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1. RESUMEN 
 

Los mastocitos son células del sistema inmune que juegan un papel importante 
en el microambiente tumoral de diversos cánceres, pueden participar tanto en la 
promoción mediante la liberación de factores solubles pro-inflamatorios, pro-
tumorales y pro-angiogénicos, como en la supresión del tumor a través de la 
inducción apoptótica de las células tumorales. Sin embargo este papel no está 
totalmente claro en el cáncer de mama, ya que, entre grupos de investigación, 
difieren en la relación que existe entre la presencia de infiltrados mastocitarios y el 
pronóstico del cáncer de mama para el paciente; por lo que es de suma 
importancia investigar más a fondo la comunicación que existe entre estas células 
en el microambiente tumoral. El objetivo de este proyecto fue determinar de 
manera in vitro la expresión a nivel de RNA mensajero, de factores importantes en 
el desarrollo del tumor, mediante la estimulación de la línea celular de mastocitos 
HMC-1 con medios condicionados obtenidos de 5 diferentes líneas celulares de 
cáncer de mama, que difieren en su grado de malignidad, mediante PCR en 
tiempo real. Lográndose observar un aumento significativo en la expresión de IL-5, 
TNF-α y triptasa, por otro lado la IL-4 disminuyó sus niveles de expresión en los 
mastocitos estimulados, sin ser un resultado significativo, está citocina está 
involucrada en la inducción de la apoptosis de células tumorales, la expresión del 
TGF-β no se vio alterada por los medios condicionados de las células de cáncer 
de mama; lo anterior siguiere que las células de cáncer de mama influyen en la 
respuesta del mastocito para su beneficio, favoreciendo su proliferación, 
perpetuidad y diseminación. 
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2. ANTECEDENTES 

 
2.1 Cáncer de mama 

El cáncer de mama es una neoplasia maligna, la cual agrupa un número 
considerable de enfermedades en términos de presentación, morfología, 
características biológicas, patrón molecular, comportamiento clínico y respuesta a 
la terapia.  Los tumores se caracterizan por presentar un curso variable de 
desarrollo y un ritmo no definido de crecimiento de sus células, con un intervalo de 
años desde la aparición de las primeras células malignas hasta el diagnóstico, o 
menos frecuentemente, un crecimiento rápido (Arango-Prado y Rodríguez-Padilla, 
2016; Cortinas, 2011). 

 El cáncer es una enfermedad que se desencadena cuando existe una 
anormalidad biológico-fisiológica en las células y estás se dividen sin control 
(células transformadas o malignas). En el caso del cáncer de mama, las células 
del seno se dividen descontroladamente generando anormalidades en el tejido 
(tumor o neoplasia) que puede derivar en cáncer. Si estás células anormales 
poseen la capacidad de invadir los tejidos circundantes y propagarse, se les 
denomina como cancerígenas pues realizan metástasis, es decir, son capaces de 
generar tumores secundarios en otras áreas del organismo, empeorando el 
pronóstico del paciente  (American Cancer Society, 2016). 
 
 El cáncer de mama es conocido y clasificado predominantemente como 
un padecimiento femenino pero también puede presentarse en pacientes 
masculinos. Según datos del INEGI, en 2015, por cada caso de nuevo de cáncer 
de mama en varones, se detectan 29 casos en mujeres (INEGI, 2016). 
 
 Aunque de la mayoría de los tumores o neoplasias que se detectan en 
seno, una gran proporción no tienen capacidad de invadir otros tejidos ni son 
potencialmente mortales (por lo que se clasifican como benignos) su diagnóstico 
temprano es muy importante pues incrementan el riesgo en el paciente de 
desarrollar malignidades posteriormente  (American Cancer Society, 2016; INEGI, 
2016). 
 
 2.1.1 Epidemiología del cáncer de mama y situación actual en México 
 

Alrededor del mundo, el cáncer de mama es la primera causa de muerte por 
neoplasia en mujeres con cerca de 500 mil decesos cada año, de las cuales el 
70% ocurre en países en vías de desarrollo, de acuerdo a estadísticas del 2016, 
se espera que el cáncer de mama cubra el 29% de los nuevos diagnósticos de 
cáncer en mujeres (INEGI, 2015; Siegel y cols. 2016). 

 
En México, el cáncer de mama ocupa en la actualidad el primer lugar en 

incidencia de las neoplasias malignas en las mujeres, representa 11.34% de todos 
los casos de cáncer, 3 de cada 10 mujeres con cáncer lo presentan en la mama. 
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Las tasas de mortalidad por este cáncer se incrementan conforme aumenta la 
edad. En 2013, 63 de cada 100 mil mujeres de 80 y más años fallecieron a causa 
de esta enfermedad.  En el año 2015 la tasa estandarizada de mortalidad fue de 
15.21 por 100 mil mujeres de 25 y más años, lo que representa un incremento del 
49.5% en las ultimas 2 décadas (Cárdenas y cols. 2015; INCAN, 2104; INEGI, 
2016). 

 
En nuestro país, el cáncer de mama se diagnostica en promedio a los 53 

años de edad, lo que representa casi una década menor en comparación con los 
Estados Unidos de América, Canadá y algunos países de Europa, donde el 
promedio oscila alrededor de los 60 años (Cárdenas y cols. 2015). 
 

2.1.2 Clasificación del cáncer de mama 
 
 La identificación y clasificación del tumor en el cáncer de mama juega un 
papel muy importante en el diagnóstico y posterior tratamiento de los pacientes. 
Existen varias clasificaciones aprobadas por distintas instancias de salud 
especialistas en el tema, las cuales se basan en distintos criterios:  
 

1) De acuerdo a su tipo histológico 
2) Según el grado histológico 
3) Sistema TNM (Tamaño y extensión del tumor, diseminación a Nódulos 

linfáticos, Metastásis), basado en la etapa clínica que cursa el cáncer  
4) Con base en el perfil molecular (INCAN, 2014).  

 
 El grado histológico evalúa el nivel de diferenciación de la célula tumoral. 
Histológicamente un grado con un número menor indica un cáncer de crecimiento 
más lento y que es menos probable que se propague, mientras que un número 
mayor indica lo contrario. El grado del tumor es un factor que se toma en 
consideración al momento de decidir si es necesario administrar tratamiento 
adicional después de la cirugía.  
 

1) Grado 1: bien diferenciado 
2) Grado 2: moderadamente diferenciado 
3) Grado 3: pobremente diferenciado  

 
 Los tipos de cáncer con grado 3 suelen crecer y propagarse más 
rápidamente (American Cancer Society, 2016). 

 
El sistema TNM evalúa varios aspectos del tumor como son: el tamaño, la 

evidencia de presencia de células tumorales en nódulos linfáticos y si existe o no 
metástasis, Los resultados se combinan para determinar el estadio del cáncer de 
cada persona. Existen cinco estadios: estadio 0 (cero), que es carcinoma in situ no 
invasivo y los estadios I a IV (uno a cuatro), que representan cáncer de mama 
invasivo. El estadio es una forma frecuente de describir el cáncer, de manera que 
se puedan planificar de forma conjunta los mejores tratamientos (American Cancer 
Society, 2016). 
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Además existe la clasificación basada en la expresión de receptores de 
estrógeno (RE), de progesterona (RP), del receptor 2 del factor de crecimiento 
epidérmico humano o HER2-neu 2 y otros marcadores como Ki67 y citoqueratinas 
5 y 6. Esta clasificación comprende 4 subtipos principales de cáncer de mama:  
 
1) Luminal A: inmunofenotipo RE (+) y/o RP (+), HER2/neu (-)  
2) Luminal B: inmunofenotipo RE (+) y/o RP (+), HER2/neu (+) 
3) Similar a basal o triple negativo: inmunofenotipo RE (-), RP (-), HER2/neu (-)  
4) HER/Neu2: inmunofenotipo RE (-) y/o RP (-), HER2/neu (+)  
 

Esta última clasificación permite a los especialistas abordar la enfermedad 
con quimioterapias dirigidas de acuerdo al tipo de receptores expresados en las 
células cancerígenas (American Cancer Society, 2016). 
 

2.2 Cáncer e inflamación 
 
 El proceso mediante el cual se desencadena el inicio del cáncer es hasta la 
fecha desconocido, pero existen varias hipótesis. Se ha observado que la 
inflamación juega un papel importante en dicho proceso, esta interacción fue 
observada por primera vez por Rudolf Virchow en el siglo XIX, quien descubrió la 
presencia de infiltrados leucocitarios en tejidos tumorales. El proceso inflamatorio 
se ha relacionado con la promoción del tumor, angiogénesis y metástasis 
dependiendo de la etapa en la que se encuentra el tumor; se ha descrito que en 
etapas tempranas del tumor, una respuesta inflamatoria contribuye al control del 
mismo. Este proceso es consecuencia de la atracción de células inflamatorias por 
cambios oncogénicos, hipoxia, citocinas y quimiocinas, entre otros factores  
(Esquivel-Velázquez  y cols. 2015; Ribatti, 2013). 
 
 Una de las funciones más importantes de la defensa del hospedero contra 
el tumor y que se ha identificado como critica en el control de la diseminación y 
crecimiento del cáncer es la respuesta citotóxica de linfocitos T CD8+ (CTLs), 
seguida del reconocimiento de los antígenos de las células tumorales presentadas 
por moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase I (HMC clase I), 
mientras que las células inflamatorias como los macrófagos, neutrófilos y 
mastocitos, pueden producir factores de crecimiento e interleucinas 
proinflamatorias que suprimen la respuesta inmune anti-tumoral  (Thiago y cols, 
2015; Ribatti, 2013). 
  
 Sin embargo, la perpetuación del cáncer en tejido mamario y sus 
mediadores, pueden originar cambios inflamatorios crónicos que favorecen al 
desarrollo del tumor, estos cambios se asocian a la presencia de células 
supresoras de origen mieloide o MDSC´s, patrones de linfocitos CD4+ Th2 y 
células T reguladoras (T reg), las cuales inhiben la citotoxicidad de los CTL CD8+ 
y polarizan la respuesta,  induciendo un cambio en las células inflamatorias como 
es el caso de macrófagos tipo 1 a macrófagos asociados a tumor (TAMs) o tipo 2, 
con la secreción de citocinas supresoras como IL-4, IL-13, IL-10, el factor de 
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crecimiento transformante β y la secreción de factores angiogénicos (Arango-
Prado y Rodríguez-Padilla, 2016).  
 

2.3 Microambiente tumoral  
 

En el microambiente tumoral o TME, están interaccionando células del 
sistema inmune innato como: neutrófilos, macrófagos, mastocitos, células 
supresoras derivadas de línea mieloide (MDSCs), células NK, células dendríticas, 
así como células del sistema inmune adaptativo (Linfocitos T y B), células 
cancerígenas, células del estroma, entre otras moléculas solubles. Estas 
interacciones son múltiples y complejas; bajo ciertas circunstancias estos 
componentes pueden orquestar una respuesta del hospedero contra el tumor o 
contradictoriamente favorecer el crecimiento tumoral, la inmunosupresión local, 
progresión y metástasis (Luca y cols. 2015; Thiago y cols. 2015).  

 
Las células del sistema inmune que se encuentran en el TME 

principalmente, son linfocitos de tipo 1 (Th1) y linfocitos T citotóxicos CD8+, que 
en condiciones particulares ejercen un efecto favorable anti-tumorigénico. En 
contraste otra de las poblaciones con basta presencia son los macrófagos 
asociados a tumores (TAMs) los cuales correlacionan con un mal pronóstico en la 
mayoría de los cánceres  (Thiago y cols. 2015). 
 
