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1. Resumen 
 

El cáncer de mama es un problema de salud público a nivel mundial y en México 

que desde el año 2006 ha producido más muertes que el cáncer cérvico uterino. 

Entre los tratamientos actuales para esta enfermedad se encuentra el cisplatino el 

cual es un antineoplásico para tratar múltiples tipos de cáncer entre ellos el cáncer 

de mama. Sin embargo, a pesar de la detección y tratamiento temprano, muchas 

veces las pacientes tienden a recaer debido al surgimiento del fenotipo MDR 

(Multidrug Resistance) o resistencia a múltiples fármacos que permite la 

proliferación de células tumorales irresponsivas a la quimioterapia. Se ha 

reportado que cafeína y metformina pueden disminuir este fenotipo ayudando a 

sensibilizar o resensibilizar células tumorales a los antineoplásicos.  

Por lo anterior, en este trabajo se evaluó el efecto conjunto que tienen cafeína y 

metformina sobre la quimiosensibilidad a cisplatino y la repercusión de esto en la 

viabilidad de células de cáncer de mama murino JC. Para ello, células tumorales 

murinas fueron pretratadas con cafeína, metformina o cafeína/metformina durante 

10, 20 o 30 días para posteriormente ser cultivadas en presencia o ausencia de 

diferentes dosis de cisplatino y de esta manera evaluar la quimiosensibilidad a 

éste. 

Como resultado del presente estudio se encontró que cafeína y metformina 

disminuyeron la viabilidad de las células JC al aumentar la quimiosensibilidad que 

tienen a cisplatino, requiriendo una menor dosis del antineoplásico comparado con 

las células sin tratamiento previo. Sin embargo, cafeína y metformina no mostraron 

tener un mejor efecto para reducir la viabilidad al ser usados en conjunto, pero se 

observa tener un efecto sinérgico para reducir la actividad funcional de P-gp, 

encontrándose que células pretratadas con ambos fármacos retienen mayor 

cantidad de fármaco en su interior comparado con las células sin tratamiento, y 

dicha reducción funcional de P-gp parece no estar relacionada con la disminución 

de su expresión. 

Mediante estos resultados se observó que cafeína y metformina son capaces de 

quimiosensibilizar a células tumorales mediante la reducción de la actividad 

funcional de P-gp, que puede ser relevante para futuros trabajos de investigación 

donde se incluya el uso de cafeína y metformina para reducir las altas 

concentraciones necesarias de los antineoplásicos actuales. 
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2. Introducción 
 

El cáncer de mama es la neoplasia con mayor incidencia en México y a nivel 

mundial, por lo que se considera una prioridad en salud; hasta el momento no se 

conoce un factor de riesgo común del cáncer de mama, aunque se ha clasificado 

en 4 subtipos moleculares: luminal A, luminal B, basal y triple negativo. Con base 

en esta clasificación, no existe una terapia eficaz en común para todos. 

Aunado a la radioterapia y cirugía para tratar el cáncer de mama, la quimioterapia 

es el tratamiento de primera línea. El cisplatino es uno de los antineoplásicos más 

utilizados y es capaz de provocar distintos efectos citotóxicos como inhibición de 

replicación, reparación del DNA, muerte celular, etc. A pesar de ser un 

antineoplásico de uso comercial algunas veces se genera resistencia a cisplatino, 

cuya causa más frecuente es el desarrollo de un fenotipo denominado MDR. 

Debido al fenotipo MDR mediado por proteínas extrusoras de fármacos se han 

estudiado distintos compuestos para inhibir la expresión o la actividad funcional de 

estas proteínas transportadoras, dentro de los que se encuentran metformina y 

cafeína que se ha reportado que tiene un efecto antiproliferativo en distintas líneas 

de cáncer de mama y puede inhibir la expresión y función de las proteínas 

transportadoras ABC. Tanto cafeína como metformina han mostrado tener un 

efecto sinérgico con otros compuestos, alterando el ciclo celular o dañando el 

DNA, potenciando el uso en combinación con otros fármacos disminuyendo la 

concentración requerida para el tratamiento.                                   _
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3. Marco Teórico 

 

3.1. Cáncer de mama 

El cáncer de mama es el crecimiento anormal y desordenado de células del 

epitelio en los conductos o lobulillos mamarios y tiene la capacidad de diseminarse 

a cualquier sitio del organismo (Amaro et al., 2007). A nivel mundial, el cáncer de 

mama es el tumor maligno más frecuente y con mayor mortalidad (Márquez-

Acosta, 2012), es una amenaza para la salud de la mujer por lo que se considera 

una prioridad en salud en los países desarrollados (Juárez et al., 2015). 

