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1. RESUMEN   

El cáncer de mama (CaM) representa uno de los problemas de salud que más muertes 

oncológicas causa en mujeres de 20 años y más. Su alta mortalidad está ligada a los 

estadios más avanzados de esta enfermedad, donde se presenta la metástasis a otros órganos 

o tejidos. Es importante destacar que más del 75% de los tumores de glándula mamaria, en 

estadios tempranos, son positivos al receptor de estrógenos alfa (REα), blanco terapéutico 

de Fulvestrant  (ICI 182 780 o Faslodex®), el cual inhibe  proliferación celular, motilidad e 

invasión. Por otro lado, el ATRA es un retinoide derivado de la Vitamina A que ha sido 

utilizado recientemente en combinación con agentes antineoplásicos potenciando sus 

efectos. Basado en lo anterior el objetivo de la presente tesis fue determinar el efecto de la 

combinación de ATRA e ICI sobre la migración in vitro de células MCF-7/GFP (carcinoma 

mamario humano) y la metástasis in vivo en un modelo de embrión de pollo.  

La migración de células MCF-7/GFP se determinó mediante ensayos de cierre de herida 

(Wound Healing) incubando ATRA, ICI o ambos durante 48 h, en presencia de estradiol 

(E2) como inductor de migración. En todos los experimentos se utilizó citosina β-D-

arabinofuranósido (Ara-C; 10 mg/mL) 2 h antes del ensayo para inhibir la síntesis de ADN 

y poder distinguir la migración de la proliferación. La metástasis se determinó mediante la 

inoculación de 10
6
 células de carcinoma mamario en embriones de pollo fértiles, tratados 

con ATRA, ICI o su combinación.  

Los resultados muestran que en comparación con los tratamientos individuales, la 

combinación de ATRA e ICI inhiben significativamente la migración de las células MCF-

7/GFP. Por otro lado, la formación de tumores disminuyó notablemente cuando los 

embriones  de pollo, inoculados con las células MCF-7/GFP, se incubaron con  la 

combinación de ATRA e ICI en las mismas concentraciones, en comparación con los 

tratamientos individuales. En conjunto, estos resultados nos permiten proponer que la 

combinación de ATRA con ICI puede ser una herramienta terapéutica muy potente cuando 

en los tumores de cáncer de mama se expresa el receptor de estrógenos. 
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Por otro lado, se estandarizó sistemáticamente el modelo de embrión de pollo para el 

análisis de metástasis de células de carcinoma mamario humano, lo que posibilita realizar 

diversos estudios tanto de tratamientos anti-neoplásicos que permitirán avanzar en la lucha 

contra esta enfermedad. 
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2. ABSTRACT. 

Breast cancer (CaM) is a leading cause of death among women. Its high mortality is linked 

to the most advanced stages of this disease, which occurs metastasis to other organs or 

tissues. Importantly, over 75% of mammary gland tumors in early stages, estrogen receptor 

positive to alpha (REα), whereby a therapeutic target is attacked fulvestrant (ICI 182,780 or 

Faslodex®), the which inhibits cell proliferation, motility and invasion. Furthermore, 

ATRA, is a derivative of Vitamin A retinoid was recently used in combination with 

antineoplastic agents potentiating their effects. Based on the above the aim of this thesis 

was to determine the effect of the combination of ATRA and ICI on the in vitro migration 

of MCF-7 / GFP cells (human breast carcinoma) and metastasis in vivo in a model of chick 

embryo . 

Migration of MCF-7 / GFP cells was determined by wound closure tests (Wound Healing) 

incubating ATRA, or both ICI for 48 h in the presence of estradiol (E2) as migration 

inducer. It was used in all experiments cytosine β-D-arabinofuranoside (Ara-C 10 mg / ml) 

2 h prior to assay to inhibit DNA synthesis and to distinguish migration proliferation. 

Metastasis was determined by inoculating 106 mammary carcinoma cells in fertile chicken 

embryos treated with ATRA, ICI or combination. 

The results show that compared to the individual treatments, the combination of ATRA 

with ICI significantly inhibit migration of MCF-7 / GFP cells. Furthermore, tumor 

formation decreased markedly when chicken embryos inoculated with MCF-7 / GFP cells 

were incubated with the combination of ATRA and ICI in the same concentrations as 

compared to individual treatments. Together, these results allow us to propose that the 

combination of ATRA with ICI can be a very powerful therapeutic tool when tumors in 

breast cancer estrogen receptor is expressed. 

On the other hand, it is systematically standardized model chick embryo for studying 

metastasis of cells of human breast carcinoma, allowing various studies both treatments as 

mechanisms of action that will advance the fight against this disease. 
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3. INTRODUCCIÓN 

 

Cáncer es un término que se usa para enfermedades en las que células anormales se dividen 

sin control y pueden invadir otros tejidos (NCI, 2012), lo cual se ha descrito como la 

migración e invasión de las células tumorales desde el tumor primario, seguido por la 

intravasación, la supervivencia, la extravasación del sistema circulatorio o linfático y la 

colonización progresiva de un sitio distante, lo que es conocido como metástasis (Marino et 

a., 2013).  

 

La cascada biológica de las metástasis involucra pasos concretos como pérdida de adhesión 

celular, incremento en la capacidad motora e invasiva, entrada en la circulación, salida 

hacia el parénquima de órganos distantes y, finalmente, colonización de dichos órganos 

(Nguyen, 2009). 

 

El cáncer de mama representa uno de los problemas de salud que más muertes oncológicas 

causan en mujeres mayores de 20 años y más (NCI, 2015; INEGI, 2015), por lo que se han 

dedicado muchos esfuerzos en combatir esta enfermedad, especialmente antes de que se 

desarrollen metástasis.  

 

3.1 Epidemiología del cáncer de mama (CaM) 

 

A nivel mundial, el CaM es el más común entre las mujeres, registrándose 411,000 muertes 

al año a causa de esta enfermedad y en los últimos cinco años se tiene el reporte de 4.4 

millones de mujeres que viven con la enfermedad (Globocan, 2014). 

 

En México, doce mujeres mueren diariamente a causa del cáncer mamario, lo cual 

representa, aproximadamente, una tercera parte de las pacientes diagnosticadas con este 

tumor maligno. Adicionalmente, a partir del año 2006 el CaM se considera como la 

segunda causa de muerte general en mujeres de 30 a 54 años, después de los tumores 

malignos en órganos digestivos, desplazando al cáncer cérvico-uterino al tercer lugar 

(INEGI, 2015). 
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Uno de los problemas que enfrenta la lucha contra el CaM es que un número considerable 

de casos se detectan en estadios avanzados. En México, el 60% de los casos son detectados 

en etapas avanzadas, por lo que su tratamiento debe ser más agresivo y, por ende, los 

efectos colaterales son más severos. Por este motivo, la mortalidad por CaM está ligada a 

los estadios más avanzados de esta enfermedad, a partir de que se presenta la metástasis a 

órganos como pulmón, cerebro y hueso (Brandan y Villaseñor, 2006) y se ha considerado 

como una enfermedad sistémica que debe ser combatida como tal (Redig y McAllister, 

2013).  

3.2 Etiología del CaM.  

 

Algunos factores asociados a la vida reproductiva de la mujer tienen un papel determinante 

en el origen del CaM, incluyendo la menarquia temprana, la menopausia tardía, la 

nuliparidad, la ausencia de la lactancia y la administración de hormonas en formulaciones 

anticonceptivas (Kelsey et al., 2009).  

 

A nivel celular, se encuentran involucrados diversos procesos como pérdida de la adhesión 

célula-célula, evasión de la apoptosis, desregulación de los mecanismos de proliferación y 

diferenciación (Cole, 2010). Por otra parte, las hormonas esteroides sexuales, 

particularmente los estrógenos, juegan un papel importante en el origen del CaM debido a 

que son mitógenos, es decir que inducen la proliferación celular ocasionando que las 

células blanco se dividan por mitosis y, por otro lado, permiten su migración (Li et al., 

2012; Bartucci, 2001). Debido a la dependencia hormonal del CaM, la caracterización 

inmunohistoquímica de los Receptores de Estrógenos (RE), ha sido utilizada como 

marcador de actividad tumoral, de diagnóstico y de respuesta a tratamiento (Chen et al., 

2014). Dentro de la familia de los receptores nucleares a los que pertenecen los RE se 

encuentran los Receptores del Ácido Retinoico (RAR) y de Retinoides (RXR) y algunos de 

sus miembros han sido utilizados como biomarcadores en la quimioprevención (Pavan et 

al., 2006). 
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3.3 Migración, invasión y metástasis en el CaM.  

 

La migración celular es un evento clave en funciones biológicas, como son la respuesta 

inmunológica, el desarrollo embrionario o la regeneración de tejidos por células madre. 

Contribuye a varios procesos patológicos, incluyendo enfermedades vasculares, 

inflamatorias y cáncer (metástasis).  

La migración celular puede ser conceptualizada como un proceso cíclico, la respuesta 

inicial de una célula a un estímulo migratorio es la polarización y extensión de protusiones 

en la dirección del estímulo. Estas protusiones pueden ser amplias en forma de láminas 

llamadas lamelipodias, o puntiagudas en forma de espinas, mejor conocidas como 

filopodias; la formación de estos frentes de migración son dirigidos y mantenidos por la 

polimerización de actina cortical y son estabilizados mediante la unión a la matriz 

extracelular (MEC) o células adyacentes a través de proteínas transmembranales que unen 

el citoesqueleto, estas adhesiones sirven como sitios de tracción para la migración y 

continuamente son desensambladas en la parte posterior (Ridley et al., 2003). 

La invasión de células del cáncer y la metástasis están estrechamente relacionados con la 

migración celular, un proceso que implica la dinámica de filamentos de actina regulados 

por diversas proteínas de unión a actina (Li, 2012., Tanaka, 1995., Yilmaz, 2010). Las 

células cancerosas presentan cambios específicos en la organización del citoesqueleto, así 

como en la adhesión, motilidad, regulación del crecimiento y supervivencia. (Navarro, 

2010). 

El proceso de invasión inicia con la disrupción de la interacción local célula-célula, 

alterando la membrana basal, invadiendo e infiltrando tejido circunvecino, alcanzando y 

penetrando al interior de los vasos sanguíneos o linfáticos (intravasación), con la 

consecuente transportación de estas células neoplásicas por el torrente sanguíneo. El 

proceso metastático continúa con una supervivencia en la circulación, la detención en 

terminaciones capilares de órganos distantes y el escape de estos vasos (extravasación), 

para el establecimiento y ulterior desarrollo de tumores secundarios (Chávez, 2004). 
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3.4 Estrógenos y CaM  

 

La evidencia epidemiológica indica que los principales factores de riesgo asociados al 

cáncer de mama se vinculan a la mayor exposición a ciclos ovulatorios: menarca temprana 

y menopausia tardía, esterilidad, nuliparidad y la lactancia escasa o nula (Hulka, 1995). 

Estos factores sugieren una clara relación entre el cáncer de mama y el estatus hormonal 

estrogénico. De igual forma los estudios en células de cáncer de mama, a nivel 

experimental, han comprobado que los estrógenos promueven el crecimiento de tumores 

mamarios en animales, incrementan la proliferación (Clemons, 2001) e induce la migración 

(Jiménez, 2014). Además, se ha correlacionado el desarrollo del cáncer de mama con 

niveles elevados de estrógenos sanguíneos (Thompson, 2002). 