 De igual manera se ha demostrado la presencia del mastocito en el 
microambiente tumoral. Muchos estudios in vitro han demostrado que los 
mastocitos tienen el potencial de influenciar muchos aspectos de la biología del 
tumor, incluyendo promoción o arresto del cáncer (Ribatti, 2013; Marichal y cols. 
2013).  Aún con los conocimientos actuales del papel del mastocito en el TME, el 
rol in vivo de estas células es controversial (Marichal y cols. 2013). 
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Figura 1. Microambiente Tumoral. El microambiente tumoral  está formado por un gran número 
de células del sistema inmune que contribuyen al crecimiento y malignidad del cáncer. Los tumores 
poseen infiltrados celulares tanto de la inmunidad innata como de la adquirida, tales como las 
MDSCs, macrófagos, células dendríticas, mastocitos, eosinófilos, neutrófilos, células NK y 
linfocitos. Estas células están coordinadas por una compleja red reguladora que estimula el 
crecimiento del tumor creando un microambiente que permite al cáncer evadir el sistema inmune.   
Modificado de Kerkar S & Restifo N, 2012.  
 
 Desde la primera observación de infiltrados mastocitarios en el 
microambiente tumoral, el interés de la contribución de los mastocitos al 
crecimiento del tumor ha incrementado progresivamente; ya que estas células se 
acumulan alrededor de diversos tipos de tumores y generalmente son las primeras 
células inflamatorias en infiltrarse durante el desarrollo de tumores como el 
melanoma, el cáncer de mama y tumores colorectales (De Souza y cols. 2015). 
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      2.4 Mastocitos 
 

2.4.1 Origen y distribución del mastocito  
  

Mastocito del alemán “Mastzellen” que significa células bien alimentadas 
(por lo que existen referencias donde se les nombra células cebadas), fueron 
descritas hace más de 135 años por Paul Ehrlich. Son células inmunes 
mononucleadas granulocíticas provenientes de medula ósea, circulan por torrente 
sanguíneo en forma de precursor inmaduro y las cuales adquieren un fenotipo 
maduro en su tejido blanco bajo el efecto de citocinas locales, como el Factor de 
Células Madre (SCF), el factor de crecimiento nervioso (NGF) y algunas 
interleucinas (IL-3, IL-4 e IL-9). Se han encontrado principalmente en epitelios 
expuestos al ambiente externo y pueden contribuir tanto a la respuesta inmune 
innata como a la adaptativa. La migración de estas células es consecuencia de la 
actividad quimio atrayente del SCF expresado en la superficie de las células del 
estroma o encontrado en forma soluble en el microambiente, el cual se une al 
receptor tirosin cinasa c-kit, expresado en la superficie de los mastocitos (Rigoni y 
cols. 2014; Thiago y cols. 2015; Valdivia-Silva, 2012). 
 

Los mastocitos (Mcs) son unas de las primeras células del sistema inmune 
en interaccionar con antígenos exógenos, alérgenos y cambios fisiológicos, 
convirtiéndolos en la célula central en el mantenimiento de la homeostasis de 
diversos tejidos (Rigoni y cols. 2014). 

 
Los Mcs se pueden encontrar en dos diferentes subtipos principalmente, de 

acuerdo a su distribución en tejidos y su contenido liberados durante su activación, 
dentro de estos subtipos podemos encontrar los mastocitos triptasa positivos 
(MCT) encontrados principalmente en mucosas y mastocitos triptasa-quimasa 
positivos (MCTQ) los cuales se localizan generalmente en tejido conectivo. 
Adicionalmente se habla de una tercera sub población, los mastocitos quimasa 
positivos (MCQ) los cuales se han observado en técnicas inmunohistoquímicas 
aplicadas a tejido intestinal, pero no se ha logrado decretar su existencia pues los 
experimentos carecen de reproducibilidad (Irani y cols. 1986; Marcelino da Silva y 
cols. 2014; Rigoni y cols. 2014). Los subtipos varían de acuerdo a los 
antecedentes genéticos del individuo, resultando en la denominada “plasticidad de 
los mastocitos”. Dada esta característica, los mastocitos pueden cambiar de un 
fenotipo a otro bajo la influencia de estímulos específicos y su capacidad selectiva 
para secretar un amplio espectro de sustancias biológicamente activas depende 
del sub tipo celular  (Rigoni y cols. 2014). Aunque las células comparten 
características en común, no representan una población homogénea, de ahí deriva 
la importancia del estudio de sus funciones (Löber, 2008). 
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2.4.2 Receptores, activación y componentes de los gránulos liberados 
por el mastocito 

Los mastocitos presentan diferentes receptores los cuales al interaccionar 
con su respectivo ligando son capaces de activar la célula. Clásicamente se han 
descrito sus funciones relacionadas con la respuesta inmune tipo 2, activando sus 
vías de expresión y secreción de histamina, citocinas inflamatorias, proteasas y 
quimiocinas, liberadas al activarse su receptor de IgE (FcɛRI), los cuales se 
relacionan con reacciones anafilácticas (Rigoni y cols. 2014; Thiago y cols. 2015; 
Valdivia-Silva, 2012). 

 
Poseen también dentro de su repertorio, receptores del tipo TLR´s los 

cuales reconocen PAMPs, receptores de citocinas, así como receptores de 
fracciones del complemento, y un receptor intracelular de aril hidrocarbono (AhR), 
el cual es capaz de responder a diversos componentes derivados de la digestión 
de comida, metabolismo del grupo hemo y del triptófano, así como toxinas 
provenientes del ambiente (Rigoni y cols. 2014; Thiago y cols. 2015). 

 
De igual manera presentan un receptor denominado CD117 de tipo c-kit el 

cual es una proteína transmembranal (glicoporteína) de 145 kDa. Este receptor 
funciona con actividad tirosina-quinasa. CD117 es el epítopo localizado en el 
dominio extracelular del receptor; el ligando de este receptor es el Factor de 
Células Madre, el cual es producido por fibroblastos, células endoteliales, células 
provenientes de médula ósea y células del estroma (Simon y cols. 2014). El 
receptor c-kit se expresa fisiológicamente en células madre hematopoyéticas, 
mastocitos, células germinales, células intersticiales de Cajal y epitelio de la 
glándula mamaria (Fresno-Forcelledo, 2004). 

 
Posterior a la interacción ligando-receptor, los Mcs pueden secretar dos 

diferentes clases de moléculas: una de ellas, son las sustancias preformadas y 
almacenadas en los gránulos del mastocito como la histamina, la serotonina, la 
heparina, las proteasas triptasa y quimasa, y el TNF-α, los cuales se liberan 
mediante desgranulación; la otra clase requiere síntesis de novo y entre ellos se 
encuentran: mediadores lipídicos, prostaglandinas, citocinas pro- (IL-1, IL-6, IL-17) 
o anti- (IL-10, TGF-β) inflamatorias, los cuales se secretan mediante un proceso 
conocido como “desgranulación selectiva” por la cual se liberan las moléculas 
mediante vesículas que atraviesan el citoplasma hasta la membrana celular 
(Rigoni y cols. 2014). 
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Figura 2. Mastocito: receptores, ligandos y mediadores. La imagen muestra los diferentes 
receptores presentes en el mastocito, así como los ligandos que al interaccionar con su receptor 
activaran a la célula generando la liberación de mediadores pre formados o sintetizados de novo. 
Modificado de: Rigoni A, Colombo P & Pucillo C, 2014.  
 
 

2.4.3 Factores solubles producidos por el mastocito y su relación con 
el cáncer 

La proliferación del tumor, supervivencia, angiogénesis, aspectos del 
remodelado tisular, metástasis, y la habilidad para evadir y modular la respuesta 
inmune, son procesos que pueden ser regulados de manera positiva o negativa 
por los mastocitos. Los Mcs son capaces de secretar un amplio repertorio de 
factores de crecimiento, citocinas, y quimiocinas, dentro de las cuales podemos 
identificar muchas implicadas en la biología del tumor, como el Factor de 
Crecimiento Endotelial Vascular, el TGF-β, las interleucinas 1, 6, 10 y TNF-α, los 
cuales además pueden movilizar y modular la actividad de otras células 
encontradas en el microambiente tumoral (Marichal y cols. 2013; Rigoni y cols. 
2014). 

 
Dentro de estos mediadores podemos encontrar a la histamina, una amina 

clásicamente secretada en reacciones alérgicas. La síntesis de está amina se 
lleva a cabo en el aparato de Golgi de los mastocitos a partir del ámino ácido L-
histidina por la histidina descarboxilasa. Esta amina ejerce su efecto al unirse a 
receptores acoplados a proteínas G y puede influir directa e indirectamente en la 
función de los linfocitos T, promoviendo la respuesta de tipo Th1 a través del 
receptor de histamina tipo 1 (H1R), mientras que inhibe ambas respuestas (Th1 y 
Th2) mediante su unión al receptor de histamina tipo 2 (H2R); una excesiva 



 

10 
 

producción de histamina puede resultar en un cambio de respuesta Th1 a 
respuesta Th2, lo que favorece el desarrollo del tumor, puesto que en etapas 
tempranas la respuesta citotóxica es la encargada de controlar la promoción de las 
células tumorales. La histamina se ha asociado a proliferación in vitro de células 
tumorales, al unirse a su receptor H2R el cual lo presentan el 75% de las células 
en cáncer de mama. Se ha descrito que el uso de antagonistas del H1R disminuye 
significativamente el crecimiento tumoral y la expresión del VEGF mediante la 
inhibición de HIF-1 en ratones (Löber, 2008; Marichal y cols. 2013; Rigoni y cols. 
2014). 
  
 Otra de las proteasas presentes en los mastocitos es la quimasa, la cual se 
ha encontrado principalmente en Mcs de la piel y de la submucosa del intestino. 
Esta enzima tiene una variedad de funciones biológicas; De Souza Junior y cols. 
2015, sugieren que la quimasa interviene de manera indirecta en la angiogénesis 
del tumor, mediante la activación del pro-MMP-9, la metaloproteinasa de matriz 9 
(MMP-9) está directamente relacionada con la angiogénesis tumoral; además 
demostraron la relación entre el proceso angiogénico y la angiotensina II, la cual 
proviene de la conversión de la angiotensina I  por parte de la quimasa; lo 
demostraron usando la quimostatina (inhibidor de la quimasa) y TCV-116 (un 
agonista del receptor tipo 1 de la angiotensina II) con los cuales se inhibió 
completamente la angiogénesis inducida por bFGF (De Souza Junior y cols. 
2015).  
 

Otra de las funciones conocidas de está proteasa es la conversión de 
angiotensina I y II, estimular la secreción de mucus, y una de las más relevantes 
en el cáncer de mama es convertir el precursor de IL-1β en su forma activa, 
citocina involucrada junto a la IL-1α y la IL-8 en el proceso pro-inflamatorio, 
crecimiento y metástasis del tumor (Kurtzman y cols. 1999; Löber K, 2008). 

 
Los Mcs humanos son capaces de producir una variedad de citocinas en 

respuesta a su estimulación, entre las más abundantes se encuentran: IL-4, IL-5, 
IL-6, IL-8 y TNF-α. La IL-4 se encuentra principalmente en las células del tipo 
MCTC, mientras que IL-5 e IL-6 generalmente están presentes en las MCT (Löber K, 
2008). 

 
La interleucina 6, IL-1α, IL-1β, y el TNF-α están presentes en el 

microambiente tumoral, de igual manera son secretados por los Mcs, los cuales 
elevan la expresión de COX-2, que finalmente incrementa la expresión del VEGF 
en el tumor, promoviendo la angiogénesis; en estados de hipoxia aumenta la 
expresión de VEGF favoreciendo el desarrollo del tumor al aumentar la 
vascularización del tejido y contribuyendo a la metástasis del cáncer (Esquivel-
Velázquez y cols. 2015). 
 