En años recientes se observó un incremento paulatino en su frecuencia, sobre 

todo en países en vías de desarrollo como México, debido a que la mayor parte de 

los casos se diagnostican en fases avanzadas, con bajas probabilidades de 

curación (Rodríguez & Capurso, 2006). Las tasas de mortalidad por cáncer de 

mama en México han aumentado en las últimas 5 décadas: entre 1955 y 1960, a 

partir de la disposición de los primeros datos confiables, la tasa era alrededor de 2 

a 4 muertes por cada 100 000 mujeres, luego se elevó de manera sostenida en 

mujeres adultas de todas las edades hasta alcanzar una cifra cercana a 9 por 

cada 100 000 y a la mitad de la década de 1990 se ha mantenido relativamente 

estable desde entonces (Knaul et al., 2009).  

El panorama epidemiológico de esta patología en la población mexicana se 

transformó en los últimos 50 años y el cáncer mamario ha pasado a ser un 

problema de salud pública (Brandan & Villaseñor, 2006). En 2006 produjo más 

muertes que el cáncer cervical debido entre otros factores a que la incidencia se 

incrementa con la edad, duplicándose aproximadamente cada 10 años hasta la 

menopausia (Huicochea et al., 2009). El 50% de los pacientes que fallecen están 

en el grupo de edad productiva (35 a 65 años) lo cual conlleva una pérdida 

económica agregada (Uribe, 2009). 

 

3.2. Factores de riesgo 

Hasta el momento no existe una causa específica para desarrollar cáncer de 

mama; sin embargo, se conocen varios factores de riesgo involucrados y 

relacionados directa o indirectamente con las hormonas reproductivas, en 

particular con la exposición prolongada a terapias hormonales, además de la 

menarca temprana y menopausia tardía (Cnattingius et al., 2005; Torres-Arreola & 

Vladislavovna, 2007). 
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Después de la menopausia, los ovarios dejan de producir estrógenos, por lo que el 

tejido adiposo se convierte en la principal fuente de esta hormona; de esta 

manera, aquellos tejidos que, como el parénquima mamario, son muy sensibles a 

los estrógenos tienen un mayor riesgo de desarrollar una neoplasia (Aguilar et al., 

2011). La edad es uno de los factores de riesgo conocidos para padecer cáncer de 

mama. En México suele manifestarse a partir de los 20 años de edad y su 

frecuencia se incrementa hasta alcanzar los 40 y 54 años (Romero et al., 2008).  

Dos genes, el BRCA1 y BRCA2, han sido relacionados con una forma familiar rara 

de cáncer de mama. Las mujeres cuyas familias poseen mutaciones en estos 

genes tienen un riesgo mayor de desarrollarlo, aunque no todas las personas que 

heredan mutaciones en estos genes lo desarrollarán. Conjuntamente con el 

síndrome Fraumeni (mutación del p53), estas aberraciones genéticas 

determinarían aproximadamente el 5% de todos los casos, sugiriendo que el resto 

es esporádico. Recientemente se ha encontrado que un gen llamado BARD1, 

cuando está combinado con el gen BRCA2, incrementa el riesgo de cáncer hasta 

en un 80% (Lugones & Ramírez, 2009). 

Entre los factores ambientales y estilos de vida, la exposición a la radiación 

ionizante produce lesiones en el genoma, como hidroxilación de la timina, lo que 

resulta en formación de dímeros de dicha base nitrogenada y rotura de una o dos 

cadenas de DNA. El consumo de bebidas alcohólicas se ha identificado como 

factor de riesgo, ya que entre sus productos se encuentra el acetaldehído, 

conocido como carcinógeno primario en animales. Existe controversia entre la 

asociación de tabaquismo y cáncer de mama, pues algunos autores señalan que 

sus derivados, como el benzopireno, las aminas aromáticas y nitrosaminas, están 

implicados en la carcinogénesis de la mama; aunque otros autores no han 

encontrado ninguna asociación (Romero et al., 2008). 

