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EFECTO DEL YODO MOLECULAR EN CÉLULAS CANCEROSAS MAMARIAS 

PARENTALES Y TRONCALES 

 

En la actualidad se postula que el desarrollo y progresión del cáncer se basa en la evolución 

patológica de células troncales (teoría troncal) o en la transformación de células diferenciadas hacia 

un fenotipo mesenquimal que adquiere atributos de troncalidad (teoría de transición epitelio-

mesénquima). Las líneas celulares de cáncer mamario parentales cultivadas bajo condiciones no 

adherentes y libres de suero, conduce al enriquecimiento de células troncales cancerosas (CTC), 

formando aglomerados conocidos como mamosferas. El yodo en su forma química molecular (I2) 

ejerce acciones apoptóticas y de re-diferenciación en diversos cánceres captadores de yodo. En este 

trabajo se analizaron los efectos del I2 en la sobrevivencia (mamosferas) y potencialidad invasiva 

in vitro (modelos de Herida y Transwell) así como la capacidad tumorigénica in vivo 

(xenotransplantes), de líneas celulares poco invasivas (MCF-7) e invasivas (MDA-MB-231). Los 

resultados muestran que el I2 independientemente de la línea celular, disminuye la proliferación y 

potencial invasivo de las CTC de manera dependiente de la dosis. En los animales 

inmunodeprimidos, el suplemento dietario de I2 disminuye la capacidad tumorigénica de las células 

MDA-MB-231, tanto en su condición parental como de CTC. Los análisis de identidad celular 

(citometría de flujo) muestran que el I2 induce una selección diferencial hacia un fenotipo más 

diferenciado asociado a disminuciones significativas en genes de troncalidad como CD44, CD24 

y vimentina. En conclusión estos datos indican que el I2 ejerce efectos antiproliferativos en las CTC 

forzando su re-diferenciación y por lo tanto inhibiendo su capacidad tumorigénica. 
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EFECT OF MOLECULAR IODINE IN STEM AND PARENTAL MAMARY CANCER 
CELLS 

 

Currently, it is postulated that development and progression of cancer are based on the pathological 

evolution of stem cells (stem theory) or in the transformation of the differentiated cell toward a 

mesenchymal phenotype which acquires stem attributes (epithelial-mesenchymal transition 

theory). Parental breast cancer cell lines culture under non-adherent and serum-free conditions, 

leads to enrichment of cancer stem cells (CSC), forming clusters known as mammospheres. Iodine 

in his molecular form (I2) exert apoptotic and re-differentiation actions on several I2-uptake cancer 

cells. On this work is analyzed the effects of I2 supplement in the surviving (mammosphere) and 

invasive potential (Wound-healing and Transwell models) as well as tumorigenic capacity in vivo 

(xenografts) of breast cancer cell lines noninvasive (MFC-7) and invasive (MDA-MB-231). 

Results show that independent of the cell line, I2 decreases cell proliferation and invasive potential 

of CSC in a dose-dependent way. In immunosuppressed mice, I2 supplement decreases the 

tumorigenic capacity of MDA-MB-231 cells, both parental and CSC conditions. Cell identity 

analyze (flow cytometry) showed that I2 induce a differential selection toward a less differentiated 

phenotype associated with significant decreases on stem genes like CD44, CD24 and vimentin. On 

conclusion, these data suggest that I2 maintains its antiproliferative effects in CSC and parental 

cancer cells by forcing their differentiation into a less invasive phenotype and thereby inhibiting 

their tumorigenic capacities. 
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INTRODUCCIÓN 
 

El cáncer mamario es la neoplasia maligna con mayor incidencia a nivel mundial y es la primera 

causa de muerte en mujeres en edad reproductiva debido a su gran capacidad de invasión y 

quimiorresistencia. La evolución de una célula normal a una célula cancerosa requiere de la 

desregulación de múltiples procesos celulares. De acuerdo a los modelos clásicos de la 

carcinogénesis, estos eventos pueden ocurrir en cualquier célula, lo cual se le conoce como la 

hipótesis estocástica e involucra trans-diferenciaciones epitelio-mesénquima que les permiten 

adquirir un fenotipo diferencial e-cadherina-/vimentina+. Sin embargo en las últimas décadas ha 

surgido la hipótesis jerárquica que sostiene que solo las células troncales, presentes en todos los 

tejidos, al volverse cancerosas son las responsables del crecimiento y evolución de los tumores. 

Estas células troncales cancerosas mantienen su capacidad de auto-renovación y desarrollan una 

alta resistencia a fármacos y a la inducción de apoptosis. Por otro lado, en los últimos años se ha 

reportado que el yodo molecular (I2) tiene efectos antiproliferativos y pro-apoptóticos en una 

variedad de células cancerosas captadoras de yodo. Recientemente, en nuestro laboratorio se 

mostró que el suplemento de I2 en tejidos y células mamarias tumorales, conlleva la formación de 

un lípido yodado conocido como 6-yodolactona, el cual tiene una gran afinidad por los receptores 

activados por proliferadores de peroxisomas tipo gamma (PPARγ). Estos receptores están 

estrechamente relacionados a procesos de diferenciación y apoptosis en una gran variedad de 

cánceres humanos. En este trabajo se evaluó el efecto que tiene el suplemento de I2 en la 

proliferación y formación de mamosferas en células troncales de cáncer mamario. También se 

evaluó el efecto del suplemento dietético de I2, en la instalación y progresión de xenotransplantes 

de mamosferas en ratones hembra inmunosuprimidos (nu/nu). 
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I. ANTECEDENTES 
 

1.1 Células troncales 
 

Muchos de los tejidos que forman un organismo están en un estado de recambio, en el cual un 

número de células diferenciadas son constantemente eliminadas y remplazadas. A pesar de esto, 

los tejidos mantienen su tamaño y estructura durante el tiempo a través de un regulado proceso de 

proliferación y diferenciación. En cada tejido, este proceso es orquestado por una población de 

células de larga vida llamadas células troncales (Rajendran y Dalerba, 2014). Las células troncales, 

son células no diferenciadas que cuando se dividen tienen la capacidad de auto-renovarse y al 

mismo tiempo diferenciarse en células más especializadas (Watt and Hogan., 2000; Weissman et 

al., 2000). Las células troncales se pueden clasificar según su potencial de división o su origen: 

Según su potencial de división: 

 Totipotencial: son células que pueden formar un organismo completo, tanto los 

componentes embrionarios (endodermo, mesodermo y ectodermo) como los 

extraembrionarios (placenta). 

 Pluripotenciales: son células provenientes del blastocisto que pueden formar cualquier 

célula o tejido del cuerpo, pero a diferencia de las totipotenciales no pueden formar por sí 

solas un organismo. 

 Multipotenciales: son células que solo pueden dar lugar a células de la capa embrionaria a 

la que pertenecen. 

 Unipotenciales: son células comprometidas que solo pueden dar lugar a un tipo 

determinado de célula. 

 Diferenciadas: son células que han alcanzado su plena madurez y una actividad funcional 

específica. 

Según su origen: 

 Embrionarias: son células pluripotenciales provenientes del blastocisto, que pueden dar 

lugar a cualquiera de las tres capas embrionarias. 
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 Adultas: son células troncales presentes en los tejidos adultos, que solo pueden dar lugar a 

células del tejido al que pertenecen. 

Una característica distintiva de las células troncales es su capacidad de auto-renovarse en forma 

simétrica o asimétrica. La división mitótica simétrica da lugar a dos células troncales y la división 

asimétrica ge|nera una célula troncal y una célula con el potencial de diferenciarse. La división 

asimétrica se logra por dos mecanismos: asimetría divisional y asimetría ambiental. En la división 

asimétrica el material celular, como el  mRNA y proteínas, son segregados asimétricamente entre 

las células hijas (Wilson and Trumpp, 2006). Por otro lado, en la asimetría ambiental una de las 

células hijas permanece en contacto con los nichos de células troncales, los cuales son 

microambientes que suministran factores de crecimiento y proteínas de adhesión específicas a las 

células troncales, manteniendo su fenotipo de célula troncal mientras que la otra célula hija pierde 

el contacto con los factores de crecimiento y proteínas provenientes de los nichos adoptando un 

fenotipo diferenciado (Lutolf et al., 2009; Scaden, 2006). 

