

tipo RNasa III, que en conjunto con la proteína TRBP, recorta por fuera de la 

horquilla y genera un RNA de doble cadena imperfecto denominado 

microRNA/microRNA*. Posteriormente, TRBP recluta a la endonucleasa Argonauta 

2 (AGO2) al complejo microRNA/microRNA*-DICER y forma el complejo de 

silenciamiento inducido por RNA. La cadena complementaria del dúplex 

microRNA/microRNA* es liberada y degradada por AGO2. La proteína AGO2 guía 

al microRNA a la región 3’ UTR del RNAm blanco donde se une de manera 

específica mediante complementariedad de la secuencia (Ha y Kim, 2014; Murphy 

et. al., 2008). Si la complementariedad del microRNA con la secuencia del transcrito 

es perfecta se reclutarán las proteínas de desadenilación para iniciar la degradación 

del RNAm. De manera alternativa, si la complementariedad del microRNA con su 

RNAm blanco es casi perfecta se inhibirá la traducción del transcrito (Croce, 2009; 

Ha y Kim, 2014; Lin y Gregory, 2015) (Figura 5). 
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Figura 5. Biogénesis de los microRNAs. . Representación esquemática de la 

biogénesis y modo de acción de los miRNAs de mamíferos. Los miRNAs van a ser 

transcritos por la RNA Pol II para generar el pri-miRNA.. Canónicamente este pri-

miRNA va a ser procesado por la endoribonucleasa Drosha en conjunto con la 

proteína DGCR8 la cual reconoce y se une al RNA de doble hebra, y facilita el corte 

mediado por Drosha; los mirtrones van a ser procesados mediante la maquinaria 

del espliceosoma de generando en ambas vías a el pre-miRNA el cual va a unirse 

a la exportina 5 mediante la cual el pre-miRNA es conducido al citoplasma donde 

será procesado por el complejo formado por Dicer,y TRBP para generar el miRNA 

maduro (21-23 nts) existen miRNas que no son generados por Dicer sino que son 

procesados por la proteína AGO2. El miRNA maduro entonces se une a AGO1-4 

formando el complejo RISC al cual se le puede unir la proteína GW182. Una vez 

formado el complejo RISC este puede puede generar desesstabilizacion del mRNA 

inhibiendo la traducción y/o puede promover la degradación del mRNA mediado por 

AGO2 . Por otra parte se ha descrito que la expresión de los miRNAs puede ser 

inducida o activada por la estimulación de factores de crecimiento como son PDGF 

y TGFβ seguido de la secuencial activación y fosforilación de los receptores tipo I y 

tipo II los cuales promoverán la fosforilación del factor de trascripción Smad el cual 
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viajara al núcleo regulando la transcripción de los transcritos primarios de los 

miRNAs (López Camarillo intech 2013) 

 

1.5.2 Funciones de los microRNAs en cáncer: oncomiRs 

En cáncer la expresión genética se encuentra dramáticamente desregulada y la 

expresión de los microRNAs esta correlacionada con diversos tipos de cáncer. Los 

microRNAs afectan todos los pasos de la progresión tumoral como son el 

crecimiento del tumor, angiogénesis y la capacidad de invadir y generar metástasis 

( Oliveto  et. al., 2017). Los microRNAs pueden actuar como oncomiR´s o como 

supresores de tumor (Esquela-Kerscher y Slack, 2006). Los oncomiR´s modulan la 

expresión de genes supresores de tumores, se encuentran sobre-expresados en 

diversos tipos de cáncer, promoviendo la tumorigénesis, por otro lado, los 

microRNAs supresores de tumor modulan la expresión de oncogenes y se 

encuentran reprimidos en diversos tipos de cáncer (Esquela-Kerscher y Slack, 

2006). La primera evidencia de microRNAs involucrados en el cáncer fue en un 

estudio molecular caracterizando la deleción 13q14 en leucemia linfocítica crónica 

(LLC), donde revelan que dos microRNAs, el miR-15a y el miR-16-1 se encuentran 

dentro de la pequeña región con deleción por lo tanto, se encuentra reprimidos en 

el 60% de los casos de LLC (Calin et. al., 2002). Tras este hallazgo, la expresión 

desregulada de microRNAs en cáncer se ha demostrados en otros tipos. Por 

ejemplo, el miR-143 y el miR-145 se encuentran reprimidos en cáncer de colón 

(Michael et. al., 2003). Let- 7 se encuentra reprimido en cáncer de pulmón, y al 

restaurar su expresión en la línea celular A549 de cáncer de pulmón inhibe el 

crecimiento celular (Takamizawa et. al., 2004). 

 

1.5.3 Funciones de los microRNAs en cáncer de mama. 

Existen diferentes estudios donde identificaron microRNAs desregulados entre el 

tumor y el tejido mamario normal sugiriendo su uso potencial como clasificadores 

del cáncer de mama y para la generación de herramientas pronosticas. En un 

estudio donde se analizaron 76 tumores de mama y 34 tejidos normales, se 

identificaron 29 microRNAs, expresados diferencialmente en el tejido tumoral en 
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comparación con el normal. Además, reportaron la expresión de microRNAs 

correlacionados con características patológicas tales como la expresión del receptor 

de estrógenos y progesterona (miR-30), el estadio tumoral (miR-213 y miR-203) y 

la expresión diferencial de varias isoformas de let-7 que se asociaron con la 

expresión del receptor de progesterona (let-7c) y metástasis en los ganglios linfáticos 

(let-7f-1, let- 7a-3, let-7a-2) (Li et. al., 2015). (Figura 6). 

 

 

 

Figura 6. Papel de los microRNAs en cáncer. Los microRNAs suprimen la 

expresión de sus genes blancos. Un microRNA oncogénico, denominado oncomiR, 

puede reprimir la traducción de un gen supresor de tumores, estimulando la 

tumorogénesis y conduciendo a la formación de tumores. Por el contrario, un 

microRNA supresor de tumores es capaz de inhibir la expresión de oncogenes, 

bloqueando el proceso de tumorogénesis y consecuentemente el desarrollo de 
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cáncer. 

 

Se encontró que los miR-26a, miR-26b, miR-125a, miR-125b, miR-145, miR-486- 

5p y miR-99a presentaban funciones pro-apoptóticas y se encontraron reprimidos en 

pacientes con cáncer de mama comparados con el tejido mamario normal (S. 

Sharma et. al., 2016). De manera similar la represión de la expresión del miR- 145 

está involucrado en el desarrollo y progresión de cáncer de mama, así como el la 

proliferación, migración y crecimiento del tumor (Kim et. al., 2011; Liu et. al., 2016; 

Zheng et. al., 2016). La restauración de la expresión del miR-145 en líneas celulares 

de cáncer de mama inhibe los hallmarks del cáncer a través de la represión de la 

oncoproteína ROCK1, fascin-1, c-myc, SMAD2/3 y IGF-1R, por lo que este 

microRNA podría ser utilizado como una herramienta terapéutica contra en el cáncer 

de mama (Kim et. al., 2011). Otro microRNA que se encuentra reprimido en cáncer 

de mama es el miR-944. La restauración de la expresión del miR-944 en líneas 

celulares de cáncer de mama inhibe la migración e invasión a través de la inhibición 

de SIAH1 y PTP4A1 (Flores- Pérez et. al., 2016). 

 

1.5.4 Papel de los microRNAs en tumorigénesis de mama 

Los microRNAs juegan un papel importante en la fisiopatología del cáncer de mama. 

Diversos estudios han implicado a los microRNAs en la regulación del inicio, la 

invasión, la metástasis y la resistencia a quimioterapia en cáncer de mama. En la 

figura 07 se muestran los microRNAs principales implicados en la regulación de las 

características intrínsecas de las células tumorales de mama (McGuire et. al., 2015) 
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Figura 7. Principales microRNAs implicados en la regulación de las 

características intrínsecas del cáncer de mama. Los microRNAs señalados en 

cursiva tienen función diagnóstica y pronostica en cáncer de mama. Los microRNAs 

señalados con un asterisco son microRNAs predictores de respuesta a terapias en 

cáncer de mama. Los microRNAs subrayados representan microRNAs con 

múltiples funciones diagnósticas, pronosticas y predictivas. En color negro se 

presentan los microRNAs no circulantes y, en color rojo, los microRNAs circulantes. 

Las flechas indican la sobreexpresión o represión de los microRNAs en cáncer de 

mama (Tomado y modificado de Bertoli et. al., 2015). 

 

Por otro lado, ya es conocido que las CSCs son la subpoblación de células del tumor 

responsables de la iniciación tumoral, del crecimiento tumoral y de la resistencia a 

la quimioterapia y radioterapia, favoreciendo la progresión tumoral y la recaída de la 

enfermedad. Se ha demostrado que el perfil de expresión de microRNAs de CSCs 

es notablemente diferente de células no CSC, y que algunos microRNAs, entre los 

cuales destaca la familia let-7, regulan las propiedades de auto renovación y 
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diferenciación de las CSCs (Brabletz et al, 2012). 