El sulfato de condroitina, producido por los mastocitos, tiene la capacidad 
de inhibir la diseminación de las células tumorales (Rigoni y cols. 2014). Por otra 
parte los Mcs también pueden ejercer inmunosupresión, favorable para el cáncer, 
mediante la expresión de TGF-β e IL-10, generando un estado de tolerancia 
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inmunológica mediada por células T reguladoras (Ribatti, 2013; Rigoni y cols. 
2014; Thiago y cols. 2015). 

 
La interleucina 8 (IL-8) es una quimiocina con un rol autocrino y/o paracrino 

en la promoción del tumor y un valor significativo como biomarcador de pronóstico 
en cáncer de mama. Esta interleucina es en parte secretada por los mastocitos y 
está altamente expresada en cáncer de mama negativo al receptor de estrógeno, 
sin embargo está relacionada con el incremento de la invasividad y la metástasis 
en células que expresan el receptor para estrógeno (ER+) (Todorović-Raković y 
Milovanović, 2013). 

 
Se han detectado que algunas líneas celulares provenientes de cáncer de 

mama son productoras de interleucina 6 (IL-6), de las cuales las células que no 
expresan el receptor a estrógeno (ER-) secretan una mayor concentración de está. 
La IL-6 induce proliferación y un fenotipo más agresivo en células que expresan el 
receptor para estrógeno; es importante el papel de esta citocina pues en el 
microambiente tumoral, la IL-6 es producida además por los fibroblastos y 
mastocitos (Studebaker y cols. 2008). Una sobreexpresión de esta citocina en 
células MCF-7 induce un proceso de transición epitelio mesénquima (EMT), 
incrementando su invasividad; su capacidad tumorigénica está ligada con la 
activación de la vía NF-ƙB y el proceso inflamatorio consecuente (Esquivel-
Velázquez  y cols. 2015). 

 
Como parte de éste proyecto se determinó previamente la expresión 

diferencial de las citocinas pro-inflamatorias IL-6, IL-8 y de los factores pro-
tumorales VEGF y Triptasa (Cortes, 2016); observándose un aumento en la 
expresión de los estos al estimularse con los medios condicionados de cáncer de 
mama, sugiriendo la modulación de su expresión en los mastocitos para beneficio 
del cáncer.  

 
En la siguiente tabla se muestra un resumen de los mediadores secretados  

por los mastocitos, sus efectos y la función que ejercen durante la progresión de 
un tumor. 
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Tabla 1. Mediadores secretados por el mastocito: efecto y función en 
el desarrollo tumoral. 

 
Mediadores Efectos y funciones 

Papel Pro-tumorigénico 

Histamina Incrementa la permeabilidad vascular, angiogénesis 
e inmunosupresión 

Heparina Incrementa la permeabilidad vascular, angiogénesis 
y reorganización de la matriz extracelular 

Triptasa Remodelación tisular, neovascularización y facilitador 
de metástasis 

Quimasa Promotor de metástasis, daño y remodelación tisular 

NGF, SCF Promotores del crecimiento tumoral, 
quimioatrayentes de mastocitos 

PDGF, CSF Promotores del crecimiento tumoral 
VEGF Angiogénesis, mitogénesis de células endoteliales 

FGF 
Promotor del crecimiento tumoral, 
neovascularización, reorganización y degradación de 
la matriz extracelular 

TGF-β Promotor del crecimiento tumoral, mitogénesis de 
células endoteliales y angiogénesis 

CCL2, CCL5 Quimioatrayentes de mastocitos y otras células del 
sistema inmune 

CXCL8 Neovascularización, reorganización y degradación de 
la matriz extracelular 

TNF-α Inmunosupresión y neovascularización 

IL-3, IL-4 Reorganización y degradación de la matriz 
extracelular 

Ang-1 Angiogénesis y formación de vasos sanguíneos  
Papel Anti-tumorigénico 

IL-1, IL-6, IL-9, IL-10 Inflamación y migración leucocitaria 

IL-3 Proliferación de mastocitos y activación de 
eosinófilos 

IL-4 Apoptosis de células tumorales y diferenciación de 
células Th2 

IL-5 Migración leucocitaria y activación de eosinófilos 
TNF-α Inflamación y muerte de células tumorales 
IFN-γ Inflamación, proliferación y activación de leucocitos 

GM-CSF Proliferación de células inflamatorias y activación de 
eosinófilos 

TGF-β Proliferación de células inflamatorias 
PAF Activación plaquetaria y quimiotaxis leucocitaria 

PGD2, PGE2 Vasodilatación y quimiotaxis de neutrófilos 

LTB4, LTC4 Quimiotaxis de leucocitos e incremento de la 
permeabilidad vascular 

MIP-α Quimioatrayente de monocitos, macrófagos y 
neutrófilos 

MCP-3/4 Quimioatrayente de leucocitos 
Triptasa Inflamación 

NO Vasodilatación 
Tabla 1. Mediadores secretados por el mastocito: efecto y function en el desarrollo 

tumoral. En la tabla 1, se muestran los factores solubles secretados por el mastocito y la función 
conocida de estos en el desarrollo y progresión de los tumores. Modificado de: The role of mast 
cells in the microenviroment of tumors. Rabenhorst A y Hartmann K. 
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2.4.4 Triptasa 

La triptasa es una proteasa que se concentra selectivamente en los gránulos 
secretores de los mastocitos. Los niveles plasmáticos de triptasa se correlacionan 
directamente con la severidad clínica de un estado de anafilaxia; esta enzima 
juega un papel de suma importancia en el microambiente tumoral ya que estimula 
la proliferación de células endoteliales, promueve la formación de terminaciones 
vasculares in vitro, degrada la matriz del tejido conectivo y genera la activación de 
MMPs, proteínas que generan proteólisis, las cuales pueden descomponer 
colágeno y que son importantes en procesos como la curación de heridas, la 
angiogénesis y la metástasis de células tumorales (Marichal y cols. 2013; 
Kankkunen y cols. 1997). 

 
En ensayos de inmunohistoquímica de tejido tumoral mamario, Xiang y cols. 

2009, detectaron la presencia de mastocitos en la periferia y los correlacionan con 
un aumento del fenotipo MCT, que se asocia a progresión del tumor activando la 
metaloproteinasa de matríz 2 (MMP-2) (Xiang y cols. 2009). Por su parte 
Kankkunent y cols. 1997, observaron mastocitos triptasa positivos en lesiones 
malignas de tejido mamario, asociando la densidad de Mcs con la malignidad del 
tumor (Kankkunen y cols. 1997). 

 
Se ha descrito que la triptasa causa disrupción y promueve la inflamación a 

través de la activación de receptores de proteasa activados (PAR-1, PAR-2), en 
etapas tempranas del tumor (Ribatti, 2009; Thiago y cols. 2015). 

 
El proceso angiogénico es de gran importancia en el crecimiento del tumor y su 

progresión, este proceso está regulado clásicamente por el VEGF; la triptasa se 
ha identificado como una un nuevo factor angiogénico al ser un agonista activador 
del receptor de metaloproteasa 2 (PAR-2), que participa  en la proliferación celular 
y la angiogénesis. La triptasa de igual manera puede incrementar el crecimiento 
capilar y la proliferación de células endoteliales (Ammendola y cols. 2009). 

 
La triptasa secretada por los mastocitos contribuye a la progresión del cáncer 

mediante la diferenciación de fibroblastos a miofibroblastos o fibroblastos 
asociados a carcinoma, los cuales participan en el complejo proceso de la 
interacción estroma-tumor, algunas evidencias sugieren que estas células 
participan en la tumorigénesis, progresión neoplásica, angiogénesis y metástasis 
(Mangia y cols. 2011). 

 
2.5 Citocinas y su relación con el cáncer 

 
2.5.1 Interleucina 4 (IL-4) 

La interleucina 4 (IL-4) es secretada por los Mcs y las células T, es una 
citocina cuyo papel principal en las neoplasias es suprimir al crecimiento del 
tumor, (Nagai y Toi, 2000). Los mastocitos expresan el receptor para la IL-4 y está 
citocina favorece la expresión del receptor FCɛ en los mismos, promoviendo la 
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supervivencia, proliferación e induciendo la quimiotaxis de estas células (Nagai y 
Toi, 2000). 

 
Aunado a lo anterior Gooch y cols. 1998, demostraron que la IL-4 inhibe el 

crecimiento de las líneas celulares MCF-7 y MDA-MB-231, considerándola como 
un potente inductor de la apoptosis celular mediante procesos como la 
fragmentación del DNA; de igual manera Tepper y cols. 1989, trabajando con 
líneas celulares tumorales transfectadas con IL-4, encontraron que la IL-4 juega un 
papel antitumoral importante, primeramente mediado por eosinófilos y la 
eliminación cooperativa con los macrófagos. 

 
2.5.2 Interleucina 5 (IL-5) 

La IL-5 es una citocina que se produce en linfocitos T, NK y mastocitos, en 
estos últimos posee función autócrina induciendo la activación celular. También 
actúa sobre los eosinófilos, estimulando su producción, sobrevida, activación y 
tráfico de las mismas, aunque inicialmente se le caracterizó como una citocina 
implicada en la proliferación y activación de linfocitos B.  (Gilfillan y Tkaczyk. 2006; 
Simson y cols. 2007).  

 
Simson y cols. 2007 demostraron en ratones transgénicos para IL-5, que el 

número de eosinófilos circulantes en estos, aumenta considerablemente, además 
observaron que cuando estos son reclutados al microambiente tumoral, pueden 
eliminar efectivamente tumores transplantados; lo anterior fue comprobado al usar 
modelos murinos Knock out para IL-5, CCL11 y deficientes de eosinófilos, donde 
la incidencia del tumor se vio severamente incrementada en la ausencia total de 
eosinófilos. 

 
Por otro lado Lee y cols. 2013, observaron que la expresión de IL-5 y de su 

receptor se eleva en pacientes con cáncer muscular invasivo de vejiga y en líneas 
celulares de cáncer de vejiga como la 5637 y T-24. La IL-5 incrementa la 
migración y la expresión de la MMP-9, mediante la activación de los factores de 
transcripción NF-B y AP-1, e induciendo la activación de la vía de señalización 
ERK1/2 y Jak-Stat en ambas células. 

 
2.5.3 Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-α) 

El factor de necrosis tumoral α es una citocina proinflamatoria que se 
encuentra altamente expresada en carcinomas de seno (Esquivel-Velázquez y 
cols. 2015). Se ha reportado que esta citocina estimula la proliferación de la línea 
celular T-47D a través de un proceso que incrementa la ciclina D1 promotora del 
ciclo celular, dependiente de NF-B (Baumgarten & Frasor, 2012). Adicionalmente, 
la inhibición de la vía NF-B, así como la de TNF-α, resultan protectoras contra la 
tumorigénesis inducida químicamente (Connelly y cols. 2011). Una activación in 

vitro de la vía TNF-α/NF-B induce un comportamiento maligno e invasivo en 
células de tejido mamario (Esquivel-Velázquez y cols. 2015). La expresión crónica 
de esta citocina en tumores de mama favorecen el crecimiento del tumor, pero 



 

15 
 

este efecto difiere entre líneas celulares de cáncer de mama (Esquivel-Velázquez 
y cols. 2015), ya que en células T-47D se ve favorecida la proliferación celular; en 
contraste, este factor soluble, el cual puede ser producido por los mastocitos, es 
capaz de inducir apoptosis e inhibir proliferación; promover migración, invasión, y 
resistencia a tratamientos quimioterapéuticos en células MCF-7, mediante la 
regulación de genes y enzimas que son mediadores del metabolismo del 
estrógeno (Esquivel-Velázquez y cols. 2015; Goldberg y Schwertfeger, 2010). 

