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RESUMEN 

 

El cáncer es un grave problema de salud a nivel mundial al ser el principal 

responsable de la mayoría de las muertes en el mundo, causando 8.2 millones de 

defunciones por año. El cáncer de mama es el tumor maligno que más afecta a las 

mujeres a nivel mundial y nacional. La mortalidad del cáncer mamario radica en su 

capacidad para realizar metástasis, es decir que puede diseminarse y colonizar 

órganos distantes del tumor primario como son cerebro, pulmones y hueso 

principalmente. Estudios previos han demostrado que el tratamiento con 5-

Fluorouracilo y el Tamoxifeno disminuyen la proliferación de las células tumorales 

mediante el arresto celular y la inducción de apoptosis, sin embargo, también se 

ha observado que pueden interferir con cascadas de señalización como son las 

MAPK y modificar la expresión de proteínas asociadas con la invasión celular. En 

este proyecto se estudió el efecto del 5-Fluorouracilo y el Tamoxifeno de manera 

individual y combinada sobre la expresión proteica y distribución de TWIST, un 

factor de transcripción que favorece la invasión y metástasis en células negativas 

a receptor a estrógenos (MDA-MB-231) y positivas a receptor a estrógeno (MCF7). 

Los resultados mostraron que el 5-Fluorouracilo y el Tamoxifeno como 

tratamientos individuales y en combinación, disminuyen los niveles de TWIST y lo 

mantienen en citoplasma en células Receptor a Estrógenos-negativas, lo que 

sugiere que podrían disminuir el riesgo de invasión y metástasis. Sin embargo, el 

Tamoxifeno tiene un efecto distinto en células Receptor a Estrógenos-positivas, al 

aumentar la cantidad de proteína total TWIST e incrementar su presencia en el 

núcleo, esto sugiere que podría favorecer la invasión y metástasis en este tipo de 

células. 

 

(Palabras clave: cáncer de mama, Tamoxifeno, 5-Fluorouracilo, TWIST) 
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ABSTRACT 

Cancer is a major health problem worldwide, is the main responsible for most 

deaths in the world causing 8.2 million deaths per year. Breast cancer is a 

malignant tumor that affects women globally and nationally. Breast cancer mortality 

is because of its ability to develop metastasis that means that cancer can spread 

and colonize distant organs from the primary tumor such as brain, lungs and bone. 

Previous studies have shown that treatment with 5-Fluorouracil and Tamoxifen 

decrease proliferation of tumor cells by cell arrest and apoptosis induction, 

however, has also been reported that can interfere with signaling cascades such 

as MAPK and modify the expression of proteins associated with cellular invasion 

as TWIST protein, which is a transcription factor which promotes invasion and 

metastasis. In this work was evaluated the effect of 5-Fluorouracil and Tamoxifen 

individually and in a combination, on the protein expression and distribution of 

TWIST in estrogen receptor negative cells (MDA-MB-231) and in estrogen receptor 

positive cells (MCF7). The results showed that 5-Fluorouracil and Tamoxifen, as 

individual treatments and in combination, decrease levels of TWIST and keep it in 

cytoplasm distribution in estrogen receptor negative cells, suggesting that it may 

decrease the risk of invasion and metastasis. On the other hand, Tamoxifen 

presented a different effect on estrogen receptor positive cells by increasing the 

total amount of TWIST protein and increased its presence in the nucleus, 

suggesting that could favor the invasion and metastasis in these cells.  

 

(Key words: breast cancer, Tamoxifen, 5-Fluorouracil, TWIST. 
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INTRODUCCIÓN 

 

El cáncer es la principal causa de muerte en el mundo, siendo el cáncer 

de mama el tumor maligno que afecta mayormente a las mujeres a nivel mundial 

y nacional (OMS, 2014). La mortalidad del cáncer de mama está establecida por 

la capacidad que tiene la célula tumoral para invadir tejidos cercanos al tumor 

primario o bien para desplazarse y colonizar órganos o tejidos lejanos, iniciando 

la formación de un nuevo tumor secundario (Mezo-Junco et al., 2006). El proceso 

mediante el cual la célula tumoral se vuelve invasiva, es conocido como transición 

epitelial-mesenquimal (TEM), donde las células con fenotipo epitelial adquieren 

un fenotipo mesenquimal. Durante esta trasformación la célula pierde proteínas 

de adhesión como es la E-cadherina, lo que le permite aumentar su motilidad 

favoreciendo la invasión (Jiménez-Salazar et al., 2012). Trabajos anteriores han 

reportado que el uso de ciertos fármacos antineoplásicos pueden modificar la 

expresión de proteínas asociadas con la TEM, entre las que se encuentra la 

proteína TWIST, favoreciendo la invasión y metástasis (Wu et al., 2011). 

Investigaciones anteriores han demostrado que algunos fármacos como la 

adriamicina es capaz de incrementar la expresión de TWIST (Li et al., 2009).  Por 

lo anterior es de suma importancia estudiar el efecto de los fármacos utilizados en 

la actualidad para el tratamiento del cáncer sobre la expresión de proteínas 

reguladoras de la TEM como lo es TWIST. 

 

El 5-Fluorouracilo (5-FU) y el Tamoxifeno (TAM) son utilizados 

ampliamente en el tratamiento del cáncer de mama. El 5-FU se utiliza para 

cualquier tipo de cáncer de mama, pero el TAM al ser un modulador selectivo del 

receptor de estrógenos, es utilizado exclusivamente en el tratamiento del cáncer 

de mama con expresión de receptor a estrógenos (Terán y Teppa, 2005). Sin 

embargo, el efecto que pueda tener en células no responsivas a estrógenos, no 

es conocido en su totalidad, por lo que sigue siendo objeto de estudio. 
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En estudios previos se ha demostrado que el uso del 5-FU y el TAM 

reducen de manera efectiva la proliferación de células neoplásicas, a través del 

arresto celular y la inducción de apoptosis (Petrelli et al., 1987; Gao et al., 2014). 

Además, otros estudios han observado que estos fármacos pueden modificar vías 

de señalización como son las MAPK, STAT, PI3K/AKT entre otras (Zhao et al., 

2008). Se ha descrito en la literatura que la expresión de TWIST está regulada 

por la expresión de proteínas como p38, JNK (MAPK), STAT3, etc (Hong et al., 

2011; Cheng et al., 2008). Por lo anterior, es interesante conocer si el 5-FU y el 

TAM podrían afectar la expresión proteica de TWIST en células RE-negativas y 

RE-positivas. Este estudio fue realizado in vitro utilizando líneas celulares MDA-

MB-231 como células RE-negativas y MCF7 como RE-positivas. 
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ANTECEDENTES 

 

Estadísticas del cáncer 

El cáncer es un grupo de enfermedades donde las células neoplásicas 

proliferan de manera autónoma y adquieren la capacidad de invadir nuevos 

tejidos a través del sistema sanguíneo o linfático (Meza-Junco et al., 2006). El 

cáncer es una de las principales causas de defunción en el mundo, 

principalmente en países en desarrollo. La Agencia Internacional de Investigación 

del Cáncer (IARC) en su reporte del 2014 estimó que, en el 2012 ésta 

enfermedad alcanzó los 14.1 millones de nuevos casos por año y 8.2 millones de 

defunciones relacionadas con cáncer y que en 2 décadas más podría llegar a los 

22 millones de nuevos casos anuales. Los cánceres diagnosticados más  

comúnmente en el mundo fueron el de pulmón (1.8 millones, 13% del total), el de 

mama (1.7 millones, 11.9%) y el colorectal (1.4 millones, 9.7%). Los cánceres que 

causaron mayores muertes fueron el de pulmón (1.6 millones, 19.4% del total), 

hígado (0.8 millones, 9.1%) y estómago (0.7 millones, 8.8%). El cáncer de mama 

es uno de los cánceres con mayor incidencia a nivel mundial. En el 2012, 1.7 

millones de nuevos casos fueron diagnosticados, además de los 6.7 millones de 

casos ya existentes en los 5 años previos. La incidencia del cáncer de mama se 

ha incrementado en un 20% y la mortalidad en un 14% desde el 2008. El cáncer 

de seno es el tumor maligno que se diagnostica con mayor frecuencia en las 

mujeres y es la causa más común de muerte entre las mujeres (522,000 muertes 

en el 2012) a nivel mundial (OMS, 2014)  

En México, el cáncer es la tercera causa de muerte y se estima que cada 

año se diagnostican 128,000 nuevos casos. En el 2011, el 55.6% de los egresos 

hospitalarios fueron por tumores malignos, siendo mayor la población infantil- 

jóvenes (menores de 20 años, 70.6%) que la población adulta (53.2%). En la 

infancia predominan las neoplasias como la leucemia, siendo la más frecuente la 

Leucemia Linfocítica Aguda (Figura 1). En la etapa adulta (mayores de 20 años) 

los tumores malignos difieren por sexo. En el 2011, la principal causa de 
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morbilidad hospitalaria por cáncer en hombres fueron las neoplasias en órganos 

digestivos (23.9%), tumores en órganos genitales (12.2%) siendo el de próstata el 

más frecuente y, por último, los de órganos hematopoyéticos (9.8%). En el caso 

de las mujeres, el cáncer de mama (29.6%) fue él cáncer con mayor morbilidad, 

siguiendo las neoplasias en órganos genitales (cuello de útero y útero, 16.7%) y 

por último los de órganos digestivos (14.3%) (Figura 2). En el 2012, la mayor tasa 

de mortalidad por tumores malignos en adultos la obtuvo el cáncer en órganos 

digestivos (33.1 por cada 100,000 habitantes); posteriormente las neoplasias en 

órganos genitales (15.08/ 100,000); de órganos respiratorios e intratorácicos 

(10.72/100,000) y de mama (8.13/100,000). La tasa de mortalidad difiere con 

respecto al sexo, en las mujeres el cáncer de mama es la segunda causa de 

muerte (15.3/100,000) a nivel nacional (Figura 3) (INEGI, 2014). 

 

 

Figura 1. Morbilidad hospitalaria por tumores malignos según sexo en 

población menor de 20 años en México (INEGI, 2014). 
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Figura 2. Morbilidad hospitalaria en mujeres mayores de 20 años por 

tumores malignos (INEGI, 2014) 

 

 

Figura 3. Tasa de mortalidad por tumores malignos en población mayor de 

20 años (INEGI, 2014). 
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Origen del cáncer 

La proliferación autónoma de las células alteradas genéticamente 

modifica la organización normal del tejido. Esta acumulación de células origina la 

formación de masas de tejido llamadas tumores que, pueden ser de dos tipos: 

benignos y malignos. Los tumores benignos (no cancerosos) son células que 

tienen la capacidad de crecer solo localmente, pueden ser extirpados y 

generalmente no vuelven a aparecer. Los tumores malignos, son a los que se les 

llama “cáncer”, porque además de crecer localmente e invadir tejidos cercanos, 

pueden diseminarse a otros tejidos u órganos del cuerpo, conociéndose a este 

proceso como metástasis (Figura 4)(INC, 2011). 