El destino de las células troncales es gobernado por señales intrínsecas y extrínsecas. Las señales 

intrínsecas incluyen la expresión de factores de transcripción necesarios para el mantenimiento y 

la división asimétrica, mientras que las señales extrínsecas incluyen factores e interacciones célula 

-célula dentro del microambiente de células troncales (Watt and Hogan, 2000). Las células 

troncales diferenciadas van perdiendo gradualmente su capacidad para auto-renovarse y 

posteriormente dan lugar a células progenitoras, las cuales se desarrollan en células especializadas 

con funciones específicas (Van Roy and Berx, 2012). 

 

1.2 Anatomía y fisiología de la glándula mamaria 
 

La glándula mamaria (figura 1) es una glándula exocrina de estructura túbulo-alveolar que se 

presenta en todos los mamíferos y define la característica más conspicua de la clase mamífera. Esta 

glándula está formada por entre 15 a 20 unidades independientes conocidas como lóbulos. Cada 

lóbulo a su vez está formado por subunidades que se conocen como lobulillos, los cuales están 

compuestos de numerosas unidades llamadas acinos. Cada lóbulo está asociado a un conducto 

excretor conocido como conducto galactóforo, que desemboca en el pezón y a nivel de la areola 

este conducto forma una pequeña dilatación sacular que se conoce como seno lactífero, el cual 
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sirve como reservorio de leche. El conducto galactóforo se ramifica entre los lóbulos formando los 

conductos interlobulares, los cuales ingresan a cada uno de los lóbulos y se ramifican entre los 

lobulillos formando los conductos interlobulillares. Estos últimos se vuelven a ramificar y forman 

los conductos terminales, cada uno de los cuales se unen a un único lobulillo. La unidad conducto 

terminal-lobulillo representa la estructura funcional de la glándula mamaria y se conoce como 

unidad ducto lobulillo terminal (TDLU por sus siglas en inglés). Dentro del lobulillo el conducto 

terminal se ramifica formando los conductos intralobulillares, los cuales se asocian a un acino. Los 

acinos son estructura saculares de forma esférica rodeadas por una capa de epitelio cúbico simple 

y que están formados por las células acinares, las cuales son las que producen los nutrientes que 

forman la leche materna durante la lactancia (Geneser, 2000; Lanigan et al., 2007; Mendieta- Trejo, 

2011). 

Rodeando la capa de epitelio cúbico se encuentra una capa de células mioepiteliales, las cuales 

durante el periodo de lactancia son estimuladas por la oxitocina y, al contraerse, favorecen la 

eyección del contenido de los acinos hacia los conductos excretores. Rodeando la capa de 

mioepitelio se encuentra una membrana basal formada por un conglomerado de fibras de colágena, 

la cual separa el epitelio glandular del estroma circundante (Geneser, 2000; Lanigan et al., 2007; 

Mendieta-Trejo, 2011).  

 

Figura 1. Anatomía interna y externa de la glándula mamaria humana (tomada de Tortora & Derrickson, 

2006) 
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1.3 Carcinogénesis de la glándula mamaria 
 

El cáncer mamario es una condición maligna de la glándula mamaria. Se ha planteado que el primer 

paso de la carcinogénesis de la glándula mamaria es la hiperplasia sin atipia, que es el aumento de 

la celularidad de las unidades ductal lobulillo terminal y/o de los conductos interlobulillares. La 

hiperplasia sin atipia se puede clasificar dependiendo del número de capas involucradas, siendo 

leve cuando hay de 3 a 4 capas, moderada cuando hay más de 5 capas y severa cuando las células 

han obstruido los ductos. Durante la hiperplasia sin atipia las células se caracterizan por variar de 

tamaño, tener forma ovoide o de huso, un patrón de cromatina normal y un nucléolo distinto 

(DeVita et al., 2015; Mallon et al., 2000; Mendieta-Trejo, 2011). 

El segundo paso en la carcinogénesis es la hiperplasia atípica. La hiperplasia atípica puede 

desarrollarse tanto en los conductos como en los lóbulos y se caracteriza por poseer características 

anormales, lo que las hace difícil de distinguirlas de los carcinomas mamarios. El siguiente paso 

son los carcinomas in situ o no invasivo, que es cuando las células han alcanzado un estado tumoral, 

pero permanecen dentro de la membrana basal de la unidad ductal lobulillo terminal, y finalmente 

los carcinomas invasivos que ocurren cuando hay una diseminación a través de la membrana basal 

de las células cancerosas hacia los alrededores del tejido adyacente normal (DeVita et al., 2015; 

Mallon et al., 2000; Mendieta-Trejo, 2011). 

 Estudios epidemiológicos publicados en el GLOBOCAN en el año del 2012, indican que el cáncer 

mamario es la neoplasia maligna de mayor incidencia a nivel mundial y el de mayor mortalidad en 

mujeres (figura 2). Esta premisa ha sido atribuida a la capacidad de estas células cancerosas para 

desarrollar metástasis y resistencia a tratamientos antineoplásicos. Se estima que el 95% del cáncer 

mamario tiene el potencial de generar metástasis y que entre el 40% y 60% de las pacientes tratadas 

con quimioterapia desarrollarán recidivas. 
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v     

Figura 2. Tasa de incidencia y mortalidad de los diferentes tipos de cáncer a nivel mundial en (A) ambos sexos 

y (B) en mujeres. ASR Tasa estandarizada por edad por cada 100 000 personas por año (tomada de 

GLOBOCAN, 2012). 

  

Los carcinomas mamarios se pueden clasificar de acuerdo a su origen en carcinoma ductal y 

lobulillar. El carcinoma ductal se origina en las células que revisten los conductos galactóforos y 

es el tipo de cáncer mamario más frecuente, representando el 80% de los carcinomas mamarios 

invasivos. El carcinoma lobulillar se origina en las células de los lobulillos mamarios y su 

incidencia es del 10% de todos los casos (AAEC, 2013). Los carcinomas mamarios también se 

pueden clasificar de acuerdo a los patrones de genes expresados en: 

 Luminal; Este grupo comprende la mayoría de los carcinomas mamarios y están 

caracterizados por la presencia de genes que normalmente son expresados en el epitelio 

mamario luminal. Comprende la mayoría de los carcinomas receptores a estrógenos (ER) 

y puede ser dividido en dos subtipos; luminal A y luminal B. Los tumores del tipo luminal 

A son comúnmente caracterizados por la alta expresión de genes relacionados a ER, baja 

expresión del factor de crecimiento epidérmico humano 2 (HER2) y genes asociados a la 

proliferación celular. En contraste, los tumores de tipo luminal B están caracterizados por 

A B B 
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una baja expresión de RE, variable expresión de HER2 y altos niveles de expresión de 

genes asociados a la proliferación celular (De Vita et al., 2015).  

 Enriquecidos en HER2: Este grupo comprende entre el 10% y 15% de todos los carcinomas 

mamarios. Estos carcinomas sobreexpresan tanto HER2 como genes asociados a la 

proliferación celular y tienen una baja expresión de ER (De Vita et al., 2015). 

 Basal o negativo a ER: Este grupo comprende un grupo heterogéneo de tumores que 

clínicamente son definidos como triple negativos debido a que típicamente carecen de ER, 

HER2 y de receptores a progesterona (PR). Sin embargo, no todos los tumores del tipo 

basal son triple negativos y viceversa. Los carcinomas basales fueron primeramente 

identificados por una alta expresión de citoqueratinas basales y de genes asociados a la 

proliferación y por una pérdida de genes asociados a la regulación del ciclo celular lo que 

les confiere un pobre pronóstico. Los carcinomas de tipo basal comprenden entre el 15% 

y 20% de todos los casos de cáncer mamario (De Vita et al., 2015).   

 
1.4 Factores de riesgo y prevención del cáncer mamario 
 

Se han descrito diversos factores de riesgo que están de forma continua o episódica influyendo en 

el daño celular que conduce al desarrollo del cáncer. Entre los más reconocidos están los 

traumatismos graves, la exposición a agentes físicos y/o químicos, los infecciosos y los ambientales 

(Wärri et al., 2007). Sin embargo existen factores de riesgo específicos que contribuyen al 

desarrollo del cáncer mamario y que se pueden clasificar en dos categorías: 

Factores genéticos 

 Alteraciones genéticas heredadas por la línea germinal de los genes BRCA1, BRCA2, P53 

y PTEN (Dixon, 2006). BRCA1 y BRCA2 son genes que funcionan como supresores de 

tumores ya que participan en la regulación del ciclo celular y evitan la proliferación celular 

incontrolada, además participan en los mecanismos de detección y reparación del DNA 

dañado (Wang et al., 2000;). La proteína P53 es un factor de transcripción que también 

funciona como supresor de tumores, ya que participa en la detección de daño al DNA e 

induce al arresto celular a través de la inducción de la proteína P21, la cual tiene la 

capacidad de inhibir la fase G1 del ciclo celular. P53 también activa enzimas que reparan 
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el DNA dañado y, en caso de que no se pueda reparar, puede inducir a la apoptosis (Ryan 

et al., 2001). PTEN es una fosfatasa cuya pérdida en su función promueve la tumorigénesis 

(Jiang and Liu, 2008). 