 
En el microambiente tumoral, esta citocina es un factor promotor del tumor, 

ya que aumenta la proliferación celular y su migración, además de ser un factor 
necrótico (Esquivel-Velázquez y cols. 2015). Sin embargo, también se ha 
observado que la administración local de altas dosis de TNF-α poseen efectos 
antiangiogénicos y antitumorales (Hamed y cols. 2012). 

 
2.5.4 Factor de Crecimiento Transformante beta (TGF-β) 

El factor de crecimiento transformante beta es una de las citocinas más 
estudiadas en cáncer. Este factor está involucrado en muchos procesos, incluidos 
la proliferación celular, diferenciación, migración, inmunidad y apoptosis (Esquivel-
Velázquez y cols. 2015). 

 
El TGF-β tiene funciones duales en la progresión del tumor, en etapas 

tempranas, tiene un efecto anti proliferativo, sin embargo en etapas avanzadas de 
la enfermedad, las células evaden este efecto y progresan en respuesta a esta 
citocina (Esquivel-Velázquez y cols. 2015). 

 
En etapas tempranas del cáncer, el TGF-β causa arresto del ciclo celular, 

particularmente en células epiteliales, endoteliales y hematopoyéticas, inhibiendo 
cinasas dependientes de ciclina, disminuyendo la expresión de c-Myc y de ID1 
(protoncogenes) y aumentando la expresión de inhibidores de CDK, entre los que 
se encuentran p15 y p21, que se encargan de regular el ciclo celular (Esquivel-
Velázquez y cols. 2015). Este factor inhibe la proliferación celular mediada por 
receptores de estrógeno; sin embargo muchas líneas celulares triples negativas, 
como la MDA-MB-231 y la Hs578T, son resistentes a la actividad inhibitoria de 
esta citocina, resistencia que algunos autores relacionan con un mutaciones de la 
vía de activación de TGF-β (Esquivel-Velázquez y cols. 2015). 

 
En contraste a la función descrita anteriormente, el TGF-β ejerce en etapas 

tardías del cáncer un papel promotor, al estimular la expresión de c-Myc y 
desestabilizando a p53; aunado a esto, se ha identificado al factor de crecimiento 
transformante beta, junto a la interleucina 6 (IL-6), como un mediador de la 
transición epitelio mesénquima de tipo 3 (transición carcinogénica), favoreciendo 
la polarización de las células endoteliales, desregulando genes involucrados en la 
expresión de proteínas involucradas en las uniones estrechas celulares, el 
citoesqueleto y el fenotipo mesenquimal (Esquivel-Velázquez y cols. 2015). 
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El TGF-β acelera el proceso de vascularización del tumor, mediante la 
regulación de la expresión de catepsina G, el VEGF, la proteína quimiotáctica de 
monocitos (MCP)-1 y promoviendo la evasión inmune y la degradación de la 
matriz extracelular (Esquivel-Velázquez y cols. 2015). 

 
2.5.5 Interferón gamma (IFN-γ) 

Los interferones (IFNs) son un grupo de citocinas pleiotropicas que juegan 
un papel importante en la comunicación intracelular durante la respuesta del 
hospedero contra infecciones virales, bacterianas y durante los procesos de 
supervivencia tumoral. El IFN-γ es el único miembro de la sub-familia de 
interferones del tipo II y es su expresión es más restringida que los interferones 
pertenecientes a la sub-familia I (IFN-α e IFN-β) (Raza Zaidi y Merlino, 2011). 

 
La función mejor caracterizada de esta citocina la regulación de la sobre 

expresión de moléculas del MHC de clase I para favorecer la presentación de 
antígenos endógenos en las células presentadoras de antígenos profesionales; 
está íntimamente relacionada con la respuesta celular de tipo Th1, regulando la 
diferenciación, activación y homeostasis de las células T, inhibe el desarrollo de 
células Th2 (Raza Zaidi y Merlino, 2011). 

 
El IFN-γ se ha asociado con funciones anti-tumorales citostáticas y 

citotóxicas. Líneas celulares de fibrosarcoma que no expresan el receptor INFγR1 
mostraron un mejor crecimiento, sugiriendo que el IFN-γ juega un papel importante 
en la detección y eliminación de células tumorales (Dighe y cols.1994). 

 
De igual manera diversos estudios sugieren que esta citocina favorece la 

inmmunogenicidad de la célula tumoral, influyendo en las funciones de vigilancia 
del tumor, a lo anterior se suma que aproximadamente un tercio de las líneas 
celulares de melanoma y carcinoma de pulmón presentan mutaciones que 
inactivan componentes de la vía de señalización del IFN-γ, lo que indica que la 
insensibilidad al IFN-γ por parte del tumor podría ser un mecanismo usado por el 
cáncer para evadir la vigilancia inmunológica (Raza Zaidi y Merlino, 2011). 

 
El uso de interferón gamma recombinante ha demostrado estar involucrado 

en efectos anti-proliferativos, anti-angiogénicos, y pro-apoptoticos contra el cáncer 
(Raza Zaidi y Merlino, 2011). 

 
De manera contraria una baja dosis de tratamiento con IFN-γ, en células 

B16 de melanoma, incrementa la resistencia a células NK. Los linfocitos humanos 
que expresan bajos niveles de IFNγR2 muestran respuestas anti-apoptóticas y 
proliferativas, de manera contraria los que sobre-expresan IFNγR2 demuestran un 
fenotipo pro-apoptótico. La expresión intratumoral de esta citocina está asociada 
con la expresión de moléculas de clase II del Complejo Mayor de 
Histocompatibilidad y con un fenotipo más agresivo en melanomas humanos 
(Raza Zaidi y Merlino, 2011). 
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        2.6 Papel de los mastocitos en el cáncer de mama 

La presencia de mastocitos en infiltrados de tumores cancerígenos se ha 
descrito desde varios años atrás y se ha asociado tanto a un buen pronóstico 
como a uno malo, dependiendo de la localización del tumor y la etapa en que se 
encuentra el mismo, pero no se ha logrado establecer el papel preciso que juegan 
en el microambiente del mismo (Thiago y cols. 2015). Sin embargo las 
interacciones entre los mastocitos, otras células del sistema inmune, células 
endoteliales y las células tumorales podrían ser un potencial objetivo para la 
quimioterapia en los pacientes afectados (Rigoni y cols. 2014; Valdivia-Silva, 
2012).  

 
Un gran número de científicos se han dado a la tarea de investigar la 

relación existente entre los infiltrados de mastocitos en el microambiente tumoral y 
la evolución del cáncer de mama desde diferentes puntos de abordaje. A 
continuación se muestra una tabla en donde se recopilan algunas investigaciones 
en las que se ha estudiado la relación mastocito-cáncer de mama, la conclusión 
del trabajo y en algunos casos el pronóstico que los autores sugieren al analizar 
sus resultados.  
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Tabla 2. Relación entre la presencia de mastocitos en el microambiente 
tumoral mamario y el pronóstico en cáncer de mama. 
 
    
Cáncer de 
mama 

Pronóstico Breve descripción de la actividad de los Mcs Referencia 

 Bueno Mastocitos infiltrados en el microambiente tumoral 
aún en pequeñas cantidades es de buen 
pronóstico en cáncer de mama. 

Rajput y 
cols. 2008 

 Malo La acumulación de Mcs en el área tumoral, 
correlaciona con el incremento de la 
vascularización del tumor y  su agresividad. 

Hartveit, 
1981 

 Bueno El número de mastocitos incrementa con el 
desarrollo del cáncer, se cree que en las primeras 
etapas de desarrollo del cáncer, el reconocimiento 
de los cambios primarios ocasionados por el 
tumor, podría ser de buen pronóstico.  

Fakhjou y 
cols. 2016 

 Malo  La triptasa liberada por los mastoctitos triptasa 
positivos (MCT), se asocia a la promoción de la 
invasión y migración del cáncer de mama 
mediante la activación de la MMP2. 

Xiang y cols. 
2010 

 Bueno Los mastocitos representan un factor protector del 
hospedero hacia las células de cáncer de mama. 
Las células cancerígenas son fagocitadas por Mcs 
y destruidas por quimiolisis cariocitoplasmica. 

Della-Rovere 
y cols. 2009 

 Malo La relación entre el número de MCT, el área que 
ocupan, la densidad vascular y el área endotelial, 
sugiere la participación de estos mastocitos en el 
proceso angiogénico en cáncer de mama.  

Ranieri y 
cols. 2009 

 Bueno Un conteo elevado de mastocitos (alrededor de 
10g/mm2 en el estroma tumoral) está relacionado 
con un buen pronóstico.  

Aaltomaa y 
cols. 2003 

 Malo La triptasa puede favorecer el crecimiento capilar 
y la proliferación de células endoteliales, 
induciendo angiogénesis mediante la activación de 
PAR-2 en células endoteliales vasculares y células 
de líneas de cáncer de mama. 

Ammendola 
y cols. 2010 

 Malo La presencia de infiltrados mastocitarios en el 
cáncer de mama sugiere que estas células juegan 
un papel importante en la progresión del cáncer de 
mama. 

Samoszuk y 
cols. 2003 

 Malo La cantidad de mastocitos y macrófagos en cáncer 
invasivo de mama es elevada, lo que sugiere 
participación en la angiogénesis del tumor.  

Kwon y cols. 
2005 

 
 

 
 Tabla 2. Relación entre la presencia de mastocitos en el microambiente tumoral 
mamario y el pronóstico en cáncer de mama. La tabla 2 recopila las conclusiones de diversas 
investigaciones que relacionan la presencia de infiltrados mastocitarios y el desarrollo del cáncer 
de mama.  
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2.7 Importancia del estudio del papel del mastocitos en el cáncer de 
mama. 

Basados en los conocimientos que se tienen del papel que juegan las 
citocinas en el desarrollo del cáncer de mama, estás han adquirido relevancia 
significativa como blancos terapéuticos en las nuevas quimioterapias contra esta 
enfermedad (Esquivel-Velázquez y cols. 2015). 

 
La inhibición de la activación de mastocitos o de los factores solubles que 

secretan al ser activados, recientemente ha adquirido gran relevancia en el 
tratamiento del cáncer en general (Rigoni y cols. 2014). 

 
Se ha demostrado que TNF-α por ejemplo, promueve la resistencia 

quimioterapéutica en células MCF-7, a través de la regulación de ABCG2, un 
casete transportador de unión a ATP que favorece la eliminación de drogas 
quimioterapéuticas en células cancerígenas; por su parte TGF-β afecta la 
resistencia de las células contra agentes que van dirigidos al DNA de las células 
tumorales (Esquivel-Velázquez y cols. 2015). 

 
En la actualidad se han usado anticuerpos dirigidos a diferentes citocinas como 

la IL-1, IL-20, TNF-α, TGF-β, entre otros (Esquivel-Velázquez y cols. 2015), por lo 
que es de suma importancia conocer más a fondo la comunicación que existe 
entre estos factores solubles, las células que los secretan y su interacción con el 
cáncer de mama. El objetivo principal de este trabajo es aportar conocimiento 
sobre la respuesta que tienen los mastocitos al estar en contacto con un medio 
proveniente de diferentes líneas celulares de fibroadenoma y cáncer de mama, 
con diferentes grados de agresividad y cómo esto modifica la expresión de 
factores que participan en el desarrollo del tumor. 
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3. JUSTIFICACIÓN 
 

 El cáncer de mama se ha convertido en las últimas décadas en un 
problema de salud pública para México y el resto del mundo. Aunado a esto, es el 
primer lugar en incidencia de las neoplasias malignas en las mujeres mexicanas y 
una de las principales causas de muerte. Las células de cáncer están rodeadas 
por células del estroma no tumorales y por células de la respuesta inmune innata y 
adaptativa, que interaccionan de manera compleja influenciando el desarrollo y la 
progresión tumoral; razón por la que, en los últimos años se ha dejado de estudiar 
solo a las células cancerígenas y los estudios se comenzaron a enfocar en las 
interacciones entre estas células.  
 