 

                   

Figura 4. Tipo de tumores. Los tumores benignos crecen localmente sin 

extenderse a otros sitios. Los tumores malignos tienen la capacidad de 

invadir tejidos vecinos y los que se encuentran en otros partes del cuerpo 

(INC, 2014). 
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El cáncer se desarrolla a partir de células que han sufrido una serie de 

modificaciones genéticas y han ido acumulando estos daños en el DNA a través 

del tiempo (Davis y Lin, 2011). Estas modificaciones les permiten sobrevivir, 

replicarse y evadir mecanismos de control celular como la apoptosis, proliferación 

y ciclo celular. Las mutaciones producidas en estas células pueden modificar los 

mecanismos que se encargan de mantener y reparar el DNA (Meza-Junco et al., 

2006). Los genes que se han visto asociados con el desarrollo del cáncer son 

genes mutados llamados oncogenes y su presencia promueve el desarrollo del 

cáncer al producir proteínas que estimulan la división celular en exceso sin 

obedecer los mecanismos de control establecidos, como factores de 

crecimientos, receptores, enzimas señalizadoras y factores de transcripción (INC, 

2011). 

 

Metástasis 

 

Los cánceres son capaces de diseminarse en todo el cuerpo por medio de 

dos vías: invasión y metástasis. La invasión es la migración y penetración de las 

células cancerosas en el tejido normal que lo rodea. La metástasis es el proceso 

por el cual las células cancerosas migran a través del sistema sanguíneo o 

linfático, hacia tejidos u órganos que se encuentran en una zona distante del tumor 

primario, donde posteriormente crecerán y proliferarán nuevamente (Flórez, 2004) 

(Figura 5).  
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Figura 5. Proceso de metástasis. Obstáculos que la célula cancerosa debe 

superar para lograr la metástasis. 

 

Para entender las bases celulares y moleculares de un tumor metastásico 

hay que comprender los múltiples procesos biológicos que son controlados por 

distintos genes y vías de señalización en cada proceso (Cheng et al., 2008). 

 

La metástasis consiste en distintos pasos: a) la migración de las células 

tumorales del tumor primario a un tejido diferente, b) la invasión y penetración a un 

tejido vecino a través de la membrana basal y vasos sanguíneos o linfáticos, 

además de la capacidad migratoria, utilizando enzimas proteolíticas como las 

metaloproteinasas que se piensa son críticas en este paso, c) sobrevivir a las 

condiciones de anoikis (apoptosis de interacción célula-matriz) mientras se separa 

de la masa tumoral y se encuentra en la circulación. Este proceso requiere el 

anclaje independiente para sobrevivir que es común en células de cáncer,  d) 

deben existir vasos sanguíneos y linfáticos que lleguen a órganos distantes, e) 

formación de nódulos micrometastásicos, f) adaptación y reprogramación del 

estroma circundante, reversión de la transición epitelio-mesénquima, rescatar la 

naturaleza epitelial y la formación de macrometástasis (Cheng et al., 2008). 
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La activación de genes que participan en los procesos neoplásicos (entre 

los que se incluyen los activados por vías de señalización, así como los cambios 

en la transición epitelial-mesenquimal, migración e invasión) promueven la 

invasión de las células cancerosas de otros tejidos dando como consecuencia la 

metástasis. Para los diversos pasos de la metástasis es necesario encender 

genes y vías de señalización específicas, incluyendo la transición epitelial- 

mesenquimal, migración e invasión y esto subsecuentemente puede ser 

inactivado o remplazado por un nuevo espectro de genes y vías de señalización 

para el establecimiento de la metástasis en un nuevo órgano (Geiger y Peeper, 

2009).  

En ensayos con sistemas funcionales y modelos adecuados se han 

logrado identificar genes y proteínas importantes para el desarrollo de la 

metástasis. Cheng et al., (2007) identificó la sobreexpresión de RhoC en células 

cancerosas de melanoma temprano y a AKT2 en líneas celulares altamente 

invasivas MCF7-14 y MDA-MB-435-14, en comparación con células bajamente 

invasivas MCF7 y MDA-MB-435. Estudios similares reportaron en células MCF7-

14 y MDA-MB-435-14, a STAT3, TWIST y AKT2 como un grupo funcional para la 

regulación central de propiedades oncogénicas de células cancerosas (Cheng et 

al., 2008). 

 

 Tipos de cáncer 

El cáncer se clasifica dependiendo del órgano en el que se origina, 

obteniendo más de 100 tipos distintos de cáncer en el mundo. Se han formado 

distintas categorías, como los carcinomas, que son los cánceres más comunes 

los cuales se producen en la piel o en tejidos que recubren las superficies 

internas y externas del cuerpo, como el cáncer de pulmón, seno y colon. Otra 

categoría son los sarcomas, que se inician en tejidos de soporte como en el 

hueso, cartílago, grasa, músculo y vasos sanguíneos. Las leucemias son 

cánceres que se producen en la médula ósea a partir de células inmaduras de la 

sangre. Los linfomas y mielomas comienzan en los ganglios linfáticos y en el 
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sistema inmunológico. Los cánceres del sistema nervioso central se desarrollan 

en el cerebro y médula espinal (INC, 2011). 

 

 Estructura de la glándula mamaria 

 

La glándula mamaria está compuesta por 15 a 20 sistemas principales de 

conductos llamados lóbulos glandulares, los cuales tienen funcionalidad 

independiente. Cada lóbulo se encuentra dividido en secciones más pequeñas 

llamadas lobulillos, esos terminan en forma de bulbos minúsculos que son los 

encargados de producir leche (Latarjet y Ruiz, 2005). Los lóbulos, los lobulillos y 

los bulbos se encuentran interconectados por pequeños tubos llamados conductos 

(Figura 6) (Guyton y Hall, 2006). 

 

Los vasos linfáticos tienen su origen en redes cutáneas, glandulares y en 

los linfáticos de los conductos galactóforos. Son los encargados de transportar la 

linfa hacia los ganglios linfáticos, los cuales se encargan de filtrar sustancias de la 

linfa, ayudando a combatir infecciones y enfermedades. Los ganglios linfáticos se 

encuentran en todo el cuerpo, así como en las axilas y cerca de la mama (Figura 

6). El conocer la estructura de la mama es importante porque los tipos de cáncer  

de mama más comunes tienen su origen en éstas estructuras por ejemplo, el 

carcinoma ductal inicia en los conductos, el cáncer lobular empieza en los lóbulos 

o los lobulillos y se encuentra con mayor frecuencia en ambas mamas que otros 

tipos de cáncer de mama (INC, 2011).  
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Figura 6. Anatomía de la mama femenina. Se muestran el pezón y la aréola 

en el exterior de la mama. Se observan también los ganglios linfáticos, los 

lóbulos, los lobulillos, los conductos y otras partes del interior de la mama 

(INC, 2011) 

 

Clasificación del cáncer de mama 

 

El cáncer de mama en una clasificación general se divide en cáncer de 

mama heredable y esporádico. El cáncer de mama basado en la predisposición 

genética, se presenta en un 5% de los casos, por mutaciones que incrementan la 

susceptibilidad a los defectos genéticos en proteínas que intervienen en 

mecanismos de respuesta al daño celular, presentándose en varios miembros de 

la familia a través de las generaciones. El cáncer esporádico se presenta en un 

95% de los casos a una edad superior a los 55 años generalmente (Díaz- Faes y 

Ruibal, 2006). 
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Existe otro tipo de clasificación basado en su perfil de expresión genético: 

los cánceres que presentan expresión de receptores de estrógenos (RE+) y los 

que no lo expresan (RE-). Los RE+ se subdividen en luminal A, B y C. Los 

cánceres RE- se clasifican en HER2, similar al tipo basal y tipo normal. Los 

cánceres que presentan receptores de estrógeno (RE+) y/o que expresan 

receptores de progesterona (RP+) y pérdida de 16q, son de bajo grado, en 

cambio los negativos para RE y RP, y que además, tienen sobreexpresión o 

amplificación de HER2, son cánceres de alto grado (Zepeda- Castilla et al., 2008). 

 
Los tumores receptores estrogénicos positivos del tipo luminal presentan 

receptores a hormonas, a citoqueratinas luminales, a receptores a estrógenos y a 

genes asociados a su activación como LIV1 y CCND1. Alrededor del 20% de los 

cánceres luminales presentan mutaciones en p53 y generalmente son de grado 1. 

El subtipo luminal A presenta un alta expresión de genes asociados a receptores 

de estrógenos y baja expresión de genes relacionados con proliferación celular, 

este subtipo es el más frecuente representando el 67% de los cánceres. Los 

tumores luminales B se presentan en cánceres de mayor grado. Estos subtipos 

son tratados con hormonoterapia y se ha encontrado que la respuesta a la 

quimioterapia es baja (Perou et al., 2000; Weigelt et al., 2003). 

 

El subtipo HER2 (RE-) muestra una baja expresión de receptores a 

estrógenos y genes relacionados. Entre el 40 y 80% de  los tumores presentan 

mutaciones en p53 y generalmente son de grado 3. La sobreexpresión de HER2 

en las células tumorales implica un pobre pronóstico y muestra una mayor 

sensibilidad a antraciclinas y taxanos. El HER2 tiene blancos moleculares, el 

anticuerpo monoclonal anti-HER2: trastuzumab. El subtipo basal  se denomina así 

porque expresa proteínas similares a las presentes en las células epiteliales 

basales  y mioepiteliales normales del tejido mamario. El basal se caracteriza por 

la ausencia en la expresión de RE y genes asociados, expresión disminuida de 

HER2, un aumento en la expresión de citoqueratinas 5, 5, y 17, y expresa genes 

asociados a la proliferación celular. Otro nombre de este subtipos es “triple 

negativo” por no expresar RE, RP ni HER2 (Zepeda-Castilla et al., 2008). Este 
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subtipo de tumores ha sido asociado con mutaciones en BCRA 1 (Nielsen et al., 

2004) y suelen ser muy agresivos, presentándose en tumores de alto grado y con 

mutaciones en p53 con una incidencia del 20% de los casos (Carey et al. 2004). 

Los cánceres triples negativos no son susceptibles a tratamientos convencionales, 

pero sí muestran una alta sensibilidad a la quimioterapia (Zepeda-Castilla et al., 

2008). 