 

 Susceptibilidad familiar. Aunque este factor no ha sido comprendido del todo, se ha 

demostrado que las mujeres con familiares directos (hermanas, hijas, madre) que han 

desarrollado cáncer mamario y que no está asociado a mutaciones en los genes 

mencionados anteriormente, tienen de 2 a 5 veces más riesgo que el resto de la población 

de desarrollar cáncer mamario (Dixon, 2006). 

Factores de estilo de vida 

 Factores reproductivos. Este factor incluye la menarca temprana y la menopausia tardía 

debido a que se aumenta el tiempo en que las mujeres están expuestas a hormonas sexuales 

(Russo et al., 2006), También se incluye la nuliparidad y edades tardías del primer 

embarazo (después de los 30 años), en donde no se alcanza una diferenciación total de las 

células de la glándula mamaria (Dixon., 2006). 

 

 Factores dietéticos. Estudios epidemiológicos han demostrado que las mujeres que tienen 

un alto consumo de alcohol y grasas, tienen un mayor riesgo a desarrollar cáncer mamario 

(Dixon, 2006). 

 

Por otro lado, así como existen factores de riesgo, existen factores de protección que previenen el 

desarrollo del cáncer mamario: 

 

 Edades tempranas del primer embarazo (antes de los 20 años) y lactancia mayor a tres 

meses. Debido a que se alcanza la diferenciación total de las células que forman la glándula 

mamaria (Dixon, 2006). 

 

 Dieta oriental. Estudios epidemiológicos muestran que las mujeres de países asiáticos 

tienen una menor incidencia a desarrollar cáncer mamario. Lo cual ha sido correlacionado 
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con el elevado consumo de fitoestrógenos (soya) y yodo (algas marinas) que forman parte 

de su dieta regular (Bilal et al., 2014; Cann et al., 2000). 

 

1.5 Teorías sobre el surgimiento de las células cancerosas 
 

Los tumores cancerosos se caracterizan por tener una amplia y extensa heterogeneidad celular que 

presentan distintas características fenotípicas y funcionales. Estas características incluyen 

marcadores de membrana, expresión de genes, capacidad invasiva y proliferativa y, respuesta 

terapéutica (Dick, 2008; Marusyk et al., 2010; Pietras et al., 2011). Actualmente se han propuesto 

dos modelos que explican tanto el surgimiento como la naturaleza heterogénea de las células 

cancerosas; el modelo estocástico y el modelo jerárquico. Aunque ambos modelos sostienen que 

la progresión tumoral es iniciada por una pequeña población de células dentro del tumor, se 

diferencian en los principios biológicos del surgimiento de estas poblaciones celulares (Dick, 2008; 

Marusyk et al., 2010; Pietras et al., 2011). 

 

1.5.1 Modelo estocástico o tradicional  
 

Este modelo (Figura 3) propone que una o más células diferenciadas presentes en el tejido adulto 

sufren  mutaciones y a través de un proceso de división no controlada se van acumulando 

alteraciones genéticas hasta sufrir un episodio transformante de trans-diferenciación conocido 

como transición epitelio mesénquima (TEM; Strauss et al., 2011). La TEM es caracterizada por un 

incremento en la expresión de marcadores mesenquimales (vimentina, trombospondina, N-

cadherina y vitronectina), un incremento de los compuestos de matriz extracelular (colágeno IV y 

fibronectina), así como disminución en la expresión de marcadores epiteliales (E-cadherina, 

ocludina, desmoplaquina y mucina), alteración en la localización de factores de transcripción (β-

catenina, Snail, SLUG, TWIST, SOX10 y NFkB) y activación de cinasas (ERK1, ERK2 y 

PI3K/AKT) (Morel et al., 2008). Además esta teoría propone que cualquier célula cancerosa 

presente en el tumor tiene la capacidad de mantener y expandir el tumor a otros tejidos (Eguiara et 

al., 2012). 
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Figura 3. Origen de las células cancerosas según el modelo estocástico. Este modelo propone que una célula 

diferenciada sufre un episodio transformante y adquiere propiedades de célula cancerosa (tomada de Eguiara 

et al., 2012). 

 
1.5.2 Modelo jerárquico o modelo de las células troncales cancerosas  
 

Este modelo (figura 4) mantiene que la población de células cancerosas está organizada en una 

jerarquía funcional. En la parte más alta de esta jerarquía se encuentra una subpoblación de células 

troncales que poseen la capacidad de auto-renovación y diferenciación. Cuando estas células han 

adquirido mutaciones que causan una desregulación, alcanzan el estado de célula cancerosa 

(Clevers et al., 2011; Dalerba et al., 2007; Dick, 2008; Reya et al., 2001). Según esta teoría solo 

las células troncales cancerosas (CTC) tienen la capacidad de mantener y expandir el tumor a otros 

tejidos (Eguiara et al., 2012). Adicionalmente esta teoría propone que la masa tumoral está formada 

por una población fenotípicamente heterogénea, derivada de las CTC. Por otro lado el resto de la 

población de células cancerosas tiene un potencial de proliferación limitado y no contribuyen al 

crecimiento tumoral (Clevers et al., 2011; Dalerba et al., 2007; Dick, 2008; Reya et al., 2001). 
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Figura 4. Origen de las células cancerosas según el modelo jerárquico. Este modelo propone que una célula 

troncal presente en tejidos adultos sufre un episodio transformante alcanzando el estado de célula cancerosa 

(tomada de Eguiara et al., 2012). 

 

1.6 Células troncales cancerosas en cáncer mamario 
 

La existencia de CTC en cáncer mamario fue demostrada por primera vez por Al Hajj y 

colaboradores (2003). En este estudio, mediante citometría de flujo aislaron diferentes poblaciones 

de células a partir de efusiones pleurales y tumores extraídos a pacientes con cáncer mamario. Estas 

células fueron inyectadas en ratones inmunosuprimidos para inducirles tumores. De forma 

interesante ellos encontraron que había una población celular específica, que podía ser identificada 

por el fenotipo CD44+/CD24-, la cual al inyectarla en concentraciones muy bajas 

(aproximadamente 200 de estas células) eran capaces de desarrollar tumores en los ratones 

inmunosuprimidos. Además con el tiempo, estas células podían desarrollar toda la heterogeneidad 

celular presente en un tumor. En contraste las poblaciones celulares mezcladas requerían la 

presencia de cantidades 100 veces mayores para desarrollar dichos tumores (Al Hajj et al., 2003).  

Se ha propuesto que esta población celular iniciadora de tumores mamarios puede identificarse por 

la presencia o ausencia de marcadores específicos como CD24, CD44, y ALDH1. CD24 es una 

proteína de membrana altamente expresada en diferentes tipos de cáncer (mamario, ovario, 

próstata). Esta proteína está involucrada en procesos de interacción célula - célula y se ha 

correlacionado con la formación de metástasis. Se ha sugerido que después de que las células 

cancerosas se diseminan del tumor primario y pasan al torrente sanguíneo, le permite adherirse al 

endotelio del órgano blanco a través de la interacción con la proteína P-selectina (Kristiansen et 

al., 2003). CD44 es una proteína de membrana involucrada en la activación de linfocitos, adhesión 

a matriz extracelular, angiogénesis, proliferación celular, diferenciación y migración. Estudios en 
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donde se ha inhibido la expresión de CD44 sugieren que esta proteína juega un rol importante en 

el mantenimiento de la troncalidad de las células troncales cancerosas mamarias (Pham et al., 

2009). Por otro lado, ALDH1 es una enzima responsable de la oxidación de aldehídos intracelulares 

en ácidos carboxílicos, y juega un rol importante en la diferenciación de las células troncales a 

través de la oxidación del retinol a ácido retinoico. Adicionalmente, se ha reportado que las células 

de cáncer mamario que presentan incremento en la actividad de ALDH1 tienen propiedades de 

CTC y son altamente tumorigénicas (Marcato et al., 2011; Ginestier et al., 2007). 