 

La familia let-7 desempeña una función supresora de tumores y está reprimida en 

muchos tipos de tumores incluidos el cáncer de mama. En el tejido normal let-7 

desempeña un papel regulando la auto-renovación y actuando como un microRNA 

pro-diferenciación, mientras que en el cáncer de mama su expresión es reprimida 

por la vía Wnt / β-catenina, entre las cuales destacan H-RAS y HMGA2, 

conduciendo a la supresión de la diferenciación y a un aumento de la población de 

CSCs (Kao et. al., 2016; Yang et. al., 2011). 

 

Además, otros clusters de microRNAs desregulados en CSC de mama, son los 

clusters regulados negativamente, miR-200 que se expresan como dos transcritos 

de pri- microRNA policistrónicos separados (miR-200b- 200a-429 y miR-200c-141) y 

el cluster miR-183 (miR-183-96-182), y el cluster regulado positivamente miR-221-

222 (Garofalo et. al., 2012). Se ha demostrado que miR-200 tiene un efecto supresor 

sobre la transformación celular, la proliferación celular, la migración, la invasión y la 

metástasis (Sulaiman et. al., 2016, p. 200). 

 

El factor esencial para capacidad de auto renovación, Bmi1 es regulado por miR-200, 

de forma que la represión de la expresión miR-200 en CSCs, conduce al aumento 

de la expresión de Bim1 que a su vez suprime los genes codificados en el locus 

Ink4a, p16Ink4a y p19Arf encargados de regular la senescencia, el ciclo celular y la 

apoptosis (Laberge et. al., 2015) (Figura 08). 
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Figura 8. Regulación de los genes y las vías de señalización por la familia del miR-

200 involucrada en el mantenimiento de las características de células troncales 

(Tomada y modificada de Shimono y colaboradores., 2015). 

 

De forma importante, estudios recientes han destacado un vínculo entre el proceso 

de transición epitelio-mesénquima (EMT) y la formación de CSCs (Brabletz, 2012). 

Durante el proceso de EMT las células epiteliales tumorales adquieren rasgos 

mesenquimales y habilidades invasivas y metastásicas. De hecho, la EMT se asocia 

con la pérdida de las uniones intercelulares y la polaridad epitelial y el aumento de 

la motilidad celular, además de ser relevante para la adquisición y el mantenimiento 

de las de características de células troncales. Entre los microRNAs que bloquean el 

proceso de EMT y que actúan como supresores de metástasis se encuentran miR-

205, familia miR-200, miR-146a/b, miR-206, miR-335, miR-31, miR-145, miR-7, 

miR-661, miR-126, miR-15b, miR-16, miR-20a/b y miR-29b (Serpico et. al., 2014). 

 
 

1.6 Nanotecnología en terapia oncológica 

La nanotecnología es un campo de investigación multi y transdisciplinar que 

involucra a la biología, la química, la física, la ingeniería y la medicina. Los sistemas 
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de liberación nanométricos aplicados a la liberación de fármacos se han convertido 

en un área de extensa investigación, fundamentalmente porque permiten el 

mejoramiento de la biodisponibilidad de compuestos pobremente solubles en agua 

y la liberación vectorizada de los principios activos a varios tejidos y órganos. 

También se definen como partículas coloidales submicrónicas que oscilan entre 10 

y 1000 nm. La Oficina de Patentes y Marcas de Estados Unidos, sin embargo, define 

a la nanotecnología por su escala de trabajo entre 1 y 100 nm o ligeramente superior 

(Bosselmann y Williams, 2012). En la figura 9 se muestra una representación de los 

mecanismos de liberación a partir de nano vehículos. 

 

 

 

Figura 9. Representación esquemática de diferentes mecanismos por los 

cuales los nanovehículos pueden liberar drogas a los tumores. Las 

nanopartículas poliméricas se muestran como nanotransportadores representativos 

(círculos). La vectorización pasiva, donde no hay ningún mecanismo específico que 

condicione la distribución de las NP, se basa en las propiedades intrínsecas de las 

NP y se consigue por extravasación de las nanopartículas. La vectorización activa 

(recuadro) puede ser constituida funcionalizando la superficie de las nanopartículas 
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con ligandos que promueven el reconocimiento y unión específico a la célula. 

(Tomado y modifcado de Peer et al 2007). 

 

1.6.1 Transportadores lipídicos 

El desarrollo científico y tecnológico tendiente a aumentar la efectividad de la nano 

terapéutica, ha conducido a nuevos diseños de los sistemas de administración de 

sustancias activas, con el propósito de depositar de forma efectiva y selectiva, las 

sustancias terapéuticas en concentraciones que maximicen su efectividad. Esto 

debe lograrse restringiendo el acceso de estas sustancias a las áreas no 

seleccionadas para su efecto, por lo que se considera que el transportador será uno 

de los factores más importantes para tener éxito en el traslado y localización 

(Khoder et. al., 2016). 

 

Existen un gran número de sistemas de suministro de sustancias activas, dentro de 

los que se encuentran las nanopartículas lipídicas sólidas (SLN), desarrolladas a 

principios de 1990, como una alternativa a otros sistemas de fármacos como las 

emulsiones, liposomas y a las nanopartículas poliméricas. En su fabricación se 

conjuntan las ventajas de las partículas sólidas, con las de las emulsiones y las de 

los liposomas. Las SLN se han generado simplemente intercambiando el lípido 

líquido de las emulsiones, por un lípido sólido, lo que significa que son sólidas a la 

temperatura ambiente y también a la temperatura corporal. Son de forma esférica, 

con un diámetro entre 50 nm y 500 nm y al estar dispersas en un medio acuoso, 

forman un sistema coloidal (con una proporción de agua del 70-95%) que ha 

permitido el suministro de medicamentos de manera controlada y localizada 

(Sindhwani et. al., 2020; Zhao et. al., 2018). 

 

Las ventajas de la utilización de las nanopartículas lipídicas como transportadores 

incluyen: la utilización de lípidos fisiológicos en su formulación, evitar el uso de 

solventes orgánicos en su preparación y la posibilidad de ser utilizadas en un 

espectro amplio para la administración sobre la piel, por vía oral y por vía 

intravenosa, mediante los medicamentos tradicionales como son las pomadas, 
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tabletas, cápsulas, suspensiones o soluciones inyectables. Las nanopartículas 

lipídicas protegen las moléculas de fármacos susceptibles de degradarse bajo la 

influencia de agentes externos como la luz y el agua, presentan una mejor 

biodisponibilidad y podrían ser diseñadas para dar perfiles de liberación prolongada 

de sustancias activas poco solubles en agua, al incorporarlas en la matriz lipídica 

sólida. Entre sus desventajas estarían el posible crecimiento de las partículas 

durante su almacenamiento, la tendencia hacia una gelificación impredecible, la 

existencia de cambios inesperados en sus transiciones polimórficas y su inherente 

baja capacidad de incorporación de fármacos limitada por la estructura cristalina del 

lípido sólido (Ashikbayeva et. al., 2019; Qi et. al., 2017). 

 

1.6.2 Usos y aplicaciones en cáncer 

El conocimiento actual sobre los procesos biológicos nos permite un mejor 

entendimiento de los mismos; así como la oportunidad de poder diseñar 

tratamientos más efectivos, como los que ofrece la nanotecnología. El diseño de 

materiales altamente selectivos, representan actualmente la oportunidad de mayor 

potencial a mediano y largo plazo, para técnicas de diagnóstico temprano y 

tratamientos selectivos que impacten en la sobrevida y la calidad de la misma, en 

pacientes con cáncer de mama. El uso de esta nanotecnología en cáncer abre un 

gran campo al diagnóstico precoz y por tanto a la mejoría del pronóstico. Las 

técnicas de imagen que se utilizan son las mismas que ya existen (resonancia 

magnética, ultrasonidos, etc.). Pero los compuestos clásicos que se utilizan son poco 

específicos, tóxicos, inestables y, por lo tanto, rápidamente eliminados. Se pueden 

utilizar para detectar numerosos marcadores y también como agentes de contraste. 

Sin embargo, suelen contener materiales tóxicos en su núcleo, por lo tanto, su uso 

clínico se ve muy limitado. 

 

Todos estos sistemas, además pueden ser modificados en su superficie 

añadiéndoles anticuerpos monoclonales o bien aptámeros, de tal manera que se 

dirijan de forma específica a su lugar de acción. Además, con estos sistemas se 

puede cuantificar la cantidad de marcadores que hay en el tejido tumoral. Esto hace 
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que el tratamiento se pueda personalizar y dirigir de acuerdo al tumor existente. Otra 

de las opciones que ofrecen los nanosistemas es la posibilidad de monitorizar el 

tratamiento viendo el estado antes y después utilizando alguno de estos 

nanosistemas (Kango et. al., 2013). También se ha descrito que la incorporación de 

nano partículas de oro incrementa la rugosidad de la membrana de las células de 

cáncer de mama informaron que los tratamientos contra esa enfermedad son cada 

vez más específicos y eficaces gracias al uso de herramientas innovadoras (D’Agata 

et. al., 2017). 