 

El cáncer de mama por predisposición genética, se presenta por 

alteraciones genéticas que incrementan la susceptibilidad a defectos en genes 

como BRCA1, BRCA2 (participan en la reparación del DNA dañado), p53 

(checkpoint en el ciclo celular), PTEN (bloquea la progresión del ciclo celular en 

G1 y participa en la reparación del DNA dañado) o algunos otros supresores de 

tumores (Davis y Lin, 2011). Éstos genes participan en la respuesta celular 

cuando hay daño al DNA e inducen la muerte celular como sistema de protección 

para eliminar células potencialmente peligrosas (Imyanitov et al., 2004). También 

pueden alterarse algunos oncogenes como son ras, myc, fos y c-fms, por 

mutaciones puntuales donde un aminoácido específico de la proteína es 

cambiado. Otro grupo de oncogenes es el conformado por un subgrupo de 

factores de crecimiento como c-sis, que produce el factor de crecimiento derivado 

de plaquetas; hst/K-fgf que produce el factor de crecimiento de angiogénesis y el 

int-2 que produce otros factores de crecimiento. Los receptores de factores de 

crecimiento forman otra clase de proto-oncogenes entre los que se encuentran 

erb-B1 y erb-B2. Cuando el receptor está mutado lleva a su activación constitutiva 

en ausencia del ligando. También han sido considerados como grupos de 

oncogenes los que componen los transductores de señales que participan en la 

señalización de la membrana celular hacia el núcleo. Estos oncogenes son 

protein-cinasas citoplasmáticas como raf-1, mos, y proteínas unidas a GTP como 

N-ras. Los oncogenes unidos a GTP forman un pequeño subgrupo de proteínas 

que se unen a guanina (proteínas G), responsables de la transmisión de señales 

de ligandos de superficie celular hacia efectores como adenilato ciclasa o 

fosfolipasa C. Las proteínas G como los oncogenes de la misma familia son 
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activadas cuando la cascada de señalización se amplifica o bien cuando mutan 

en sitios puntuales alterando la unión GTP o la acción GTPasa, induciendo la 

estimulación constante de enzimas efectoras. Existe otro grupo de oncogenes 

que son reguladores transcripcionales, como son erbA-1, erbA-2, fos, jun, myb, c-

myc, RARa. Estos genes tienen diferentes dominios funcionales que regulan la 

unión de DNA y las interacciones proteína-proteína y al expresarse, responden a 

las señales de proliferación/diferenciación. Los genes supresores de tumores, son 

genes que cuando se mutan favorecen el desarrollo del cáncer. Entre estos 

genes se encuentra el gen Rb, cuya proteína al perder su función se asocia a la 

aparición de varios tipos de cánceres como de próstata, mama y pulmón. El gen 

Rb es un supresor de tumores y es el blanco de inactivación de los productos 

proteínicos de los virus tumorales de DNA como el papiloma virus y el adenovirus 

E1A durante la oncogénesis. Otro gen supresor de tumores importante es el gen 

p53; la pérdida de la función se ve implicada en el desarrollo de cáncer de mama, 

colon, pulmón y cerebro. El gen Bcl-2 es un gen regulador de la muerte celular 

programada, la proteína sintetizada a partir de este gen tiene función en la 

membrana celular de la mitocondria, prolongando la vida de la célula individual, 

evitando su apoptosis, permitiendo la activación de proto-oncogenes o la pérdida 

de función de genes supresores de tumores (Meza-Junco et al., 2006). 

 

TWIST 

 

El gen TWIST codifica a una proteína que lleva el mismo nombre y 

funciona como un factor de transcripción del tipo hélice-loop-hélice (bHLH) y su 

actividad de transactivación la lleva a cabo mediante la formación de dímeros. El 

gen TWIST fue descubierto como un gen necesario para la formación de patrones 

mesodérmicos durante el desarrollo temprano de Drosophila Melanogaster, 

descubriéndose posteriormente en vertebrados realizando la misma función 

(Stasinopoulos et al., 2005).  
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En humanos existen 2 isoformas de la proteína: TWIST1 y TWIST2, 

ambas son las principales reguladoras de la embriogénesis. Estas proteínas 

muestran más de un 90% de identidad entre ellas en los dominios bHLH y en el 

carboxilo-terminal y son estructural y funcionalmente caracterizadas por tener un 

dominio conservado con un pequeño número de aminoácidos adyacentes a dos 

alfa-hélices anfipáticas separadas por un loop interhélice. Las alfa hélices, 

mediante la dimerización con un segundo factor bHLH, llevan a la formación de 

un dominio de unión. El DNA bipartita se une específicamente a una secuencia 

hexonucleótida (CANNTG) referidas como cajas E, las cuales han sido 

encontradas como elementos de regulación de muchos genes específicos. 

Consistentemente las proteínas bHLH, son factores de transcripción que actúan 

en varios procesos de diferenciación como reguladores positivos o negativos y 

juegan papeles importantes en el desarrollo de diferentes eventos como 

neurogénesis y miogénesis (Puisieux et al., 2006). 

 

Papel de TWIST en la célula sana 

 

Las dos isoformas de TWIST (1 y 2) tienen múltiples funciones. Estudios 

de sobreexpresión en cultivos de tejidos demostraron que TWIST 1 y 2 actúan 

como inhibidores de la diferenciación de músculo y hueso. Además, la anulación 

de la expresión de Twist 1 durante la embriogénesis de ratones provoca 

anormalidades en la mesénquima de la cabeza, que resulta en la falla del cierre 

del tubo neural craneal, así como en la somitogénesis y crecimiento de 

extremidades. La inhibición de la expresión de TWIST 1 y 2 causa la muerte 

embrionaria y perinatal de ratones. Las proteínas TWIST también han sido 

asociadas con la diferenciación de múltiples líneas celulares como músculo, 

cartílago y células osteogénicas (Sosic y Olson, 2003).  

 

En humanos una mutación en la secuencia de TWIST 1 en líneas 

germinales lleva a la haploinsuficiencia, la cual ha ido identificada en el Síndrome 

de Saethre-Chotzen (SCS), el cual se caracteriza por anormalidades en las 
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extremidades, rostro, cabeza asimétrica y fusión prematura de las suturas 

craneales. TWIST junto a su importante papel en la diferenciación celular también 

participa en la apoptosis. La haploinsuficiencia de TWIST 1 en el SCS induce la 

apoptosis de osteblastos y la inactivación de la homozigosis de TWIST en 

modelos animales, induce la apoptosis masiva durante el desarrollo mamífero 

(Puisieux et al., 2006). Las células TWIST2 -/- también muestran sensibilidad a la 

apoptosis inducida por citocinas (Sosic y Olson, 2003). Otros estudios han 

mostrado que TWIST1 interfiere con la vía de señalización ARF/p53 con lo que 

bloquea la apoptosis inducida por c-myc (Maestro et al., 1999). 

 

Por otro lado, se ha observado que diferentes tipos de mutaciones en la 

secuencia de TWIST modifican su capacidad para formar dímeros, su capacidad 

para traslocarse al núcleo (donde lleva a cabo su función) y su capacidad de 

unirse al DNA (El Ghouzzi et al., 2000) 

 

Recientes estudios han sugerido que TWIST está involucrado en varios 

procesos que favorecen el desarrollo del cáncer. 

 

 

TWIST y cáncer  

 

La proteína TWIST se ha encontrado elevada en distintos tipos de 

cánceres como son el de mama, próstata, hígado, gástrico, cervical (Rosivatz et 

al., 2002; Watanabe et al., 2004; Kwok et al., 2005; Martin et al., 2005; Shibata et 

al., 2008; Matsuo et al., 2009), cáncer colorrectal (Valdés et al., 2009), así como 

en el cáncer de cuello y cabeza (Ou et al., 2008).  

 

Los altos niveles de TWIST han sido demostrados en varios estudios 

como en el realizado por Watson et al. (2007) quienes observaron con la técnica 

de  Western blot (WB), una intensa presencia de TWIST en las micrometástasis en 

médula ósea de pacientes con cáncer de mama. Yang et al. (2004) reportaron una 
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sobreexpresión de TWIST en tejidos de mujeres que padecían cáncer de mama 

lobular. En el estudio realizado por Gort et al. (2008) se demostró por ICQ y WB 

una elevación de la proteína en tejido canceroso en comparación con tejido no 

neoplásico de cáncer de mama.  

 

En estudios realizados por Fackler et al. (2003) se observó por la técnica 

de PCR, que el gen TWIST se encuentra poco metilado en cánceres de mama 

invasivo lobular y ductal, mostrando que este gen está mayormente activo. 

Contrariamente, los estudios realizados por Wu et al. (2008) en tejidos post-

mortem de pacientes que tuvieron cáncer de mama, muestran una 

hipermetilación del promotor de TWIST tanto en tumores primarios como en 

metástasis, mostrando una mayor actividad de esta proteína. Por otro lado, Gort  

et al. (2008) encontraron que la metilación del promotor de Twist es mayor en 

células de tejido maligno que en tejido normal de mama y que el número de 

células que presentaron TWIST fue mayor en tejido cancerosos que en el sano, 

sin embargo, no encontraron correlación entre la metilación del promotor con el 

nivel de proteínas o la expresión del RNA. 

 

 

TWIST y la transición epitelial-mesenquimal  

 

La transición epitelial-mesenquimal (TEM) es un proceso mediante el cual 

las células adquieren características mesenquimales durante el desarrollo del 

embrión. Además, la TEM tiene una participación muy importante durante la 

carcinogénesis, metástasis y recurrencia del tumor. Esta transformación involucra 

la disminución de la adhesión célula-célula, pérdida de la polaridad, aumento en 

la movilidad e invasividad y resistencia a la apoptosis (Figura 7). Para que se 

lleve a cabo este proceso es necesario la represión de marcadores epiteliales 

como E-cadherina, placoglobina y desmiplakina, así como la activación de 

marcadores mesenquimales como vimentina, fibronectina y N-cadherina 

(Jiménez-Salazar et al., 2012). Distintos estudios han revelado la participación de 
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factores de transcripción como Snail, Slug, Zeb1, SIP1, E47 y TWIST1 en la 

regulación del TEM (Wu et al., 2011). 

 

 

 

                
  

 

Figura 7. Características de la transición epitelial-mesenquimal. 

 

 

Martin et al. (2005) encontraron una relación de TWIST con la 

metástasis, ya que participa en migración celular, regulación del ciclo celular y 

apoptosis, así como la regulación de las E-cadherinas. Vesuna et al. (2008) 

encontraron por inmunoblot que TWIST reprime la transcripción del gen de E-

cadherina favoreciendo la migración celular en células de cáncer de mama MCF-

7 y Hs578. 