 

1.7 Efecto del yodo molecular (I2) en cáncer mamario 
 

El yodo es un elemento esencial para la vida, el cual es captado y metabolizado por todos los seres 

vivos. En la naturaleza el yodo puede encontrarse en forma de yoduros asociados a sales 

inorgánicas (NaI, KI), como yodo diatómico o molecular (I2) y en forma de yodatos y peryodato 

de sodio (NaIO3 y NaIO4). El yodo en los vertebrados, es obtenido por la dieta y absorbido a través 

del tracto gastrointestinal. Este elemento es un componente primordial para la formación de 

hormonas tiroideas en la glándula tiroides, aunque también es captado por tejidos extra-tiroideos 

como estómago, intestino, glándulas salivales, plexos coroideos, próstata, ovarios y glándula 

mamaria (Aceves et al., 2009). El yoduro (I-) es la forma química más abundante en el organismo 

y es internalizado en los diversos tejidos a través del co-transportador sodio-yodo conocido como 

NIS (Na-I simporter). Recientemente también se ha propuesto la presencia de un transportador de 

I2, parecido al descrito en algas marinas que opera a través de difusión facilitada y, que permite la 

incorporación de esta forma química de yodo en la glándula mamaria normal y tumoral (Arrollo-

Helguera et al., 2006). 

En los últimos años se ha reportado que el I2 ejerce efectos antiproliferativos, pro-apoptóticos y de 

re-diferenciación en modelos subclínicos y clínicos de patologías mamarias y prostáticas (Aceves 

et al., 2013). Estudios moleculares han mostrado que el I2 ejerce estas acciones a través de dos 

mecanismos: uno directo que involucra las propiedades antioxidantes/oxidantes del I2 per se, y un 

mecanismo indirecto a través de la formación de yodo-lípidos (Alfaro et al., 2013; Nava-Villalva 

et al., 2015). 
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En el caso de los efectos antioxidante/oxidante se han obtenido datos que muestran que a 

concentraciones bajas de I2 se reduce significativamente la oxidación de lípidos por neutralización 

de especies reactivas de oxígeno; mientras que en altas concentraciones, puede actuar como un 

oxidante directo, disipando el potencial de membrana mitocondrial, lo cual permite la liberación 

del factor inductor de la apoptosis (AIF)  e induce la apoptosis independiente de caspasas (Alfaro 

et al., 2013; Shirvastava et al., 2006). 

Por otro lado, el I2 puede unirse con el ácido araquidónico, formando el lípido yodado 6-

yodolactona (Aceves et al., 2009). Se ha demostrado que la 6-yodolactona (6IL) es un ligando de 

los receptores activados por proliferadores de peroxisomas tipo gamma (PPARγ). Estos receptores 

son factores de transcripción que funcionan como reguladores del metabolismo de lípidos y que 

juegan un papel importante en la proliferación, diferenciación y apoptosis en muchas celulares 

cancerosas (mama, próstata y pulmón) (Nava-Villalva et al., 2015) 

Adicionalmente se ha reportado la existencia de poblaciones celulares con sensibilidad diferente al 

I2. Estudios en modelos murinos en donde se evaluó el efecto de este elemento en la inducción de 

apoptosis en tumores inducidos con el cancerígeno N-metil-nitroso-urea (MNU) se encontró que 

la apoptosis  ocurría en regiones determinadas, indicando una sensibilidad diferencial al I2 dentro 

de un mismo tumor (Figura 5; Aceves et al., 2009). 
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Figura 5. Apoptosis en tumores mamarios. Microfotografía (20X) del ensayo de TUNEL en tumores mamarios 

inducidos por el agente cancerígeno N-metil-nitroso-urea (MNU) en ratas control (A) y suplementadas con I2. 

(B). Panel C detalle a 10X  donde las flechas indican las regiones positivas para el ensayo de TUNEL y (D) 

análisis cuantitativo del ensayo de TUNEL (tomada de Aceves et al, 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

  

15  

II. JUSTIFICACIÓN 
 

En los últimos años se han identificado células troncales tanto en tejido normal como canceroso, y 

se ha reportado que estas células están presentes incluso en las líneas celulares cancerosas 

inmortalizadas. Estas CTC, resultan de gran interés, ya que se les atribuye la capacidad de originar, 

mantener y expandir los tumores. Además, al ser más resistentes a tratamientos convencionales 

utilizados en oncología, como la quimioterapia o la radioterapia suponen un candidato clave para 

estudiar los mecanismos de metástasis y quimiorresistencia. Tratamientos dirigidos contra estas 

células podrían dar lugar a una eliminación completa del tumor y a la contención más efectiva de 

la enfermedad. Por otro lado, se ha reportado que el I2 tiene efectos antiproliferativos y apoptóticos 

en diversos modelos de cáncer mamario, sin embargo no se ha estudiado su posible efecto sobre 

CTC mamarias. En este trabajo se analizó el efecto diferencial del I2 en poblaciones troncales 

utilizando dos líneas celulares de cáncer que representa dos estadios de la patología mamaria: 

cáncer diferenciado, poco invasivo y responsivo a hormonas (Luminal; MCF-7) y el des-

diferenciado, no responsivo a hormonas y altamente invasivo (Basal; MDA-MB-231). 
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III. HIPÓTESIS 
 

El I2 tiene efectos antineoplásicos en células troncales cancerosas a través de favorecer su 

diferenciación y por lo tanto inhibir su capacidad tumorigénica, independientemente de la 

agresividad tumoral. 

 

IV. OBJETIVOS 
 

4.1 Objetivo general 
 

Evaluar el efecto del I2 en células troncales cancerosas en dos modelos de cáncer mamario: 

diferenciado (MCF-7) y triple negativo (MDA-MB-231).  

 
4.2 Objetivos específicos 
 

Analizar el efecto del I2 tanto en la formación de mamosferas como en la proliferación de CTC. 

Analizar el efecto del I2 en la instalación y progresión de xenotransplantes de mamosferas. 

Analizar la participación de marcadores de troncalidad y diferenciación en la respuesta al I2. 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

5.1 Material biológico 
 

Se utilizaron células troncales cancerosas mamarias obtenidas a partir de las líneas celulares 

parentales MCF-7 y MDA-MB-231. 

 

5.2 Cultivos en mono-capa 
 

Las células (40000 células/mL) fueron cultivadas en placas Petri con medio de cultivo Dubelcco´s 

modified Eagle´s (DMEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 2% de 

penicilina/estreptomicina e incubados a 37°C con 5% de CO2. El tratamiento con I2 fue realizado 

desde el inicio del cultivo y el medio fue renovado cada tercer día. 

 

5.3 Cultivos en mamosferas 
 

Las células (40000 células/mL) fueron cultivadas en platos de baja adherencia con medio de cultivo 

MammoCult (Human) suplementado con 4µg/mL de sal de heparina de sodio 2%, 0.48 µg/mL de 

hidrocortisona y 2% de penicilina/estreptomicina e incubadas a 37°C con 5% de CO2. El 

tratamiento con I2 fue realizado desde el inicio del cultivo. El medio fue renovado cada tercer día 

transfiriendo las células a tubos falcon y centrifugando a 2500 rpm durante 3 minutos para 

posteriormente resuspender las células en medio de cultivo. 

 

5.4 Curva de proliferación y viabilidad celular 
 

Para la disgregación de las células y/o mamosferas, se agregó tripsina/EDTA y se incubó durante 

1 minuto a 37°C y 5% CO2, se estabilizó con medio DMEM y se transfirieron a tubos falcon. Se 
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utilizó azul de tripano 0.4% para verificar viabilidad celular y posteriormente las células viables 

fueron cuantificadas por el método de Neubauer.  

 

5.5 Extracción de RNA y síntesis de DNAc 
 

La extracción de RNA se realizó con el reactivo de TRIzol de acuerdo al protocolo del proveedor. 

Posteriormente se sintetizó DNAc mediante transcripción reversa utilizando los reactivos que se 

muestran en la tabla 1. La mezcla final se colocó en un termociclador a 40°C por 1 hora y se 

almacenaron a -20°C hasta su uso. 