 

1.6.3 Acarreadores lipídicos nanoestructurados de microRNAs no codificantes 

Esta alternativa terapéutica mostró ya en etapas tempranas ser un gran avance en 

el campo de la administración de ácidos nucleicos. Comparada con otras del estilo 

como plásmidos recombinantes y oligonucleótidos. Actualmente, se la considera 

como una de las estrategias más potentes para el tratamiento de los desórdenes 

genéticos causados tanto por un único defecto genético como por una combinación 

de defectos genéticos múltiples. 

 

Estas moléculas constituyen una importante promesa para los tratamientos de 

patologías asociadas con alteraciones por exceso en la síntesis de proteínas. Las 

enfermedades consideradas actualmente huérfanas de terapéutica y las crónicas 

son también objetivos interesantes para esta clase de terapia. El campo también ha 

experimentado avances y obstáculos para la liberación del material similares a los 

que se vieron con el desarrollo de productos comerciales de otras terapias basadas 

en ácidos nucleicos. Esto es debido a que ofrecen ventajas significativas en 

términos de control, consistencia y superioridad durante el diseño, junto con una 

mejor manufacturabilidad, actividad biológica, inmunogenicidad y seguridad. (Lungu 

et. al., 2019). 
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Figura 10. Representación gráfica de tipos comunes de NP compuestas por 

liposomas y otros tipos tales como sílice mesoporosa, oro y dendrímeros para 

la liberación de los nanomicroRNAs (siRNA o microRNA) en células 

tumorales. Los tres tipos de liposomas conocidos como catiónicos, neutros y 

aniónicos sensibles al pH, sintetizados con Chol-NH2, Chol y DLin-DMA, 

respectivamente, se indican en el lado izquierdo. En el lado derecho están la sílice 

mesoporosa, el oro y los NP basados en dendrímeros unidos covalentemente o no 

covalentemente a PEI, PEG y PAMAM, respectivamente. RNAip, RNA interferente 

pequeño; miRNA, microRNA; Chol, colesterol; DLin-DMA, N, N-Dimetilacetamida; 

PAMAM, poliamido amina; PEG, polietilenglicol; PEI, polietilenimina; NP, 

nanopartículas. 

 

 

 

 

 

CATIONI
C 

NEUTRA
L 

ANIONIC MESOPOROUS 
 SILICA 

  

GOLD DENDRIMERS 

Chol-NH2 PEI PEG 

pH 
Ac

 

PAMA
M 

Liposome
s 

Other types 

NP 

Chol DLin-DMA 

miRNA
s 

siRN
As 



 

34  

2.- ANTECEDENTES PARTICULARES 
 

2.1 Células madre de cáncer de mama 

Como ya se mencionó con anterioridad el cáncer de mama triple negativo constituye 

del 10% al 20% de todos los casos reportados, además algunos estudios han 

determinado que las células madre de cáncer (CSCs del inglés cancer stem cells) 

o células troncales tumorales (CTT) pueden relacionarse con el grado de cáncer de 

mama, es importante señalar que los marcadores CD44+, CD24- y ALDH+ suelen 

presentarse como marcadores de superficie en las CSCs de cáncer de mama y 

pueden influenciar la metástasis y la resistencia a los fármacos (Chu et. al., 2018). 

En conjunto a estos resultados se ha determinado que las CSC tienen la capacidad 

de iniciar la tumorogénesis in vivo e inclusive se ha observado que en pacientes con 

cáncer de mama que reciben quimioterapia la subpoblación de CSCs aumenta por 

lo que se ha sugerido que la quimio resistencia de las CSCs puede estar involucrada 

con la metástasis (Kong et. al., 2018). 

 

En base a estas observaciones las CSCs están propuestas como un potente blanco 

para tratamiento y con ello mejorar la prognosis del paciente, si bien hasta ahora la 

terapéutica implementada contra el cáncer de mama se basa en radioterapia, 

quimioterapia, en el cáncer de mama triple negativo la quimioterapia es la única 

opción. En un reporte reciente Lanlan Gao y cols. determinaron que la desregulación 

de algunos microRNAs como el miR-873 en CSCs condujeron a la resistencia a la 

quimioterapia. (Gao et. al., 2019). 

 

Otro ejemplo que demuestra la importancia del estudio de las CSCs es el estudio 

realizado por You Wu y cols. quienes observaron que la expresión del miR-29a está 

influenciada por el factor de crecimiento de fibroblastos (bFGF), además 

demostraron que al ser el miR-29a un microRNA pro-invasión su sobre estimulación 

induce a las CSCs a la migración e invasión in vitro e in vivo conduce a la 

diseminación tumoral (Wu et. al., 2019). 
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2.2 Funciones del microRNA-204-5p en el cáncer de mama 
 

Esta reportado que en determinados tipos de cáncer como el CM la expresión del 

microRNA-204-5p se encuentra disminuida respecto a células sanas, por lo que se 

ha propuesto como ha propuesto como un potente supresor de tumores como parte 

de la evidencia experimental propuesta por los múltiples grupos de trabajo 

internacionales Hong BS y cols. observaron que la restauración de los niveles de 

expresión del microRNA-204-5p en tejido de cáncer de mama condujo a una menor 

viabilidad celular, a la disminución en la proliferación celular así como la disminución 

de la capacidad migratoria de las células (Hong et. al., 2019). Toda y cols. 

identificaron un comportamiento similar al reestablecer la expresión del microRNA-

204-5p en la línea celular MCF7 de cáncer de mama. Adicionalmente ellos 

observaron que además de los efectos observados por Hong y cols. El 

restablecimiento del microRNA-204-5p en la línea celular MCF7 indujo la apoptosis 

celular (Toda et. al., 2018). 

 

Estudios previos realizados por nuestro grupo de investigación han demostrado que 

el microRNA-204-5p inhibe la proliferación celular, la migración, invasión además 

de que se ha demostrado que puede inhibir la angiogénesis in vivo e in vitro, debido 

a la inhibición de ANGPT1 y TGFBR2, ambos factores pro-angiogénicos implicados 

en la vía TGFβ (Flores-Pérez et. al., 2016), Es importante señalar que en células 

triple negativo la restauración del microRNA-204-5p condujo a la inhibición del 

mimetismo vasculogénico esto por la supresión de la expresión de proteínas 

oncogénicas implicadas en vías de señalización tales como PI3K, AKT, TGFB, 

VEGF (Salinas- Vera et. al., 2018). De manera interesante mediante el análisis del 

transcriptoma en células restauradas con el microRNA-204-5p se observó la 

regulación de aproximadamente 549 genes (311 sobre regulados y 238 sub 

regulados) (Flores-Pérez et. al., 2016). 

 

2.3 FORMACIÓN DE MAMOSFERAS 
 

Una propiedad importante de las células madre del cáncer como de las células 

madre normales, es formar esferas o crecer en colonias en medio sin suero o en 
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medio de agar blando. Para mostrar la agregación y proliferación de células madre in 

vitro, las células se recolectan de muestras tumorales y se suspenden a baja 

densidad en medio sin suero suplementado con factor de crecimiento epidérmico 

(EGF), factor de crecimiento de fibroblastos básico (bFGF), y factor B27, con lo que 

se forman estructuras tridimensionales esféricas con variantes dependientes de las 

líneas celulares (Figura 10) (Qiu et al, 2012, Han et al, 2013). El cultivo de los 

esferoides tumorales multicelulares ha cobrado relevancia en los últimos años como 

modelo in vitro de los tumores sólidos (Gallardo et al, 2006). La estructura general 

de los esferoides mimetiza las etapas iniciales de los micro tumores sólidos in vivo 

antes de la vascularización. Por lo anterior han sido utilizados en el estudio de la 

biología tumoral incluyendo migración, invasión, angiogénesis, además que la 

resistencia a diferentes fármacos antineoplásicos de los esferoides es similar a la 

del tumor sólido por lo que empiezan a ser incluidos en pruebas fármaco- 

toxicológicas y en la evaluación de nuevas estrategias terapéuticas contra el cáncer 

como paso previo a su aplicación en los tumores sólidos in vivo (Gallardo et al, 

2006). 

 

 

Figura 11. Esferoides formados por las líneas celulares de cáncer de mama. 