 

Qin et al. (2009) observó en ratones con cáncer de mama, que al 

aumentar la expresión de TWIST disminuye la expresión de E-cadherinas 
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aumentando la invasión celular y la metástasis. Otros estudios señalan, que la 

capacidad de las proteínas codificadas por TWIST1 para suprimir la expresión de 

E-cadherina es fundamental en los procesos que implican la migración celular (Lo 

et al., 2007). Matsuo et al. (2009) encontraron una fuerte expresión de TWIST en 

células de cáncer de hígado relacionándolo con la motilidad celular al demostrar 

que al inhibir TWIST se disminuye la movilidad de la célula. 

 

 En células cancerosas se ha demostrado que TWIST induce la 

migración celular favoreciendo la metástasis, al darle la capacidad a las células 

de iniciar la transición epitelial-mesenquimal (Kang y Massagué, 2004). Además, 

TWIST participa en la expresión del gen y en la síntesis de la proteína Ras, que 

junto con ErbB2 inducen la TEM de las células epiteliales favoreciendo la 

metástasis. En la investigación referida a la inducción de la TEM, se reportó que 

dicha transición inmortaliza células epiteliales mamarias humanas por expresión 

de TWIST y otras proteínas, resultando en la producción de células similares a las 

células madre, que a su vez, fueron capaces de generar células madre para el 

cáncer (Sánchez-García, 2009). Li y Zhou (2011) encontraron sobreexpresión de 

TWIST en células HeLa y MCF-7 relacionándolo con cambios morfológicos 

asociados a la TEM. En células MKN28 de carcinoma gástrico la sobreexpresión 

de TWIST aumenta el número de nódulos cancerosos en la cavidad abdominal e 

hígado y al inhibirse TWIST disminuye la invasividad de las células (Luo et al., 

2008). Además, Smit et al. (2009) observaron que la inhibición de TWIST 

mediante RNA interferente bloqueó la transformación epitelial-mesenquimal y el 

crecimiento del tumor. 

 

En la línea celular MCF-7 de cáncer de mama se ha observado 

sobreexpresión de TWIST al cambiar la morfología de la célula a la de un 

fibroblasto y promoción de la TEM, lo cual es necesario para la transformación de 

las células en invasivas (Mironchik et al., 2005). Cheng et al., (2007) demostraron 

que dicho factor de transcripción funciona como un regulador de la metástasis, al 
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encontrar en células de cáncer de mama una alta expresión de genes que 

participan en la invasión de células malignas. 

 

Los elevados niveles de las proteínas implicadas en la TEM, incluyendo 

TWIST, han sido asociados con un estadio avanzado del tumor y un mal 

pronóstico en una variedad de tipos de cáncer (Cheng et al., 2008). Shibata et al., 

(2008) encontraron en tejidos malignos cervicales  pacientes con cáncer cervical, 

un 55% de casos positivos para la expresión de TWIST, lo cual fue 

correlacionado con un pobre diagnóstico y baja supervivencia. La presencia de 

TWIST en conjunto con la proteína ZEB1 (factor de transcripción que induce la 

TEM) en el núcleo celular, se encontró en un 75% de los casos con cáncer de 

mama y la expresión nuclear de estas factores de transcripción está asociada con 

pobres resultados diagnósticos (Soini et al., 2011). 

 

TWIST  y células madre del cáncer 

 

Las células madre del cáncer es una teoría propuesta recientemente 

para explicar la resistencia a la radioterapia y quimioterapia convencional que 

presentan las células cancerosas. Las células madre son un pequeño porcentaje 

de células que se encuentran localizadas en un tumor, poseen la capacidad de 

autorenovarse y propiedades de células madre. Algunas características de las 

células madre son, la formación de esferas “in vitro”, resistencia a la quimioterapia 

o a la radiación y la habilidad de iniciar tumores “in vivo” (Wu et al., 2011). 

 

Vesuna et al., (2009) observaron que la presencia de TWIST en células 

de cáncer de mama promueve la generación de células con fenotipo de células 

madre independientemente de la forma en la que induce la TEM y al inhibir a 

TWIST con RNA interferente se revierte el fenotipo de células madre. 
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Fármacos antineoplásicos  

 

Entre los tratamientos antineoplásicos se encuentran los métodos 

quirúrgicos, radioterapias y el uso de fármacos. La farmacología anticancerosa 

constituye un método terapéutico muy útil que coadyuva, junto con la cirugía y la 

radioterapia, a mejorar el pronóstico de la enfermedad (Flórez, 2004). 

 

Los fármacos utilizados en la terapia contra el cáncer pueden interactuar 

con el material genético mediante interacciones covalentes y/o no covalentes. 

Todas estas interacciones pueden modular la funcionalidad del DNA. Algunos de 

los modos de interacción no covalentes se clasifican en: a) Interacciones 

electrostáticas externas las cuales se producen típicamente por iones que 

reconocen la forma del DNA y básicamente la atmósfera iónica generada por los 

fosfatos, b) Unión a los surcos, que es una unión mucho más específica, la cual 

suele suceder en el surco estrecho del DNA y en el ancho del RNA, c) 

Intercalaciones, en donde la interacción se da por la abertura del DNA y la 

disposición de la droga total o parcialmente entre un par de bases. Muchas de las 

drogas utilizadas combinan varios modos de unión por ejemplo intercalación y 

unión al surco menor. Los fármacos muestran una mayor especificidad por el DNA 

de células tumorales, las azirinas como la mitomicina C que requieren de 

biotrasformarse para ser activa y así unirse covalentemente al DNA. Las 

antramicinas pueden actuar uniéndose al surco menor o bien perder metanol y 

formar aductos, las Spyrocyclopropanos se unen covalentemente al N3 de 

adeninas. Los cleavagers son fármacos que son capaces de romper la estructura 

covalente del DNA (San Miguel et al., 2004). 

Los fármacos provocan alteraciones en la cantidad de proteínas que 

intervienen en la regulación de la proliferación y ciclo celular, Balín et al., (2008) 

observaron en líneas celulares de cáncer de colon HCT-8 y HCT-116 que el 

oxaliplatino forma aductos de DNA-platino lo cual fue asociado a la disminución 

de la enzima de reparación ERCC1 a nivel de RNAm y proteína. En otro estudio 
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realizado por Pang et al., (2008) se mostró que el complejo dimetilcantaridina-

platino regula la expresión de genes involucrados en la síntesis, reparación del 

DNA y regulación del ciclo celular en la línea celular HCT-116 de cáncer de colon 

determinado por microarreglos.  

 

En la investigación realizada por Guichard et al., (2001) se observó que 

el irinotecan permite la permanencia de los aductos DNA-Pt en las líneas 

celulares HCT-8, debido al impacto sobre las enzimas de reparación o su efecto 

indirecto sobre la topoisomerasa I. El oxaliplatino y la gefitiniba al combinarse 

tienen un efecto sinérgico ocasionando un daño mayor en el ADN al mantenerse 

más tiempo unido el platino al ADN. Estudios adicionales demostraron que la 

gefitiniba incrementa el efecto del oxaliplatino al mantener e incrementar la 

apoptosis inducida por éste, en líneas celulares de cáncer de colon HT-29 y LoVo 

por medio de técnicas de WB, espectrometría de masas y ELISA (Xu et al., 2003). 

En el estudio realizado por Pang et al., (2007) se evaluó la capacidad de inducir 

daño al DNA en células de cáncer colorectal HCT116 por ensayo cometa alcalino 

de la dimetilcantaridina-platino, del oxaliplatino y del carboplatino mostrando que 

la dimetilcantaridina causa mayores lesiones al DNA que las otras dos sustancias. 

Por otro lado el oxaliplatino induce apoptosis y activa las caspasas 3, 8, y 9, 

incrementa la despolarización de la membrana mitocondrial y los niveles del 

receptor CD95 y su ligando en líneas celulares HCT15 de cáncer de colon 

humano evaluadas por marcaje de DNA y citometría de flujo (Marchetti et al., 

2004). En el estudio realizado por Wang et al., (2004), se reportó una asociación 

entre la sobreregulación de TWIST y la resistencia al taxol y a la vincristina en la 

línea celular HNE1-T3 de cáncer nasofaríngeo, llevando al arresto celular y 

provocando la muerte.  

 

Entre los fármacos antineoplásicos más utilizados en la quimioterapia se 

encuentran las antraciclinas, doxorubicina, ciclofosfamida, 5-FU (Masuda et al., 

2008). Dentro de la terapia hormonal el TAM y el Raloxifeno son los más utilizados 

en el tratamiento del cáncer de mama (Veronesi et al., 2002).  
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5-Fluorouracilo 

El 5-FU es un fármaco antineoplásico del tipo antimetabolito el cual 

interrumpe la síntesis y la reparación del DNA y el RNA, ocasionando la muerte 

celular (Figura 8). Este fármaco utiliza el folato como cofactor, convirtiéndose el 5-

FU en nucleótidos activos como el monofosfato de fluorodeoxiuridina, el cual 

inhibe la enzima timidilato sintasa con lo cual se disminuye la síntesis de timidina y 

su  disponibilidad para la síntesis de DNA. Esto provoca rompimientos en las 

cadenas de DNA. Otro metabolito del 5-FU es la fluoridina trifosfato, la cual por su 

similitud al uracilo actúa como un falso nucleótido incorporándose al RNA durante 

su formación inhibiendo, de esta forma, la síntesis de proteínas. Como 

consecuencia, a través del tiempo, estos daños conllevan a la muerte celular y la 

detención de la progresión de la enfermedad (Matuo et al., 2009; Hirsch y Zafar, 

2011). 

 

Figura 8. Estructura del 5-FU. 

 

El  5-FU es utilizado para el tratamiento de varios tipos de cáncer como es 

el de mama y colon, algunas veces en combinación con otros fármacos. La 

presencia de este fármaco modifica la síntesis de proteínas que intervienen en el 

http://www.google.com.mx/imgres?imgurl=http://www.oepm.es/imas/ImasTextos/2/03/58/2035824_T3/2035824_T3_01.png&imgrefurl=http://invenes.oepm.es/InvenesWeb/detalle?referencia=E87103518&h=350&w=347&tbnid=sHXOn5jUEej21M:&zoom=1&docid=FlVQDAeG8BGwzM&ei=qfFuVK7NHo2RyASI4oC4CQ&tbm=isch&ved=0CE8QMygpMCk&iact=rc&uact=3&dur=2309&page=2&start=19&ndsp=24
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desarrollo del cáncer, mostrando mejorías en la supervivencia libre de enfermedad 

comparados con pacientes no tratados con este agente (Bertagnolli et al., 2009).  