Los mastocitos son células centinela del sistema inmune que juegan un 
papel importante en el microambiente tumoral, ya que al ser activados estás 
células son capaces de secretar sustancias preformadas o sintetizadas de novo 
las cuales pueden tener funciones anti o pro-tumorales. Sin embargo, el papel del 
mastocito en el cáncer de mama de acuerdo a diversos autores es controversial, 
ya que mientras algunos reportan que su presencia se asocia a buen pronóstico, 
otros reportan lo contrario; de ahí la relevancia del estudio de la interacción entre 
las células cancerígenas y los mastocitos. Este proyecto tiene como finalidad 
contribuir en el entendimiento de la relación mastocito-célula cancerígena, 
analizando la influencia que existe entre el grado de agresividad de las células 
tumorales de cáncer de mama sobre la respuesta del mastocito, evaluando la 
expresión de factores solubles que son importantes en el desarrollo tumoral. De 
igual manera conocer más a fondo los mecanismos moleculares mediante los 
cuales los mastocitos influyen en el microambiente tumoral y por ende en el curso 
del cáncer de mama.  
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4. OBJETIVO GENERAL 

Analizar el efecto de medios condicionados de células de cáncer de mama, 
con diferentes grados de agresividad, en la expresión de citocinas por el 
mastocito. 

 
 

 
5. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 
 Realizar la estimulación de línea celular de mastocitos HMC-1 con los 

medios condicionados de las líneas celulares de cáncer de mama: MCF-7, 
MCF-12A, T-47D, MDA-MB-231, Hs578T. 
 

 Determinar la expresión de IL-4, IL-5, IFN-γ, TNF-α y TGF-β, mediante q-
PCR. 

 
 Correlacionar la agresividad de la línea celular con su influencia en la 

expresión de citocinas por el mastocito.  
 
 
 

6. HIPÓTESIS 

Los medios condicionados provenientes de las líneas celulares de cáncer 
de mama, dependiendo de su grado agresividad, ejercerán un cambio en la 
respuesta del mastocito, induciendo la expresión de citocinas importantes en el 
cáncer de mama.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 

22 
 

7. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

El estudio realizado se llevó a cabo en un modelo experimental in vitro. Se 
llevaron a cabo 3 experimentos independientes, los cuales se realizaron por 
triplicado usando la línea celular de mastocitos humanos (HMC-1) estimuladas con 
los medios condicionados obtenidos de cada una de las líneas celulares de cáncer 
de mama, para la posterior extracción de RNA, síntesis de cDNA y un análisis 
cuantitativo de la expresión de los genes que codifican para IL-4, IL-5, TNF-α, 
TGF-β e IFN-γ mediante PCR en tiempo real, finalizando con un análisis 
estadístico que evaluará la significancia de los resultados.  
 

7.1 Cultivo de la línea celular de mastocitos HMC-1 

La línea celular de mastocitos humanos HMC-1 fue donada por el Dr. Stephen 
E. Ullrich (Universidad de Texas MD. Anderson Cancer Center). Esta línea fue 
establecida a partir de un paciente con leucemia mastocítica, se trata de células 
que presentan una mutación en el receptor c-kit lo que hace su maduración 
independiente de la acción del Factor de Células Madre (SCF) y tienen un tiempo 
de duplicación de 24 horas aproximadamente; debido a que presentan 
características bastante similares a los mastocitos tisulares humanos pueden ser 
utilizados como un modelo biológico para estudiar la biología y participación de los 
mastocitos en el TME.  

 
La línea celular fue mantenida a 37°C en medio RPMI-1640 (Invitrogen®) 

suplementado con 10% se Suero Fetal Bovino (SFB), L-glutamina al 1% y 
Antibiótico-antimicótico al 1%. 
 

7.2 Líneas celulares de cáncer de mama. 

Las líneas celulares de cáncer de mama utilizadas en este estudio son 5 (MCF-
12A, MCF-7, T-47D, MDA-MB-231, Hs578T), las cuales difieren en sus 
características y grado de agresividad. La tabla 3 resume la información de estas 
líneas celulares. Todas las líneas celulares fueron adquiridas de la colección 
ATCC (American Type Culture Collection), se cultivaron de acuerdo a las 
recomendaciones de la ATCC y la información descrita en la tabla 3 se tomó de 
los reportes de las hojas que ATCC tiene para cada línea (American Type Cultured 
Collection, 2016). 
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Tabla 3. Características de las líneas celulares de fibroadenoma y cáncer 
de mama 

 
Línea celular Características 

MCF-12A 

 

 No tumorigénico 

 

MCF-7 

 

 Luminal A: RE (+), RP (+), HER/neu 2 (-) 

 No invasiva y no metastásica 

T-47D 

 

 Luminal A: RE (+), RP(+), HER/neu 2 (-) 

 No invasiva y no metastásica 

MDA-MB-231 

 

 Triple negativa: RE (-), RP(-), HER/neu 2 (-) 

 Altamente invasiva y metastásica 

Hs578T 

 

 Triple negativa: RE (-), RP (-), HER/neu 2 (-) 

 Altamente invasiva y metastásica 

 Tabla 3. Características de las líneas celulares de fibroadenoma y cáncer de mama. 
En la tabla 3 se observan las características de agresividad y el perfil molecular de las líneas 
celulares que se trabajaron para estimular los mastocitos de la línea celular HMC-1 en esté 
proyecto. 
  

7.3 Determinación de la viabilidad celular 

Para determinar la viabilidad de las células utilizadas durante los experimentos 
de este proyecto, se utilizó una tinción por exclusión con azul de tripano 0.4 % de 
Gibco®, la viabilidad de las células debe ser mayor a 95%. Este colorante se utiliza 
generalmente para el conteo de células en cámara de Neubauer, el fundamento 
de esta técnica yace en la permeabilidad que pierden las células muertas (no 
viables) lo que permite que el colorante penetre la célula y sean refringentes al 
microscopio; mientras que las células vivas no permiten la entrada del azul de 
tripano.   
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7.4 Obtención de medios condicionados de las líneas celulares de 
cáncer de mama. 

Se conoce como medio condicionado al medio que contiene los productos 
secretados por un cultivo celular durante un tiempo de incubación dado. Estos 
medios han sido utilizados en la investigación para estudiar la respuesta de un tipo 
celular ante un microambiente particular. 
 

Se cultivaron las diferentes líneas celulares de epitelio mamario (MCF-12A, 
MCF-7, T-47D, Hs578T, MDA-MB-231) hasta un 80 % de confluencia en cajas de 
cultivo T75, con sus respectivos medios como indica la ATCC, posteriormente se 
les realizó un lavado con PBS 1X estéril  y se les adicionó medio Stem-Pro 
suplementado completo, sin SCF, se cultivaron con este medio durante 48 horas. 
Después se recuperaron los medios de cada línea celular, se eliminaron los restos 
celulares por centrifugación a 1500 rpm/10min y se hicieron alícuotas de 1.5 mL 
las cuales se conservaron a -20 oC para su posterior uso. 

 
7.5 Estimulación de la línea celular de mastocitos humanos HMC-1 con 
los medios condicionados obtenidos de las células de cáncer de 
mama 

Con la finalidad de conocer la respuesta de los mastocitos de la línea celular 
HMC-1 ante un medio que contenía los factores solubles secretados por las líneas 
celulares de cáncer de mama, se llevó a cabo una estimulación de los mastocitos 
con los medios condicionados de las 5 líneas celulares de epitelio mamario, 
obtenidos previamente. 

 
Se utilizó una placa de cultivo de 6 pozos, en la cual se colocaron 2x106 

células HMC-1 resuspendidas en 0.5 mL de Stem-Pro completo en cada pozo, 
adicionalmente se agregó 1.5 mL de medio condicionado (una condición por cada 
pozo), así como un control basal, el cual era solo medio Stem-Pro sin haber 
estado en contacto con células previamente. Se incubó la placa por 24 horas a 
37°C y a una concentración de 5% CO2. Al finalizar la estimulación las células 
fueron colectadas y se centrifugaron a 1200 rpm por 5 min, se eliminó el 
sobrenadante y el botón celular se conservó a -70°C, para la posterior extracción 
de RNA. 

 
7.6 Extracción y cuantificación de RNA  

La expresión de genes es la base del metabolismo celular, y por esta se 
entiende que el DNA se transcribe en RNA, que a su vez se traduce en proteínas. 
El RNA mensajero (mRNA), que se sintetiza durante la transcripción gracias a la 
RNA polimerasa, está conformado por codones, que son secuencias de tres pares 
que codifican un aminoácido especifico. Los estudios contemporáneos de biología 
molecular se han esforzado en entender las funciones metabólicas de los 
organismos mediante el uso y aplicación de técnicas moleculares basadas en la 
amplificación de diversas regiones de DNA y RNA (Madigan y cols. 2000). 
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La extracción de RNA de los mastocitos HMC-1 estimulados con los medios 

condicionados se realizó con el Kit FavorPrep (FAVORGEN Biotech Corp®), el 
cual tiene su fundamento en la unión selectiva del ácido ribonucleico (ARN o RNA) 
a una membrana de sílice contenida en una columna. El procedimiento inicia con 
la homogenización del botón celular obtenido de la estimulación con un buffer de 
lisis, el cual generalmente está compuesto por fenol-isotiocianato de guanidina, 
donde este último se encarga de conservar la integridad del RNA inhibiendo 
RNAsas, mientras rompen las células y disuelven sus componentes, la 
homogeneización de la muestra permite el rompimiento de moléculas de alto peso 
molecular como el DNA genómico y entre otros compuestos celulares; la adición 
posterior de cloroformo separa la solución en una fase acuosa y una orgánica, el 
RNA se encuentra en la primera, la cual se trata con un buffer de lavado 2 que 
contiene etanol y sirve para precipitar el RNA; finalmente el RNA es eluido en 
agua libre de RNAsas para su posterior cuantificación. La cuantificación de RNA 
se llevó a cabo con el uso del NanoDrop® el cual es un espectrofotómetro de 
espectro total (220-750 nm) que mide concentraciones con 1 uL de muestra, con 
gran exactitud y reproducibilidad. 

 
7.7 Síntesis de DNA complementario (cDNA) 

La transcripción reversa es una técnica que permite sintetizar DNA 
complementario a partir de moléculas de RNA usando la enzima transcriptasa 
reversa. El cDNA es la cadena complementaria de la cadena molde de RNA.  

 
La síntesis de cDNA a partir de RNA extraído se realizó usando el Kit 

RevertAid first strand de Thermo Fisher Scientific® el cual usa una 
retrotranscriptasa (RT) y un M-MuLV RT recombinante que mantiene la actividad 
de la enzima a 42-50°C y es adecuado para la síntesis de cDNA de hasta 13 Kb. 
RiboLock RNase Inhibitor protege eficazmente las plantillas de RNA de la 
degradación, los oligo dT se alinea selectivamente a la cola poli (A) del mRNA. La 
reacción se lleva a cabo a 40°C por 60 minutos y se termina a 70°C por 5 minutos 
para inactivar la enzima retrotranscriptasa; una vez finalizada la reacción los 
productos de la síntesis se conservaron a -20°C para su uso en el análisis de 
expresión génica mediante la q-PCR (Thermo Fisher Scientific®, 2015). 