Imágenes capturadas de la formación de los esferoides con las líneas celulares 

MDA.MB-231, BT474, SKBR3 y MCF7. 
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2.4 Mimetismo vasculogénico 
 

El mimetismo vasculogénico es un sistema de suministro de sangre independiente 

de los vasos endoteliales en las células tumorales de diferentes orígenes (Delgado 

et. al., 2017). El tumor requiere del suministro de sangre para su crecimiento, 

supervivencia y metástasis, estos mecanismos se han centrado en procesos 

dependientes de la angiogénesis y mimetismo vasculogénico que, a diferencia de 

la angiogénesis tumoral clásica, el mimetismo vasculogénico proporciona un 

suministro de sangre para las células tumorales independiente de células 

endoteliales (Luo et. al., 2020). En el 2007 Zhang y colaboradores propusieron tres 

fenómenos implicados en el suministro de sangre en los tumores los cuales son i) 

los vasos sanguíneos dependientes de células endoteliales (angiogénesis clásica) 

los vasos sanguíneos mosaico y los canales de mimetismo vasculogénico. En los 

vasos sanguíneos normales la lámina basal está presente, es continua, y entre las 

células se establecen uniones estrechas, adherentes y comunicantes, en el 

mimetismo vasculogénico las células tumorales forman canales para que lleguen 

los nutrientes. El mimetismo vasculogénico está asociado a un mal pronóstico 

clínico debido que facilita la metástasis del tumor y la disminución en la 

sobrevivencia. Existen algunos factores necesarios para la formación de mimetismo 

vasculogénico como son la interacción de las células tumorales y su ambiente, la 

remodelación de la matriz extracelular y el microambiente tumoral, siendo la hipoxia 

el fenómeno más importante debido al gran consumo de energía y de oxigeno 

(Zhang et. al., 2016, Maniotis et. al., 1999, Luo et. al., 2020). Este microambiente 

propicia la expresión estable del factor inducible de hipoxia, el cual es un complejo 

proteico que incrementa la expresión de genes específicos en presencia de bajas 

concentraciones de oxígeno (Lu et. al., 2013). 

 

Las características del MV descritas son: (1) Positivo para la tinción de PAS y 

negativo para CD31, (2) células tumorales altamente invasivas, (3) expresión de 

células multipotenciales, (4) remodelación de la matriz extracelular y (5) la conexión 

de las estructuras del mimetismo vascular con la microcirculación del tumor (Qiao 

et. al., 2015; Zhang et. al., 2007). Las vías de señalización que promueven la 
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formación de VM, incluyen la endotelial vascular (VE), la vía de la E-cadherina, la 

eritropoyetina, fosfatidil inositol 3-quinasa (PI3K), la vía de las metaloproteinasas de 

matriz (MMP), el receptor del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR1), 

monofosfato de adenosina cíclico (AMPc), quinasa de adhesión focal (FAK) y el 

factor inducible por hipoxia (HIF) (Lu et. al., 2013, Wang et. al., 2017). Además, los 

RNA no codificantes, como los lncRNA y los microRNA, desempeñan funciones 

críticas en la formación de VM en tumores malignos (Peng et. al., 2018, Langer et. 

al., 2018).  El miR-200a inhibió el MV a través de la modulación de la proteína Eph2A 

en cáncer de ovario (Sun et. al., 2014). Se ha observado que algunas vías de 

señalización de migración, proliferación, invasión y remodelación de la matriz 

extracelular están implicadas en la formación del mimetismo vasculogénico tales 

como las vías de señalización PI3k-AKT, MAPK, FAK (Flores et. al., 2003). En 

estudios recientes por Salinas y colaboradores demostraron que el microRNA-204-

5p inhibe la formación de MV en células de cáncer de mama a través de 

intermediarios de estas vías (Salinas et. al., 2018). 

 

 

Figura 12. Mimetismo vasculogénico. Estructuras tipo capilar formadas por 

células MDA-MB-231 en condiciones de hipoxia en un cultivo in vitro. 

 

2.5 Vías del mimetismo vasculogénico 
 

El patrón distintivo de las redes del mimetismo vasculogénico parece recapitular los 
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patrones de vasculogénesis embrionaria y esta semejanza sugiere que las células 

tumorales agresivas se convierten en un fenotipo indiferenciado de tipo embrionario 

(Delgado et. al., 2017). VE-cadherina, Notch y el factor inducible hipoxia 1-α (HIF1- 

α) están involucradas en las tres vías principales que controlan VM: vascular, 

hipoxia y vías de señalización embrionarias/células madre (Paulis et. al., 2010, 

Kirschmannn et. al., 2012). En la señalización vascular, VE-cadherina, EphA2 y 

VEGF conducen a la escisión de laminina 5 y liberación de fragmentos pro- 

migratorios γ2x y γ2 'en la matriz extracelular. La señalización de células madre, 

controlada por Notch y Nodal, regula los genes para la pluripotencia y des 

diferenciación. En la vía de hipoxia contribuye a todas las vías anteriores al mediar 

la expresión de algunas moléculas de señalización cruciales. Finalmente, las 

proteínas Wnt pueden promover el mimetismo vasculogénico a través de la 

activación de la señalización de PKC y PI3K, aunque podrían desempeñar un papel 

en la supresión tumoral (Delgado et. al., 2017). 

 

 

Figura 13. Principales vías de señalización involucradas en el mimetismo 

vasculogénico Representación de las vías de señalización vascular en color 

púrpura, la señalización de células madre de color azul y la vía de hipoxia en verde. 
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2.6 Acarreadores lipídicos 

Dentro de las nanopartículas con potenciales para el tratamiento para diversas 

enfermedades los acarreadores lipídicos han mostrado una gran eficiencia al 

emplearse como administradores de ácidos nucleicos en múltiples enfermedades 

(Hong et. al., 2019) (Patil et. al., 2005). El estudio realizado por Shu- Ting y cols en 

cáncer colorrectal demostró la efectividad de la formulación al someterse a los 

cambios ácidos de pH típicos de tumores sólidos (Chen et. al., 2017; Hong et. al., 

2019). Propiamente en CM Tao Sun y cols. demostraron que acomplejar 

determinados fármacos afectó diferentes vías como NRF-2-KEAP1, NK-KB y 

mTOR/MFA-1/PTEN en comparación a aplicar el fármaco solamente (Sun et. al., 

2019). Estas moléculas constituyen un importante potencial para las enfermedades 

que aún no tienen un tratamiento bien establecido, además se ha demostrado que 

la aplicación de la terapia basándose en las nanopartículas resulta ser beneficiosa 

para un buen resultado en el tratamiento, a pesar de que su aplicación aún no se 

ha descrito en humanos los estudios in vitro han demostrado que tiene un alto 

potencial para comenzar con estudios in vivo (Navya et. al., 2019). 
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3.- JUSTIFICACIÓN 

 

La OMS promueve el control del cáncer de mama en el marco de los programas 

nacionales de lucha contra el cáncer, integrándolo en la prevención y el control de 

las enfermedades no transmisibles. A partir del año 2006, el cáncer de mama 

representa la primera causa de mortalidad por cáncer en mujeres en México. La 

terapia contra el cáncer de mama se encuentra mayoritariamente limitada a la 

radioterapia y quimioterapia, técnicas altamente invasivas e incómodas para el 

paciente y que en muchos casos conducen a la alteración de su salud integral.  

 

El microRNA-204-5p es un supresor de tumores que inhibe los hallmarks del cáncer, 

por lo que su estudio podría representar una nueva alternativa terapéutica en cáncer 

de mama. El conocimiento actual sobre los procesos biológicos nos permite un 

mejor entendimiento de estos. El uso de nanomateriales altamente selectivos, como 

acarreadores lipídicos nanoestructurados. 
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4.- HIPÓTESIS 

 
Si el microRNA-204-5p regula negativamente genes involucrados en el 

mantenimiento de las propiedades troncales en células de cáncer de mama, 

entonces el tratamiento con una formulación que contenga microRNA-204-5p 

acoplado a un acarreador lipídico nanoestructurado inhibirá el fenotipo troncal y los 

hallmarks del cáncer.  
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5.- OBJETIVOS 

 

5.1 OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el efecto del microRNA-204-5p acoplado a un acarreador lipídico nano 

estructurado en las propiedades troncales en cáncer de mama. 

 

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Selección del nanoacarreador lipídico nanoestructurado. 

2. Aislar la subpoblación de células troncales CD44+/CD24- a partir de la línea 

celular metastásica HS578t de cáncer de mama (mediante FACS). 

3. Evaluar el efecto del microRNA-204-5p en las propiedades troncales, 

porcentaje de células CD44+/CD24- y formación de mamosferas en la línea 

celular HS578t. 