En algunos trabajos se ha comprobado que la función ovárica se verá influida por 

el tipo de alimentación que se tiene durante la infancia y la adolescencia, pues el 

consumo elevado de grasas incrementa el riesgo de cáncer de mama; y lo 

disminuyen los antioxidantes; esto podría interpretarse como que el sobrepeso y la 

obesidad aumentan el riesgo (Martínez et al., 2004). 

Varios estudios sugieren que el índice de masa corporal debe ser considerado al 

menos como un factor de riesgo menor para cáncer de mama, además se sugiere 

que un alto índice de masa corporal está asociado con niveles incrementados de 

insulina y factores de crecimiento similares a insulina, los cuales se han asociado 

con un incremento de riesgo de cáncer de mama (Singletary, 2003). 
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3.3. Clasificación del cáncer de mama 

La clasificación histológica se basa en la anatomía de la glándula mamaria. La 

mayoría de los tumores malignos de mama, surgen en el epitelio de los conductos 

por lo cual se les denomina carcinomas (Arroyo et al., 2017). 

Los carcinomas se clasifican fundamentalmente en 2 grupos: in situ e infiltrantes. 

El carcinoma ductal infiltrante es el subtipo más frecuente (70-80%), su forma de 

presentación habitual es una masa palpable y se caracteriza por invadir 

precozmente los ganglios axilares, pese a no alcanzar un gran tamaño, en cambio 

el carcinoma lobulillar infiltrante tiene una incidencia del 5-10%, se origina en los 

pequeños conductos terminales y se presenta como una masa o engrosamiento 

difuso. Metastatiza con frecuencia los ganglios de la axila y se disemina por vía 

sanguínea a las leptomeninges, peritoneo, tracto gastrointestinal, aparato 

ginecológico y huesos (Arroyo et al., 2017).  

Debido a la heterogeneidad del cáncer de mama no todos los tumores clasificados 

histológicamente responden a los tratamientos convencionales con la misma 

eficacia por lo cual se ha propuesto su clasificación en 4 subtipos moleculares de 

acuerdo a su señal genética intrínseca (Cabello et al., 2016). Por lo anterior 

encontramos los tumores hormonodependientes o luminales, que se subclasifican 

a su vez en luminales A y B, los tumores con amplificación del oncogén HER2 y 

los tumores denominados triple negativos (Martín et al., 2015).   

Los subtipos luminales se caracterizan por expresar el gen receptor estrogénico, 

genes asociados (LIV1 y ciclina D1) y queratinas de bajo peso molecular (CK7, 

CK18, etc.), de forma semejante al epitelio luminal de los conductos mamarios. Al 

expresar receptores de estrógenos (RE), estos tumores pueden tratarse con 

tamoxifeno o inhibidores de la aromatasa, pero muestran una baja respuesta a la 

quimioterapia adyuvante (Irigoyen et al., 2011). El subtipo luminal A es el más 

frecuente y corresponde al 67% de los tumores, mientras que los tumores luminal 

B tienden a ser de más alto grado (Zepeda-Castilla et al., 2008). A pesar de las 

dificultades de tratamiento de estos tumores, en general los tumores que expresan 

receptores hormonales para estrógeno y/o progesterona son tumores mejor 

diferenciados y con mejor pronóstico que los que sobre expresan HER2 o aquellos 

triple negativos (Piñero-Madrona et al., 2008). 

El subtipo HER2 positivo presenta el fenotipo RE negativo y se asocia con la 

sobreexpresión de genes relacionados con una mayor agresividad biológica. Este 

subtipo tiene un peor pronóstico, presentando una resistencia relativa a 

determinados agentes quimioterapéuticos y al tamoxifeno (Khosravi & Pérez, 

2006). 

La conducta biológica del subtipo triple negativo suele ser más agresiva y con una 

mayor tendencia a presentar metástasis, comparada con los otros subtipos de 

cáncer de mama, predominando las metástasis viscerales (hígado, pulmón y 
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sistema nervioso central). Estos tumores no responden a la terapia endócrina y no 

existe terapia blanco eficaz disponible, es por ello que las terapias actuales 

muestran resultados limitados (Zaharia & Gómez, 2013). 