 

Los factores que se asocian al desarrollo del cáncer de mama se pueden categorizar en los 

que producen daño del ácido desoxirribonucleico (ADN) (genotóxicos) y los que estimulan 

la proliferación, desarrollo y crecimiento tumoral (mitogénicos). En relación con los 

estrógenos, en un primer momento se aceptó el segundo mecanismo ya que estos estimulan 

la división celular y cuanto más se divida una célula más son las posibilidades de que se 

exprese una mutación oncogénica o que se desarrolle una nueva (Fhisman, 1995). 

 

3.4.1 Receptores de estrógenos 

 

El receptor de estrógenos pertenece a una superfamilia de receptores nucleares (RNs) los 

cuales son factores de transcripción que regulan la expresión génica de manera dependiente 

de su unión a ligando y en respuesta específica a señales fisiológicas y patológicas. Estas 

proteínas poseen unidades estructurales y funcionales bien definidas (Aranda, 2001., 

Krishnan, 2001). 

 

Se han identificado dos receptores de estrógenos conocidos como REα y REβ, formados 

por una sola cadena de 565 y 530 aminoácidos, respectivamente (Kuiper, 1996). 

Recientemente se reportó un nuevo receptor de estrógenos intracelular transmembranal, 

conocido como GPR30 por convención se acordó llamar GPER (receptor de estrógenos 

acoplados a proteínas G), que actúa de manera independiente de ERα y ERβ, pero influye 
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en la activación del factor de crecimiento epidérmico (EGF), pudiendo así participar en la 

biología del cáncer de mama (Filardo, 2006). ERα y ERβ son codificados por diferentes 

genes y su expresión varía dependiendo del tipo de tejido. ERα es expresado 

predominantemente en órganos reproductivos (útero, mama y ovario), así como en el 

hígado y en el sistema nervioso central, en tanto que la forma β es expresada 

mayoritariamente en otros tejidos como hueso, endotelio, pulmones, tracto urogenital, 

sistema nervioso central y próstata (Nilsson, 2001; Anderson, 2002; Palmieri, 2002).  

 

Estos receptores, están conformados por seis dominios denotados de la A a la F, 

codificados por 8-9 exones (Kuiper, 1998) (Fig. 1). Ambos tienen un dominio central de 

unión al ADN (DBD) muy conservado que mediante dos “dedos de zinc”, se une a 

secuencias específicas en el promotor o a los sitios “enhancer” de genes regulados por 

estrógenos (Klinge, 2001). La región carboxilo-terminal del receptor constituye el dominio 

de unión a ligando (LBD) el cual reconoce a los estrógenos naturales como 17β-estradiol 

(E2) y a ligandos sintéticos que pueden ser antagonistas totales o SERMs (Moduladores 

Selectivos del RE), capaces de activar o inhibir al receptor dependiendo del contexto 

celular y del promotor. 

 

Adicionalmente, el dominio de unión al ligando (LBD) contiene una región de localización 

nuclear, regiones de homodimerización y un dominio de transactivación denominado AF-2, 

el cual es dependiente de ligando. La interacción con E2 activa al receptor promoviendo una 

serie de cambios conformacionales que incluyen dimerización, localización nuclear y muy 

importantemente, la exposición de una superficie sobre la región AF-2 que promueve su 

interacción con coactivadores transcripcionales (Klinge, 2000). Entre el DBD y el LBD 

existe una región variable denominada bisagra. La región amino-terminal es la más variable 

entre los miembros de la familia, tanto en tamaño como en secuencia de aminoácidos, y 

contiene una región de transactivación denominada  AF-1, la cual es ligando-independiente. 

Las regiones AF-1 y AF-2 pueden activar la transcripción de manera independiente o 

sinérgica dependiendo del contexto celular y del promotor (Tzukerman, 1994). Por último, 

en la región N-terminal existen diversos sitios de fosforilación, los cuales son regulados por 

una variedad de proteínas cinasas (Kumar, 2003) (Fig. 1).  
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En el cáncer, los genes activados por estrógenos intervienen en procesos como 

proliferación, angiogénesis, pérdida de unión celular, así como inhibición de apoptosis. 

Particularmente, el REα se encuentra más relacionado con inducción de la proliferación 

celular en CaM (Helguero, 2005). 

 

Figura 1. Representación esquemática de los dominios del receptor de estrógenos α y β (ERα y 

ERβ). Estos receptores, están conformados por seis dominios denotados de la A a la F, codificados 

por 8-9 exones. Ambos tienen un dominio central de unión al DNA (DBD) muy conservado que 

mediante dos “dedos de zinc”, se une a secuencias específicas en el promotor o a los sitios 

“enhancer” de genes regulados por estrógenos. La región carboxilo-terminal del receptor constituye 

el dominio de unión a ligando (LBD) el cual reconoce a los estrógenos naturales y a ligandos 

sintéticos. Adicionalmente, el LBD contiene una región de localización nuclear, denominado AF-2, 

entre el DBD y el LBD existe una región variable denominada bisagra. La región amino-terminal 

contiene una región de transactivación denominada AF-1, la cual es ligando-independiente (Noriega 

y Langley, 2008). 

 

3.4.2 Mecanismo de acción no canónico de los estrógenos 

 

Los efectos biológicos rápidos observados del E2 en hueso, mama, sistema vascular y 

sistema nervioso, sugieren que los estrógenos también pueden provocar efectos no 

genómicos, posiblemente a través de formas del RE en la superficie celular, vinculados a 

las proteínas de transducción de señales intracelulares (receptor de estrógenos de membrana 

y GPER). El RE y las vías de la tirosina cinasa están acopladas integralmente a la 

membrana celular a través de GPER, como el E2, el cual ha demostrado que puede activar 

la vía de señalización MAPK en una gran variedad de células (Haynes, 2000; Simoncini, 

2000). Otros estudios demuestran que el RE se encuentra  vinculado a la membrana a través 

de un GPER y es capaz de provocar una variedad de eventos de transducción de señales, 

incluyendo la inducción de la proliferación celular y efectos antiapoptóticos de la hormona 

(Gu Q, 1999).  

http://www.jbc.org/content/276/40/36869.short#ref-36
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3.4.3 Mecanismo de acción canónico de los estrógenos 

 

La activación del RE se inicia cuando la hormona se une a él, se disocian las proteínas de 

choque térmico (HSP) y ocurre la dimerización, lo que provoca un cambio conformacional 

del complejo estrógenos-receptores de estrógenos. Esto permite la interacción de los sitios 

específicos de unión al ADN del receptor con secuencias específicas del mismo, conocidas 

como elementos de respuesta a estrógenos (ERE), que se encuentran en las regiones 

reguladoras de los genes diana de los estrógenos (Couse, 1999., Mckenna, 1999., Tora, 

1989). Existen proteínas correguladoras intercaladas entre el RE activado y la “maquinaria” 

trascripcional, por lo tanto, funcionan como intermediarios de las señales del receptor y la 

trascripción (Webb, 1998). Éstas proteínas correguladoras modulan la capacidad 

trascripcional del receptor estrogénico y pueden incrementarla (coactivadores), disminuirla 

(correpresores) o funcionar como cointegradoras celulares para otras proteínas, que 

modifican, a su vez, a la trascripción (Course, 1999., Tzukerman, 1994). Los coactivadores 

están asociados a la relajación de la estructura de la cromatina por poseer o reclutar 

proteínas con actividad de acetilación de histonas, mientras que los correpresores están 

asociados a la compactación de la cromatina por poseer actividad de desacetilación de 

histonas. De esta forma, los correguladores de los RNs modulan la compactación o 

descompactación de la cromatina para reprimir o inducir, respectivamente, la expresión 

génica (Sever, 2013). Posteriormente, se inicia la trascripción a través de la enzima ARN 

polimerasa y la formación del ARN mensajero (ARNm), que migra al citoplasma, donde se 

realiza la traducción (síntesis proteínica) en los ribosomas (Mangelsdorf, 1995., Heery, 

1997).  

 

3.5 Tratamientos contra el CaM  

 

Las terapias en cáncer se pueden dividir en quirúrgicas, radioterapia, quimioterapia, terapia 

hormonal y terapia biológica, las cuales varían en su efectividad, especificidad e indicación 

(Wickerham y Tan, 2002). Debido a que el CaM es una enfermedad heterogénea que 

presenta variaciones en la apariencia morfológica, potencial metastásico, respuesta a varios 

tratamientos y supervivencia de las pacientes, continuamente se desarrollan nuevas terapias 

y nuevas combinaciones que se encuentran dirigidas a blancos específicos con el objetivo 
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de incrementar su eficacia y disminuir los efectos secundarios. Las terapias más específicas 

son las Hormonales y las Biológicas (Bruton et al., 2007). 

 

 

3.5.1 Terapia hormonal: antagonista del RE 
 

Es un tratamiento económicamente accesible y menos agresivo en comparación con la 

quimioterapia, indicado para pacientes que han sido diagnosticadas positivas para 

receptores de hormonas esteroides. Existen varias modalidades para suprimir los efectos de 

los estrógenos, por ejemplo, los inhibidores de la aromatasa y los antagonistas de los 

receptores de estrógenos (Gelber et al., 2003). Estos últimos bloquean selectivamente uno o 

ambos receptores de estrógenos, entre ellos se encuentra el ICI 182,780 (Fulvestrant o 

Faslodex®, AstraZeneca) el cual es un inhibidor competitivo de los RE, uniéndose con 

afinidad comparable a la del estradiol. Este tipo de terapia inhibe considerablemente la 

proliferación de las células de CaM. No obstante su efecto específico, el tratamiento más 

adecuado siempre va a estar relacionado con el diagnóstico temprano del CaM (Bruton et 

al., 2007). 

 

Muchos agentes sintéticos como los antiestrógenos cuentan con la capacidad  para inhibir la 

carcinogénesis en una amplia variedad de células pre-neoplásicas y en células de 

carcinoma, de los cuales se han identificado los antagonistas específicos de los receptores 

de estrógenos (ICI 182,780, Fulvestrant o Faslodex
®
), los cuales tienen la capacidad de 

inhibir la proliferación celular, la motilidad, la invasión e inducir la diferenciación de las 

células de CaM y en pacientes que han sido diagnosticadas positivas para receptores de 

hormonas esteroideas (Bruton et al., 2007).  ICI, es un agente hormonal antiestrogénico 

puro con actividad antagonista, que se une de forma competitiva con el receptor de 

estrógenos con una mayor afinidad que el ligando natural (E2) y que el tamoxifeno (Parker, 

1993; Brzozowski 1997). Su acción antiestrogénica se efectúa al impedir la dimerización de 

este receptor, lo cual no le permite su unión al ERE, y por lo tanto a la transcripción de los 

genes. Asimismo se ha demostrado que estos compuestos pueden bloquear la translocación 

del RE al núcleo, lo cual incrementa su degradación citoplasmática (Gibson, 2010).  
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3.5.2 Terapia de diferenciación  
 

 

Las primeras evidencias de las propiedades anticancerígenas del ácido retinoico (AR) 

surgieron a finales de los años 70, cuando se observó que los retinoides inhibían el 

crecimiento de células tumorales en cultivo (Lotan y Nicolson, 1977) y que inducían la 

diferenciación de células de teratocarcinoma in vitro e in vivo (Strickland y Mahdavi, 

1978). 