 

Tabla1. Reactivos utilizados para la síntesis de DNAc 

Mix 1 Mix 2 

Oligo dt 1 µL H2O 2.05 µL 

RNA  2 µg RNAasa OUT 0.7 µL 

Aforar con H2O  Buffer 5x 5 µL 

Volumen Final 15 µL DNTP´s 1.25 µL 

 Superscript 

transcriptasa 

1 µL 

Volumen Final 10 µL 

 

 

5.6 PCR tiempo real  
 

La reacción de PCR en tiempo real se realizó en un termociclador Rotor Gene RG-300 bajo las 

condiciones de 30 ciclos con una temperatura de 95 °C de fusión, 55-60 °C de alineamiento y 72 

°C de extensión y se preparó como se indica a continuación: SYBR Green (FERMENTAS) 5 µL, 

oligonucleótido (sentido + antisentido; 10 nM), 0.4 µL, agua es. 



 

 

  

19  

téril 4.1 µL, cDNA (muestra) 0.5 µL. La expresión génica relativa se calculó usando una curva 

estándar y normalizada con la expresión de β-actina. Los marcadores evaluados se muestran en la 

tabla 2. 

 

Tabla 2. Marcadores evaluados mediante PCR en tiempo real  

Gen Marcador Oligonucleótido Tamaño (pb) 

CD44 Troncalidad S5´-AGAAGGTGTGGGCAGAAGAA-3´ 

AS´5´-AAATGCACCATTTCCTGAGA-3´ 
116 

CD24 Troncalidad S 5´-CCCACGCAGATTTATTCCAG-3´ 

AS´5´-GACTTCCAGACGCCATTTG-3´ 
255 

E- Cadherina Troncalidad e 

invasión celular 

S 5´-TGCCCAGAAAATGAAAAAGG -3´ 

AS´5´-GTGTATGTGGCAATGCGTTC -3´ 
200 

Vimentina Troncalidad e 

invasión celular 

S 5´-CCCTCAAATCCCAAAACTCA -3´ 

AS´5´-GAGCAGAAGGGCTTGAACAG -3´ 
600 

SOX2 Troncalidad S 5´-CACCTACAGCATGTCCTACTC-3´ 
AS 3´-CATGCTGTTTCTTACTCTCCTC-5´ 

 
386 

 

 

5.7 Ensayo de Herida (Wound-healing) 
 

El ensayo de Herida se realizó siguiendo el protocolo descrito por Nava Villalva et al., (2015). Se 

sembraron las células en placas de 60 mm a una densidad de 1 x 105 células/mL en 5 mL de DMEM 

suplementado con 10% SFB, y se incubaron a 37°C y 5% CO2 durante 12 horas, posteriormente 

las células adheridas fueron rasgadas dos veces en paralelo utilizando una punta de pipeta de 200 

µL y tratadas con I2 200 µM por 24 horas Se determinó el número de células que migraron 

utilizando la aplicación Leica Suite versión 2.8.1 y las imágenes fueron capturadas con un objetivo 

10X usando un microscopio DM 2500 y una cámara DFC 420. 

 

5.8 Ensayo de invasión celular Transwell 
 

El análisis de invasión celular fue realizado mediante ensayo de migración Transwell, donde 

cámaras Transwell fueron recubiertas con 40 µL de matriz extracelular Matrigel, mezclado con 20 
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µL de DMEM. Las células fueron sembradas en la parte superior de las cámaras a una densidad de 

1 x 105 células /pozo en 200 µL de DMEM no suplementado. En la parte inferior de las cámaras se 

colocaron 500 µL de DMEM suplementado con 10% SFB. Las células fueron incubadas a 37°C 

con 5% de CO2 durante 24 horas. Las células fueron fijadas con metanol al 100% y teñidas con 

azul de toluidina en borano al 1 %. Se determinó el número de células que migraron a la cámara 

inferior del filtro utilizando la aplicación Leica Suite versión 2.8.1 y las imágenes fueron capturadas 

con un objetivo 20X usando un microscopio DM 2500 y una cámara DFC 420. 

 
5.9 Citometría de flujo 
 

Los ensayos de citometría de flujo de CD44/CD24 se realizaron mediante el protocolo descrito por 

Sheridan et al., 2006. Las células fueron lavadas con PBS y colectadas con VERSENO en tubos 

eppendorf, posteriormente se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos. Se añadió a las células 

combinaciones de anticuerpos monoclonales conjugados con fluorocromos obtenidos de BD 

Biosciences contra CD44 (FITC; 1:50) y CD24 (PE; 1:50) y fueron incubadas a 4°C en la 

obscuridad durante 60 minutos. Las células etiquetadas fueron lavadas y fijadas con PBS 

conteniendo 2% de formaldehido y re suspendidas en 1mL de PBS.  

Debido a la posición del epítope, la citometría de flujo de E-cadherina/vimentina se realizó 

siguiendo el protocolo descrito por Bontempo et al. 2016. Las células fueron colectadas con 0.05% 

EDTA/tripsina y lavadas con 0.05% EDTA/PBS en tubos eppendorf y se centrifugaron a 3000 rpm 

durante 5 minutos. Las células fueron fijadas con PBS conteniendo 2% de formaldehído durante 

10 minutos a 4°C y permeabilizadas usando una solución de metanol/acetona (1:1) a -20C° durante 

1 minuto. Posteriormente se añadió a las células combinaciones de anticuerpos monoclonales 

conjugados con fluorocromos obtenidos de BD Biosciences contra E-cadherina (Alexa 647; 1:50) 

y vimentina (PE; 1:50) y fueron incubadas a 4°C en la obscuridad durante 60 minutos. Las células 

fueron lavadas con PBS y re suspendidas en 1 mL de PBS. Las células fueron analizadas en un 

citómetro de flujo BD Biosciences Accuri C6. Los cálculos de las poblaciones se realizaron 

mediante el programa BD Biosciences Accuri C6.  
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5.10 Xenotransplantes en ratones inmunodeprimidos (nu/nu)  
 

Se utilizaron ratones hembra atímicos Nude-Foxn1 homocigotos (nu/nu) de seis a siete semanas de 

edad. Los ratones fueron mantenidos y reproducidos en condiciones óptimas de esterilidad, con 

ciclos de luz / oscuridad 12:12, temperatura de 18-22°C y con una dieta ad-libitum de agua y 

comida en el bioterio del Instituto de Neurobiología de la UNAM. Los ratones fueron manipulados 

y sacrificados de acuerdo a las normas descritas en el protocolo #35 aprobado por el Comité de 

Ética en Investigación del Instituto de Neurobiología de la UNAM. 

Se inocularon con una jeringa (aguja de 22m) 2 x 106 células, resuspendidas en 50 µL de medio y 

50 µL de matrigel de forma subcutánea a ratonas de 7 semanas de edad. Se realizó un seguimiento 

del estado general del animal y de la progresión tumoral. Se generaron los siguientes grupos: 1) 

monocapa control 2) monocapa + I2, 3) mamosfera control 4) mamosfera + I2. El suplemento de I2 

(0.025%) fue administrado en una solución de I2 en el agua para beber, iniciando el día de la 

inyección de las células y mantenido hasta el día en que se extrajo el tumor.  

 

5.11 Extracción tumoral 
 

Los tumores fueron extraídos antes de alcanzar un volumen de 2 cm3 (según la norma de bioética 

internacional del NIH) o a las tres semanas de inoculación. Los animales fueron anestesiados con 

una mezcla de Ketamina/Xilacina (70/6 mg/kg), se extrajeron los tumores y se tomaron medidas 

del volumen y peso del tumor. Las muestras fueron inmediatamente almacenadas a -70°C ó en 

formalina. 

 

5.12 Análisis estadísticos 

Los resultados fueron analizados estadísticamente mediante los métodos t-student y ANOVA de 

una y dos vías seguido de pruebas post hoc de Tukey para determinar diferencias significativas 

entre grupos experimentales, haciendo uso del software R (disponible en http://www.r-project.org/) 

y considerando un α = 0.05. 
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IV. RESULTADOS 
 

4.1 Análisis de marcadores de troncalidad en cultivos de mamosferas 
 

Para la obtención de células troncales de cáncer mamario se realizaron cultivos de baja adherencia 

en mamosferas de las líneas celulares MCF-7 (mMCF-7) y MDA-MB-231 (mMDA-231). Estos 

cultivos están basados en la premisa de que únicamente las células troncales pueden sobrevivir en 

cultivos no adherentes formando pequeñas colonias esféricas suspendidas, mientras que el resto de 

las células mueren por anoikis, que es la apoptosis inducida por la pérdida de la adherencia con la 

matriz extracelular (Iglesias et al., 2013). En la figura 6 se puede observar cómo se van formando 

las mamosferas en los diferentes tiempos de cultivo, observando que es hasta las 72 horas de cultivo 

que las mamosferas comienzan a tener una forma más definida.  