 

Además del mecanismo de acción conocido del 5-FU, se tienen reportes 

que este fármaco tiene efecto sobre otras proteínas asociadas con el cáncer. En la 

investigación realizada por Zhao et al., (2008) observaron con WB e 

inmunohistoquímica (IHQ), que el 5-FU incrementa la presencia del factor 

intrínseco antiangiogénico trombospondina-1 de forma dosis-dependiente en 

células KM12C de carcinoma de colon humano y en células MCF7 de cáncer de 

mama humano. Además, también se observó que induce la fosforilación de p38 

MAPK y la proteína 27 de choque térmico. En pacientes con cáncer gástrico 

tratados con 5-FU-oxaliplatino y ácido folínico se observó una alteración en la 

expresión de la timidilato sintasa (TS) (Wei et al., 2008).  

 

La exposición de células de colon HT29 al 5-FU (50 y 100 uM) en 

combinación con raltritexed (50 y 100 nM) provocó la síntesis de la proteína p53 y 

p21 en células con p53 nativa, pero no en células con p53 mutante (Peters et al., 

2000). Estudios realizados en células leucémicas Jurkat, se observó que el 5-FU 

es capaz de inducir PARP y a su vez disminuir la expresión de la proteína 

antiapoptótica MCL-1L, favoreciendo la apoptosis (Aresvick et al., 2010). 

 

Por otro lado, hay datos contraversiales como son los obtenidos en el 

estudio realizado por Li et al., (2009) donde encontraron que la adriamicina 

promueve la apoptosis y al mismo tiempo la TEM in vivo e in vitro por vía TWIST, 

al observar que la depleción de TWIST detiene la transformación mesenquimal, la 

invasión y disminuye la resistencia a fármacos. 

 

 El factor de transcripción TWIST está elevado en células cancerosas por 

lo que es importante conocer si se ve modificado con los tratamientos 

antineoplásicos. 
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Tamoxifeno 
 
 
 

El TAM es un modulador selectivo de los receptores a estrógenos 

(SERMs) utilizado ampliamente en el tratamiento del cáncer de mama avanzado. 

Fue sintetizado en los años de 1960 al encontrársele un efecto antiproliferativo en 

el tejido mamario. El TAM es un fármaco derivado del trifeniletileno que compite 

con los estrógenos por la unión al receptor (Figura 9). La afinidad de este SERM 

por el receptor a estrógenos es de 100 a 1000 veces mayor que el propio 

estradiol, por lo que el TAM coexiste con el estradiol en concentraciones mucho 

mayores. Sus principales metabolitos son el Nesmetiltamoxifeno y el trans-4-

hidroxitamoxifeno, que poseen una mayor afinidad por los receptores estrogénicos  

que el TAM sin metabolizar. Su vida media alcanza varias semanas a una dosis de 

20 mg al día y permanece en los tejidos durante varios meses una vez finalizado 

el tratamiento. El TAM unido al Receptor de estrógenos (RE) se une al ADN, sin 

embargo, su acción agonista o antagonista de los estrógenos se define mediante 

la activación de elementos promotores que dependen del tipo celular donde se 

encuentren. 

 

 

 

Figura 9. Comparación de la estructura del estradiol y el TAM (García y 

Aceves, 2005). 
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Específicamente, el mecanismo de acción del TAM es bloquear la 

actividad del dominio de activación AF-2 del RE, por lo que se manifestará como 

un antagonista de los estrógenos en células donde la activación de los genes 

requieran sólo al AF-2. No obstante, en las células donde el AF-1 sea el activador 

dominante, el TAM se comportará como un agonista parcial. Por lo anterior podría 

suponerse que el TAM tendrá una mejor respuesta en los tumores que presenten 

mayor cantidad de receptores estrogénicos beta (RE β positivos) (Terán y Teppa, 

2005). 

 

Estudios previos han mostrado que el TAM induce la unión de 

correpresores a los promotores génicos en las células mamarias, sin embargo, en 

células del endometrio estimula el reclutamiento de coactivadores (Shang y 

Brown, 2002). Para que la unión de proteínas coactivadoras se efectúe es 

necesario la acetilación de las histonas. El RE β carece de una porción larga del 

dominio F carboxilo terminal, la cual es necesaria para que se lleve a cabo el 

efecto agonista del TAM (Montano et al., 1995). Otros estudios, mediante 

cristalografía han mostrado que el TAM puede actuar como antagonista 

estrogénico, compitiendo con el estradiol en su unión al receptor estrogénico e 

induciendo cambios conformacionales que bloquean la interacción del complejo 

E/RE con las proteínas coactivadoras (Sang y Brown, 2002), sin embargo, el TAM 

tiene efectos agonistas en la mayor parte de los tejidos.  

 

El TAM es utilizado de manera frecuente en el tratamiento del cáncer de 

mama positivo a RE y con metástasis, en la terapia del cáncer de mama 

temprano, así como en la prevención en mujeres con riesgo elevado para cáncer 

de mama y en las mujeres con antecedentes de familiares con cáncer de mama 

antes de los 40 años, y cáncer in situ o con hiperplasia atípica. Se ha encontrado 

que el TAM tiene un efecto protector en mujeres con alto riesgo de cáncer de 

mama con tumores RE-positivos a diferencia con las de bajo riesgo (Veronesi et 

al., 2002). En otro estudio se demostró que el TAM es capaz de disminuir el 
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cáncer de mama invasivo y no invasivo en un 49% en mujeres con riesgo de 

cáncer, con una dosis de 20 mg por día durante 5 años (Fisher et al., 1998) 

 

En un estudio adicional, la administración de una dosis de 20 mg por día de TAM 

durante 5 años en mujeres con riesgo de cáncer de mama, mostró la capacidad de 

reducir en un 25% los casos de cáncer de mama invasivo en combinación con la 

quimioprevención (IBIS-1, 2002). Estudios posteriores, reportaron que el TAM 

reduce en un 38% la incidencia del cáncer de mama positivo a RE (Cuzick et al., 

2003). 

 

Farmacocinética del Tamoxifeno 

 

El TAM tiene una biodisponibilidad del 100% y el sistema enzimático del 

citocromo P450 lo metaboliza (Figura 10). En general, todos los SERMs se unen a 

las proteínas plasmáticas en al menos un 95% y tienen tiempos de vida media 

prolongados desde 27.7 horas hasta siete días. El TAM en su mayoría, se elimina 

a través de la vía hepática y pueden interactuar con otros medicamentos, como 

warfarina, inhibidores de la aromatasa, esteroides, rifampicina y colestiramina 

(Terán y Teppa, 2005). 
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Figura 10. Metabolismo del Tamoxifeno (Kiyotani et al., 2008). 

 

Aplicaciones clínicas del Tamoxifeno 

 

A pesar de que algunos estudios no son concluyentes se puede 

considerar al TAM para prevención del cáncer de mama en mujeres. Otros 

estudios muestran que el TAM es eficaz en el tratamiento del cáncer de mama 

avanzado, al mantener la regresión tumoral y estabilizar la enfermedad en más del 

30% de los casos durante tiempo largos. Muestra mayores ventajas para 

pacientes con tumores RE+/RP+ seguido de los RE+/RP- que para los paciente 
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con RE-/RP-. Por otro lado, el TAM también es utilizado como coadyuvante en el 

tratamiento del cáncer de mama siendo efectivo en pacientes pre y post-

menopaúsicas, reduciendo la recurrencia y la mortalidad principalmente en 

tumores RE+/RP-. El TAM disminuye en un 47% la tasa de recurrencias a los 5 

años y disminuye un 26% en la mortalidad a los 10 años (Terán y Tapia, 2005). 
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JUSTIFICACIÓN 

 

Debido al gran impacto social, emocional y económico del cáncer de 

mama en el mundo, es necesario investigar el efecto de los fármacos empleados 

frecuentemente en el tratamiento del cáncer mamario. Por lo anterior es 

importante estudiar el efecto del 5-FU y el TAM sobre la modificación en la 

expresión y distribución de proteínas asociadas con el desarrollo de esta patología 

y su evolución invasiva y metastásica en los distintos subtipos del cáncer (RE-

negativo y RE-positivo). Además, es muy importante explorar el efecto 

combinatorio de éstos fármacos en busca de un mayor efecto inhibitorio de la 

transformación invasiva. 

La capacidad invasiva se obtiene mediante la transformación de una 

célula epitelial a una mesenquimal adquiriendo motilidad al disminuir la expresión 

de proteínas de adhesión, encontrándose entre las principales la E-cadherina. 

TWIST es un importante regulador de la transformación mesenquimal al reprimir 

de manera directa la expresión de la E-cadherina, por lo que es de relevancia 

realizar estudios del efecto de los antineoplásicos en la expresión de esta proteína 

en células de cáncer de mama RE-negativas y RE-positivas. 
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HIPÓTESIS 

 

Pregunta de Investigación 

 

La expresión de la proteína TWIST en células de cáncer de mama positivas y 

negativas a receptor de estrógeno, ¿es modificada por el 5-Fluororuracilo y el 

Tamoxifeno?  

 

 

Hipótesis 

 

El Tamoxifeno y el 5-Fluorouracilo disminuyen la expresión de la proteína TWIST 

en células de cáncer de mama positivas y negativas a receptor de estrógeno. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo General 

 

Estudiar el efecto del 5-Fluorouracilo y el Tamoxifeno sobre la expresión de la 

proteína TWIST en células de cáncer de mama positivas y negativas al receptor 

de estrógenos. 

 

Objetivos Específicos 

 

 

En células positivas y negativas al receptor de estrógenos: 

 

• Identificar por inmunocitoquímica el efecto del 5-FU y TAM en el número de 

células positivas a TWIST.  

• Identificar por inmunocitoquímica modificaciones en la distribución 

subcelular de TWIST por efecto del  5-FU y TAM. 

• Analizar por Western blot el efecto del 5-FU y el TAM en los niveles de 

proteína TWIST. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Diseño Experimental 

 

 

 

Figura 11. Diseño del proceso experimental. 

 

Cultivo Celular 

 

Las células de cáncer de mama humano MDA-MB-231 (RE-) y las MCF7 

(RE+) fueron adquiridas de la American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, 

MD, USA). Las células fueron sembradas en medio de cultivo Dulbeco´s Modifie 

Eagle Medium (DMEM) suplementado con Suero Fetal Bovino al 10% (Gibco, CA, 

USA), mezcla de antibióticos (penicilina-estreptomicina-fungizona, Gibco), 

aminoácidos no esenciales al 1% (Gibco) y L-glutamina al 1% (Gibco) en una 

atmósfera con 5% de CO2 a 37°C. 