 

Más tarde, se demostró que los retinoides son agentes quimiopreventivos y 

quimioterapéuticos potenciales (Smith, 1992; Rhee, 2004). Debido a su rol en la regulación 

del crecimiento y diferenciación celular en modelos preclínicos, los retinoides naturales y 

sintéticos están siendo ampliamente evaluados en ensayos clínicos para el tratamiento y 

prevención del cáncer. Uno de los principales mecanismos por el cual el AR es capaz de 

modular la progresión del ciclo celular. Esta regulación negativa en la estabilidad de una 

proteína no se limita solo a ciclina D1, sino que afecta a diversas proteínas implicadas en la 

regulación del ciclo celular. Además, el AR contribuye al arresto del ciclo celular mediante 

el aumento de la expresión y la estabilidad post-traduccional de algunos inhibidores de 

ciclinas, como p21 (Seewaldt, 1996). 

 

3.6 Retinoides y cáncer  

 

Los retinoides naturales y sintéticos derivados de la vitamina A, regulan el crecimiento, la 

diferenciación y la supervivencia de diferentes tipos de células normales y tumorales. Los 

retinoides se utilizan en el tratamiento de leucemia promielocítica y en la quimioprevención 

de varios cánceres, incluyendo el cáncer de mama. El efecto antitumoral de los retinoides se 

atribuye a la inducción de la diferenciación, detención del crecimiento de células tumorales 

por inducción de apoptosis o senescencia acelerada, a través de  un arresto irreversible de la 

proliferación en fase G0 y G1 (Altucci, 2001; Roninson, 2003). 

 

Recientemente se ha demostrado que los retinoides suprimen la formación de tumores en 

animales, han demostrado ser eficaces agentes citotóxicos en el CaM, especialmente ATRA 

(Garattini et al., 2014) y han sido utilizados solos o en combinación con agentes 
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antineoplásicos o en radioterapia, tanto en el cáncer de pulmón (Arrieta et al., 2010) como 

en el de mama (Bryan et al., 2011). 

 

3.6.1 Receptores nucleares de los retinoides 

 

Los retinoides, entre los cuales se encuentran el ATRA, 9-cis AR y 13-cis AR, se pueden 

unir con diferente afinidad a los receptores del ácido retinoico (RAR alfa, beta y gamma) o 

los receptores X de los rexinoides (RXR: alfa, beta y gamma), formando heterodímeros  u 

homodímeros (Bastien y Rochette-Egly, 2004). Todos estos receptores nucleares 

constituyen una superfamilia de factores de transcripción que regulan la expresión génica 

de forma dependiente de su ligando, se unen a secuencias específicas de ADN llamadas 

elementos de respuesta al ácido retinoico (RARE), actuando como factores de transcripción 

y regulando directamente la expresión de genes diana (Laserna, 2009).  

 

La familia de receptores nucleares, también incluye los llamados receptores huérfanos, para 

los que no se ha descubierto ningún ligando aunque muchos poseen actividad fisiológica 

aparente. El mal funcionamiento de los receptores nucleares tiene efectos graves en la 

proliferación, reproducción y metabolismo, provocando cáncer, infertilidad, obesidad y 

diabetes (Aranda y Pascual, 2001; Gronemeyer et al., 2004). 

 

Los RARs presentan una estructura modular compuesta por  6 regiones conservadas A-F. 

La región C se encuentra altamente conservada y es la que porta el dominio de unión al 

ADN (DBD), el cual le confiere la capacidad de reconocer en forma específica a los RARE. 

La región E es la segunda región más conservada y es donde se encuentra el dominio de 

unión al ligando (LBD). Es un dominio altamente complejo que contiene un bolsillo de 

unión al ligando, el principal dominio de dimerización y la función de trans-activación 

dependiente de ligando (AF-2). El extremo N-terminal o A/B contiene el sitio con la 

función de activación transcripcional independiente de ligando (AF-1), susceptible a 

múltiples fosforilaciones que pueden regular la actividad transcripcional del receptor 

(Bastien, 2001) (Fig. 2). 
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Figura 2. Representación esquemática de los dominios funcionales y los principales sitios de 

fosforilación de los receptores nucleares de ácido retinoico. Adaptado de Bastien, Rochette-Egly, 

2004. 

 

 

3.6.2 Mecanismo de acción  canónico de los  retinoides 

 

Los efectos de los retinoides están mediados por los receptores de ácido retinoico (RARs) y 

los receptores de retinoides X (RXRs), que actúan como ligandos de factores de 

transcripción activados (Heyman, 1992; Mangelsdorf, 1994). Después de la unión con el 

retinoide, el complejo ligando-receptor forma dímeros, homodímeros o heterodímeros que 

se unen a los RARE en la región del promotor de genes implicados en la transducción de 

señales de los retinoides. Esta unión da una señal de liberación de co-represores y de 

reclutamiento de co-activadores y enzimas que modifican a las histonas para permitir los 

cambios conformacionales necesarios para la transcripción del ADN. Así, una vez activo, el 

receptor RAR es capaz de inducir la transcripción de algunos de los genes que contienen 

sitios RARE en su promotor (Chen, 2008). 

 

Los retinoides no sólo regulan la transcripción a través de la activación de receptores de 

retinoides específicos, sino que también suprimen la actividad de otros factores de 

transcripción, tales como la proteína activadora-1 (AP-1), por medio de una transrepresión 

al unirse ATRA con su receptor RAR. Esta molécula regula la señal de factores de 

crecimiento, péptidos inflamatorios, oncogenes y promotores tumorales (Fanjul, 1994; 

Nagpal, 1995).  

 

 

http://www.bidi.uam.mx:2088/science/article/pii/S136883750100118X#BIB28
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En conjunto, la acción de los retinoides es un mecanismo de ajuste fino dependiente del 

nivel de expresión de los receptores específicos, así como del tipo y la concentración del 

compuesto retinoide en la célula. Los retinoides pueden regular la actividad de rutas 

implicadas en el crecimiento celular o la diferenciación mediante el sistema de AP-1 

(Klaassen, 2002). 

 

3.6.3 Mecanismo de acción no canónico de los  retinoides 

 

En los últimos años se han reportado nuevas formas de regulación de los receptores de 

retinoides, así como nuevas funciones. Estudios recientes demostraron que los receptores 

de ácido retinoico pueden integrar múltiples cascadas de fosforilación. Por lo que además 

de sus clásicos efectos transcripcionales, los RARs pueden mediar acciones rápidas 

independientes de la transcripción, como es la activación de la vía de transducción de 

señales del fosfatidil-inositol-3-quinasa (PI3K) o la vía de MAPK (Laserna, 2009).  

 

Más aún, diferentes retinoides pueden mediar vías de señalización distintas de aquellas 

reguladas por los receptores RARs. Un ejemplo de esto es la capacidad del ATRA para 

modular la vía de señalización AMPc-PKA, la cual puede conducir a la diferenciación 

celular independientemente de la activación de receptores RARs. El descubrimiento de 

estos efectos no-genómicos del ácido retinoico, muestra que no solamente las células que 

expresan RARs funcionales (con capacidad de reconocer sitios RAREs) son capaces de 

responder a los retinoides (Somenzi, 2007; Bastien, 2004), ampliando aún más el panorama 

de acción de estas moléculas. 

 

3.7 Modelos animales en el estudio de metástasis 

 

El cáncer mamario humano se caracteriza por una heterogeneidad morfológica, genética y 

molecular. De hecho las lesiones premalignas e invasivas que pueden ocurrir en la glándula 

mamaria humana presentan diferentes características bioquímicas y moleculares, por lo que 

se considera al cáncer mamario como un conjunto de enfermedades (Medina, 2000).  
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Existen modelos animales de inducción de cáncer mamario que reúnen ciertas 

características que los hacen de gran utilidad en el estudio de diversos aspectos de esta 

enfermedad. Los modelos animales son herramientas importantes para investigar la 

patogénesis y el desarrollo de estrategias de tratamiento contra la metástasis; sin embargo, 

existen pocos modelos in vivo para el estudio de la metástasis a pesar del hecho de que los 

murinos (ratas y ratones) y otros mamíferos (perros y gatos) a menudo desarrollan cáncer 

de forma espontánea. Por lo tanto, la mayoría de los modelos experimentales de metástasis 

requieren la inyección o la implantación de células neoplásicas. El estudio de la metástasis 

en modelos animales pequeños se ha basado a menudo en los análisis histológicos, la 

amplificación por PCR y la radiografía; sin embargo, los ensayos que utilizan tejidos 

extirpados están sujetos a limitaciones de muestreo y no pueden evaluar la extensión global 

de la enfermedad en el animal (Lindner, 2014; Rosol et al., 2003). El bajo número de 

fármacos que inhiben específicamente la migración de células cancerosas es, en parte, 

debido a la falta de modelos 3D in vivo, capaces de imitar la situación compleja del 

comportamiento de las células transformadas en el paciente (Thibaudeau et al., 2014). 

 

3.7.1 En ratón desnudo (nude) en estudios oncológicos 

 

El descubrimiento del ratón desnudo fue un punto de inflexión sumamente importante para 

la investigación del cáncer, debido a que permitió el estudio de los tumores humanos in 

vivo. Dentro de las investigaciones en el campo de la oncología para las cuales se han 

utilizado estos ratones como modelo se deben resaltar los hallazgos obtenidos en 

quimioterapia, radioterapia, inmunoterapia, anticuerpos monoclonales, interferones, 

interleucinas y pruebas de carcinogenicidad entre otros. Por su condición de 

inmunodeficientes, los ratones desnudos deben obligatoriamente mantenerse en ambientes 

en los que se hayan instalado barreras sanitarias estrictas. La categoría microbiológica de 

los ratones desnudos debe ser la de animales SPF (Specific Pathogen Free), esto significa 

que tendrán su flora intestinal normal pero deberán estar libres de todos aquellos 

microorganismos específicos capaces de causar infecciones. En condiciones 

convencionales pueden sobrevivir entre 14 y 30 días. El bienestar de estos animales 

depende, en gran medida, del sistema de alojamiento que se elija, del diseño y control del 

ambiente, factores que son críticos para la producción y el mantenimiento del ratón 
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desnudo. Además, se deberán tener en cuenta las siguientes recomendaciones: 1. El 

ambiente físico debe diseñarse y operarse de manera tal que permita establecer controles 

ambientales estrictos, brindando seguridad y confort a los animales, minimizando las 

posibilidades de introducción o transmisión de agentes infecciosos. 2. La estabilidad 

ambiental se logra mediante un buen diseño del sistema de ventilación, del control de la 

temperatura, de la humedad relativa, y de la velocidad y presión del aire. 3. Las áreas de 

servicios tienen que funcionar como una barrera efectiva entre los animales y el ambiente 

exterior. Estas están diseñadas específicamente para el lavado y esterilización de insumos, 

además se debe contar con un depósito de equipamiento, de alimento y lechos; un área de 

cuarentena; sala de necropsias; e instalaciones para el tratamiento y eliminación de los 

desechos. 4. Las cajas, rejas, comederos y bebederos que se utilicen para el alojamiento de 

los animales deben estar de acuerdo con las normativas internacionales en cuanto a su 

material, dimensiones y diseño; con el objeto de brindar el máximo confort a los ratones y 

de facilitar en forma eficiente su limpieza y esterilización. La instalación de barreras 

absolutas brindará la seguridad necesaria para evitar contaminaciones. Existe la necesidad 

de establecer procedimientos para el tratamiento de todos los insumos que se pondrán en 

contacto con los ratones desnudos. El alimento debe ser estéril (sometido a autoclave o a 

irradiación) al igual que el agua de bebida. El ratón desnudo requiere una temperatura más 

elevada que las cepas tradicionales, se recomienda 25 +/- 1º C, y se debe considerar que en 

caso de alojarlos bajo un flujo laminar de aire continuo necesitarán una temperatura de 28º 

C para compensar la pérdida de calor corporal con un fotoperiodo uniforme luz/oscuridad 

de 14–10 horas (Carbone, 2006). 