4. Determinar la capacidad del microRNA-204-5p para inhibir el fenotipo troncal 

de las CSC (CD44+/CD24-) mediante el análisis de los efectos inhibitorios en 

el mimetismo vasculogénico y la migración celular 
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6.- ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 
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7.- MATERIAL Y MÉTODOS 
 

7.1 Cultivo de la línea celular HS578t. 

La línea celular HS578t (ATCC® HTB-126™) proveniente de carcinoma de mama 

fueron obtenidas de la American Type Culture Collection. Estas se mantuvieron en 

cultivos axénicos en medios específicos para cada una. Para ello la línea celular 

HS578T se mantuvo en cajas de 25 cm2 en medio Dulbecco’s modification of Eagle’s 

minimal essential medium (DMEM, Gibco) El medio fue suplementado con 10% de 

suero fetal bovino y penicilina-estreptomicina (50 U/mL; Invitrogen). Los cultivos 

celulares se mantuvieron en una incubadora con 5% de CO2 a 37°C hasta obtener 

el 80% de confluencia. 

 

7.2 Transfección transitoria del microRNA-204-5p 

Para llevar a cabo el análisis del efecto de la restauración del microRNA-204-5p en 

células de carcinoma de mama se transfectaron 5x105 células (HS578t) las cuales 

se sembraron en placas de 6 pozos (Corning) y se cultivaron en una incubadora con 

5% de CO2 a 37°C durante 48 h para permitir la adhesión de por lo menos el 90% 

de las células. Para llevar a cabo la transfección se realizaron dos mezclas 

independientes, la primera de ellas contenía 300 µl de Optimem (Gibco) y 15 µl del 

precursor-microRNA-204-5p(5’GGCTACAGTCSCTCSCCATGTGACTCGTGGACT 

TCCCT TTGTCATCCTATGCCTGAGAATATATGAAGGAGGCTGGGAAGGCAAA 

GGGACGTTCAATTGTCATCACTGGC-3’) o el control de transfección Scramble 

(pre-negative control, AM17110; 5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3') (Ambion; 

Thermo Fisher Scientific, Inc.). Para la mezcla se adicionaron 15 µl de 

Lipofectamine® 2000 (Thermo Fisher Scientific, Inc.) y 300 µl de optimem (Gibco) 

ambos tubos se incubaron durante 5 min a temperatura ambiente, posteriormente 

se mezclaron en un tubo de polipropileno adecuado y se incubaron durante 20 min 

a temperatura ambiente. Al concluir el periodo de incubación, se retiró el medio de 

las células fijas y se adicionó la mezcla correspondiente aforándose a un volumen 

final de 2.5 ml. La eficiencia de la transfección se corroboró mediante el análisis de 

la expresión del microRNA-204-5p mediante qRT-PCR a las 48 h post-transfección. 
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7.3 Aislamiento de la población de células troncales tumorales (CSC) mediante 

citometría de flujo (FACS). 

Para aislar la subpoblación CSC con inmunofenotipo CD44+/CD24- mediante 

citometría de flujo se implementaron los receptores de membrana reportados con 

anterioridad para cada línea celular. Para ello la línea celular HS578t se emplearon 

los marcadores correspondientes al factor de crecimiento transformante β2 (TGF-

β2) y el Grupo A1 de Alta Movilidad (HMG- A1). Para la línea HS578t se aíslo 

mediante los marcadores CD44+/CD24, SOX2 y ALDH. Ambas líneas fueron 

cultivadas como se mencionó con anterioridad, 250, 000 células fueron sembradas 

en placas de 6 pozos (Corning) hasta obtener el 80% de confluencia estas fueron 

transfectadas como se describió con anterioridad y al concluir las 48 h post-

transfección, las células fueron lavadas con PBS 1X pH 7.4 suficiente y se 

despegaron con PBS-EDTA y tripsina, una vez despagadas se tiñeron con azul 

tripano y se cuantificaron las células en una camara de Neubauer. Una vez 

determinada la población celular se realizó el marcaje (1 µl/1x106 células) con el 

anticuerpo específico α-CD44, α-CD24 y α-CD24/CD44 en 100 µL de medio. Las 

muestras fueron inyectadas en un citómetro de flujo FACS Diva de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante. Como control el ensayo se contó con 1x106 células sin 

marcaje. Las muestras se procesaron en el Laboratorio de citometría de flujo-Centro 

de Instrumentos de la Coordinación de Investigación en Salud. Hospital de 

Especialidades CMN “Siglo XXI”, IMSS. 

 

7.4 Extracción de RNA total 

Una vez pasado el tiempo de transfección se extrajo el RNA total de cada condición 

mediante TRIzol Reagent (Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. 

Para ello se retiró el medio de las 5x105 células transfectadas y estas fueron 

resuspendidas y homogenizadas en 1mL de TRIzol Reagent (Invitrogen), una vez 

homogenizadas adecuadamente se transfirieron a un tubo de 1.5 mL de 

polipropileno estéril y se procesaron inmediatamente de acuerdo a las instrucciones 

del fabricante. Brevemente la mezcla de TRIzol Reagent (Invitrogen) se incubó 
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durante 15 min a temperatura ambiente, adicionando 200 µl de cloroformo (Sigma-

Aldrich) por cada mL de TRIzol Reagent (Invitrogen) empleado, la mezcla se agitó 

vigorosamente y se centrifugó a 12000 rpm durante 15 min a 4°C. Al concluir la 

centrifugación se transfirió la fase acuosa (superior) la cual contiene el RNA se 

adicionó gota a gota en un tubo de polipropileno estéril que contenía 500 µl de 

isopropanol absoluto de grado de biología molecular (Sigma-Aldrich) por cada mL de 

TRIzol Reagent (Invitrogen). La muestra se mantuvo en este punto durante 72 h a -

20°C. Al concluir el proceso de precipitación el RNA se centrifugó a 12000 rpm 

durante 10 min a 4°C. Al concluir la centrifugación se retiró el sobrenadante y la 

pastilla se lavó con 1 mL de etanol al 75% de grado de biología molecular (Sigma-

Aldrich) por cada mL de TRIzol Reagent (Invitrogen). Al concluir el lavado se 

centrifugó nuevamente la mezcla a 7500 RCF durante 5 min a 4°C, se desechó el 

sobrenadante y la pastilla se secó durante 10 min sobre papel absorbente. La 

pastilla de RNA fue resuspendida con 25-100 µl de agua DEPC precalentada a 

65°C. El RNA obtenido se cuantificó mediante el NanoDrop Lite (Thermo Scientific). 

La integridad del RNA se observó mediante electroforesis en un gel de agarosa al 

1.5% en buffer TBE 0.5x durante 10 min, el producto se reveló en un 

fotodocumentador (Bio-Rad). 

 

7.5 Evaluación de la migración celular por ensayo de la herida 

Para analizar el efecto de la restauración del microRNA-204-5p en las líneas 

celulares de carcinoma de mama HS578t, se emplearon 3x105 transfectadas con el 

precursor del microRNA-204-5p, Scramble (control de transfección) o sin 

transfección para ello se empleó el protocolo de transfección transitoria descrito con 

anterioridad. Al concluir las 48 h post-transfección, se trazó una herida vertical de 

aproximadamente 2 mm en el monocapa celular con una punta estéril desechable 

de 200 µl. El análisis de la recuperación de la herida se realizó después de 12, 24, 

36 y 48 h, como se ha descrito previamente. Para ello las células se fijaron con para 

formaldehído al 4% cuantificando el área de la herida que se recuperó. Cada análisis 

contó con triplicados. Los resultados se reportaron como media ± desviación 

estándar (DE). Para el análisis de los resultados se realizó una prueba de t-student 
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y un análisis de análisis de varianza (ANOVA) de una cola, como punto de corte se 

consideró que un valor de p≤0.05 era estadísticamente significativo, cada análisis 

estadístico se realizó en el programa GraphPad Prism 8. 

 

7.6 Formación de esferoides o mamosferas 

Una vez aislada la población celular de CSCs CD44+/CD24-, se determinó la 

formación de esferoides en la subpoblación celular. Para ello se tripzinizó los 

cultivos celulares (HS578t y MCF-7), una vez resuspendidas se centrifugó la 

población celular, se desechó el sobrenadante y se resuspendió la población celular 

en medio de cultivo específico para cada línea celular. Posteriormente, se contarán 

las células en una cámara de Nuebauer y una vez determinada la población celular 

se sembraron de 250-500 células por pozo en una caja de 24 pozos de baja 

adherencia (Corning), adicionando medio DMEM sin suero fetal bovino, y 

suplementado solamente con 20 ng/µL EGF (Factor de Crecimiento Epitelial), 20 

ng/µL bFGF (Factor de crecimiento de fibroblastos básico) y 1X B-27. Las células 

recién sembradas se incubaron a 37°C en una incubadora con 5% de CO2 por un 

periodo de 2-3 semanas evitando el movimiento constante de la placa, con cambios 

de medio periódico cada 72 h, evitando tomar células del sobrenadante. Para ello 

se posicionó la placa a 20° y se permitió la sedimentación de las células retirando 

así solo el medio de cultivo. Una vez concluido el periodo de incubación se 

cuantificaron las esferas > 50 µM de diámetro. El cálculo de la eficiencia de 

formación de esferas se realizó de manera manual. 