Expansión de las 
líneas celulares 

MCF7 (RE+) 

MDA-MB-231 (RE-)

Curva proliferación 
celular para 5-FU y TAM

Elección de la 
concentración optima 

de 5-FU y TAM

Efecto del 5-FU y/o TAM 
en el número de células 
positvas a TWIST  (ICQ)

Efecto del 5-FU y/o TAM 
en la distribución 

subcelular de TWIST 
(ICQ) 

Incubación de las 
células con 

concentración óptima 
de 5-FU y/o TAM por 24 

h

Cambios en niveles de 
TWIST por efecto del 5-

FU y/o TAM (WB)

Densitometría del WB
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Anticuerpos y Reactivos 

El anticuerpo primario contra el factor de transcripción TWIST fue obtenido 

de Santa Cruz Biotechnology (CA, USA) y el anticuerpo secundario anti-conejo-

peroxidasa de rábano. El 5-Fluorouracilo fue comprado de Laboratorios PiSA y el 

Tamoxifeno se obtuvo de Laboratorios Astra Zeneca.  

Curvas Concentración-respuesta 

Para estudiar el efecto del 5-FU y el TAM sobre la viabilidad celular se 

llevó a cabo una curva concentración respuesta. Las células MDA-MB-231 y 

MCF7 fueron sembradas en placas p24 (50000 cel/pozo) en medio de cultivo 

DMEM completo, posteriormente fueron expuestas a distintas concentraciones de 

5-FU y TAM: 0.1, 1, 5, 10, 50 uM para ambos fármacos, durante 24 h. La viabilidad 

celular se determinó mediante la técnica de tinción con azul tripano. 

Tratamientos 

Para el estudio de los cambios en la expresión génica y proteica de 

TWIST en células MDA-MB-231 y MCF7 se formaron 4 grupos: a) el grupo control, 

el cual no fue expuesto a ningún tratamiento, b) el grupo tratado con 5-FU, c) el 

grupo tratado con TAM y d) el tratamiento secuencial con 5-FU y posteriormente 

con TAM. Para todos los grupos, las células fueron sembradas en placas con 12 

pozos (5x104 células/pozo) y 500 uL de medio de cultivo completo durante 24 

horas, después de este tiempo el medio de cultivo fue retirado. Para el grupo 

control, el medio de cultivo viejo fue sustituido por medio de cultivo nuevo 

completo (500 uL) y se dejó incubando durante 24 h más. Para el tratamiento con 

5-FU el medio retirado fue sustituido por 500 uL de medio nuevo completo, 

inmediatamente después se le adicionó 5-FU 50 uM y se dejó actuar durante 24 h. 

Para el tratamiento con TAM, se le agregó 500 uL de medio de cultivo nuevo 

depletado de SFB y se dejó incubando durante 18 h; después de este tiempo, el 
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medio de cultivo fue reemplazado por 500 uL de medio nuevo depletado de SFB y 

se le agregó TAM 50 uM, dejándose actuar durante 24 h más. Para el grupo con el 

tratamiento secuencial de 5-FU y TAM, después de retirar el medio completo 

inicial, se le agregó 500 uL de medio de cultivo completo adicionado con 5-FU 50 

uM y se dejó actuar por 24 h; pasado este tiempo, se retiró el medio y fue 

reemplazado por 500 uL de medio de cultivo nuevo depletado de SFB durante 18 

h, posteriormente el medio se cambió por medio nuevo depletado de SFB y 

adicionado con TAM 50 uM, dejándose actuar por 24 h más. 

Inmunocitoquímica 

Para el estudio de la localización subcelular de TWIST en las líneas 

celulares, se sembraron 5x104 células/pozo en placas de cultivo de 12 pozos con 

500 uL de medio de cultivo completo. Posteriormente se procedió a realizar los 

tratamientos como se describió anteriormente. Una vez finalizado el tiempo de 

exposición a los fármacos, las células se enjuagaron 3 veces con PBS 1X (Buffer 

de fosfato salino, pH: 7.4) y se fijaron con paraformaldehído al 4% en PBS 1X 

durante 10 min. Después de la fijación se lavaron 3 veces con PBS 1X, 10 minutos 

por lavado. Posteriormente, las células se guardaron en refrigeración para ser 

utilizadas más adelante o bien se procede a realizar la Inmunocitoquímica (ICQ). 

Para la ICQ, las células se lavaron 3 veces con PBS 1X, por 10 minutos 

cada lavado, después se eliminó la actividad de la peroxidasa endógena con H2O2 

al 1% en solución de PBS 1X durante 30 minutos. Las células se enjuagaron 3 

veces con PBS 1X y se bloqueó la inespecificidad con leche desgrasada al 3% en 

PBT (buffer de fosfato salino con Tritón al 0.5%) durante 2 horas. Posteriomente, 

las células se lavaron 3 veces con PBT por 10 minutos y se incubaron con el 

anticuerpo primario policlonal anti-TWIST (1:300) en leche al 1% en PBT toda la 

noche a 4°C. Al siguiente día, las células se lavaron 3 veces con PBT por 10 

minutos y se incubaron con el anticuerpo secundario policlonal anti-conejo-HRP 

(horseradish peroxidase, 1:500) en leche al 1% en PBT durante 2 horas a 

temperatura ambiente. La señal inmunoreactiva se reveló con solución de 
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Diaminobencidina (DAB), la cual se preparó con 0.042 g de DAB, 612 uL de 

peróxido al 3% y 175 ml de PBS 1X. 

Las células control negativo fueron incubadas con todos los reactivos 

excepto con el anticuerpo primario, esto fue para verificar que el anticuerpo 

secundario no da marca inespecífica. Fueron realizados al menos 3 experimentos 

con sus duplicados, de los cuales se analizaron 200 células por grupo de cada 

experimento, la presencia de TWIST en la célula se clasificó en 3 zonas 

subcelulares: a) núcleo, b) citoplasma c) núcleo y citoplasma al mismo tiempo, el 

resultado fue expresado en porcentaje. 

Extracción de proteína 

Las células fueron lisadas con buffer de lisis Tris HCl (Tris-HCL, Bio-Rad) 

20mM a un pH: 7.1, adicionado con un cóctel de inhibidores de proteasas (tabletas 

Complete Mini de Roche). Se utilizaron 5 mL de buffer de extracción por cada 

gramo de células a lisar y todo el proceso se realizó en hielo. Las células se 

lisaron durante 1 min a 3000 revoluciones, después se dejaron agitando durante 1 

h en el vortex a una velocidad constante (nivel 7-8). Posteriormente las muestras 

se centrifugaron 15 min a 4000 rpm a 4° C, se recuperó sobrenadante. El 

sobrenadante se centrifugó nuevamente a 12000 rpm durante 15 min  a 4°C. Se 

recuperó nuevamente el sobrenadante y se cuantificó el contenido de proteína por 

la técnica de Bradford.  

 

Western Blot (WB) 

 

Para la identificación de TWIST por WB, de cada una de las muestras a 

estudiar, se tomó la misma cantidad de proteína y se hirvieron durante 5 min, 

estas proteínas fueron cargadas en un gel de poliacrilamida para realizar la 

separación por electroforesis, el gel se corrió a 100 V por 20 min (gel concentrador 

al 4%) y posteriormente a 150 V por 45 min (gel separador 12%). Una vez 

terminada la electroforesis, las proteínas contenidas en el gel se 
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electrotransfirieron hacia una membrana de nitrocelulosa a 200 mA durante 1 

hora. Esta membrana se bloqueó con leche al 3% en buffer de fosfatos salino 

(PBT) durante 2 horas con agitación, transcurrido el tiempo se lavó la membrana 3 

veces con PBT 10 min cada vez y se incubó con el anticuerpo primario anti-

TWIST(1:500 leche 1% en PBT) y anti-Actina (1:1000 leche 1% en PBT) durante 

toda la noche en agitación. Al día siguiente, la membrana se lavó 3 veces con PBT 

durante 10 min cada vez, se incubó con el anticuerpo secundario anti-conejo-HRP 

(1:1000 leche 1%/PBT) y anti-cabra-HRP (1:1000 leche 1% en PBT) 

respectivamente, durante 4 h con agitación constante. La señal fue observada por 

quimioluminiscencia. Las bandas fueron observadas conforme al peso molecular 

de Actina (43kDa) y TWIST (56kDa, dímero). Todos los experimentos se 

realizaron conforme al diseño experimental (Cuadro 1.) 

 

Análisis Estadístico 

 

Los resultados fueron obtenidos de 3 experimentos independientes 

realizados al menos por triplicado y fueron analizados con ANOVA de una vía. 

Para la proliferación celular, los datos fueron analizados con una prueba post-hoc 

de Dunnet para comparar contra un control. Para el análisis de la distribución 

celular y la cuantificación de la proteína por Inmunoblot, se realizó una prueba 

post-hoc de Tukey para la comparación entre tratamientos. Los valores fueron 

expresados como la media ± desviación estándar y para todas las pruebas se 

designó como diferencia significativa al obtener una P≤ 0.5. 
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RESULTADOS 

 

Para determinar las concentraciones a estudiar en la evaluación de la 

distribución de TWIST y su expresión proteica, se realizaron curvas concentración-

respuesta para el 5-FU y el TAM en las dos líneas celulares, MDA-MB-231 (RE-) y 

MCF7 (RE+). Para el 5-FU, se estudiaron las concentraciones de 0.1, 1, 5, 10 y 50 

uM. En las células MDA-MB-231 se observó una disminución significativa con las 

concentraciones de 5, 10 y 50 uM, encontrándose una proliferación celular del 

76.5, 64.5 y 49.9% respectivamente, en comparación con el control (tomado como 

el 100%) (Figura 12). 

 

Para las células MCF7, se observó una disminución significativa con 

respecto al control a la concentración de 50 uM, obteniendo una proliferación del 

55.5% (Figura 13). 
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Figura 12. Proliferación de las células MDA-MB-231 tratadas con 5-FU. La 

proliferación celular disminuye significativamente con el tratamiento de 5, 10 

y 50 uM de 5-FU a las 24 h de exposición. El asterisco indica diferencia 

significativa con respecto al control. 

 

 

 

                   

 

Figura 13. Efecto del 5-FU en la proliferación de células RE (+) MCF7. La 

proliferación celular disminuye significativamente con respecto al control a 

una concentración de 50 uM de 5-FU a las 24 horas de exposición. El 

asterisco indica diferencia significativa con respecto al control. 

 

 

En las células MDA-MB-231 expuestas al TAM a una concentración de 50 

uM, se encontró una proliferación de 67.4%, la cual es significativamente menor 

en comparación con el control (100%) (Figura 14). Para las células MCF7, todas 

las concentraciones probadas 0.1, 1, 5 y 10 uM disminuyeron significativamente la 
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proliferación, encontrándose un 84.6, 75, 78.3 y 62.5% respectivamente con 

respecto al control (Figura 15). 