 

 

 

Figura 6. Micrografías (10X) de cultivos de mamosferas de las líneas celulares de cáncer mamario MCF-7 

(mMCF-7) y MDA-MB-231 (mMDA-231) en los diferentes tiempos de cultivo.  

 

                              0 horas                      24 horas                   48 horas                  72 horas         
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Las mamosferas además de contener células troncales, también pueden contener células 

progenitoras en varios estados de diferenciación (Dontu et al., 2003). Para identificar el momento 

en que las mamosferas estuvieran mayormente enriquecidas con CTC, se evaluaron los marcadores 

de troncalidad CD44, CD24 y SOX2 durante los diferentes tiempos de cultivos, tanto en los 

cultivos en mamosfera (mMCF-7) como en los cultivos en monocapa de células parentales (pMCF-

7). Como se puede observar en la figura 7, se encontró un aumento significativo del marcador 

CD44 en los cultivos de mamosferas MCF-7 (mMCF-7) con respecto a los cultivos de celulas 

parentales MCF-7 (pMCF-7) a las 72 h de cultivo. Por su parte, al analizar la línea MDA-MB-231 

se encontró un aumento significativo de CD44 a las 48, 72 y 96 horas entre los cultivos de 

mamosferas (mMDA-231) con respecto a los cultivos decelulas parentales (pMDA-231). Por otro 

lado, al analizar los resultados obtenidos para CD24 encontramos un aumento significativo de 

mMCF-7 con respecto a pMCF-7 a las 48 horas de cultivo y en mMDA-231 con respecto a mMDA-

231 a las 72 y 96 horas.  

Al analizar el marcador de troncalidad SOX2 a las 72 horas de cultivo, encontramos un aumento 

significativo de hasta 10 veces en los cultivos mMCF-7 con respecto a los de pMCF-7. Mientras 

que las células MDA-MB-231 no expresaron este marcador en ninguna de las sub-poblaciones 
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Figura 7. Expresión del RNAm cuantificado por RT qPCR de los marcadores de troncalidad en células 

parentales (monocapa) y troncales (mamosfera) de los tipos celulares mamarios MCF-7 y MDA-MB-231. Los 

resultados fueron normalizados usando como gen estructural a la β-actina. Letras diferentes denotan 

diferencias significativas (ANOVA y post hoc de Tukey; p<0.05) 
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4.2 Efectos antiproliferativos del I2 en cultivos en mamosferas 

 

Previamente se ha reportado que el I2 a una concentración 200 µM tiene efectos antiproliferativos 

en células de cáncer mamario MCF-7 y MDA-MB-231. Nosotros evaluamos el efecto de diferentes 

concentraciones de I2 en los cultivos de pMCF-7, mMCF-7, pMDA-231 y mMDA-231 (figura 8). 

Lo que se encontró fue que la proliferación aparente de los cultivos de pMCF-7 y pMDA-231 

disminuía con el I2 de una manera dependiente de la dosis y que en los cultivos de mMCF-7 y 

mMDA-231, cuando se usaban concentraciones mayores a 200 µM se inhibía también la formación 

de mamosferas.  

 

 

Figura 8. Efecto de diferentes concentraciones de I2 en cultivos de células parentales (p) y troncales (m) de 

cáncer mamario. Micrografias (8X) a las 72horas de cultivo. 
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Por lo cual se decidió analizar el efecto de 200 µM I2 en la proliferación celular de todos los tipos 

celulares a las 72 horas. Lo primero que llama la atención es que las células pMDA-231 tienen un 

tiempo de duplicación significativamente mayor que las células pMCF-7 corroborando su mayor 

capacidad invasiva. En segundo lugar, se observa que los cultivos de células troncales disminuyen 

su proliferación, en comparación con las parentales, independientemente del tipo celular, lo cual 

concuerda con la descripción de que estas células tienden a entrar en quiescencia. Finalmente, se 

corrobora que el suplemento de I2 a 200 µM disminuye significativamente el número celular en 

una proporción cercana al 50% en todos los tipos y subtipos celulares.  

 

 

Figura 9. Efecto del I2 (200µM) en la proliferación celular de cultivos parentales (p) y troncales (m) de células 

MCF-7 y MDA-MB-231. Se ilustra el % de cambio en la proliferación celular de los cultivos pMCF-7, mMCF-

7, pMDA-231 y mMDA-231 a las 72 horas.* denota diferencias significativas con respecto a su control (T-

student; p < 0.05)  

 

También se evaluó en las mismas condiciones, el tamaño de las mamosferas, encontrando una 

disminución significativa en el diámetro de las mamosferas en ambas líneas celulares (figura 10). 
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Figura 10. Efecto del I2 en el diámetro de mamosferas de ambas líneas celulares. * denota diferencias 

significativas con respecto a su control (t-student; p < 0.05) 

 

4.3 Invasión y migración in vitro 

 

Para evaluar el efecto del suplemento de I2 sobre la capacidad invasiva de las mamosferas en un 

modelo in vitro se realizaron ensayos de migración y Transwell en ambos tipos celulares. 

Encontramos una muy baja capacidad migratoria en la línea celular MCF-7 (datos no mostrados). 

En contraste, la línea celular las mamosferas (mMDA-231) mostraron una mayor capacidad 

migratoria con respecto a las células pMDA-231. La presencia de I2 en los cultivo se acompañó de 

una diminución en la capacidad migratoria en ambos tipos celulares (Figura 11).  

 

I2 200 µM  Control  

 

 

 

 

                  

 

 



 

 

  

28  

I2 200 µM  Control  

 

 

           

           

 

Control  I2 200 µM  

 

Figura 11. Efecto del suplemento de I2 sobre la capacidad de migración de células pMDA-231 y mMDA-231 a 

las 24 horas mediante el ensayo de herida. Letras diferentes denotan diferencias significativas (ANOVA y post 

hoc de Tukey; p<0.05) 

 

La capacidad de movilidad se analizó mediante el ensayo de Transwell en las células MDA-MB-

231, no se encontraron diferencias en la entre los cultivos en mMDA-231 y pMDA-231. Al 

suplementar los cultivos con I2 encontramos una diminución en la capacidad invasiva en ambos 

tipos celulares (Figura 12).  
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Figura 12. Efecto del I2 sobre la capacidad invasiva de células pMDA-231 y mMDA-231 mediante la cámara 

Transwell. Letras diferentes denotan diferencias significativas (ANOVA y post hoc de Tukey; p<0.05) 

 

 
4.4 Análisis del efecto del I2 sobre las poblaciones celulares  
   

Una característica importante de los tumores y de las líneas inmortalizadas de cáncer es que están 

formadas por diferentes poblaciones celulares con fenotipos distintos. Por lo cual, se evaluó el 

efecto del I2 sobre la población de CTC mediante citometría de flujo de las poblaciones troncales 

(CD44/CD24) y/o trans-diferenciadas por TEM (E-cadherina/vimentina; E-cad/vim) en los 

cultivos parentales y troncales.  

En la figura 13 A se muestran los resultados de los perfiles para la línea celular MCF-7. El cultivo 

de mamosferas mostró un aumento significativo de la población CD44+/CD24+ con respecto a las 

parentales y una disminución de la población CD44-/CD24- en las mamosferas con respecto a las 

parentales. Al suplementar los cultivos con I2 durante 72 horas, encontramos una disminución 
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significativa de las poblaciones CD44+/CD24+ y un enriquecimiento en la población CD44- /CD24- 

en ambos cultivos. 

Al analizar los resultados de los perfiles de la línea celular MDA-MB-231 (Figura 13 B), 

encontramos un enriquecimiento en la población CD44+/CD24- en ambos cultivos, sin embargo no 

encontramos diferencias significativas entre las mamosferas con respecto a las parentales. Al 

suplementar los cultivos con I2 durante 72 horas, encontramos una disminución significativa de las 

poblaciones CD44+/CD24- y un aumento en la población CD44-/CD24- en los cultivos de 

mamosferas.  