 
7.8 Amplificación de cDNA por PCR tiempo real (q-PCR) 

La reacción en cadena de la polimerasa PCR (Polimerase Chain Reaction) es 
una reacción enzimática in vitro que amplifica millones de veces una secuencia 
específica de DNA durante varios ciclos repetidos que se llevan a cabo en el 
termociclador, en los que la secuencia blanco es copiada. Para llevar a cabo esta 
reacción se aprovecha la actividad de la enzima DNA polimerasa que tiene la 
capacidad de sintetizar naturalmente DNA en las células. La q-PCR o PCR tiempo 
real es la variante más específica de esta reacción, el objetivo de este tipo de PCR 
es detectar y cuantificar las secuencias específicas de los ácidos nucleicos 
mediante el uso de reporteros fluorescentes. El término tiempo real se refiere a 
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que la detección de los productos amplificados sucede en cada ciclo de la 
reacción, por otra parte el término cuantitativo hace referencia a que es posible 
cuantificar la cantidad de DNA en la muestra (Tamay de Dios y cols. 2013). 

 
La amplificación del DNA se logra usando secuencias cortas de DNA 

complementarios al gen de interés, conocidos como iniciadores o primers y la DNA 
polimerasa. Los iniciadores usados en este proyecto fueron diseñados por la Dra. 
Samira Muñoz, las secuencias y sus respectivas características se muestran a 
continuación.  
 

Tabla 4. Características de los iniciadores usados en la q-PCR 
 

Gen Secuencia Sentido Secuencia Anti-sentido 

h GAPDH 
5´- CTT CAC CAC CAT GGA GAA GGC -3´ 

Tm: 58.1°C 
GC: 57.1% 

5´- GGC ATG GAC TGT GGT CAT 
GAG -3´ 

Tm: 58.1°C 
GC: 57.1% 

h Triptasa 
5´- CAG TGG GTG CTG ACC -3´ 

Tm: 59.5°C 
GC: 70.6% 

5´-  GCA GTT GCA CCC TGA GGG -
3´ 

Tm: 59.1°C 
GC: 66.7% 

h IL-4 
5´- CTC CAA GAA CAC AAC TGA GAA -3´ 

Tm: 56.4°C 
GC: 42.9% 

5´- ACT CTG GTT GGC TTC CTT 
CA-3´ 

Tm: 56.3°C 
GC: 50% 

h IL-5 
5´- CGT TTC AGA GCC ATG AGG ATG C -

3´ 
Tm: 58.4 °C 
GC: 54.5% 

5´- GCC AAG GTC TCT TTC ACC 
AAT GC -3´ 
Tm: 58.8°C 
GC: 52.2% 

h TNF-α 
5´- CAG CCT CTT CTC CTT CCT GAT -3´ 

Tm: 56.1°C 
GC: 52.4% 

5´- GCC AGA GGG CTG ATT AGA 
GA -3´ 

Tm: 56.2°C 
GC: 55% 

h TGF-β 
5´- GGC CTT TCC TGC TTC TCA TGG -3´ 

Tm: 58.4°C 
GC: 57.1% 

5´- CCT TGC TGT ACT GCG TGT 
CC-3´ 

Tm: 58.5°C 
GC: 60% 

h IFN-γ 
5´- TCT CTC GGA AAC GAT GAA ATA -3´ 

Tm: 51.0°C 
GC: 38.1% 

5´- ACT CTC CTC TTT CCA ATT 
CTT -3´ 

Tm: 51.1°C 
GC: 38.1% 

Tm: Temperatura de fusion 
GC: Contenido de Guanina-Citosina 
 

Para realizar esta amplificación se utilizó el kit Light cycler 480-SYBR Green 
Master, de Roche®, que utiliza el colorante SYBR Green, compuesto orgánico que  
se asocia a la molécula de DNA interactuando con la hendidura menor del DNA, 
se acopla energéticamente a los ácidos nucleicos de esta manera se incrementa 
notablemente su tasa de emisión fluorescente, durante la q-PCR el SYBR Green 
se une a cada nueva copia de DNA de doble cadena, por lo que el resultado es un 
aumento en la intensidad de la fluorescencia proporcional a la cantidad de 
producto producido, la intensidad es calculada por un software para su posterior 
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análisis estadístico. El termociclador que se usó para la reacción fue el LightCycler 
480 de Roche®. 

 
Para corroborar la especificidad de los iniciadores utilizados, se incluyó una 

curva de disociación en el programa de q-PRC para cada juego de iniciadores. 
Esta curva consiste en aumentar gradualmente la temperatura de la reacción 
hasta los 95°C, con la finalidad de desnaturalizar la doble cadena de los productos 
obtenidos durante la PCR en cadenas sencillas, favoreciendo la liberación del 
agente intercalante (SYBR Green) generando una señal de fluorescencia; 
posteriormente, la temperatura desciende radicalmente hasta 60°C con la finalidad 
de renaturalizar las cadenas de DNA y observar cuantos picos de disociación 
existen para cada par de oligos específicos para un gen, idealmente se debe 
observar solo un pico de disociación, lo que indicaría la presencia de un solo 
producto específico.   
  

7.9 Análisis estadístico  

Los datos obtenidos de la cuantificación fueron exportados a una hoja de 
cálculo diseñada por la Dra. Muñoz. Estos datos fueron analizados de acuerdo al 
método comparativo 2-ΔΔCT. 

 
La expresión de los genes de interés fue normalizada respecto a la expresión 

constitutiva del gen GAPDH. La expresión relativa de los genes de interés se llevó 
a cabo comparando su expresión en los diferentes estímulos con las 5 líneas 
celulares de cáncer de mama utilizadas. Dichas comparaciones se llevaron a cabo 
utilizando el método ΔΔCt. 

 
 

 
Los resultados obtenidos se analizaron por la prueba de análisis de varianza  

ANOVA (Analysis of Variance) la cual permite determinar si diferentes tratamientos 
muestran diferencias significativas o por el contrario puede suponerse que sus 
medias no difieren, seguido de la prueba de comparación múltiple de Tukey, la 
cual permite crear intervalos de confianza para todas las diferencias en parejas 
entre las medias de los niveles de los factores, mientras controla la tasa de error 
por familia que se especifique. Los análisis se realizaron con el programa 
GraphPad Prism 6®. Se consideró un valor de p <0.05 como estadísticamente 
significativo.   
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8. DIAGRAMA DE TRABAJO. 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Cultivo de la línea 
celular de mastocitos  

HMC-1 
 

Cultivo de las líneas 
celulares de cáncer de 

mama: 
MCF-12A, MCF-7, T-47D, 

MDA-MB-231, Hs578T 

Obtención de medios 
condicionados 

Estimulación de células HMC-1 con 
los medios condicionados durante 

24hrs/37°C/5%CO2 

Extracción de RNA de las células HMC-1 
mediante el uso de kit “FavorPrep” 

(FAVORGEN Biotech Corp ® 

Síntesis de cDNA de las células HMC-1 mediante 
el uso del kit “RevertAid first strand” (Thermo 

scientific) ® 
 

Análisis de la expresión de IL-4, IL-5, 
TNF-α, IFN-γ, TGF-β, mediante PCR 

en tiempo real (q-PCR) 

Análisis estadístico en el programa GraphPad 
Prism 6®; analizando los datos con la prueba 

ANOVA, seguido de la prueba de comparación 
múltiple de Tukey.  
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9. RESULTADOS 
 

Se realizó la cuantificación relativa de los niveles de expresión de genes 
importantes en el desarrollo del cáncer de mama, entre los que se encuentran IL-
4, IL-5, TGF-β, TNF-α, INF-γ y Triptasa, para evaluar si los mastocitos modifican 
los niveles de expresión de estas moléculas, al ser estimulados con medios 
condicionados de 5 líneas celulares de cáncer de mama con diferente grado de 
agresividad; obteniéndose los siguientes resultados:  

 
9.1 Expresión génica de IL-4 
 
La expresión del gen que codifica para IL-4 en células HMC-1, posterior al 

estímulo con los medios condicionados de las diferentes líneas celulares de 
cáncer de mama, mostró una disminución en su expresión al ser tratada con los 
medios condicionados de las células de cáncer de mama, en comparación con las 
células sin estimulo (basal) o estimuladas con el medio proveniente de células no 
cancerosas (MCF-12A); sin embargo, no se encontró diferencia significativa en los 
resultados (P<0.05) (Figura 3). 
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Figura 3: Expresión genética de IL-4 en mastocitos HMC-1, por efecto de medios 

condicionados de líneas celulares de fibroadenoma y cáncer de mama. Los niveles de expresión 
fueron comparados con las células sin ningún estímulo. Los valores mostrados son el promedio ± 

la desviación estándar de tres experimentos independientes realizados por triplicado. 
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La prueba de ANOVA no fue significativa por lo que no se realizó el método 

de TUKEY para comparaciones múltiples. 
 

9.2 Expresión génica de IL-5 
 
La expresión del gen que codifica para IL-5 en células HMC-1 posterior al 

estímulo con los medios condicionados de las diferentes líneas celulares de 
cáncer de mama, evaluado por q-PCR, mostró un aumento en la expresión 
cuando fueron tratadas con los medios condicionados de células cancerosas, en 
comparación con las células sin estimulo (basal) o estimuladas con el medio 
proveniente de células no cancerosas (MCF-12A); de manera interesante se 
observó un aumento significativo  **P<0.01 en los estímulos realizados con la 
líneas celulares MCF-7 y la Hs578T (Figura 4). 
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  Figura 4: Expresión genética de IL-5 en mastocitos HMC-1, por efecto de medios 
condicionados de líneas celulares de fibroadenoma y cáncer de mama. Los niveles de expresión 
fueron comparados con las células sin ningún estímulo. **P<0.01.  Los valores mostrados son el 
promedio ± la desviación estándar de tres experimentos independientes realizados por triplicado. 
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La prueba de ANOVA fue significativa por lo que se realizó el método de 
TUKEY para comparaciones múltiples, mediante el cual se observa que existe 
significancia en el aumento en la expresión de la IL-5 en las células estimuladas 
con los medios condicionados de las líneas celulares MCF-7 y Hs578T (figura 5).  

 

Prueba de Tukey de 
comparaciones múltiples 

Promedio 
de 

diferencia 

95% Cl de 
diferencia 

Significancia Resume
n 

Valor de P 
ajustado 

BASAL vs. MCF-12 -0.1100 -0.9169 to 0.6969 No ns 0.9968 

BASAL vs. MCF-7 -1.083 -1.890 to -0.2765 Si ** 0.0072 
BASAL vs. T-47D -0.4467 -1.254 to 0.3602 No ns 0.4678 

BASAL vs. MDA-MB-231 -0.3467 -1.154 to 0.4602 No ns 0.7028 

BASAL vs. Hs578T -1.173 -1.980 to -0.3665 Si ** 0.0039 

MCF-12 vs. MCF-7 -0.9733 -1.780 to -0.1665 Si * 0.0155 
MCF-12 vs. T-47D -0.3367 -1.144 to 0.4702 No ns 0.7259 

MCF-12 vs. MDA-MB-
231 

-0.2367 -1.044 to 0.5702 No ns 0.9141 

MCF-12 vs. Hs578T -1.063 -1.870 to -0.2565 Si ** 0.0083 

MCF-7 vs. T-47D 0.6367 -0.1702 to 1.444 No ns 0.1579 
MCF-7 vs. MDA-MB-231 0.7367 -0.07020 to 1.544 No ns 0.0812 

MCF-7 vs. Hs578T -0.0900 -0.8969 to 0.7169 No ns 0.9988 

T-47D vs. MDA-MB-231 0.1000 -0.7069 to 0.9069 No ns 0.9980 
T-47D vs. Hs578T -0.7267 -1.534 to 0.08020 No ns 0.0869 

MDA-MB-231 vs. 
Hs578T 

-0.8267 -1.634 to -
0.01980 

Si * 0.0435 

 
Figura 5: Comparaciones múltiples de los diferentes estímulos respecto al basal y entre los 

diferentes estímulos, mediante el método de Tukey, *P<0.05, **P<0.01. 
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9.3 Expresión génica de TGF-β 
 
La expresión del gen que codifica para TGF-β en células HMC-1 posterior al 

estímulo con los medios condicionados de las diferentes líneas celulares de 
cáncer de mama, mostró un aumento en la expresión en los 5 tratamientos con los 
medios condicionados en comparación con las células sin estimulo (basal), el 
aumento mayor se observa en las células tratadas con el medio condicionado de 
la línea células MDA-MB-231,  sin embargo no existe significancia en los 
resultados (P<0.05) (Figura 6). 
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 Figura 6: Expresión genética de TGF-β en mastocitos HMC-1, por efecto de medios 

condicionados de líneas celulares de fibroadenoma y cáncer de mama. Los niveles de expresión 
fueron comparados con las células sin ningún estímulo. Los valores mostrados son el promedio ± 

la desviación estándar de tres experimentos independientes realizados por triplicado. 
 