 

3.7.2 El embrión de pollo como modelo experimental en el estudio de la metástasis 

 

Como complemento de modelos murinos para la diseminación de células tumorales, el 

sistema del modelo de embrión de pollo ofrece una serie de ventajas únicas para estudiar 

los múltiples pasos de la metástasis de células tumorales. Dado que el sistema linfoide no 

es completamente funcional hasta fases avanzadas del desarrollo embrionario (1 a 2 días 

antes de la eclosión, en el día 21), éste sirve como un hospedero natural immunodeficiente 

capaz de sostener tejidos injertados y células sin restricciones especies-específicas. 

Diferentes sistemas del modelo de embrión de pollo permiten realizar un análisis 
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exhaustivo de etapas y aspectos específicos de la diseminación de células cancerosas tales 

como: la colonización, intravasación y extravasación en la metástasis o angiogénesis 

inducida por células tumorales, injertos con “matrigel” o ambos. El principal componente 

de estos sistemas, es el uso de un tejido especializado, es decir, la membrana 

corioalantoidea (MCA), rica en vasos sanguíneos que proporciona un ambiente único de 

apoyo para la formación de un tumor primario. Además de nutrir xenoinjertos en 

desarrollo, la MCA proporciona conductos para la intravasación de células tumorales, 

diseminación, arresto vascular y finalmente la extravasación celular para formar focos 

micrometastásicos (Fig. 3). Debido a la facilidad experimental de manipulación antes o 

después del injerto de células tumorales, la MCA permite identificar los pasos individuales 

de la cascada metastásica donde las moléculas específicas o procesos bioquímicos 

manifiestan su implicación funcional (Deryugina, 2008). 

 

3.7.2.1 El desarrollo de la MCA, estructura y formación 

 

Durante la incubación del embrión de pollo, se forma la MCA entre los días 5 y 6 debido a 

la fusión parcial del corion y el alantoides (Melkonian et al 2002). La cámara, funciona 

como los pulmones del embrión, se desarrolla rápidamente y rodea a todo el embrión en día 

12 de incubación. Histológicamente, la MCA contiene tres capas principales: el ectodermo, 

unido a la membrana de la cáscara; el mesodermo, enriquecido con vasos sanguíneos, los 

componentes del estroma; así como el endodermo, frente a la cavidad alantoidea. Para el 

día 10 de incubación, el ectodermo de la MCA se encuentra completamente desarrollado 

con plexos capilares, lo que representa una red de pequeños capilares, la conexión de las 

redes de vasos sanguíneos arteriales y venosos. La MCA es una estructura muy fina, que 

raramente sobrepasa los 100 µm a través de las tres capas.  Ya que la MCA es tan delgada, 

permite una detallada visualización de diferentes planos a través de microscopía DIC, 

extendiéndola sobre un portaobjetos de vidrio, se pueden observar tumores, procesos 

metástasicos  y angiogénicos, así como células tumorales fluorescentes dentro y fuera de 

los vasos sanguíneos. 
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La naturaleza altamente vascularizada de la MCA promueve considerablemente la 

diseminación de células tumorales (Armstrong, 1980;  Murphy, 1913; Ossowski y Reich, 

1980). Las células tumorales se injertan en un volumen de 20 a 30 µL en los vasos 

sanguíneos de la MCA a través de una pequeña ventana realizada en la cáscara del huevo. 

Dependiendo del número de células tumorales y su capacidad de proliferación, los tumores 

primarios en la MCA pueden alcanzar hasta 500-600 mg en los días 5 y 7 después de la 

inoculación celular. Sorprendentemente, en este plazo, no sólo las células tumorales 

agresivas desarrollan tumores de tamaño considerable, sino que también pueden escapar del 

sitio primario, invadir los alrededores, intravasarse en los vasos sanguíneos, llegar a 

porciones distales de la MCA y órganos internos, donde las células se difunden, extravasan 

y forman focos micrometastásicos. Por lo tanto, similar al modelo murino, todas las etapas 

de la cascada metastásica se recapitulan en el embrión de pollo en un período muy corto de 

tiempo (Deryugina, 2008). 

 

Figura 3. Diseminación de células tumorales que migraron de un tumor primario desarrollado sobre 

la MCA en el embrión de pollo. A) Embrión de pollo fuera del cascarón con microtumores 

(círculos) desarrollados 5 días después del injerto con células GFP dentro de una gota de matrigel. 

B) Amplificación de un microtumor. C) y D) Células que expresan GFP visualizadas en los vasos 

sanguíneos de la MCA 200x (Deryugina, 2008). 
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3.7.2.2 Ventajas del modelo de embrión de pollo para el estudio de la metástasis 

 

El embrión de pollo ha sido utilizado por mucho tiempo para estudios en el campo de la 

biología del desarrollo debido a su fácil manejo, rápido desarrollo y embriogénesis 

temprana similar a la de los humanos (Ossowski y Reich, 2014). Además, ha contribuido al 

conocimiento en áreas como la inmunología, genética, virología, toxicología, entre otras. 

Las ventajas que ofrece el embrión de pollo como modelo para el estudio de la metástasis 

en el CaM son: 1) Es un hospedero inmunodeficiente y, por tanto, puede aceptar el 

trasplante de una gran variedad de tejidos de otros organismos sin rechazarlos. 2) Su 

adquisición y mantenimiento son económicos. 3) Es posible estudiar los procesos de 

formación de los vasos sanguíneos a partir de existentes (angiogénesis) alrededor del 

crecimiento tumoral. 4) Por sus características transparentes, se pueden observar fácilmente 

tejidos y células sin tener que sacrificarlo y todas las partes del embrión son accesibles para 

el muestreo y la manipulación experimental. 5) Las condiciones ambientales para incubar 

los huevos son simples (Chambers et al., 1982). Recientemente hemos implementado con 

éxito el modelo de embrión de pollo para el estudio de la formación de tumores a partir de 

células de CaM humano (Reporte de Servicio Social, Rosa Isela Mendizábal Riveros, 

Unidad Xochimilco, UAM, 2014). 

 

Tanto el ratón nude como el embrión de pollo han sido ampliamente utilizados para el 

estudio de factores tanto preventivos como terapéuticos, los resultados son altamente 

reproducibles y reúnen las características anteriormente señaladas para un buen modelo 

animal de cáncer mamario (Medina 2000; Thompson, 2000). Con estos modelos animales 

se pueden desarrollar protocolos tanto de tipo terapéutico como preventivo. Los protocolos 

de tipo terapéutico se caracterizan por aplicar los carcinógenos y esperar a que los tumores 

se desarrollen y alcancen un tamaño determinado. Posteriormente, la eficacia del agente 

terapéutico se evalúa observando su impacto sobre el crecimiento y/o tamaño final de los 

tumores. Por otra parte, en un experimento típico de prevención, se contrastan los efectos 

sobre la respuesta al carcinógeno de un potencial agente preventivo con un grupo control 

que recibe un tratamiento placebo. La respuesta al carcinógeno se evalúa midiendo cuántos 

animales desarrollaron tumores (incidencia), el número de tumores, el crecimiento y el 

tamaño final de los mismos (Thompson, 2002; Clarke, 1997). 
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4. ANTECEDENTES 

 

4.1 Terapias combinadas usando Retinoides y antiestrógenos 

 

Los retinoides tienen efectos antimigratorios en las células de cáncer de mama humano y 

comparten algunas características con los antiestrógenos, aunque las dianas moleculares 

implicadas aún no se han identificado en cualquiera de los casos. Ambos agentes 

interactúan con receptores que son factores de transcripción nucleares activados por 

ligandos, tienen un efecto citostático en lugar de uno citotóxico (Marth, 1985; Preisler, 

1992). 

 

Otros estudios, sin embargo, indican que los retinoides y antiestrógenos tienen efectos 

sinérgicos en la inhibición de la proliferación y migración de células de carcinoma mamario 

humano tanto in vitro (Koga, 1991) como in vivo (Anzano, 194), proporcionando evidencia 

de diferentes vías de inhibición. Los retinoides y antiestrógenos actúan a través de 

mecanismos no sólo de interés biológico intrínseco, sino como agentes que pueden ser 

utilizados clínicamente. 

 

Otros estudios en los que se utiliza ATRA en combinación con algunos antiestrógenos son: 

 

 Ribeiro et al 2013, demostraron que la combinación de ATRA con el metabolito 

activo de tamoxifeno “endoxifeno” aumenta la inhibición de la proliferación y el 

potencial de migración de células de cáncer de melanoma. Por otra parte, las 

combinaciones estudiadas no son tóxicas para células endoteliales, ni para órganos 

como el hígado, en un modelo in vivo (rata).  Teniendo en cuenta este panorama, las 

combinaciones del ATRA con endoxifeno pueden ofrecer una estrategia poderosa 

para el tratamiento del melanoma maligno, posiblemente con efectos menos tóxicos 

que los tratamientos actualmente disponibles. 

 

 Danforth et al 2004, demostró que ATRA en combinación con Tamoxifeno, 

representan dos medios importantes para mejorar la inhibición del crecimiento de 

células de cáncer de mama MCF-7 e inducir su apoptosis. Ambos agentes 
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demuestran sinergismo por un mecanismo anti-proliferativo importante con el 

potencial para inhibir el crecimiento de células de cáncer de mama a nivel primario, 

local / regional, o sitios distantes. 

 

 Un estudio fase II, con una media de seguimiento de 150 meses, reporta haber 

utilizado la combinación de beta interferón, ATRA y Tamoxifeno y los resultados 

han sido satisfactorios en pacientes con CaM metastásico, demostrándose su 

efectividad y moderada toxicidad, aunque los mayores efectos benéficos se obtienen 

a largo plazo (Recchia et al., 2009). En otro estudio donde se ha utilizado ATRA 

con un agente quimioterapéutico (Paclitaxel) se han observado efectos más rápidos, 

en 3 semanas, aunque con respuestas más moderadas y con mayores efectos 

secundarios (Bryan et al., 2011). 