Por otro lado, al analizar las poblaciones de transformación TEM usando los marcadores E- 

cad/vim se encontró un efecto similar al ocurrido con las poblaciones troncales. En la figura 14 

podemos observar que los cultivos de mMCF-7 en condiciones control están enriquecidas con las 

poblaciones E-cad+/vim- y E-cad+/vim+, pero cuando las células son suplementadas con I2 por 48 

horas hay una disminución significativa de la población E-cad+/vim+ y hay un aumento de la 

población E-cad-/vim-. 
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I2 200 µM  

A 

Control  
 

Figura 13. Análisis del suplemento del I2 sobre las poblaciones CD44/CD24 mediante citometría de flujo en 

cultivos de monocapa y mamosfera. (A) Porcentaje de las diferentes sub-poblaciones CD44/CD24 en pMCF-7 

y mMCF-7. (B) Porcentaje de las diferentes sub-poblaciones CD44/CD24 en pMDA-231 (pMDA) y mMDA-

231 (mMDA). Letras diferentes denotan diferencias significativas (ANOVA y post hoc de Tukey; p<0.05) 
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I2 200 µM  Control  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Análisis del suplemento del I2 por 48 horas sobre las poblaciones E-cad/vim mediante citometría de 

flujo en cultivos de mMCF-7. (A) Porcentaje de sub-poblaciones E-cad/vim. (B) Grafica de puntos de las 

poblaciones E-cad+/vim+ (rojo) y E-cad-/vim- (azul). (C) porcentaje de las subpoblaciones E-cadherina+ y (D) 

vimentina+. Letras diferentes denotan diferencias significativas (ANOVA y post hoc de Tukey; p<0.05) 
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4.5 Análisis del efecto del I2 sobre la expresión de CD44, CD24, E-cadherina, Vimentina y 

SOX2 

Posteriormente se hicieron análisis de RT qPCR para evaluar el efecto del I2 sobre la expresión de 

mRNA de CD44, CD24, E-cadherina, vimentina y SOX2 de la línea MCF-7 (figura 15). Los 

resultados mostraron que el yodo disminuye significativamente los transcritos de CD44 en las 

células troncales y vimentina en las células parentales. Al analizar la expresión del gen de 

troncalidad SOX2, se corroboró el incremento significativo en las mamosferas, pero no se observan 

cambios con el suplemento de I2.  

 
4.6 Xenotransplantes de mamosferas 
 

Para evaluar el efecto del suplemento de I2 sobre la capacidad tumorigénica de las mamosferas en 

un modelo in vivo se generaron xenotransplantes de células pMCF-7 y mMCF-7, en ratones 

inmunosuprimidos (Fox1 nu/nu). En la figura 16 se muestra un nulo crecimiento de los 

xenotransplantes con esta línea celular.  

Por su parte, en La figura 17 se muestran las imágenes y el crecimiento tumoral de la línea MDA-

MB-231. Los xenotransplantes de mamosferas mMDA-231 crecieron significativamente más que 

los xenotransplantes de células parentales pMDA-231. Mientras que el suplemento de I2 en el agua 

de beber disminuye significativamente el crecimiento de ambos xenotransplantes 

 

 

 

 



 

 

  

34  

 

Figura 15. Efecto del I2 sobre la expresión del RNAm de marcadores de CTC y TEM mediante RT qPCR en  

pMCF-7 y mMCF-7. Los resultados fueron normalizados usando como gen estructural a la β-actina. Letras 

diferentes denotan diferencias significativas (ANOVA y post hoc de Tukey; p<0.05) 
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Figura 16. Efecto del I2 sobre la capacidad tumorigénica de xenotransplantes pMCF-7 y mMCF-7. Los 

animales fueron inoculados con células parentales (pMCF-7) en el flanco izquierdo y con mamosferas 

(mMCF-7) en el flanco derecho. El día de la inoculación, un grupo de animales se suplemento con agua 

destilada y otro con I2 (0.025%) en el agua para beber. (A) Imágenes de los xenotransplantes tomadas el día 22 

post-injerto. (B) Registro del crecimiento tumoral.  
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Figura 17. Efecto del I2 sobre la capacidad tumorigénica de xenotransplantes pMDA-231 y mMDA-231.  Los 

animales fueron inoculados con células parentales (pMDA-231) en el flanco izquierdo y con mamosferas 

(mMDA-231) en el flanco derecho. El día de la inoculación, un grupo de animales se suplemento con agua 

destilada y otro con I2 (0.025%) en el agua para beber. (A) Imágenes de los xenotransplantes tomadas el día 22 

pos injerto. (B) Registro del crecimiento tumoral. Letras diferentes denotan diferencias significativas 

(ANOVA y post hoc de Tukey; p<0.05)  
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V. DISCUSIÓN 
 

Las líneas celulares de cáncer mamario son modelos accesibles que permiten el estudio de los 

mecanismos moleculares de la carcinogénesis. La mayoría de estas líneas celulares han mostrado 

contener una sub-población de células que muestran características funcionales de células troncales 

con capacidad tumorigénica (Comasa et al., 2015; Fillmore et al., 2008; Iglesias et al., 2013). Las 

CTC pueden ser purificadas por diferentes métodos basados en las diferencias en morfología, 

resistencia a drogas, marcadores de membrana, expresión de genes y comportamiento. Entre estos 

métodos, los cultivos en mamosferas han sido ampliamente usados para el enriquecimiento de 

células troncales de cáncer mamario.  

Estos cultivos están basados en la premisa de que solo las células con propiedades de célula troncal 

pueden sobrevivir en un medio de baja adherencia y pobre en factores de diferenciación formando 

pequeñas colonias esféricas suspendidas, mientras que el resto de las células mueren por anoikis, 

que es la apoptosis inducida por pérdida de la adherencia con la matriz extracelular (Iglesias et al., 

2013). Para la formación de las mamosferas, las células troncales secretan y depositan diversas 

proteínas de matriz extracelular que contribuyen a su adhesión, donde la expresión de E-cadherina 

es esencial (Dontu et al., 2003; Iglesias et al., 2013). Estas mamosferas se pueden considerar como 

pequeñas matrices extracelulares suspendidas, lo cual permite que algunas células no troncales, 

con menor tiempo de duplicación, se adhieran también ellas y sobrevivan. La adhesión de diversos 

sub-tipos celulares provoca que con el tiempo disminuya la proporción de células troncales 

presentes en las mamosferas.  

En este trabajo utilizamos dos líneas celulares de cáncer mamario: MCF-7 que representa un 

modelo de cáncer mamario de tipo luminal y MDA-MB-231 que representa un modelo de tipo 

basal. Nuestros resultados mostraron que a las 72 horas, cuando el cultivo celular mostraba la 

mayor formación de mamosferas, coincidía con la mayor expresión de los marcadores de 

troncalidad para glándula mamaria: CD44, CD24 y SOX2. CD44 es una proteína de membrana que 

es considerada como el marcador canónico para cáncer mamario y se sabe participa en el 

mantenimiento de las propiedades de pluripotencia y auto-renovación de las células troncales de 

cáncer mamario (Pham et al., 2009). CD24 es otra proteína de membrana que se ha encontrado 

estar altamente expresada en diferentes tipos de cáncer (mamario, ovario, próstata, cáncer) y se ha 
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demostrado estar involucrada en procesos de interacción célula-célula con el tejido blanco durante 

la formación de metástasis, sin embargo, otros estudios han correlacionado la expresión de este 

marcador con un mejor pronóstico (Chen et al., 2015; Kristiansen et al., 2003; Mylona et al., 2008). 

SOX2 es un factor de transcripción que participa en la regulación de las propiedades de auto- 

renovación y pluripotencia en células troncales (Jeter et al., 2009) y se ha reportado estar 

mayormente enriquecido en células MCF-7 que en células MDA-MB-231 (Ling et al., 2012). 

Una vez establecido el tiempo de enriquecimiento de las mamosferas, se analizó su susceptibilidad 

al yodo. Nuestros datos corroboraron por un lado, que las células parentales MDA-MB-231 

consideradas más invasivas, tienen una tasa de replicación mayor a la observada en las células 

parentales MCF-7. También observamos que las mamosferas disminuyen significativamente su 

tasa de replicación prácticamente a la mitad que su contraparte parental. Esta diferencia puede 

explicarse por el hecho de que las CTC comparten muchas características con las células troncales 

adultas, incluyendo su capacidad a entrar en quiescencia o arresto celular (Moore and Lyle, 2011). 