 

7.7 Ensayo de mimetismo vasculogénico   

El ensayo de mimetismo vasculogénico se realizó a través de un cultivo de células 

tumorales en 3D. En primer lugar, las células fueron transfectadas de acuerdo al 

protocolo explicado anteriormente en las condiciones de control, scramble y 

microRNA-204-5p incubándolas en condiciones de hipoxia a 37°C, 5% de CO2 y 1% 

de O2 por 48 h. Transcurridas las 48 h se despegaron las células con PBS-EDTA y 

tripsina. Se colocaron 50 µL de matrigel geltrex preparada (900 µL + 100 µL de PBS) 

por pozo en una placa de 96 pozos y se incubó por 1 h a 37°C. Posteriormente, de 
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las células obtenidas de la transfección y sometidas a hipoxia se agregaron 30,000 

células por pozo para cada condición por duplicado, las cuales fueron adicionadas 

con medio DMEM sin suplementar. Las cuales se monitorearon y documentaron con 

evidencia fotográfica a las 0, 6, 9 y 12 h. Posterior a esto se realizó la cuantificación 

de nodos y capilares en cada una de las h evaluadas y se realizó un análisis 

estadístico. 

 

7.8 Análisis estadístico 

Los resultados se reportaron como media ± desviación estándar (DE). Para el 

análisis de los resultados se realizó una prueba de t-student y un análisis de análisis 

de varianza (ANOVA) de una cola, como punto de corte se consideró que un valor 

de p≤0.05 era estadísticamente significativo, cada análisis estadístico se realizó en 

el programa GraphPad Prism 8. 
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8. RESULTADOS  

8.1 Análisis de la integridad del RNA total  

Para determinar la expresión del microRNA-204-5p en la línea celular HS578t, se 

expandió un cultivo celular de dicha línea y se transfectó con el precursor del 

microRNA-204-5p, con la metodología previamente descrita.  

Para ello primero analizamos la integridad del RNA total obtenido de las células 

transfectadas con el pre-microRNA-204-5p. Para ello, se preparó un gel de agarosa 

al 1%, donde se depositó en cada carril, una muestra de RNA total control, scramble 

y de las células transfectadas con el precursor del microRNA-204-5p a dos distintas 

concentraciones de 30 y 60 nM.  

En la figura 13 se observa una imagen correspondiente a la electroforesis de las 

muestras de RNA. Podemos observar en el gel de agarosa al 1% las subunidades 

ribosomales con un peso de 18s y 28s, que nos permite confirmar que las muestras 

de RNA total se encuentras integras y no degradadas. Con el análisis estadístico, 

se demuestra la restauración ectópica del microRNA-204-5p en las células 

transfectadas. 
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Figura 14. Restauración ectópica del microRNA-204-5p en la línea celular 

HS578t. (A) se muestra la integridad del RNA obtenido de células transfectadas con 

el microRNA-204-5p. Se pueden observar las bandas correspondientes a las 

subunidades ribosomales 18s 28s, lo que es indicativo de su integridad. (B) Se 

muestra la restauración ectópica del microRNA-204-5p de las células transfectadas 

(5x105 células). ****p<0.0001.  
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8.2 Identificación de células troncales tumorales  

Para identificar si el microRNA-204-5p tiene un papel funcional en las células con 

fenotipo troncal CD44+/CD24-, realizamos cultivos masivos de células HS578t con 

el propósito de aislar la cantidad suficiente de células para realizar los análisis 

correspondientes, sin necesidad de realizar pases con estas células. Obtuvimos 

esta subpoblación tiñendo con los marcadores de superficie CD24 y CD44, 

seleccionando aquellas células que fueron positivas para CD44 y negativas para 

CD24, con lo que obtuvimos un porcentaje del 79.6 % (Fig. 14A) de células con este 

fenotipo, las cuales fueron transportadas al laboratorio y se conservaron en medio 

DMEM suplementado con los factores FGF, FGE y B27. 

 

De igual manera en los resultados que obtuvimos podemos apreciar los porcentajes 

para las 3 subpoblaciones restantes que se obtienen a partir de los dos marcadores 

utilizados (Fig. 14B), aunque cabe mencionar que estas células no fueron aisladas 

debido a que solo utilizamos las células con el fenotipo troncal. 
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Figura 15. Gráfico de puntos de las subpoblaciones obtenidas a partir de la 

línea celular HS578t. (A) Gráfica de puntos obtenida en la separación de las células 

con fenotipo troncal. (B) Tabla con los porcentajes de las 4 subpoblaciones posibles 

con los dos marcadores utilizados en las células HS578t. 
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8.3 Separación de la subpoblación celular CD44+/CD24- 
 
Con el propósito de identificar si el microRNA-204-5p inhibe el fenotipo troncal 

CD44+/CD24- en la línea celular de cáncer de mama HS578t la cual presenta un 

porcentaje de células con el fenotipo troncal del 80% +/- 5% de acuerdo a lo 

reportado en la literatura, se realizó un ensayo de citometría de flujo en el cual se 

marcaron las células con los anticuerpos para las proteínas de membrana CD24 y 

CD44 para aislar la subpoblación con el fenotipo troncal, proteínas que se utilizan 

en diversos artículos para obtener las madre de cáncer de mama. Se introdujeron 

las células HS578t a través del clitómetro para cuantificar el porcentaje de 

subpoblación CD44+/CD24- en las condiciones control, scramble (30 nM) y 

microRNA-204-5p a dos condiciones 30 nM y 60 nM. 

 

Los resultados fueron graficados en gráficos de puntos donde obtuvimos en la 

condición control (Fig. 15A) un 83.6 % de células CD44+/CD24- un porcentaje que 

se relaciona con lo que ya ha sido reportado por diversos autores para esta línea 

celular. En la condición de Scramble (Fig. 15B) obtuvimos un 79.6% porcentaje 

similar a la condición control y el resultado correspondiente a la condición de las 

células transfectadas con el microRNA-204-5p  a 30 nM (Fig. 15C) obtuvimos un 

porcentaje del 69% observando una disminución significativa con un valor de 

p<0.0001 en comparación con el control y scramble (Fig. 15 E), de manera 

interesante en la condición donde las células fueron transfectadas con el microRNA-

204-5p  a 60 nM (Fig. 15D) se obtuvo un 45.1% de células con el fenotipo troncal, 

porcentaje aún menor que la transfección a 30 nM, teniendo de igual manera una 

disminución significativa con respecto al control y el scramble lo que indica que el 

microRNA-204-5p en la línea celular de cáncer de mama inhibe el fenotipo troncal 

CD44+/ CD24-. 
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Figura 16.- Identificación de la subpoblación celular CD44+/CD24- a través de 

citometría de flujo mediante anticuerpos específicos. A Condición control (83.6 

% de población subcelular CD44+/CD24-). B Condición scramble (79.6% de 

población subcelular CD44+/CD24-).C Condición del nano-microRNA-204-5p (69% 

de población subcelular CD44+/CD24-). D) microRNA-204-5p 60nM E Análisis 

estadístico del porcentaje de las subpoblaciones mencionadas. Se muestra una 

diferencia significativa entre la condición control y microRNA-204-5p (30 nM). 
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8.4 Efecto del microRNA-204-5p en la migración celular de la subpoblación 

CD44+/CD24- 

Por otra parte, para determinar el efecto de la sobreexpresión del microRNA-204-

5p en la migración celular de la subpoblación CD44+/CD24- se realizo un ensayo 

de cierre de la herida para lo cual se sembraron 250,000 células en placas de 12 

pozos, dichas células fueron transfectadas con Scramble y pre microRNA-204-5p 

(30 nM) durante 48 hr. Después se realizo una herida en la monocapa y se 

obtuvieron imágenes de la monocapa a las 12 y 24 h posterior a la generación de la 

herida. 

Los resultados obtenidos muestran que las células que fueron transfectadas con el 

scramble fueron capaces de migrar cerrando el área de la herida de la monocapa 

(Figura 16). En contraste, a las 12 h de incubación de las  células troncales que 

fueron transfectadas con el pre-microRNA-204-5p no reducen el área de la herida a 

las 12 h sin embargo a las 24 h se puede observar una ligera reducción en el área 

de la herida además de la presencia de células que migraron hacia el centro de la 

herida, por otro lado las células control muestran una reducción en el área de la 

herida superior  este resultado permite inferir que la sobreexpresión del microRNA-

204-5p es capaz de inhibir la migración celular en las línea celular de cáncer de 

mama de fenotipo troncal CD44+/CD24-   

 

 

.  
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Figura 17.- La expresión ectópica del microRNA-204-5p en la subpoblación 

CD44+/CD24- inhibe la migración celular  
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8.5 Efecto del microRNA-204-5p en la generación de mamosferas  

Con el fin de evaluar si la restauración del microRNA-204-5p era capaz de inhibir la 

formación de esferoides en las células HS788t se transfectó el precursor del 

microRNA-204-5p a una concentración de 30 nM, posteriormente llevamos a cabo 

el ensayo de formación de esferoides bajo las condiciones control (sin transfectar), 

scramble (30 nM) y microRNA-204-5p (30 nM) monitoreando el ensayo durante 7 

días en un microscopio de campo claro. 