 

Distinguir los mecanismos moleculares implicados en la acción de los retinoides es de vital 

importancia, más aún, si actúan de manera sinérgica con los antiestrógenos. Recientemente 

se ha suscitado una polémica con respecto al antiestrógeno ICI,  algunos autores como 

Bruton et al., 2007, han demostado que ICI cuenta con la capacidad  para inhibir la 

carcinogénesis en una amplia variedad de células pre-neoplásicas y en células de 

carcinoma, debido a que ejercen múltiples efectos en contra de la invasión y progresión del 

tumor; tienen la capacidad de inhibir la proliferación celular, la motilidad, la invasión e 

inducir la diferenciación de las células de CaM y en pacientes que han sido diagnosticadas 

positivas para receptores de hormonas esteroideas. Por otro lado, hay estudios en los que se 

demuestra un efecto totalmente diferente con este antiestrógeno.  

 

Pandey et al 2009, encontraron que ICI estimula, a través de la activación de GPER, la 

proliferación y la migración en las células de cáncer de mama MCF-7, lo que indica una 

acción similar a los estrógenos. 

 

De aquí radica la importancia de conocer los mecanismos a través de los que actúan ambos 

fármacos solos y en combinación, para ser utilizados de forma racional en el tratamiento 

del cáncer de mama. 

 

http://www.bidi.uam.mx:2088/science/article/pii/S0041008X14000076#bb0135
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Si bien se ha demostrado la capacidad por sí solos de regular la proliferación, migración y 

apoptosis de células de CaM humano, tanto del ácido retinoico (Flamini, 2014) como 

Faslodex (ICI 182,780), debido a su efecto antiestrogénico puro (Jiménez-Salazar et al., 

2014), estas observaciones nos han llevado a plantear una terapia donde se utilice un 

antiestrógeno, más potente y selectivo (Faslodex), en combinación con ATRA, midiendo 

sus efectos sobre migración en la línea celular de CaM MCF-7/GFP (transfectadas para que 

expresen la proteína verde fluorescente) y sobre la metástasis en un modelo de embrión de 

pollo inoculado con esta línea celular. 

 

En el Laboratorio de Endocrinología Molecular, de la Unidad Iztapalapa de la UAM, 

hemos desarrollado un modelo de embrión de pollo en el estudio de la metástasis de células 

de CaM. Los resultados obtenidos durante el desarrollo del proyecto de Servicio Social 

titulado “Estandarización de un modelo de embrión de pollo en el estudio del CaM”, 

registrado en 2014 en la Universidad Autónoma Metropolitana, demuestran que en el día 10 

de desarrollo embrionario, en el cual se encuentran diferenciados los órganos, es posible 

inocular células MCF-7 de CaM en vasos sanguíneos de la MCA, obteniendo tumores 7 

días después. El número de tumores así como su tamaño depende del número de células 

MCF-7 inoculadas. Este modelo es más económico que el uso de ratones nude y el análisis 

de la metástasis es más fácil con células MCF-7/GFP marcadas con la proteína verde 

fluorescente, ya que se visualizan de forma sencilla en los vasos sanguíneos de la MCA, 

descartando cualquier otro tipo celular. 
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5. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN  

 

¿Qué efecto tiene la terapia combinada de ATRA e  ICI sobre la migración in vitro y la 

metástasis de células de carcinoma mamario humano, en un modelo de embrión de pollo? 
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6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

El CaM representa uno de los problemas de salud con más muertes oncológicas en mujeres 

mexicanas mayores de 20 años, por lo que se han dedicado muchos esfuerzos en combatir 

esta enfermedad. 

 

A pesar de que se han desarrollado múltiples estrategias experimentales contra el CaM, 

todavía no se tienen terapias totalmente efectivas que puedan atacar a los diferentes tipos de 

CaM. Por tal razón, se han hecho innumerables esfuerzos en desarrollar terapias más 

específicas, con mayor potencia biológica, así como combinaciones de agentes 

anticancerígenos que sean más accesibles económicamente y sus efectos secundarios sean 

mínimos (Bruton, 2007). 

 

Estas observaciones nos han llevado a plantear una novedosa combinación en donde se 

utilice una terapia biológica antiestrogénica (Faslodex), con un agente quimiopreventivo 

(ATRA), que pueda potenciar los efectos para inhibir la migración y la metástasis, ambos 

fármacos están disponibles comercialmente y se utilizan en el tratamiento del cáncer.  

 

Además, en el presente trabajo se describe a detalle la utilización de un modelo de embrión 

de pollo para medir los efectos de los compuestos en la inhibición de la metástasis y que ha 

sido implementado en nuestro laboratorio. 
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7. HIPÓTESIS 

 

El tratamiento combinado de ATRA e ICI inhibirá de manera más efectiva la migración y 

la metástasis de células de carcinoma mamario humano, en comparación a los tratamientos 

individuales. 
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8. OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar el efecto combinado de ATRA e ICI sobre la migración in vitro, así como sobre 

la metástasis in vivo, de células MCF-7/GFP de carcinoma mamario humano. 
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9. OBJETIVOS PARTICULARES 

 

 Analizar el efecto de  ICI o ATRA sobre la migración in vitro de células MCF-

7/GFP.  

 Analizar el efecto de ICI, en combinación con ATRA, sobre la migración in vitro de 

células MCF-7/GFP. 

 Evaluar tres diferentes técnicas de inoculación en el embrión de pollo con la línea 

celular MCF-7/GFP. 

 Evaluar el efecto de ICI, ATRA o su combinación, sobre la metástasis en un modelo 

de embrión de pollo. 
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10. MATERIALES Y MÉTODOS  

 

10.1 Línea celular de CaM 

Se utilizó la línea celular derivada de carcinoma mamario humano MCF-7/GFP (Cell 

Biolabs, Inc; número de catálogo AKR-211), las cuales fueron modificadas genéticamente 

para que expresen constitutivamente la proteína verde fluorescente. Estas células son 

estrógeno dependientes, positivas para REα, REβ, así como para los receptores del ácido 

retinoico (RAR) y los receptores X de los rexinoides (RXR) (Mu et al., 2000). 

10.2 Cultivo celular 

Las células MCF-7/GFP se cultivaron en medio DMEM (Medio de Eagle modificado por 

Dulbecco) sin rojo fenol (ya que se ha demostrado que presenta actividad de tipo 

estrogénica) y suplementado con 5% de suero de feto bovino (SBF) y 2.5% , L-glutamina 

(2 mM), aminoácidos no esenciales (100 µM), piruvato de sodio (100 µM), una solución 

comercial de antibióticos (penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 μg/mL) y de 

antimicótico (anfotericina B 250 ng/mL). Las células se incubaron a 37° C en una 

atmósfera humidificada de CO2 al 5%, para mantener un pH adecuado en el medio de 

cultivo. Se utilizó tripsina EDTA al 0.25% (2 mL), para  sub-cultivar en cajas Petri y de 6 

pozos. Una vez subcultivadas, 24 h antes de aplicar los tratamientos, las células fueron 

tratadas con SBF + carbón/dextrán (62.5 mg/625 mg por 100 mL de SFB; Sigma), con la 

finalidad de eliminar los esteroides del SBF.  

 

10.3 Análisis de ATRA, ICI y su combinación sobre la migración de células MCF-

7/GFP 

 

Se evaluó la capacidad migratoria de las células MCF-7/GFP mediante el ensayo de “Cierre 

de la Herida” o “Wound Healing”. Para ello se subcultivaron  250,000 células en cajas de 6 

pozos a 37° C en una atmósfera humidificada de CO2  al 5% con medio DMEM+SBF 

durante 48 h, posteriormente al 2.5% y finalmente con SBF+carbón/dextrán al 2.5%. Al  

tercer día, a la monocapa de células se les realizó una herida con una punta estéril de 200 

µL, se lavaron, se retiró el medio y se les agregó AraC (Clorhidrato de Citosina β-D-

arabinofuranosido, Sigma México; inhibidor selectivo de la síntesis de ADN) en 
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concentración 10 mM y se incubaron durante una hora a 37° C. Posteriormente las células 

fueron tratadas con uno de los siguientes compuestos: DMSO [10
-3

 M], E2 [10
-9

 M], ATRA 

+ E2 [10
-9

 a 10
-6

 M], ICI+ E2 [10
-9

 a 10
-7

 M], y ATRA + ICI + E2 [10
-9 

M] por 48 h. Al cabo 

de ese periodo, se les retiró el medio, se lavaron con PBS, se fijaron con formaldehído al 

4% y se tiñeron con Cristal Violeta al 1% durante 15 min, seguido por dos lavados con 

PBS. Por último, se tomaron fotografías (10x) de la herida por cada tratamiento a las 48 h, 

se midió la distancia en cinco puntos diferentes con el programa ImageJ© y se analizaron 

los datos en el programa estadístico GraphPad Prism. 

 

10.4 Modelo de embrión de pollo para el estudio de la metástasis 

  

10.4.1 Incubación del huevo fertilizado 

 

Se utilizaron huevos fertilizados, viables al tratamiento y libres de patógenos de la industria 

farmacéutica e investigación del proveedor Aves Libres de Patógenos Específicos (México, 

D.F.) y fueron colocados en una incubadora a 37° C con un 50% de humedad. .  

 

10.4.2 Técnicas de inoculación en el embrión de pollo 

 

Con la finalidad de determinar la técnica de inoculación de células MCF-7/GFP en el 

embrión de pollo que sea más conveniente para estudiar la metástasis, se implementaron 

tres técnicas diferentes y se evaluó el número de embriones con desarrollo de tumores y con 

el menor índice de mortalidad. Los métodos de inoculación fueron: A) a través del cascarón 

(Fig 4), B) en la membrana corioalantoidea (Fig 5) y C) en vena de la MCA (Fig 6). 
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Figura 4. Procedimiento de inoculación a través del cascarón. Se seleccionaron huevos 

fertilizados del día 10 de desarrollo embrionario, los cuales fueron desinfectados con etanol al 70% 

y colocados en posición vertical. A) Punción con un bisturí en el cascarón a la altura de la cámara 

de aire. B) Inoculación con una jeringa de 0.5 mL cerca del saco vitelino, con 10
6 

células MCF-

7/GFP en un volumen de 30 µL. C) y D) Se cubrió el orificio con Parafilm M
®
, los huevos fueron 

incubados nuevamente y en el sexto día se analizaron los embriones en busca de tumores. Este 

experimento se realizó en tres experimentos independientes por triplicado, siendo el número (n) 

total de 9. 

 

 

 

 

Figura 5. Procedimiento de inoculación en  la MCA. La figura muestra el proceso de inoculación 

de los embriones de pollo en el día 10 mediante la inoculación en la MCA, de izquierda a derecha 

podemos observar la secuencia del proceso: A)Se realizó una perforación en cascarón de 

aproximadamente 1cm
2 

a la altura de la cámara de aire,
 
B) Se retiró la membrana del cascarón 

(testácea), C) Se depositaron 10
6 

células MCF-7/GFP en un volumen de 30 µL con una punta de 

200 µL y finalmente D) Se cubrió el orificio realizado con Parafilm M
®
 e incubaron nuevamente. 

Este procedimiento se realizó en tres experimentos independientes por triplicado, siendo el número 

(n) total de 9. 