Con respecto al efecto del yodo encontramos que ambas poblaciones mantienen su susceptibilidad 

a este halógeno indicando que los mecanismos involucrados en dicho efecto parecen ser 

independiente de las vías relacionadas con los estrógenos y/o con el factor de crecimiento HER2. 

Las células MCF-7 son responsivas a estrógenos y progesterona (ER+, PR+, HER2-), mientras que 

las MDA-MB-231 son triple negativas (ER-, PR- ,HER2-) (Holliday and Speirs, 2011).  

La capacidad invasiva se analizó únicamente en las células MDA-MB-231, ya que como se ha 

descrito anteriormente las células MCF-7 son poco invasivas. Nuestros resultados mostraron que 

ambas subpoblaciones (parentales y troncales) tiene una gran capacidad de movilidad en los 

estudios in vitro, y que el suplemento de yodo, disminuye esta característica en igual magnitud. Se 

ha atribuido a proteínas como la vimentina y N-cadherina como las responsables de conferir la 

capacidad de movimiento a las células mesenquimales normales así como a las células tumorales 

invasoras o metastásicas (Morel et al., 2008). Además, estos resultados concuerdan con un estudio 

previo de nuestro laboratorio utilizando un modelo de cáncer quimio-resistente a doxorrubicina, 

donde se describió que el yodo inhibe la expresión de vimentina asociado a la recuperación de la 

sensibilidad al fármaco (Bontempo et al., 2016). 

Una característica importante de los tumores y de las líneas inmortalizadas de cáncer es que están 

formadas por diferentes poblaciones celulares con fenotipos distintos. El fenotipo canónico 
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CD44+/CD24- ha sido utilizado para la identificación de células troncales de cáncer mamario (Al-

Hajj et al., 2003). Sin embargo, estudios recientes han reportado que las mamosferas de diferentes 

líneas celulares de cáncer mamario no presentan el fenotipo canónico como el más abundante 

(Smart et al., 2013). Nosotros corroboramos este reporte en nuestros cultivos encontrando que el 

fenotipo predominante de las mamosferas de células MCF-7 es el doble positivo (CD44+/CD24+).  

Este fenotipo también ha sido reportado en CTC de otros tipos de cáncer como de colorrectal y 

pancreático (Yeung et al., 2010; Rao and Mohammed, 2015). Además, se ha reportado que en 

células MCF-7 la inducción de la transición epitelio-mesénquima (TEM) a través de la sobre-

expresión de SLUG se asocia a células con un fenotipo CD44+/CD24+. En contraste, la sobre-

expresión de SLUG en células mamarias de tipo basal como las MCF-10, se asocia a células con 

el fenotipo canónico CD44+/CD24-, sugiriendo que solo las células de tipo basal son susceptibles 

de la adquisición de este fenotipo canónico (Bath- Nakshatri et al., 2010). En congruencia con lo 

anterior, nosotros encontramos que las mamosferas de la línea MDA-MB-231 de tipo basal, están 

enriquecidas con células que presentan este fenotipo canónico CD44+/CD24- . Sin embargo este 

enriquecimiento también se presentó en las células parentales, lo cual probablemente fue debido a 

que como se ha reportado anteriormente, la línea celular MDA-MB231 contiene una alta 

proporción de CTC (Wang et al., 2014).  

De igual manera, al analizar los marcadores de TEM, encontramos que las poblaciones 

enriquecidas con células troncales (mMCF-7) contenían una mayoría de células doble positivas a 

estos marcadores (E-Cad+/Vim+). Este dato concuerda con lo reportado en la literatura mostrando 

que la inducción del fenotipo TEM se asocia a la adquisición de características de tipo troncal 

(CD44+/CD24+), incrementando su habilidad para formar mamosferas, así como en su capacidad 

tumorigénica (Manni et al., 2008). Esta convergencia de ambos fenotipos apoya la noción de que 

ambas teorías parecen ser complementarias y permite proponer que la conversión hacia el tipo 

“troncal-TEM” parece ser la condición obligatoria para adquirir la capacidad de duplicación, 

resistencia e invasión necesaria para la tumorigénesis (Liu and Fan, 2015).  

Nuestros resultados también muestran que el suplemento de I2 disminuye las sub-poblaciones de 

tipo troncal (CD44+/CD24+ y CD44+/CD24-) y TEM (E-Cad+/Vim+) y aumenta la presencia de 

células doble negativas (CD44-/CD24- y E-Cad-/Vim-), siendo este efecto más exacerbado en las 

mamosferas. Estos resultados aunados a la lenta proliferación encontrada en los cultivos de 
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mamosferas nos permite sugerir que el I2 disminuye la población de CTC a través de inducir su 

trans-diferenciación a otros fenotipos menos agresivos, sin embargo, estudios específicos para 

comprobar esta hipótesis son necesarios. Datos previos han mostrado que el I2 ejerce sus efectos 

por al menos dos mecanismos. Uno directo, a través de las propiedades oxidativas/antioxidativas 

del I2 disipando el potencial de membrana mitocondrial e induciendo mecanismos de apoptosis 

dependientes o no de caspasas (Alfaro et al., 2013; Shirvastava et al., 2006). Mientras que el 

indirecto involucra la formación del lípido yodado conocido como la 6-yodolactona (6-IL; Nava-

Villalva et al., 2014).  

Este lípido yodado ejerce sus funciones mediante la activación de los receptores activados por 

proliferadores de peroxisomas tipo gama (PPARγ) (Nava-Villalva et al., 2014). La activación de 

este receptor por la 6-IL involucra primordialmente la re-diferenciación celular ya que se acompaña 

de la acumulación de lípidos, cambios en la expresión de genes asociados con un estado más 

diferenciado, menor malignidad y una disminución en la velocidad de crecimiento y capacidad 

clonogénica (Mueller et al., 1998; Núñez-Anita et al., 2011). Estos datos concuerdan con estudios 

que muestran que la activación de PPARγ por agonistas sintéticos en CTC cerebrales inhibe su 

proliferación en asociación con disminuciones en la expresión de SOX2, Nanog y otros genes de 

troncalidad (Pestereva et al., 2012). Igualmente concuerdan con un estudio previo de nuestro 

laboratorio donde el suplemento de I2 a células quimiorresistentes a doxorrubicina, indujo un 

incremento en la expresión de PPARγ y se acompañó de la recuperación de la sensibilidad al 

fármaco (Bontempo et al, 2016). 

Para analizar la capacidad tumorigénica de los subtipos celulares y su respuesta al yodo se 

utilizaron ratones inmunosuprimidos. Los xenotransplantes con células pMCF-7 y mMCF-7 

corroboraron la poca tumorigenicidad de esta línea celular, mostrando un nulo crecimiento tumoral. 

Estos datos contrastan con reportes en la literatura donde muestran que las células MCF-7 son 

capaces de generar xenotransplantes (Fleming et al., 2010; Paruthiyil et al., 2004). Desconocemos 

porque en nuestras manos no fue posible amplificarlos pero la calidad de los cultivos celulares 

(número de pases, integridad de la línea, etc) puede ser una posibilidad. Nuestros cultivos se 

generaron de una línea parental recién adquirida de la ATTC.  

Los resultados obtenidos con las células MDA-MB-231 muestran claramente su capacidad 

invasiva. Además, al analizar el desarrollo de los xentrasplantes, encontramos que las mMDA-231 
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presentan una mayor capacidad tumorigénica que las células parentales. El suplemento de I2 en el 

agua para beber fue capaz de disminuir la capacidad tumorigénica tanto de las mamosferas como 

de las células parentales. Este hallazgo corrobora los resultados in vitro y sustenta la hipótesis de 

que el yodo mantiene su capacidad antitumoral en un ambiente in vivo convirtiéndolo en un agente 

promisorio coadyuvante en tratamientos contra el cáncer mamario. 
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VI. CONCLUSIONES 
 

  Los efectos del yodo molecular se eneumeran a continuacion:  

 Ejerce efectos antitumorales en células cancerosas mamarias independientemente de su 

respuesta hormonal y/o su fenotipo parental o troncal. 

 Inhibe la formación de mamosferas de una manera dependiente de la dosis. 

 Disminuye la población de células troncal-EMT a través de inducir su re-diferenciación 

hacia fenotipos con menor capacidad invasiva y tumorigénica.  
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MNU N-metil-N-nitrosourea 
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