 

                       

 

Figura 14. Efecto del TAM sobre la proliferación celular en células RE (-) 

MDA-MB-231. La concentración de 50 uM disminuye significativamente la 

proliferación con respecto al control. El asterisco indica diferencia 

significativa con respecto al control. 

 

Estudios previos, muestran que el 5-FU y TAM permiten una proliferación 

del 50% en concentraciones cercanas a 50uM en células RE-negativas como RE-

positivas. En este estudio se encontró un comportamiento similar de las células 

con los mismos fármacos y a la misma concentración, por lo que se decidió utilizar 

la concentración de 50uM para ambos fármacos para el estudio de la distribución y 

la cuantificación de la  proteína TWIST. 

Se realizó una inmunocitoquímica con la finalidad de conocer la 

distribución subcelular de TWIST en las líneas MDA-MB-231 y las MCF7, para 

este objetivo se formaron 4 grupos de estudio: control (sin exposición a fármacos), 
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5-FU (50 uM), TAM (50 uM) y la combinación de ambos 5-FU/TAM (50 uM cada 

uno). Se observó el efecto a las 24 h de exposición. Se analizaron 100 células por 

cada repetición y réplica del experimento en cada línea celular. 

 

                    

Figura 15. Efecto del TAM sobre la proliferación de las células RE (+) MCF7. 

Todas las concentraciones estudiadas disminuyen significativamente la 

proliferación en comparación con el control. Los asteriscos muestras diferencias 

significativas  con respecto al control. 

El primer análisis consistió en clasificar las células que presentaban la 

presencia de TWIST y las que no lo tenían. Para las células MDA-MB-231, el 

grupo control presentó el 60% de las células positivas para TWIST, el grupo 

expuesto al 5-FU el 50%, el tratado con TAM el 35% y la combinación de ambos 

fármacos (5-FU/TAM) el 53%. El tratamiento con TAM fue el único grupo donde se 

disminuyó significativamente el número de células con TWIST (Figura 16). 

Para las células MCF7, se encontró un 47% de células positivas para 

TWIST en el grupo control, un 62% en el grupo tratado con 5-FU, un 50% en el 
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grupo de TAM y un 57% en la combinación de fármacos 5-FU/TAM. Los 

resultados no indican diferencias significativas entre los grupos (Figura 17). 

 

Figura 16. Efecto del 5-FU, TAM y 5-FU/TAM en la presencia de TWIST en 

células RE (-) MDA-MB-231. Las células fueron expuestas a cada uno de los 

fármacos a una concentración de 50 uM cada uno. El TAM disminuye 

significativamente el porcentaje de células TWIST positivas. Letras 

diferentes indican diferencia significativa. 
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Figura 17. Efecto de los fármacos antineoplásicos sobre las células TWIST 

positivas en la línea MCF7. El 5-FU, el TAM y el 5-FU/TAM no modifican el 

porcentaje de células TWIST positivas. Las letras diferentes indican 

diferencia significativa. 

 

Durante el análisis del efecto de los tratamientos sobre la localización 

subcelular de TWIST, en las células MDA-MB-231 y en las MCF7 se observaron 2 

distribuciones, cuando TWIST se encontraba solo en citoplasma y cuando se 

encontraba en núcleo y citoplasma al mismo tiempo (núcleo/citoplasma). No se 

encontraron células que presentaran TWIST solamente en el núcleo (Figura 18). 
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Figura 18. Distribución subcelular de TWIST observada en células RE (-) 

MDA-MB-321. A) Células negativas (no fueron expuestas a ningún 

anticuerpo), B) Células con TWIST en citoplasma, C) Células con TWIST en 

núcleo y citoplasma al mismo tiempo. No se encontraron células con 

presencia de TWIST sólo en el núcleo. Las fotos fueron tomadas con el 

objetivo de 40X. La barra equivale a 50 um. 

 
Posteriormente se realizó el análisis del efecto de los fármacos sobre la 

presencia de TWIST por regiones (citoplasma y núcleo/citoplasma). En las células 

MDA-MB-231, se observó un aumento significativo del número de células con 

presencia de TWIST en citoplasma, al ser tratadas con la combinación de 

fármacos (5-FU/TAM). Los porcentajes de células con TWIST en citoplasma para 
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el grupo control fue del 1.6%, 8.6% para 5-FU, 12% para TAM y 32% para la 

combinación de 5-FU /TAM (Figura 19). En el caso de las células que presentaron 

TWIST tanto en núcleo como en citoplasma, se encontró para el grupo control un 

58.3% de células, para el 5-FU un 37%, para el TAM un 22.8% y para 5-FU/TAM 

un 16%. Para los grupos tratados con TAM y 5-FU/TAM se observó una 

disminución significativa del número de células en comparación con el control pero 

no se observa diferencia con el grupo del 5-FU solo (Figura 20). 

 

      

 

 
Figura 19. Efecto del 5-FU, TAM y 5-FU/TAM sobre TWIST citoplasmático en 

células MDA-MB-231. La combinación 5-FU/TAM aumenta significativamente 

el número de células con TWIST en citoplasma. Las letras diferentes indican 

diferencia significativa. 
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Figura 20. Efecto del 5-FU, TAM y 5-FU/TAM sobre TWIST nuclear y 

citoplasmático en células MDA-MB-231. El TAM y la combinación 5-FU/TAM 

disminuyen significativamente el número de células con TWIST en 

núcleo/citoplasma. Las letras diferentes indican diferencia significativa. 

 
 
 

Para las células MCF7, el porcentaje de células con la presencia de 

TWIST en citoplasma, disminuyó significativamente al incubar las células con 5-

FU, TAM y 5-FU/TAM durante 24 horas a una concentración de 50 uM. En el 

grupo control se encontró un 29% de células con TWIST en citoplasma, con 5-FU 

un 1%, con TAM un 2% y en 5-FU/TAM 1% (Figura 21). Para las células que 

mostraron TWIST en núcleo y citoplasma al mismo tiempo, se observó que el 5-

FU y la combinación del 5-FU/TAM indujeron el aumento significativo del número 

de células en comparación con el control y el grupo del TAM. En el grupo control 

se obtuvo un 20% de células con marca para TWIST en núcleo/citoplasma, en el 

grupo de 5-FU un 60%, con TAM 52% y para 5-FU/TAM un 58% (Figura 22). 
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Figura 21. Efectos del 5-FU, TAM y 5-FU/TAM sobre la presencia de TWIST en 

citoplasma en células MCF7. El número de células con TWIST en citoplasma 

disminuye significativamente al exponer a las células al 5-FU, TAM y 5-

FU/TAM. Las letras diferentes indican diferencias significativas. 
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Figura 22. Efecto de los fármacos antineoplásicos sobre la presencia de 

TWIST en núcleo/citoplasma en células MCF7. El 5-FU y la combinación de 5-

FU/TAM aumentan significativamente el número de células con TWIST en 

núcleo y citoplasma. Las letras diferentes indican diferencia significativa. 

 

En las células MDA-MB-231, el análisis del Western blot mostró una 

disminución significativa de la cantidad total de TWIST en las células incubadas 

con 5-FU, TAM y la combinación de éstos (5-FU/TAM) obteniendo el 76% para el 

5-FU, el 62% para el TAM y el 62% para el 5-FU/TAM. Tomando como 100% el 

control (Figura 23). 
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Figura  23. Cuantificación de TWIST en células MDA-MB-231 expuestas al 5-

FU, TAM y 5-FU/TAM. A) Intensidad de las bandas para TWIST obtenidas por 

Western blot para cada tratamiento, también se observan las bandas de B-

actina como control de carga. B) Cuantificación de la intensidad de las 

bandas obtenidas por densitometría óptica (D. O.) expresada como unidades 

arbitrarias (U. A.). Las letras diferentes muestras diferencia significativa. 
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Para las células MCF7, el Western blot mostró un 121% de densidad 

óptica expresada en unidades arbitrarias de proteína TWIST en el grupo tratado 

con 5-FU, con TAM 143% y con la combinación 5-FU/TAM un 117%. El grupo 

tratado con TAM muestra un aumento significativo en la cantidad de TWIST en 

comparación con el resto de los grupos estudiado (Figura 24). 
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Figura 24. Cuantificación de TWIST en los grupos expuestos al 5-FU, TAM y 

5-FU/TAM en células MCF7. A) Intensidad de las bandas para TWIST en cada 

uno de los grupos estudiados, B) Densitometría para la cuantificación de 

TWIST en cada tratamiento. El grupo tratado con TAM aumenta 

significativamente la proteína a una concentración de 50 uM a las 24 h de 

exposición. Letras diferentes indican diferencia significativa. 

 

 

RESUMEN DE RESULTADOS 

 

 Con los resultados obtenidos se puede concluir que 5-FU y TAM tienen 

distintos efectos en células RE-negativas y en RE-positivas. 

 El TAM disminuye el número de células con expresión de la proteína 

TWIST en células RE-negativas. 

 El 5-FU (50 uM) y el TAM (50 uM) de forma individual y en combinación 

disminuyen los niveles de TWIST en células RE-negativas. 

 La combinación de 5-FU/TAM (50 uM c/u) retiene a TWIST en citoplasma 

en RE-negativas 

 En células RE-positivas, el 5-FU ni el TAM modifican el número de células 

TWIST positivas. 

 El TAM a 50 uM, incrementa los niveles de TWIST en células RE-positivas. 

 El 5-FU, el TAM y la combinación de ambos disminuye el número de células 

con TWIST en el citoplasma y las aumenta en el núcleo/citoplasma en 

células RE-positivas. 
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DISCUSIÓN 

  

Los resultados del efecto de los antineoplásicos sobre la proliferación 

celular mostraron para el 5-FU en células RE-negativas (MDA-MB-231) una 

disminución de la proliferación dependiente de la concentración, encontrando un 

mayor efecto con 50 uM. En células RE-positivas (MCF7) se observó disminución 

de la proliferación solo con 50 uM. Estos resultados son consistentes con lo 

reportado por Sun et al. (2012) y por Vinod et al. (2013), quienes observaron un 

incremento en la inhibición de la proliferación al ir aumentando la concentración 

del 5-FU en células MDA-MB-231 y MCF7. El efecto antiproliferativo del 5-FU se 

debe a sus distintos mecanismos de acción: l) Inhibe la enzima timidilato sintasa 

(necesaria para la síntesis de DNA), lo que induce el arresto celular, 2) Se 

incorpora al RNA y al DNA ocasionando alteraciones, que en efecto conjunto 

provoca la apoptosis (Petrelli et al., 1987),  y 3) Inhibe la activación de ERK 1/2 y 

reduce los niveles de Bcl2, con lo que se disminuye la proliferación e induce la 

apoptosis (Gao et al., 2014).  