 

 

 

 

 

 

A B C D 

A B C D 
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Figura 6. Procedimiento de inoculación en vena de la MCA. Esta figura muestra la inoculación 

en vena de la membrana corioalantoidea en el día 10 de desarrollo embrionario. Se puede observar 

un procedimiento muy similar al descrito anteriormente. A) Perforación de aproximadamente 1cm
2 

a la altura de la cámara de aire,
 
B) Testácea, C) Se retiró la membrana del cascarón (testácea), D)  

Se depositaron 10
6 

células MCF-7/GFP en un volumen de 30 µL en una vena de la MCA con una 

jeringa para insulina en un volumen de 30 µL, E) Se cubrió el orificio realizado con Parafilm M
®
 e 

incubaron nuevamente. Este procedimiento se realizó en tres experimentos independientes por 

triplicado, siendo el número (n) total de 9. 

 

10.4.3 Análisis de ATRA, ICI y su combinación sobre la inhibición de la metástasis en 

el modelo de embrión de pollo  

 

Se utilizaron un total de 45 embriones libres de patógenos, en el día 1 fueron incubados a 

37° C con un 50% de humedad, en el día 10 fueron inoculados con una jeringa para 

insulina de 0.5 mL en una vena de la MCA  y divididos en  5 grupos: DMSO [10
-3 

M], 

MCF-7/GFP (10
6 

células), ATRA [10
-9 

M] + MCF-7/GFP (10
6 

células), ICI [10
-9 

M] + 

MCF-7/GFP (10
6 

células), ATRA + ICI [10
-9 

M] + MCF-7/GFP (10
6 

células), todos ellos en 

un volumen final de 30 µL. Este procedimiento se realizó en tres experimentos 

independientes por triplicado, siendo el número (n) total de 9. 

 

10.4.4 Frotis de los tumores 

 

Los tumores encontrados fueron separados del órgano con pinzas y bisturí, se colocó una 

pequeña muestra del tumor extendida entre el porta y el cubreobjetos, posteriormente 

fueron analizadas en un microscopio de fluorescencia. 

 

10.4.5 Evaluación de la metástasis en el embrión de pollo post-inoculación 

 

Para la evaluación de la metástasis en presencia y ausencia de cada uno de los tratamientos, 

todos los embriones fueron analizados de forma independiente seis días después de ser 

A E D C B 
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inoculados. Se buscaron manchas blanquecinas o protuberancias anormales en todo el 

embrión, con especial énfasis en órganos tales como: corazón, hígado, cerebro e intestino 

con ayuda de un microscopio estereoscópico. Para corroborar si los tejidos anormales 

encontrados se trataban de tumores, se realizaron frotis de cada muestra y fueron analizadas 

bajo un microscopio de fluorescencia (ZOE
TM

), debido a la capacidad que tienen estas 

células de fluorescer se confirmó la presencia de tumores en el embrión (Fig. 7). Cabe 

señalar que los principales hallazgos tumorales se detectaron en corazón e hígado. 

 

 

 

Figura 7. Microscopios utilizados para el estudio de la metástasis. A) Microscopio 

estereoscópico para detectar tumores en el embrión. B) Microscopio de fluorescencia (ZOE
TM

) para 

detectar la presencia de la línea celular MCF-7/GFP de los frotis obtenidos de cada tumor 

encontrado post-inoculación. 

 

10.4.6 Medidas obtenidas de los tumores encontrados post-inoculación 

 

Los tumores encontrados se midieron longitudinal y verticalmente con ayuda de un vernier 

y se determinó su volumen con la fórmula matemática V = 4/3 π r
3 

expresado en mm
3  

(Fig. 8). 

                           

Figura 8. Medición de los tumores encontrados. Tumor encontrado en corazón, medido horizontal 

y verticalmente con ayuda de un vernier. 

A B 

MCF-7/GFP 
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10.4.7 Evaluación de la metástasis por medio de resonancia magnética (RM) 7 teslas 

 

Este estudio se dividió en tres fases: 1) Análisis del embrión dentro del huevo, 2) Solo el 

embrión y 3) Muestra de corazón e hígado con los diferentes tratamientos (DMSO, ATRA, 

ICI y ATRA más ICI). Se realizó un estudio por cada fase, todos los embriones fueron 

analizados seis días después de ser inoculados con 1 x 10
6
 células MCF-7/GFP en vasos 

sanguíneos de la CAM.  

 

10.5 Análisis Estadístico 

 

Todos los ensayos se realizaron por triplicado en al menos tres experimentos 

independientes, se presentan como medias ± desviación estándar (DE). La estadística se 

realizó en GraphPad Prism (San Diego, CA) mediante análisis de varianza (ANOVA). Las 

comparaciones entre grupos se realizaron mediante la prueba de comparaciones múltiples 

de Tukey-Kramer. Las diferencias se consideraron significativas cuando p<0.05. 
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11. RESULTADOS 

 

11.1 Efectos de ATRA, ICI o su combinación sobre la migración celular  

(Wound Healing Assay) 

 

Dado que el E2 es capaz de inducir la migración celular en líneas celulares de cáncer de 

mama  que expresan el REα, los experimentos se diseñaron de tal manera que se analizó el 

efecto de ATRA, ICI o su combinación sobre la inhibición de la migración de células MCF-

7/GFP inducida por E2, en experimentos realizados a las 48 h de incubación y utilizando 

como testigo 10
-3 

M DMSO. Además, todos los experimentos se realizaron en presencia de 

10 mM AraC, inhibidor selectivo de la replicación del ADN, con la finalidad de que el 

efecto a estudiar sea sobre la migración y no sobre la proliferación celular. En la Fig. 9 se 

observa que el cierre de la “herida” inducido por el E2 es mayor en un 80% 

aproximadamente, en comparación de las células incubadas con DMSO. 

 

La capacidad de inhibir la migración se analizó incubando ATRA (Fig. 10)  en 

concentraciones crecientes desde 10
-9 

hasta
 
10

-6 
M o de ICI (Fig. 11), desde 10

-9 
hasta

 
10

-7 

M], en presencia de 10
-9 

M de E2 mediante el ensayo cierre de herida durante 48 h de 

incubación.  

Se determinó que la menor concentración estudiada (10
-9 

M) de ambos fármacos es 

suficiente para inhibir la migración de las células MCF-7/GFP, inducida por E2, ya que no 

hay diferencias significativas con la siguiente concentración más alta (p>0.05). Estos 

resultados sirvieron para diseñar el experimento utilizando la combinación de ATRA e ICI.  

 

Cuando se analizó la combinación de ambos compuestos sobre la migración de células 

MCF-7/GFP, se observó que existe una inhibición mayor a la observada cuando los 

tratamientos son aplicados de forma individual, lo que podría indicarnos un efecto de tipo 

sinérgico (Fig. 12). 

 

Esto es conveniente cuando se quiera transpolar a posibles tratamientos en pacientes, ya 

que se espera que a menor concentración de fármacos utilizada se tenga menores efectos 

tóxicos. 
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Figura 9. El estradiol induce la migración de la línea celular MCF-7/GFP, ocasionando el 

c e  e de    “he  d ” e  u       c p   A) Las microfotografías muestran el efecto de  la 

estimulación del E2  [10
-9 

M] en la migración celular de la línea MCF-7/GFP en comparación con 

las células incubadas con Vh [DMSO; 10
-3 

M] durante 48 h. B) La gráfica evidencia el efecto del 

cierre de la “herida”, donde la barra negra (Vh) representa la distancia no cubierta con un 100 %, 

mientras que en la barra gris se graficó el área no cubierta por efecto del E2. Cada barra representa 

el promedio y la desviación estándar  de tres experimentos independientes realizados por triplicado. 

El asterisco (*) indica la significancia estadística de  p<0.001, obtenida mediante una prueba Tukey. 
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Figura 10. El efecto del ATRA sobre la inhibición de la migración, inducida por E2, de células 

MCF-7/GFP. A) Las micrografías muestran el efecto de ATRA, a diferentes concentraciones, a las 

48 h de incubación. B) La gráfica representa el efecto del ATRA [10
-9 

M a 10
-6 

M] en la inhibición 

de la migración en presencia de E2 [10
-9

 

M] a las 48 h entre 70 y 79% en relación al tratamiento con 

el Vh, que representa el 100% de la distancia no cubierta de la “herida”. La gráfica representa el 

promedio +/- DE de tres experimentos independientes por triplicado. Letras distintas entre 

columnas expresan significancia estadística de * p<0.001 mediante una prueba de ANOVA una vía 

seguida por una Tukey. 
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Figura 11. Efecto del ICI en la inhibición de la migración de células MCF-7/GFP, inducida 

por E2. A) La figura muestra el efecto del ICI, a diferentes concentraciones [10
-9 

M a 10
-7 

M] 

incubadas durante 48 h. B) La gráfica representa el efecto del ICI  en la inhibición de la migración 

inducida por E2 [10
-9

 

M] ocasionando que el cierre de la herida sea del 68 al 73% en relación al Vh, 

expresado como el 100% de la distancia no cubierta de la “herida”. La gráfica representa el 

promedio +/- DE de tres experimentos independientes por triplicado. Letras distintas entre 

columnas expresan significancia estadística de * p<0.001 mediante una prueba de ANOVA una vía 

seguida por una Tukey. 
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Figura 12. Efecto de la combinación de ATRA e ICI sobre la inhibición de la migración, 

inducida por E2, de la línea celular MCF-7/GFP. A) La figura muestra el efecto de ATRA (10
-9

 

M) e  ICI (10
-9

 M) durante 48 h de incubación, en comparación con los tratamientos individuales. 

B) La gráfica muestra el efecto de la incubación de ATRA e ICI sobre la inhibición de la migración 

(cierre de la herida) en presencia de E2 [10
-9

 M] a las 48 h de incubación. La gráfica representa el 

promedio +/- DE de tres experimentos independientes por triplicado. Letras distintas entre 

columnas expresan significancia estadística de * p<0.001 mediante una prueba de ANOVA una vía 

seguida por una Tukey. 
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11.2 Efecto de la combinación de ATRA e ICI  en la migración y densidad celular de 

la línea MCF-7/GFP a las 48 h de incubación. 

 

Después de demostrar que la combinación de ATRA e ICI, en concentraciones de 10
-9 

M de 

cada uno inhibe la migración de células MCF-7/GFP, inducida por E2,  se analizaron los 

resultados individuales de cada experimento y se determinó que en todos se observa la 

disminución considerable del número de células totales (Fig. 13D), lo que ocasiona que se 

desprendan de las cajas de cultivo, pudiendo ser ocasionado por la muerte de las células. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Efecto de la combinación de ATRA e ICI incubados durante 48 h.  Las imágenes 

(40x) muestran el efecto de la incubación con ATRA e ICI en cultivos de células MCF-7/GFP a las 

48 h. A) Células incubadas con vh, B) Células tratadas con E2 y ATRA, C) Células tratadas con E2 

e ICI, D) Células tratadas con E2, ATRA e ICI, donde se observa que el número de células 

disminuye considerablemente y la morfología cambia, lo que podría ser indicativo de muerte 

celular.  
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11.3 Modelo de embrión de pollo para el estudio de la metástasis 

 

11.3.1 Técnicas de inoculación en el embrión de pollo 

 

Con la finalidad de obtener un método que proporcione embriones viables para el estudio 

de la metástasis y la evaluación de las terapias utilizadas en el presente estudio, con bajo 

porcentaje de mortalidad, se implementaron tres técnicas de inoculación: 1) inyectando las 

células MCF-7/GFP a través del cascarón, 2) depósito de estas células en la MCA y 3) 

inoculación de las células en los vasos sanguíneos de la MCA. 