 

Los resultados muestran que en la condición control sin transfectar (Fig. 17A) los 

esferoides se forman a partir del tercer día y conforme pasa el tiempo el número de 

estos aumenta, observando estas estructuras tridimensionales con su forma 

esferoidal característica en el sobrenadante del medio, en la condición scramble se 

observó un comportamiento similar que en el control, los esferoides se observan 

desde el tercer día y por consiguiente el número de los mismo va en aumento. De 

manera interesante en la condición transfectada con el microRNA-204-5p  la 

formación de esferoides se observó hasta el quinto día retrasando la aparición de 

estas estructuras,  además de que pudimos observar durante el tiempo de 

monitoreo que el número de los esferoides era menor en comparación con los 

observados en las condiciones de control y el scramble. Los resultados indican que 

la restauración del microRNA-204-5p disminuye significativamente el número de 

esferoides formados hasta los 7 días con respecto a las células control y 

transfectadas con scramble 
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Figura 18.- Generación de mamosferas en la línea celular HS578t y la 

subpoblación CD44+/CD24- A La formación de mamosferas "in vitro" se observa 

en 3 condiciones experimentales: (I) línea celular HS578t, (II) codificación 

transfectada de línea celular HS578t, y (III) línea celular HS578t transfectada con 

microRNA-204-5p (B) Cuantificación de mamosferas (C) Validación de la formación 

de mamosferas en la subpoblación CD44 + / CD24- (línea parental: HS578t) con los 

anticuerpos CD24 (PE) y CD44 (FITC) a través de la clasificación celular para (I) 

Formación de mamosferas de la línea celular HS578t, identificó 18.6% en la 

subpoblación de células CD44 + / CD24-. (II) La formación de mamosferas de la línea 

celular HS578t transfectada con scramble identificó el 11,6% de la subpoblación de 

células CD44+/CD24- y (III) La formación de mamosferas transfectadas con 

microRNA-204-5p, identifica el 1.4% de las células CD44+/CD24- subpoblación. 
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8.6 El microRNA-204-5p inhibe la formación de mimetismo vasculogénico.  

Para evaluar el papel funcional de microRNA-204-5p en la formación de redes de 

canales 3D del mimetismo vasculogénico, restauramos su expresión en las células 

con fenotipo troncal CD44+/CD24- de la línea celular HS578t. Posteriormente se 

preparó la formación de los canales 3D, llevando las células por 48 h de hipoxia 

como se describió anteriormente. Incluimos como controles células no transfectadas 

y transfectadas con scramble para evaluar que el efecto observado sea por la 

restauración del microRNA-204-5p y no por realizar un proceso de transfección a 

las células.  

 

Una vez transcurrido el tiempo las células se colocaron sobre matrigel para observar 

la formación de las redes del mimetismo vasculogénico.  Como podemos observar 

en la condición control (Figura 18) a las 3 h las células se acomodan para iniciar la 

formación de las redes, a las h 6 se observan varios tubos capilares característicos 

del mimetismo vasculogénico y a las 24 h podemos apreciar claramente las redes 

formadas por los tubos capilares y puntos de ramificación del mimetismo 

vasculogénico formados por las células con fenotipo troncal CD44+/CD24-, en la 

condición donde las células fueron transfectadas con scramble  se aprecia un 

comportamiento casi idéntico a la condición control teniendo a las 24 h los tubos 

capilares y los puntos de ramificación del mimetismo vasculogénico. Curiosamente 

la restauración ectópica de microRNA-204-5p dio como resultado la inhibición de la 

formación de redes capilares y de puntos de ramificación de los canales 3D del 

mimetismo vasculogénico. Se encontró una reducción significativa del número de 

puntos de ramificación (Figura 18B) y tubos capilares (Figura 18C) en las células 

transfectadas con microRNA-204-5p en comparación con las células de control. 
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Figura 19. El microRNA-204-5p inhibe la formación de estructuras tipo capilar 

en 3D inducidas por hipoxia en células con fenotipo troncal CD44+/CD24- en 

cáncer de mama.  Formación del mimetismo vasculogénico mediado por las células 

con fenotipo troncal de cáncer de mama en las condiciones (A) Control, (B) 

Scramble y (C) microRNA-204-5p. Representación gráfica del número de (D) Puntos 

de ramificación y (E) Canales capilares para cada una de las condiciones, los 

resultados obtenidos muestran una disminución significativa con un valor de 

*P<0.0001 en la condición transfectada en comparación con el control y el scramble. 
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9.- DISCUSIÓN 

El cáncer de mama es el tumor maligno más prevalente en mujeres en todo el 

mundo. Aproximadamente 2,1 millones de casos se diagnosticaron en 2018 y es la 

principal causa de muerte por cáncer en mujeres (Bray et. al., 2018). A pesar de 

que existen diversos tratamientos como quimioterapia y radioterapia, estos no 

siempre tienen éxito ya que el tumor tiende a resurgir. Esto se le atribuye a la 

existencia de un grupo de células denominadas células madre del cáncer, las cuales 

son una subpoblación de células tumorales que poseen una alta actividad 

tumorigénica y características de células madre de autorrenovación y diferenciación 

no controlada (Frank et al, 2010). 

 

En cáncer de mama se han reportado los marcadores para identificar las células 

madre tumorales CD44, CD24, CD133, CD49f, CXCL1, HMGCS, CD166, CD47, 

NANOG ALDH1 y ABCG2 (AL-Hajj et al, 2003, Ginnestier et al, 2007, Leccia et al, 

2013, Vasiilopoulos et al. 2014, Wrigth et al, 2008, Zhou et al, 2019). Sin embargo, 

los marcadores celulares CD44 + / CD24 − se han establecido como marcadores 

de superficie mínimos para las células madre del cáncer de mama (Al-Hajj et al, 

2003). 

 

Previamente, se ha demostrado que el microRNA-204-5p se encuentra reprimido 

en tumores y en líneas celulares de cáncer de mama y esta desregulación induce a 

que se exacerben distintos hallmarks del cáncer (Flores et. al., 2016, Salinas et. al., 

2018). Se han realizado análisis de transcriptoma de las células de cáncer de mama 

que fueron transfectadas con el microRNA-204-5p en donde se reportó que este 

microRNA modula alrededor de 500 genes de los cuales algunos están involucrados 

en distintos hallmarks del cáncer y en algunas vías de señalización del 

mantenimiento del fenotipo troncal (Flores et. al., 2016). Con el fin de identificar si 

el microRNA-204-5p podría estar modulando el porcentaje de células con fenotipo 

troncal en base  que  modula genes involucrados en las vías de señalización de la 

pluripotencia celular, realizamos un ensayo de citometría de flujo en el cual pudimos 

observar que al restaurar la expresión del microRNA-204-5p en las células HS578t, 
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la expresión de proteínas de membrana que están involucradas en la troncalidad 

de las células tumorales de cáncer de mama CD44 y CD24 se ve modificada y el 

porcentaje de las células con fenotipo troncal disminuye de manera significativa de 

un 83.6% en el control a un 69% y 45% en las condiciones donde se restaura la 

expresión del microRNA-204-5p. De manera interesante notamos que al aumentar 

la concentración de la restauración del microRNA-204-5p de 30 nM a 60 nM en las 

células de cáncer de mama, el porcentaje de las células con fenotipo troncal 

disminuye aún más ya que obtuvimos resultados de 79% y 45% respectivamente, 

por lo que creemos que la expresión de este microRNAs es de gran importancia en 

la resistencia y resurgimiento de tumores, las cuales son características del cáncer 

que se asocian a las células con el fenotipo troncal, es importante señalar que se 

deben realizar ensayos más finos para identificar de qué manera este microRNA 

modula el set de genes que otorgan la pluripotencia celular en este tipo de cáncer, 

pero este resultado puede dar indicios de que estamos frente a un microRNA que 

tiene un papel importante en la aparición y en el mantenimiento de células con 

fenotipo troncal en cáncer de mama. 

 

Otra característica importante de las células madre del cáncer como de las células 

madre normales, es la habilidad de formar esferas o crecer en colonias en medio 

sin suero o en medio de agar blando (Qiu et al, 2012, Han et al, 2013). El cultivo de 

los esferoides tumorales multicelulares ha cobrado relevancia en los últimos años 

como modelo in vitro de los tumores sólidos (Gallardo et al, 2006). Por lo que este 

tipo de ensayo se utiliza para evaluar a las células madre del cáncer ya que la 

estructura general de los esferoides mimetiza las etapas iniciales de los micro 

tumores sólidos in vivo antes de la vascularización (Gallardo et al, 2006). 