La prueba de ANOVA no fue significativa por lo que no se realizó el método 
de TUKEY para comparaciones múltiples. 
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9.4 Expresión génica de TNF-α 
 

La expresión del gen que codifica para TNF-α en células HMC-1 posterior al 
estímulo con los medios condicionados de las diferentes líneas celulares de 
cáncer de mama, mostró un aumento en la expresión en 4 de los 5 tratamientos 
con los medios condicionados en comparación con las células sin estimulo (basal), 
ya que el estímulo con el medio condicionado de la línea celular T-47D se 
mantuvo igual respecto al basal; se observó un aumento significativo  **P<0.01 en 
el estímulo realizado con la línea celular MDA-MB-231 comparado con la 
expresión basal y con las líneas MCF-7 y T47D (Figura 7). 

 

TNF-

C
am

bi
o 

en
 la

 e
xp

re
si

ón
 re

la
tiv

a

BASAL

MCF-12
A

MCF-7
T-47

D

MDA-M
B-23

1

Hs5
78

T
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5 **

   
Figura 7: Expresión genética de TNF-α en mastocitos HMC-1, por efecto de medios 

condicionados de líneas celulares de fibroadenoma y cáncer de mama. Los niveles de expresión 
fueron comparados con las células sin ningún estímulo.  **P<0.01.  Los valores mostrados son el 
promedio ± la desviación estándar de tres experimentos independientes realizados por triplicado. 

 
 

 
 

 



 

34 
 

La prueba de ANOVA fue significativa por lo que se realizó el método de 
TUKEY para comparaciones múltiples, mediante la cual se observó que existe 
significancia en el aumento en la expresión del TNFα en las células estimuladas 
con el medio condicionado proveniente de la línea celular MDA-MB-231 (figura 8).  

 

Prueba de Tukey de 
comparaciones múltiples 

Promedio 
de 

diferencia 

95% Cl de 
diferencia 

Significancia Resume
n 

Valor de P 
ajustado 

      
BASAL vs. MCF-12 -0.2567 -0.8093 to 0.2960 No ns 0.6364 

BASAL vs. MCF-7 -0.1233 -0.6760 to 0.4293 No ns 0.9711 

BASAL vs. T-47D 0.00666
7 

-0.5460 to 0.5593 No ns > 0.9999 

BASAL vs. MDA-MB-231 -0.7233 -1.276 to -0.1707 Si ** 0.0087 

BASAL vs. Hs578T -0.4100 -0.9626 to 0.1426 No ns 0.2009 

MCF-12 vs. MCF-7 0.1333 -0.4193 to 0.6860 No ns 0.9600 

MCF-12 vs. T-47D 0.2633 -0.2893 to 0.8160 No ns 0.6131 

MCF-12 vs. MDA-MB-
231 

-0.4667 -1.019 to 0.08598 No ns 0.1179 

MCF-12 vs. Hs578T -0.1533 -0.7060 to 0.3993 No ns 0.9304 

MCF-7 vs. T-47D 0.1300 -0.4226 to 0.6826 No ns 0.9640 

MCF-7 vs. MDA-MB-231 -0.6000 -1.153 to -
0.04735 

Si * 0.0308 

MCF-7 vs. Hs578T -0.2867 -0.8393 to 0.2660 No ns 0.5322 

T-47D vs. MDA-MB-231 -0.7300 -1.283 to -0.1774 Si ** 0.0081 

T-47D vs. Hs578T -0.4167 -0.9693 to 0.1360 No ns 0.1890 

MDA-MB-231 vs. 
Hs578T 

0.3133 -0.2393 to 0.8660 No ns 0.4440 

 
Figura 8: Comparaciones múltiples de los diferentes estímulos respecto al basal y entre los 

diferentes estímulos, mediante el método de Tukey, *P<0.05, **P<0.01. 
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9.5 Expresión génica de Triptasa 
 

La expresión de genes de Triptasa en las células HMC-1 mostró un 
aumento de la expresión, cuando los mastocitos fueron estimulados con cada uno 
de los 5 tratamientos, con respecto a las células sin estimulo (basal). 
Interesantemente se puede observar una expresión significativamente mayor en 2 
de las líneas con mayor grado de agresividad, en la estimulación con el medio 
condicionado de la línea celular MDA-MB-231(**P<0.01) y con el de la línea 
celular T-47D (***P<0.001) (figura 9). 
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Figura 9: Expresión genética de Triptasa en mastocitos HMC-1, por efecto de medios 

condicionados de líneas celulares de fibroadenoma y cáncer de mama. Los niveles de expresión 
fueron comparados con las células sin ningún estímulo.  **P<0.01, ***P<0.001. Los valores 
mostrados son el promedio ± la desviación estándar de tres experimentos independientes 
realizados por triplicado. 
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La prueba de ANOVA fue significativa por lo que se realizó el método de 
TUKEY para comparaciones múltiples, mediante la cual es posible observar que 
existe significancia en el aumento en la expresión de la enzima Triptasa en las 
células estimuladas tanto con los medios condicionados de la línea celular MDA-
MB-231 y la T-47D (figura 10).  

 

 
Figura 10: Comparaciones múltiples de los diferentes estímulos respecto al basal y entre 

los diferentes estímulos, mediante el método de Tukey, **P<0.01, ***P<0.001. 
 

 
9.6 Expresión génica de IFN-γ 

 
La expresión del interferón gamma no pudo ser determinada, debido a que 

al realizar la q-PCR para la evaluación de esta citocina no encontrábamos ningún 
producto de amplificación (datos no mostrados). El correcto diseño de los 
iniciadores se corroboró realizando el “BLAST” correspondiente; además se probó 
otra secuencia. Sin embargo, aunque los iniciadores estaban correctos, no se 
encontró amplificado después de 3 experimentos realizados. La posible 
explicación de este resultado, es la relativa inmadurez de la línea celular que se 
trabajó (HMC-1), ya que al tratarse de mastocitos cuya madurez es independiente 
del SCF, está no llega a ser igual a la de un mastocito in vivo y el número de 

Prueba de Tukey de 
comparaciones múltiples 

Promedio 
de 

diferencia 

95% Cl de 
diferencia 

Significancia Resumen Valor de P 
ajustado 

Basal vs. MCF-12 -0.8800 -1.849 to 0.08899 No ns 0.0834 
Basal vs. MCF-7 -0.8767 -1.846 to 0.09232 No ns 0.0850 
Basal vs. T-47D -1.680 -2.649 to -0.7110 Si *** 0.0009 
Basal vs. MDA-MB-231 -1.337 -2.306 to -0.3677 Si ** 0.0059 
Basal vs. Hs578T -0.8767 -1.846 to 0.09232 No ns 0.0850 
MCF-12 vs. MCF-7 0.003333 -0.9657 to 0.9723 No ns > 0.9999 
MCF-12 vs. T-47D -0.8000 -1.769 to 0.1690 No ns 0.1304 
MCF-12 vs. MDA-MB-231 -0.4567 -1.426 to 0.5123 No ns 0.6232 
MCF-12 vs. Hs578T 0.003333 -0.9657 to 0.9723 No ns > 0.9999 
MCF-7 vs. T-47D -0.8033 -1.772 to 0.1657 No ns 0.1280 
MCF-7 vs. MDA-MB-231 -0.4600 -1.429 to 0.5090 No ns 0.6166 
MCF-7 vs. Hs578T 0.0 -0.9690 to 0.9690 No ns > 0.9999 
T-47D vs. MDA-MB-231 0.3433 -0.6257 to 1.312 No ns 0.8334 
T-47D vs. Hs578T 0.8033 -0.1657 to 1.772 No ns 0.1280 
MDA-MB-231 vs. Hs578T 0.4600 -0.5090 to 1.429 No ns 0.6166 
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copias de expresión del IFN-γ puede ser tan baja que no es detectable mediante la 
q-PCR realizada o que dicha expresión sea nula. 
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9.7 Curvas de disociación 
 
Se corroboró la especificidad de cada uno de los iniciadores utilizados en la 

q-PCR, al observar un solo pico de disociación en las curvas realizadas para cada 
gen estudiado, lo que corresponde a un único producto amplificado (Figura 11). 
 

  

IL-4 IL-5 

  

TNF-α Triptasa 

 

TGF-β 

 

Figura 11: Curvas de 
disociación correspondientes a 
cada gen analizado. Se midió la 
intensidad de fluorescencia en 
función del incremento de 
temperatura de las 18 
reacciones realizadas para 
cada gen, una reacción por 
triplicado de los 6 diferentes 
tratamientos.  
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10. DISCUSIÓN 
 

El microambiente celular de un tumor incluye además de células 
cancerosas, células del estroma y células del sistema inmune. El sistema 
inmunitario tiene la capacidad natural para detectar y destruir células anormales, 
previniendo de esta forma el desarrollo de cáncer. Sin embargo, en contraste con 
la respuesta inmune contra un patógeno, las células del sistema inmune que 
residen en tumores están desreguladas y funcionalmente dañadas (Kerkar y 
Restifo, 2012). Las complejas interacciones entre los diferentes tipos celulares que 
residen en el microambiente tumoral comienzan a ser entendidas de una mejor 
manera, lo cual ha contribuido al diseño de nuevas quimioterapias 
específicamente dirigidas (Hanahan y Weinberg, 2011).  

 
Los mastocitos son células del sistema inmune que juegan un papel dual y 

controversial en la respuesta del hospedero hacia el desarrollo de un tumor, donde 
intervienen factores como el tipo de cáncer, la agresividad del mismo, la genética, 
entre otros. En el presente estudio se lograron determinar los niveles de expresión 
de algunos factores solubles secretados por los mastocitos involucrados en el 
desarrollo de tumores malignos de mama, posterior a una estimulación con 
medios condicionados de líneas celulares de cáncer de mama que difieren en su 
grado de malignidad.   