 

Los resultados obtenidos indican que la técnica con el mayor porcentaje de embriones 

viables para el estudio de la metástasis es la inoculación en vasos sanguíneos de la MCA, 

debido a que seis de nueve embriones (67%) presentaron tumores y sobrevivieron seis días 

después de ser inoculados con 1x10
6
 células MCF-7/GFP, seguido por la técnica de 

depósito de células en la MCA, donde solo un embrión de nueve (11%) presentó tumores. 

Finalmente, en la técnica de inoculación a través del cascarón, ningún embrión presentó 

tumores y la supervivencia fue del 33%. 

 

 

 

Gráfica 1. Porcentaje de embriones con tumores post-inoculación. La grafica muestra el 

porcentaje de embriones que presentaron tumores en el día 16, después de 6 días de haber sido 

inoculados con 10
6
 células MCF-7/GFP. Cada técnica se realizó en tres experimentos 

independientes con una n = 9.  
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11.3.2 Principales órganos blanco en donde fueron localizados tumores post-

inoculación  

 

Se realizó un análisis  visual en busca de tumores en todo el embrión, con ayuda de un 

microscopio estereoscópico, a los seis días después de que los embriones fueron inoculados 

en un vaso sanguíneo de la MCA con 10
6
 células MCF-7/GFP. Los únicos sitios en donde 

fueron localizados los tumores fueron en corazón e hígado (Fig. 14). 

 

 

 

 

 

Figura 14. Porcentaje de los principales órganos blanco en donde fueron localizados tumores 

en el día 16 post-inoculación.  A) En el embrión de pollo post-inoculación, donde podemos 

visualizar tumores y los principales sitios en donde fueron localizados, corazón e hígado. B) 

Tumores detectados en corazón e hígado con un 45.5 y 54.5% respectivamente en el día 16 post-

inoculación con 10
6
 células MCF-/GFP. Este estudio se llevó a cabo en tres experimentos por 

triplicado n = 9 embriones. 
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11.3.3 Análisis del tumor con el microscopio de fluorescencia 

 

Para determinar si los tejidos anormales encontrados se trataban de tumores inducidos por 

células MCF-7/GFP, se  realizaron cortes de cada uno de ellos y las muestras se analizaron 

en un microscopio de fluorescencia (ZOE
TM

), ya que estas células se encuentran 

modificadas genéticamente y expresan la proteína verde fluorescente, se esperaba encontrar 

fluorescencia en todas las muestras obtenidas. Los resultados revelan que todos los tejidos 

analizados presentaban fluorescencia similar a la expresada por la línea celular MCF-

7/GFP, como se muestra en la figura 15. 

 

 

Figura 15. Análisis de tumor visualizado en un microscopio de fluorescencia. Se realizó el 

análisis del tumor encontrado en el corazón de un embrión en el día 16 después de ser inoculado 

con 10
6
 células MCF-7/GFP y observado en un microscopio de fluorescencia en campo claro y 

fluorescente.  

 

11.3.4 Efecto de  ATRA, ICI y su combinación sobre la inhibición de la metástasis  

 

Se examinó a cada embrión en el sexto día post-inoculación y se contabilizaron los tumores 

presentes en hígado y corazón de cada tratamiento. ATRA, ICI y su combinación mostraron 

una inhibición en el número de tumores en comparación a los que se inocularon solamente 

con la línea celular MCF-7/GFP (Fig. 16).  
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Figura 16. Porcentaje de embriones que presentaron tumores de cada tratamiento. A) Imagen 

representativa de corazón e hígado de un embrión por cada tratamiento, se muestran con un círculo 

los tumores encontrados. 1. Vh [10
-3

 

M], 2. DMEM + MCF-7/GFP (10
6 

células), 3. MCF-7/GFP 

(10
6 

células) + ICI [10
-9 

M], 4. MCF-7/GFP (10
6 

células) + ATRA [10
-9 

M] y 5. MCF-7/GFP (10
6 

células) + ATRA + ICI [10
-9 

M]. B) Gráfica que muestra el porcentaje de embriones que 

presentaron tumor en el día 16 después de la inoculación con 1X10
6 
células MCF-7/GFP todos ellos 

en un volumen de 30 µL por cada tratamiento. Los embriones inoculados solamente con vh 

representan un 0% de desarrollo tumoral, con MCF-7/GFP el 100%, MCF-7/GFP + ICI el 60%, 

MCF-7/GFP + ATRA el 20% y con la combinación de MCF-7/GFP + ATRA + ICI el 0%. Este 

procedimiento se realizó en tres experimentos independientes por triplicado dando un total de 9 

embriones por tratamiento. 
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11.3.5 Volumen tumoral post-tratamientos 

 

Los resultados demuestran que ATRA e ICI tienen efecto tanto en la reducción del número 

de tumores encontrados en los embriones después de ser inoculados, como también sobre el 

tamaño de estos. ATRA resultó ser más efectivo que ICI sobre la reducción del número y 

tamaño tumoral.  

 

Gráfica 2. Volumen de los tumores. Esta gráfica muestra el promedio del volumen de los tumores 

encontrados por cada tratamiento expresado en milímetros cúbicos. El mayor promedio del 

volumen tumoral hallado fue de 13.8 mm
3
,
 
representado por los embriones a los que solamente se 

les inoculó 10
6
 células MCF-7/GFP, seguido por los embriones inoculados con las mismas células 

más el tratamiento con  ICI (10
-9

M), en promedio de 4.44 mm
3
 y finalmente los embriones tratados 

con ATRA (10
-9

M), el volumen promedio tumoral fue de  2.57 mm
3
, finalmente, ante la 

combinación de ATRA e ICI (10
-9

M), ninguno de los embriones presentaron tumores. La gráfica 

muestra  el promedio +/- DE de tres experimentos independientes por triplicado (n = 9 embriones 

por tratamiento). Letras distintas entre columnas expresan significancia estadística de p<0.001 

mediante una prueba de ANOVA una vía seguida por una TUKEY. 

 

 

11.4 Estudios realizados en RM (7 teslas) para evaluación de la metástasis 

 

Imágenes obtenidas a través de  resonancia magnética permiten visualizar lesiones o 

tumores  dentro de un modelo animal.  
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11.4.1 Análisis del embrión dentro del huevo, mediante RM 

 

Este estudio arrojó dos resultados: 

  

 Por medio de los estudios realizados en RM se pudo observar claramente que la 

membrana del cascarón que se retiró para inocular al embrión (señalada con flechas 

blancas) se regeneró junto con la reconstrucción de vasos sanguíneos (señalado con 

flechas amarillas) (Fig. 17A). 

 Además, se pudo observar al embrión dentro del cascarón, seis días después de ser 

inoculado (Fig. 17B). Mediante esta técnica no se pudieron observar los tumores, 

probablemente debido a que el cascarón, las membranas y el líquido del embrión, 

proporcionan barreras que impiden obtener imágenes claras del embrión y sus 

órganos, impidiendo la visualización de los tumores. 

  

                       

 

Figura 17. Estudios mediante RM realizados en el embrión dentro del huevo. A) Regeneración  

de la membrana del cascaron y vasos sanguíneos cuatro días después de que el embrión fue 

inoculado (señalado con flechas blancas y amarillas). B) Embrión de pollo dentro del huevo, seis 

días después de ser inoculado (señalado con flechas blancas). Este análisis se realizó en una sola 

sesión.  
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11.4.2 Análisis del embrión mediante RM 

 

Mediante este estudio fue posible visualizar al embrión de forma clara, manipularlo a 

diferentes ángulos y separar órganos de interés, sin embargo, no fue posible detectar con 

exactitud la localización de los tumores. 

 

 

Figura 18. Imágenes del embrión de pollo mediante RM. Estudio del embrión seis días después 

de ser inoculado, separación in silico de corazón (morado) e hígado (verde). Este análisis se realizó 

en una sola sesión.  

 

11.4.3 Análisis tumoral de corazón e hígado mediante RM 

 

El estudio mediante imágenes en 3D, que facilitó la detección de tumores presentes en 

corazón e hígado, se realizó a los seis días después de inoculación de los embriones las 

células MCF-7/GFP y con los diferentes tratamientos. Los tumores hallados en los 

embriones a los que solamente se les inocularon las células fueron de mayor tamaño (7.5 

mm
3
) en comparación a los que se trataron con ICI (4.89 mm

3
) y con ATRA (3.9 mm

3
) 

(Fig. 19). 

Estos datos son distintos a los obtenidos con un vernier, debido a que la fórmula utilizada 

calcula el volumen total de una esfera y los tumores son amorfos. También existen errores 

de medición, ya que los tumores se encuentran  incrustados en el órgano y las medidas 

obtenidas se realizan sobre la superficie.  

Estos resultados demuestran nuevamente que ATRA es capaz de disminuir el número y 

tamaño de tumores en embriones inoculados con células MCF-7/GFP. Por otro lado, en los 

embriones tratados con la combinación de ATRA e ICI, no se observaron tumores. 

Estudios mediante  RM nos permiten observar datos precisos de la localización tumoral y  

su tamaño. 
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11.4.4 Volumen tumoral por RM 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. A) Imágenes tridimensionales mediante RM de tumores detectados en corazón e 

hígado del embrión de pollo. Corazón e hígado extraídos de los embriones a los que se les inoculó: 

DMSO [10
-3 

M], MCF-7/GFP (10
6 

células), ATRA [10
-9 

M] + MCF-7/GFP (10
6 

células), ICI [10
-9 

M] + MCF-7/GFP (10
6 
células), ATRA + ICI [10

-9 
M] + MCF-7/GFP (10

6 
células), todos ellos en un 

volumen final de 30 µL. B) Volumen de los tumores expresado en mm
3
.. Este análisis se realizó en 

una sola sesión. 
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12. DISCUSIÓN 

 

El presente estudio demuestra por primera vez que la combinación de “ATRA” con 

Faslodex (ICI 182 780) en bajas concentraciones  (10
-9

 M), es capaz de inhibir la migración 

inducida por E2, en la línea celular de cáncer de mama MCF-7/GFP. Es importante destacar 

que tanto el ATRA como el ICI se encuentran aprobados para uso clínico, con resultados 

satisfactorios (Bryan, 2011; Martínez, 2008).  

 

Mediante experimentos dosis-respuesta se determinó que la menor concentración estudiada 

(10
-9

 M) tenía efectos semejantes a concentraciones mayores, por lo que se decidió 

utilizarla en los tratamientos combinados.  

Los resultados obtenidos en el presente estudio son congruentes con lo reportado en la 

literatura. Ha sido ampliamente reportado que el E2 induce la migración de células de 

carcinoma mamario humano de la línea MCF-7/GFP en concentración 1 x 10
-9

 M a las 48 h 

(figura 11), inclusive en un estudio previo de nuestro laboratorio se señala que el posible 

mecanismo mediante el cual el E2 induce la migración en células de carcinoma mamario 

humano positiva al RE es mediante la activación de la cinasa cSrc (Jiménez-Salazar et al., 

2014). Este efecto es revertido por acción de ATRA o ICI, de forma individual en todas sus 

concentraciones estudiadas, inhibiendo la migración celular entre 70 y 80 %, de manera 

dosis-dependiente, siendo ATRA ligeramente más efectivo que ICI (figura 12, 13). 