Para el TAM, en células RE-negativas se encontró que de las concentraciones 

estudiadas, únicamente la concentración más alta (50 uM) disminuye 

significativamente la proliferación celular. Estos datos son consistentes con lo 

reportado en el 2014 por Samadi et al., quienes observaron que la concentración 

de 50 uM de TAM  disminuye significativamente la proliferación de las células 

MDA-MB-231 a las 24 h de incubación, mientras que concentraciones menores no 

tienen efecto significativo en la proliferación. Los resultados del presente trabajo 

difieren con lo observado por Rajput et al. (2009), quienes a partir de 13 uM de 

TAM detectan una disminución en la proliferación, sin embargo, esta discrepancia 

es debida  a que el tiempo de incubación es de 48 h, el doble del tiempo utilizado 

en nuestro estudio. 

El mecanismo a través del cual el TAM inhibe proliferación en células que no 

expresan Receptores a estrógenos aún no está bien elucidado, sin embargo, se 

han realizado estudios donde han encontrado que el TAM induce arresto en 
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G0/G1 en células RE-negativas. Además, TAM es capaz de disminuir la 

proliferación de células HepG2 (RE-negativas) de carcinoma hepatocelular a partir 

de 10 uM e inducir la apoptosis en concentraciones mayores de 20 uM (Guo et al., 

2009). En estudios realizados por Salami y Karami-Tehrani (2003) observaron un 

aumento en la muerte de las células MDA-MB-438 (RE-negativas) tratadas con 

TAM 20 uM, pero no con concentraciones menores. Estos autores sugieren que la 

muerte fue llevada a cabo por apoptosis inducida por la activación de caspasas, 

específicamente la caspasa 3  la cual se incrementaba su expresión al aumentar 

la apoptosis y de manera inversa, al inhibirse la caspasa la apoptosis inducida por 

TAM se reducía. El mismo comportamiento fue observado en células de cáncer de 

mama MDA-MB-231 y BT-10 tratadas con 20uM de TAM (Mandlekar et al., 2000).  

Las células RE-positivas (MCF7) mostraron una mayor sensibilidad al TAM al 

disminuir la proliferación desde las concentraciones más bajas 0.1 hasta 10 uM. 

Estos datos son consistentes con los obtenido por Lo et al. (2013) quienes 

observaron inhibición de la proliferación de células MCF7 desde 5 hasta 20 uM de 

TAM a las 24 h de incubación y con Salami  y Karami-Tehrani (2003) que con 0.1 

y 1 uM encontraron disminuida la proliferación de células MCF7. 

El efecto antiproliferativo del TAM en células RE-positivas (MCF7) está asociado a 

su mecanismo de acción principal, en el que se une al receptor de estrógenos 

impidiendo la unión del estradiol, lo que inhibe la transcripción de genes asociados 

con proliferación (Terán y Tepa, 2005). Además, se sabe que el TAM no solo 

induce la apoptosis mediante la activación de las caspasas, si no que, existen vías 

alternas las cuales aún no han sido definidas (Salami y Karami-Tehrani, 2003). Se 

han propuestos distintos mecanismos. Uno de ellos es a través de la activación de 

proteínas no caspasas como la calpaína, la cual es una proteasa que su activación 

depende de calcio (Squier et al., 1994). Otra forma es que el TAM induce la 

permeabilidad mitocondrial provocando la salida de calcio y fosfato inorgánico al 

mimetizar  a la ciclosporina A (Custodio et al., 1998). Es posible que la 

participación de Bcl2 y Bax estén involucradas en este proceso, sin embargo, esto 
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aún no es concluyente puesto que existen datos contradictorios (Zhang et al., 

1999; Karami-Tehrani, 2003). 

 

Los resultados de la inmunocitoquímica sobre el efecto del 5-FU en la expresión 

proteica de TWIST en células RE-negativas, mostraron que el 5-FU no modifica el 

número de células positivas a TWIST, es decir, no inhibe la síntesis de la proteína 

o induce su degradación completamente. 

 

Los resultados del análisis del WB mostraron que sí hay una disminución en los 

niveles de proteína total de TWIST por efecto del 5-FU. Los posibles mecanismos 

a través del cual el 5-FU disminuye TWIST, es mediante la reducción de los 

niveles de las proteínas AKT, p38, JNK y  STAT3, dicho efecto ha sido observado 

en células RE-negativas (Vinod et al., 2009; Sims et al., 2003) lo que es 

importante porque éstas proteínas participan en la activación transcripcional de 

TWIST (Pham et al., 2007; Cheng et al., 2008; Hong et al., 2011). 

 

Con la técnica de Inmunocitoquímica no fue posible observar un cambio en los 

niveles de TWIST, lo que con WB sí pudo detectarse. Esto se debe a que el WB 

es una técnica más sensible para detectar los pequeños cambios en la cantidad 

de la proteína, además que las cantidades de células utilizadas en WB fue mucho 

mayor que en la ICQ, lo que también nos permite detectar más fácilmente un 

cambio.  

 

Durante el análisis del efecto del TAM sobre las células RE-negativas, se 

encontró que el TAM disminuye significativamente el número de células con 

TWIST positivas y la cantidad de TWIST total. El TAM no es utilizado para el 

tratamiento de cáncer de mama negativo a Receptor de estrógenos, porque estas 
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células no presentan los receptores a estrógenos requeridos para responder al 

efecto del TAM. Sin embargo, se ha reportado que TAM en células ER-negativas 

es capaz de disminuir los niveles de las proteínas p-AKT, p38 y JNK (Rajput et al., 

2013; Roberts et al., 2007). Por lo que se sugiere que TAM disminuye la síntesis 

de TWIST al reducir su activación transcripcional mediante la disminución de p-

AKT, p38 y JNK, las cuales forman parte de las vías de señalización PI3K/AKT y 

MAPKs, que son responsables en parte, de la activación de la expresión de 

TWIST. Otro mecanismo por el que TAM reduce la cantidad de TWIST, podría ser 

a través de la inducción de su degradación, la cual se lleva a cabo al inhibir la 

fosforilación de TWIST en serina 68 por disminución de p38 y JNK, las cuales son 

responsables de la fosforilación. Está reportado que la fosforilación en serina 68 le 

da estabilidad a TWIST y evita su degradación y que ésta fosforilación es llevada a 

cabo por p38 y JNK (Hong et al., 2011). 

 

A pesar que el TAM tuvo un efecto positivo al disminuir TWIST en células 

RE-negativas MDA-MB-231, no se observó el mismo comportamiento en células 

RE-positivas (MCF7). En células RE-positivas, mediante análisis 

inmunocitoquímico, no se observó modificación en el número de células TWIST 

positivas, sin embargo, por Western blot hubo un aumento en la cantidad de 

proteína total TWIST en células tratadas solo con TAM. En estudios previos, se ha 

encontrado que el TAM en células MCF7, activa la vía de las MAPKs (Raffo et al., 

2014) e induce el aumento de los niveles de p38Ɣ (Qi et al., 2012). Además TAM 

sobreregula la vía de Wnt en células MCF7 (Gilbert et al., 2009), lo que explicaría 

el aumento de los niveles de TWIST en células tratadas con TAM, lo cual fue 

detectable por WB que es una técnica más sensible que la ICQ, en la cual no se 

alcanzaron a observar los cambios. 

 

En el análisis de la distribución subcelular de TWIST en células ER-

negativas, se encontró que el TAM y la combinación 5-FU/TAM inducen  
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significativamente un arresto de TWIST en citoplasma evitando su traslocación  al 

núcleo, pero no el 5-FU por sí solo, aunque se observa una tendencia a tener el 

mismo efecto. Una forma por la cual el TAM evita la traslocación de TWIST al 

núcleo en células ER-positivas, posiblemente sea por la inhibición de la formación 

de dímeros de TWIST, que son esenciales para su traslocación al núcleo. La 

formación de dímeros depende en parte de la estabilidad de la proteína, la cual 

está establecida por su fosforilación en serina 68 y ésta fosforilación depende de 

las proteínas p38,  JNK y ERK1/2, quienes a su vez son activadas por TGF-B 

(Hong et al., 2011). Además, ha sido reportado que TAM disminuye la expresión 

de TGF-B (Kang et al., 1999). Por lo que TAM puede estar disminuyendo la 

formación de dímeros y su traslocación al disminuir p38, JNK y la activación de 

éstos por disminución de TGF-B. 

 

En células ER-positivas el 5-FU y la combinación 5-FU/TAM provocaron 

un aumento significativo en el número de células con TWIST en núcleo/citoplasma 

y disminuyeron el número de células TWIST positivas en citoplasma. El TAM 

administrado de manera individual no aumentó significativamente las células con 

TWIST en núcleo-citoplasma, aunque se observó una tendencia a incrementar, 

pero sí disminuyó el número de células con TWIST citoplasmático. Lo anterior 

sugiere que el 5-FU provoca la traslocación de TWIST hacia el núcleo de manera 

individual y en combinación con TAM. El 5-FU activa p38 (Gao et al., 2014), dicha 

proteína participa en la fosforilación de TWIST dándole mayor estabilidad y 

capacidad de formar dímeros, lo cual es necesario para la traslocación (Hong et 

al., 2011). Por lo que se sugiere que la traslocación de TWIST está favorecida por 

la sobreregulación de p38 inducida por 5-FU. 
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CONCLUSIONES 

 

El 5-Fluorouracilo y el Tamoxifeno de manera individualizada o combinada 

mostraron citotoxicidad para ambas líneas celulares, MCF7 y MDA-MB-231. Sin 

embargo, estos fármacos tienen efectos diferentes en la expresión proteica y 

distribución de TWIST, dependiendo si las células presentan receptores a 

estrógenos o no. En células MCF7 (RE-positiva), los fármacos incrementan los 

niveles de TWIST y su traslocación al núcleo, lo que podría favorecer la migración 

celular y el desarrollo de metástasis. Por otro lado, en células que no expresan 

receptores a estrógenos (MDA-MB-231), el 5-FU y el TAM disminuyen los niveles 

de proteína TWIST y en combinación, muestran sinergismo para disminuir la 

presencia de TWIST en el núcleo, lo que es esencial para ejercer su función. Lo 

anterior sugiere que, 5-FU y TAM podrían disminuir la migración celular y el riesgo 

a metástasis de células de cáncer de mama negativo a receptores de estrógenos, 

sin embargo, es necesario realizar más estudios al respecto. 
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