 
Posterior a la estimulación de los mastocitos con los medios condicionados 

provenientes de las líneas celulares de cáncer de mama, fue posible observar 
cambios en la morfología celular con respecto a mastocitos sin ningún estímulo 
(Anexo A); Al incubar a los mastocitos con el medio condicionado de la línea 
celular MCF-12A, estos cambios no  se presentaron, lo anterior puede deberse a 
que se trata de una línea celular proveniente de un tumor benigno y el 
microambiente generado es diferente al presente en el cáncer, por lo que no fue 
capaz de inducir modificaciones morfológicas en el mastocito, ni cambios 
significativos en la expresión de las citocinas determinadas. Lo anterior es posible 
observarlo en las diferentes graficas de expresión genética, donde la expresión de 
la IL-4, IL-5, TNF-α y TGF-β es bastante similar respecto a la expresión en los 
mastocitos sin estímulo o en estado basal, por otro lado, los cambios morfológicos 
del mastocito inducidos por los medios condicionados de las líneas celulares MCF-
7 y T-47D fueron muy similares, con el medio condicionado de la línea MFC-7 es 
posible observar un ligero aumento en el tamaño de las células, lo cual también se 
observó en los mastocitos estimulados con el medio condicionado de la línea 
celular T-47D, donde además se observaron pequeñas formaciones de “cúmulos” 
celulares, lo que podría indicar una activación de los mastocitos por los factores 
solubles presentes en los medios condicionados. La similitud de los cambios 
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inducidos con ambas líneas, puede deberse a que se trata de líneas celulares con 
características similares. De manera interesante, las diferencias morfológicas 
observadas en los mastocitos después de la estimulación con las líneas celulares 
de mayor agresividad (MDA-MB-231 y Hs578T) fueron más notorias, fue posible 
observar a los mastocitos HMC-1, que no son adherentes, adheridos al sustrato y 
mostrando variaciones en su tamaño, esto puede deberse a que al tratarse de 
líneas celulares cancerígenas de alto grado de agresividad, los factores solubles 
presentes en sus medios condicionados, pueden estar causando una activación 
más significativa de los mastocitos o de manera contraria un estrés celular, 
teniendo como consecuencia modificaciones más drásticas en el fenotipo del 
mastocito.  

 
En la expresión de la IL-4 después de la estimulación no se observaron 

cambios significativos (P<0.05) en los tratamientos respecto al basal, sin embargo 
es posible observar una tendencia a la baja en la expresión de está citocina, la 
cual tiene características anti-tumorigénicas y anti-inflamatorias, lo que podría 
sugerir que las células cancerígenas están modulando la respuesta del mastocito 
a su favor para poder desarrollarse, ya que está citocina ha sido reportada como 
un potente agente inductor de la apoptosis en células malignas mediante procesos 
como la fragmentación del DNA y la eliminación cooperativa con los macrófagos 
(Gooch y cols. 1998; Tepper y cols, 1989).  
 

La IL-5 aumento su expresión de manera significativa (P<0.05) en los 
mastocitos estimulados con las líneas cancerígenas, los medios condicionados de 
las líneas MCF-7 y Hs578T indujeron un aumento significativo en la expresión de 
esta citocina (P<0.01), con respecto al basal y a la línea celular MCF-12A. 
Diversos autores han observado que niveles elevados de IL-5, considerada una 
citocina característica de la respuesta Th2, en pacientes con cáncer de mama se 
asocia a un peor pronóstico (Espinoza y cols. 2016); El-Ghonaimy y cols. en 2015 
observaron un incremento, entre otras citocinas, de la secreción de IL-5 en 
leucocitos asociados a tumor provenientes de infiltrados del microambiente 
tumoral en pacientes con cáncer de mama y metástasis en ganglio linfático, el cual 
se caracteriza por una sobreexpresión de la vía de señalización NF-κB/p65; 
observaron también que estas citocinas aumentan el fenotipo invasivo de la línea 
celular MCF-7. Por otro lado, se ha reportado que los niveles circulantes de IL-5 
son mayores en pacientes con cáncer de mama RE (-) o triple negativos, como la 
línea celular Hs578T, sin determinar el origen de la producción de la citocina 
(Hong y cols. 2013). La diferencia en la expresión de la IL-5 entre Hs578T y MDA-
MB231, las cuales comparten características en su agresividad y expresión de 
receptores, demuestra la plasticidad de los mastocitos. El aumento en la secreción 
de está citocina por los mastocitos, indica que los tumores cancerígenos están 
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modulando la respuesta del hospedero a su favor, favoreciendo la producción de 
citocinas que facilitan su desarrollo y su capacidad invasiva. 

 
La disminución en la expresión de la IL-4, podría estar relacionada con el 

subtipo de mastocitos que se ha localizado clásicamente en los infiltrados de 
cáncer de mama, ya que los mastocitos triptasa-quimasa positivos están 
asociados con la producción de IL-4 y estos no se han encontrado en gran 
número, comparado con la densidad de mastocitos triptasa positivos observados 
en tejidos de cáncer de mama, los cuales se caracterizan por la expresión de IL-5 
e IL-6, lo cual correlaciona con los aumentos en la expresión de IL-5 observados 
en el proyecto (Löber K, 2008).     
 

El TNF-α es un factor soluble pro-inflamatorio asociado, la gran mayoría de 
veces, a favorecer la agresividad y migración del cáncer. En el presente estudio, 
después de la estimulación de los mastocitos, fue posible observar un aumento 
significativo en la expresión de ésta citocina cuando se estimuló con el medio 
condicionado de una de las líneas más agresivas comparado con mastocitos sin 
estimulo, indicando que este factor tiene un papel que beneficia a las células 
tumorales; de manera particular, es posible observar un aumento significativo 
(P<0.01) en la expresión de este factor en la línea celular MDA-MB-231, y un 
aumento visible, más no significativo con la línea celular Hs578T, en comparación 
al estado basal, lo cual indica, que la agresividad de estas líneas celulares es 
capaz de inducir en los mastocitos la expresión diferencial de esta citocina. Se ha 
observado que el TNF-α, junto a la IL-6 y la IL-1β, son capaces de inducir muerte 
e inhibición de la proliferación de las células de cáncer de mama qué presentan el 
receptor para estrógeno y progesterona como las líneas celulares MCF-7 y T-47D, 
al bloquear del receptor del IGF-1 (IGF-1R), el cual es un potente mitógeno de 
células transformadas, promoviendo la síntesis de DNA. La disminución en la 
expresión de este factor por parte de los mastocitos al ser estimulados con los 
medios condicionados provenientes de estás dos líneas celulares, sugieren que la 
célula tumoral está modulando la respuesta del mastocito a su favor; esté efecto 
no aplica en las líneas celulares triple negativas (Sheng y cols. 2002).   

 
Otro de los factores con características pro-tumorales determinado en este 

estudio fue la triptasa, su expresión aumento significativamente (P<0.05), aunque 
este aumento no se correlaciono con el grado de malignidad de las líneas 
celulares, se observa un aumento significativo (P<0.001) en los mastocitos 
tratados con el medio condicionado de la línea T-47D y un aumento igual 
significativo (P<0.01) en las células estimuladas con el medio condicionado 
obtenido de la línea celular MDA-MB-231, las cuales son 2 de las líneas con 
mayor grado de agresividad estudiadas en este proyecto, la razón por la cual la 
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línea Hs578T no muestra un aumento significativo en la expresión de la enzima, 
demuestra una vez más la capacidad de plasticidad que poseen estás células y 
que puede ser usada por las células cancerígenas a su favor. El aumento 
significativo en la expresión de la triptasa al comparar el efecto de las diferentes 
líneas celulares respecto al basal, indica que esta regulación a la alta beneficia a 
la célula tumoral. 

 
Por último, la expresión de TGF-β no se vio influenciada por el grado de 

malignidad de las líneas celulares tumorales, siendo no significativa, indicando que 
las células tumorales podrían no estar favorecidas con la expresión de está 
citocina, la cual interviene en procesos como la proliferación, diferenciación, 
migración y apoptosis, y que se reporta juega un papel modulador en el cáncer de 
mama, dependiendo de la etapa en la que se encuentra el proceso (Esquivel-
Velázquez y cols. 2015). 

 
Al comparar la expresión en los mastocitos HMC-1 de las citocinas y la 

proteasa evaluadas al ser estimulados con los medios condicionados, es posible 
observar que la agresividad de las líneas celulares, si influye, ya que las líneas de 
cáncer de mama, generaron un aumento significativo en por lo menos uno de los 
factores solubles determinados. 

Al analizar y comparar los resultados obtenidos en este trabajo con estudios 
previos los cuales relacionan la presencia de infiltrados mastocitarios con un 
efecto protector y un buen pronóstico (Aaltomaa y cols. 2003; Della-Rovere y cols. 
2009; Fakhjou y cols. 2016; Rajput y cols. 2008), el aumento significativo en la 
expresión de  TNF-α, la IL-5 y la triptasa, nos sugieren una correlación entre la 
presencia de estas células y un mal pronóstico para el cáncer de mama; ya que se 
trata de factores solubles que se encuentran estimulando una respuesta pro-
tumoral.  Es materia de investigación conocer cuáles son los factores que se 
encuentran en los medios condicionados de las líneas tumorales, que están 
estimulando la expresión de estas moléculas en el mastocito. Importantemente, 
podemos observar que la modulación en la expresión de citocinas o  la triptasa en 
el mastocito, no se indujo, de manera significativa, cuando los mastocitos fueron 
estimulados con los medios condicionados de las células no transformadas y que 
el aumento en la producción de estos factores no es correlativo al aumento en el 
grado de agresividad de la línea tumoral, esto puede ser consecuencia de las 
diferencias en la secreción de factores solubles por las diferentes células 
tumorales, los cuales pueden estar estimulando a los mastocitos de la línea celular 
HMC-1 de manera diferencial. Debido a lo anterior, el estudio de la comunicación 
entre los mastocitos y las células de cáncer de mama debe ser investigado más a 
fondo y ese es el propósito de este proyecto, el cual tiene la finalidad de conocer 
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las vías por las cuales estás células interaccionan en el microambiente tumoral, lo 
que daría como consecuencia potenciales blancos terapéuticos en el tratamiento 
de esta enfermedad.    
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11. CONCLUSIONES 
 

 
 Se logró estimular la línea de mastocitos HMC-1 con los medios 

condicionados de las líneas celulares: MCF-12ª, MCF-7, T-47D, MDA-MB-
231 y Hs578T. 
 

 La expresión de IL-5, TNF-α y triptasa en los mastocitos se ve influenciada 
por la agresividad de las líneas tumorales de cáncer de mama. 
 

 La expresión de IL-4 y TGF-β en el mastocito no se ve afectada por la 
agresividad de las células tumorales. 
 

 La expresión de IFN-γ no pudo ser determinada en los mastocitos de la 
línea celular HMC-1. 

 
 

 El aumento en la expresión de factores solubles como: IL-5, TNF-α y 
triptasa, sugieren que la presencia de mastocitos en el microambiente 
tumoral, es modulada por las células de cáncer de mama para favorecer su 
desarrollo, ya que se trata de moléculas involucradas en procesos pro-
tumorales. 
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12. PERSPECTIVAS 
 

 Determinar la expresión de IFN-γ con líneas celulares maduras de 
mastocitos como la LAD-2, y con células productoras de está citocina, para 
corroborar los resultados obtenidos con los mastocitos HMC-1. 
 

 Llevar a cabo una cinética de reacción, evaluando la expresión diferencial 
de las citocinas a diferentes tiempos de estimulación con los medios 
condicionados de las células de fibroadenoma y cáncer de mama, para 
observar si existen modificaciones en la producción de estás a tiempos de 
estimulación más cortos.  
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14. ANEXOS 
 
14.1 Anexo A: Morfología de la línea celular HMC-1 posterior a la incubación con 
los medios condicionados. 

  

HMC-1/Stem-Pro Suplementado Completo 
sin SFB. 40X 

HMC-1/ Medio condicionado de la línea 
celular MCF-12A. 40X 

  

HMC-1/ Medio condicionado de la línea 
celular MCF-7. 40X 

HMC-1/ Medio condicionado de la línea 
celular T-47D. 40X 

  

HMC-1/ Medio condicionado de la línea 
celular MDA-MB-231. 40X 

HMC-1/ Medio condicionado de la línea 
celular Hs578T. 40X 

ANEXO A: Cambios morfológicos de la línea celular HMC-1 posterior a la incubación con los 
medios condicionados de las 5 líneas celulares de cáncer de mama respecto a las células que se 
mantuvieron con medio Stem-Pro suplementado completo sin Suero Fetal Bovino, las condiciones 
de incubación fueron: 24 hrs/ CO2 5% / 37°C.  
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