Además, cuando se combinan los fármacos en la concentración más baja estudiada (10
-9

 M) 

(figura 14) el efecto observado es mucho mayor que los efectos individuales; sin embargo, 

se necesitan realizar más estudios para demostrar que el efecto es sinérgico, utilizando 

menores concentraciones y más tiempos de incubación. 

El hecho de que en el presente estudio ATRA presenta mayor capacidad de inhibir la 

migración que el ICI en la línea celular MCF-7/GFP puede explicarse debido a que se ha 

demostrado que los retinoides pueden modular la síntesis de numerosas proteínas 

constituyentes del citoesqueleto y de la matriz extracelular (Sporn, 1983), así como la 

fosfatasa alcalina y el activador del plasminógeno; proteínas involucradas con la migración 

celular (Jetten, 1980), mientras que el ICI ha demostrado que su mecanismo de acción 

radica principalmente en inhibir la proliferación celular de células de cáncer de mama 
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positivas al RE (Parker, 1993). Sin embargo, nuestros resultados indican que ICI también 

es capaz de inhibir la migración celular en todas sus concentraciones, de manera dosis 

dependiente. 

Datos obtenidos en el presente estudio proponen la existencia de posibles efectos 

citotóxicos cuando el tratamiento es combinado con ATRA e ICI, en concentraciones de 10
-

9
 M (figura 15). Si bien se requieren de otras pruebas bioquímicas para determinar si hay 

citotoxicidad, incluyendo estudios con sales del formazán (MTT o XTT), observada por el 

hecho de que muchas células se desprendieron de las cajas de cultivo cuando se incubaron 

con la combinación de ambos fármacos, esto puede ser apoyado debido a que se ha 

demostrado que la combinación de ATRA en concentración de .5 a 1 nM, con un 

antiestrógeno (Tamoxifeno o su metabolito activo endoxifeno) a 5 nM es más eficaz en la 

reducción de las células de melanoma de ratón K1735-M2, que los compuestos utilizados 

individualmente a las 72 h. Este estudio demostró que ATRA disminuyó la biomasa celular 

aproximadamente en un 54%, mientras que tamoxifeno y endoxifeno proporcionan una 

disminución significativa en la biomasa celular aproximada del 26%. La combinación de 

endoxifeno con ATRA disminuyó la biomasa celular en aproximadamente un 62%, lo que 

indica que la combinación de fármacos aumenta los efectos inducidos por los compuestos 

de forma individual. La combinación de tamoxifeno con ATRA disminuyó la biomasa 

celular a aproximadamente 41%, lo que es significativo con relación al tamoxifeno solo, 

pero no en comparación con ATRA de manera individual. Cabe destacar que el tratamiento 

con 1 mM de ATRA no aumenta el efecto tóxico en comparación con las combinaciones 

que incluyen ATRA en 0.5 mM, esto se determinó mediante un ensayo de Sulfordamina B 

(Ribeiro, 2013).  

Por otro lado, un estudio en pacientes fase I / II con cáncer de mama avanzado, ha 

informado que Tamoxifeno (20 mg/día) en combinación con ATRA 190 mg /m
2
/día 

presenta toxicidad aceptable (Budd et al., 1998), lo que sugiere, que estas combinaciones 

de ATRA con un antiestrógeno pueden aumentar el beneficio en pacientes con cáncer de 

mama. 

Otro estudio demuestra un efecto sinérgico por parte de la combinación de ATRA más 

Trastuzumab, para inducir la apoptosis en células de cáncer de mama de la línea BT474 y 

SKBR3, las cuales son positivas para HER-2 (Koay, 2010). El mecanismo por el cual la 

http://www.bidi.uam.mx:2088/science/article/pii/S0014299913003440#bib4
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combinación de estos fármacos induce efectos citotóxicos no está claramente descrito; sin 

embargo, se ha demostrado la capacidad que tiene ATRA para llevar a  la apoptosis en  la 

mayoría de líneas celulares de cáncer de mama humano (Seewaldt, 1995).Una posible 

ventaja de una terapia combinada de medicamentos contra el cáncer de mama es una 

reducción en los efectos adversos de la quimioterapia, debido a una disminución de la dosis 

de los fármacos, lo que permite una menor toxicidad para las células no cancerosas.  

Un estudio reciente mostró la inhibición de la metástasis en hígado de murinos por efecto 

de ATRA (Chansri, 2006). Otro estudio demuestra que ATRA causa una reducción muy 

significativa en la formación de nódulos tumorales en pulmón (estudios realizados en 

ratas). No se sabe con precisión si dicho efecto es causado por la eliminación de la mayoría 

de las células tumorales o al efecto inhibitorio en el crecimiento de células de cáncer 

(Siddikuzzaman, 2012). 

Sin embargo, hay pocos estudios que exploran el papel de ATRA como un inductor de la 

diferenciación en tumores sólidos. En un estudio, demostraron que el ATRA puede inducir 

eficazmente la diferenciación de cáncer de hígado, tanto in vitro como in vivo, además de 

su función pro-apoptótica. Resultados demuestran que el tratamiento combinado de ATRA 

y cisplatino reduce significativamente la capacidad migratoria e inhibe eficazmente la 

metástasis de células HCC, debido a la disminución de la población celular que posee un 

alto potencial metastásico. En concordancia con otros estudios, estos resultados sugieren 

que la inhibición de la migración celular puede facilitar la supresión de la metástasis de 

células de cáncer de hígado. Sin embargo, se requiere más investigación clínica para 

evaluar la eficacia del tratamiento combinado de ATRA y cisplatino en células HCC 

(Zhang, 2013). Este estudio demuestra el fuerte efecto que tiene ATRA en combinación 

con otros compuestos, sobre la inhibición de la metástasis y la reducción tumoral en 

modelos in vivo. 

 

Por otro lado, el modelo de embrión de pollo ofrece  una serie de ventajas únicas para 

estudiar los múltiples pasos de la metástasis de células tumorales, funciona como un 

hospedero natural immunodeficiente capaz de sostener tejidos injertados y células sin 

restricciones especies-específicas, permite realizar un análisis exhaustivo de etapas y 

aspectos específicos de la diseminación de células cancerosas tales como: la colonización, 

http://www.bidi.uam.mx:2088/science/article/pii/S1567576912002718?np=y
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intravasación, extravasación, angiogénesis y la metástasis inducidos por células tumorales 

(Deryugina, 2008). 

Datos obtenidos en la presente investigación, demuestran que la técnica más óptima para el 

estudio de la metástasis en el embrión de pollo es a través de la inoculación de células 

cancerosas en vasos sanguíneos de la MCA (gráfica 1), debido a que las células pasan 

directamente a la sangre del embrión, con lo cual ya no se requiere que se lleve a cabo el 

proceso de la intravasación de las células tumorales, por lo que ya se realiza la dispersión 

sistémica a todos los tejidos del cuerpo. 

Uno de los hallazgos importantes en este estudio fue la localización de tumores, 

principalmente en corazón e hígado seis días después de que los embriones fueron 

inoculados con un millón células tumorales de la línea MCF-7/GFP en vasos sanguíneos de 

la MCA (figura 16). Kim et al. 1998 demostró el trayecto que siguen las células tumorales 

después de ser inoculadas en los vasos sanguíneos de la MCA por medio de un ensayo de 

intravasación y por la aparición de células tumorales en tejidos distantes del sitio de 

inoculación conectados por el sistema linfático y vascular. El camino tomado por las 

células tumorales que han intravasado en los capilares de la MCA llegan a la cámara 

posterior del corazón, donde la sangre cardiaca, con su carga de células tumorales se 

distribuye en todo el cuerpo del embrión. Además del corazón, se detectó un segundo sitio 

importante para la detención de células tumorales en el hígado. 

Finalmente,  utilizando la tecnología de imagen de resonancia magnética de 7 Teslas (RM), 

en el Centro Nacional de Investigación en Imagenología e Instrumentación Médica de la 

Universidad Autónoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa, se realizó un estudio del corazón 

e hígado de cada tratamiento aplicado en los embriones de pollo. Estos resultados muestran 

la forma, localización y tamaño preciso de cada tumor, debido a que es posible crear una 

imagen transparente del órgano, visualizando fácilmente los tumores. Este estudio reveló 

que los tumores se encontraban incrustados dentro de los órganos, los tumores de los 

embriones a los que solamente se les inoculó la línea celular MCF-7/GFP fueron de mayor 

tamaño en comparación a los tratados con ICI o con ATRA. En contraste, los embriones 

tratados con la combinación de ATRA e ICI no presentaron tumores, probablemente debido 

a que no se formaron; esto se base en los resultados obtenidos en los estudios in vitro, en 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867400814701#BIB8
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donde se observa una menor densidad celular después de la incubación con la combinación 

de dichos fármacos.  

Estudios futuros, en donde se puedan estudiar terapias combinadas, posterior a la 

inoculación de los embriones con las células MCF-7/GFP, podrían ser útiles para distinguir 

si estas combinaciones son capaces de inhibir la metástasis in vivo. 

Cabe señalar que estos resultados obtenidos mediante la RM difieren de los obtenidos  con 

la medición utilizando el vernier, debido a que hay variación en los valores del volumen, 

esto puede ser debido a que la fórmula utilizada fue el de una esfera, por lo que los datos 

del volumen de los tumores son aproximados. La RM permite obtener volúmenes con 

mayor exactitud, lo que nos brinda la posibilidad de obtener resultados más certeros.  

Los resultados del presente estudio pueden servir de base para ser utilizados en pacientes 

con cáncer de mama, proponiendo una nueva combinación de fármacos que pueden 

aumentar el beneficio terapéutico y al mismo tiempo lograr una reducción de los efectos 

secundarios. 
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13. CONCLUSIONES 

 

La combinación de ATRA e ICI es más efectiva que su aplicación por separado en ensayos 

in vitro e in vivo, reduciendo la migración celular y la formación de tumores. Por lo tanto, 

nuestra propuesta podría acceder más rápidamente al campo clínico en pacientes con cáncer 

de mama positivas al RE. 

 

El embrión de pollo resulta ser un buen modelo animal para el estudio de tumores a partir 

de células cancerosas, así como de distintas terapias para disminuirlos. 
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14. PERSPECTIVAS  

 

1. Los resultados obtenidos muestran un posible efecto de tipo sinérgico de la 

combinación de ATRA más ICI en la línea celular MCF-7/GFP, sin embargo, es 

necesario realizar pruebas para determinar los efectos citotóxicos. Por otro lado,  

explorar la posibilidad de un mayor número de concentraciones de ambos fármacos 

al ser combinados para encontrar efectos en menores concentraciones.  

2. Proponer alguna vía de transducción de señales por la cual estén actuando ambos 

fármacos a nivel celular, para inhibir la migración celular y el desarrollo tumoral, 

que permita entender cómo se potencializa su efecto al ser combinados.  
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