En el presente trabajo se demuestra que al restaurar la expresión de microRNA-

204-5p en células de cáncer de mama la formación de esferoides disminuye de 

manera significativa y el tamaño de los mismos es menor en comparación con la 

condición control, se sugiere que este microRNA tiene un papel funcional importante 

en la autorrenovación de los tumores en células de cáncer de mama (Gallardo et al, 

2006). 



 

64  

Una característica importante de las células de cáncer es su capacidad para formar 

el mimetismo vasculogénico en el cual se forman canales vasculares que carecen 

de células endoteliales para permitir el paso de sangre que lleva los nutrientes 

necesarios para el mantenimiento del tumor, lo que brinda un aumento en los 

hallmarks del cáncer (Ge et. al., 2018). Desde el descubrimiento del mimetismo 

vasculogénico por Maniotis y colaboradores, se han descrito varios factores 

involucrados en la formación de estos vasos y diversos mecanismos por los cuales 

se regula este proceso. En líneas celulares derivadas de carcinoma de esófago, se 

observó que la inhibición de HIF1 alfa inhibe la formación de VM y disminuye los 

niveles de proteínas involucradas en la creación de estos vasos, como VE-cadherina, 

EPHA2 (efrina A2) y Laminina 5gamma2 (Tang et. al., 2014). VE- cadherina es una 

proteína relevante en mimetismo vasculogénico, dirige la ubicación de EPHA2 a las 

uniones intercelulares entre las células que forman los tubos característicos de VM. 

EPHA2 es una quinasa que activa dos vías esenciales en VM: PI3K (fosfoinositido 3-

quinasa) y ERK1 / 2 (quinasa 1/2 regulada por señales extracelulares) (a través de la 

quinasa FAK) que están asociadas con la supervivencia, proliferación y migración 

(Paulis et. al., 2010). 

 

Recientemente en nuestro grupo de investigación se ha reportado que al restaurar 

la expresión del microRNA-204-5p en células de cáncer de mama se inhibe de 

manera significativa la formación del mimetismo vasculogénico y la angiogénesis 

(Flores et. al., 2016, Salinas et. al., 2018), pero no hay reportes acerca de la función 

microRNA-204-5p en el mimetismo vasculogénico mediado por células con fenotipo 

troncal en cáncer de mama, por lo que nos dimos a la tarea de aislar la subpoblación 

celular con fenotipo troncal CD44+/CD24- de las células HS578t y realizamos el 

ensayo de mimetismo vasculogénico. De manera interesante observamos que la 

restauración ectópica de microRNA-204-5p resulto en la inhibición de la formación 

de los puntos de ramificación y tubos capilares en comparación con las células de 

control. Estos resultados se asemejan a los obtenidos por Salinas y colaboradores 

en el 2018 donde realizaron ensayos de mimetismo vasculogénico con la línea 

parental HS578t, aunque ahora sabemos que este microRNA actúa como supresor 
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de tumor en esta línea celular de cáncer de mama como en la subpoblación que 

tiene el fenotipo troncal. 

 

Como demostramos con nuestros resultados el microRNA-204-5p inhibe el proceso 

del mimetismo vasculogénico en células con el fenotipo troncal de cáncer de mama, 

pero nos preguntamos a través de que genes podría estar llevando a cabo esta 

regulación, por lo que realizamos predicciones para identificar genes blanco del 

microRNA-204-5p. En conjunto los resultados obtenidos en este proyecto tienen 

una relevancia importante para fundamentar que el microRNA-204-5p puede regular 

las células con fenotipo troncal CD44+/CD24- de cáncer de mama, mismas que 

exacerban los hallmarks del cáncer y brindan el resurgimiento y la resistencia al 

tratamiento del tumor. Por lo que proponemos que la inducción de la restauración 

de este microRNA en tumores de cáncer de mama podría ser una alternativa 

terapéutica importante para mejorar la tasa de supervivencia de los pacientes. 



 

66  

10.- CONCLUSIONES 

 

Con base a los resultados obtenidos en este proyecto de investigación podemos 

llegar a las conclusiones: 

 

1. El microRNA-204-5p está involucrado en la autorrenovación tumoral, 

evidenciando esto con el ensayo de formación de esferoides, donde apreciamos 

que al restaurar la expresión ectópica de este microRNA el tamaño y numero de 

esferoides es considerablemente reducido en comparación con el control. 

 

2. La expresión ectópica del microRNA-204-5p en la subpoblación CD44+/CD24- 

de la línea parental HS578t inhibe la migración celular.  

 

3. La restauración ectópica del microRNA-204-5p en las células con el fenotipo 

troncal CD44+/CD24- de cáncer de mama inhibe la formación de los puntos de 

ramificación y de los canales capilares que forman las redes 3D del mimetismo 

vasculogénico. 
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13.- APÉNDICE  

Soluciones y medios de cultivo. 

DMEM, SFB 10%,(100 ml): 

90 ml (DMEM, alto glucosa y glutamina, Invitrogen), 10 ml de suero fetal bovino 

(Invitrogen), previamente inactivado durante 30 min a 56 °C y 1 ml de solución de 

Penicilina (10.000 U/ml)-Estreptomicina (10.000 ug/ml) 

Amortiguador de carga para proteínas (2X): 

2.5 ml de Tris-HCl 0.5 M, 0.4 mg de SDS, 2ml de glicerol, 200 ug de βmercaptoetanol 

y 0.1 mg de azul de bromofenol en un volumen final de 10 ml. pH 6.8. 

Amortiguador de corrida para electroforésis de proteínas: 

Tris-base 0.025 M, glicina 0.192 M y SDS 1%. TAE (50X): 242 g de Tris-base, 57.1 

ml de ácido acético glacial, 37.2 g de Na2EDTA.2H2O. Agua c.b.p. 1 L. 

TBE (10X): 

108 g de Tris-base, 55 g de ácido bórico, 40 ml 0.5 M de EDTA pH 8. Agua c.b.p.1L. 

TE: 

Tris.Cl 10 mM, pH 7.4 y EDTA 1 mM pH 8.0. Solución bloqueadora para Western 

blot: 5% de leche descremada en PBS 1x pH 7.4 

Amortiguador de transferencia (1X):  

Tris (0.025 M), glicina (0.192 M), 20 % de metanol. 

Solución de Azul de Coomasie (1 L): 

Coomasie R-250 al 0.25%, 500 ml de metanol y 70 ml de ácido acético. Agua 

c.b.p.1L. 

Solución desteñidora: 

Etanol 30 %, ácido acético 10 % y Agua bidestilada 60%. 

Reactivo de Bradford: 

50 mg de Azul de Coomasie G-250, 25 ml de etanol al 100%, 50 ml de ácido 

fosfórico al 85 % y 500 ml de agua bidestilada. La solución se filtra con papel 

Whatman No. 1. 

Preparación de geles de poliacrilamida (sds-page) 

Para 4 mini geles: 

Gel Separador 
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Gel Concentrador 

 

Solución de Acrilamida/Bisacrilamida (30 % : 0.8 %): 

Acrilamida 29.2 g Bisacrilamida 0.8 g Disolver en 40 ml de agua destilada. Una vez 

disuelto aforar hasta 100 ml. Filtrar a través de papel filtro “Whatman” No. 1. 

Almacenar a 4°C hasta un mes, previamente protegido de la luz. Soluciones y 

reactivos para geles de Acrilamida (SDS-PAGE): 1.5 M de Tris-HCl pH 8.8: 18.15 g 

de Tris base/100 ml de agua desionizada. 0.5 M de Tris-HCl pH 6.8: 6 g de Tris 

base/ 100 ml de agua desionizada. 10 % de SDS: 100 g de SDS en 1 litro de agua. 

APS 10 %: 1 g de Persulfato de Amonio en 10 ml de agua. Alicuotar y congelar a -

20°C. Alícuota en uso almacenar a 4°C. 

TEMED (Tetrametiletilendiamina): Almacenar a 4°C 

PBS – EDTA 0.2% 

 PBS 1X p 7.0 500 ml EDTA 1g Se disuelve el EDTA y se esteriliza por autoclave 

121ºC/ 20 min 

Soluciones y reactivos para geles de Acrilamida (SDS-PAGE): 

1.5 M de Tris-HCl pH 8.8: 18.15 g de Tris base/100 ml de agua desionizada. 

0.5 M de Tris-HCl pH 6.8: 6 g de Tris base/ 100 ml de agua desionizada. 

10 % de SDS: 100 g de SDS en 1 litro de agua. 
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APS 10 %: 1 g de Persulfato de Amonio en 10 ml de agua. Alicuotar y congelar 

a -20°C. Alícuota en uso almacenar a 4°C. 

 

 