 

3.4. Tratamientos actuales para cáncer de mama 

Durante las últimas décadas, la cirugía ha proporcionado a la mujer con cáncer de 

mama una mejora en el control locorregional de la enfermedad (Acea-Nebril, 

2005), se ofrece como primera opción para aquellas mujeres que presentan 

tumores pequeños, sin embargo, también es una opción de tratamiento adyuvante 

(Martínez-Basurto et al., 2014). 

La radioterapia es un tratamiento esencial en el manejo actual del cáncer, usada 

en forma exclusiva o complementaria a la cirugía y/o a las terapias sistémicas, su 

impacto en el control locorregional y subsecuentemente en la supervivencia global 

y por causa específica en muchos tumores primarios ha sido ampliamente 

demostrada en múltiples estudios aleatorizados y metanálisis (Sola, 2011). La 

aparición de complicaciones tardías tras la radioterapia continúa siendo la principal 

limitación de la misma, pese al empleo creciente de estrategias que buscan 

mejorar el índice terapéutico (Montero et al., 2005). 

La radioterapia asociada a la cirugía, que es el tratamiento fundamental, pueden 

controlar la enfermedad en la gran mayoría de los casos. A pesar de esto, 

alrededor de un 30% de los pacientes finalmente fallecerá debido a la 

diseminación de la enfermedad (Imigo et al., 2011). Como resultado, el cáncer de 

mama metastásico permanece como una enfermedad incurable mediante 

estrategias de tratamiento convencionales (Al-Hajj et al., 2003).  

Aunado a la cirugía y la radioterapia, la quimioterapia es el tratamiento estándar 

de primera línea para tratar el carcinoma, ésta implica varias combinaciones con 

base en algún platino (frecuentemente), que incrementan la supervivencia en 

comparación con la monoterapia y el mejor soporte paliativo (Castro et al., 2010). 

La quimioterapia basada en un único fármaco proporciona una tasa de respuesta 

baja y ésta es generalmente de corta duración. En la enfermedad metastásica el 

tratamiento de primera línea para los pacientes con un estado general adecuado 

para tolerar el cisplatino es la quimioterapia combinada basada en este fármaco 

(Stenzl et al., 2010). 

Dentro de los agentes que se manejan para el tratamiento de cáncer de mama se 

encuentran los taxanos (paclitaxel y docetaxel), los alcaloides de la vinca 

(vinorelbine, capecitabine y gemcitabine) (Reyes et al., 2011) que inducen la 

apoptosis en las células neoplásicas (Arroyo et al., 2005), dentro de los cuales se 

encuentra el agente de platino Cis-diamino-dicloroplatino II (cisplatino).  
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3.5. Cisplatino 

El cisplatino se hidroliza en la célula y pasa por un proceso conocido como 

acuación, en el cual una o dos moléculas de cloro son reemplazados por 

moléculas de agua, a través de este proceso el cisplatino se vuelve altamente 

reactivo (Ramos & Hernández, 2008; Reily et al., 2018) y el átomo de platino se 

une covalentemente a la posición N7 de las purinas para formar 

entrecruzamientos intra e intercatenarios, provocando aductos de DNA que 

causan varias respuestas celulares como arresto de la replicación y ciclo celular, 

inhibición de la transcripción, reparación del DNA y apoptosis como se muestra en 

la figura 1 (Nepomuceno, 2014).  

Figura 1. Mecanismo de acción del cisplatino y efectos que provoca en la célula. Tomado de 

Nepomuceno (2011). 

Normalmente el cisplatino es efectivo contra algunos tumores, pero muchos 

demuestran resistencia al cisplatino por 2 razones principales: son 

intrínsecamente resistentes o los tumores inicialmente sensibles y la resistencia 

adquirida se desarrolla durante el tratamiento (Kelland, 2007; Niedner et al., 2001).  

Los primeros estudios in vitro demostraron que la resistencia al cisplatino podría 

ser mediada por 2 mecanismos: (I) un fallo en conseguir niveles intracelulares 

suficientes del fármaco para ejercer su acción en el DNA; (II) un fallo en iniciar el 

proceso de apoptosis una vez que el medicamento ha ejercido su acción creando 

los puentes en el DNA (Germà-Lluch & Piulats, 2013). 

Actualmente se han puesto de manifiesto numerosos mecanismos de resistencia, 

incluyendo la desintoxicación por el glutatión o metalotioneínas, incremento en la 

reparación del DNA, una mayor tolerancia al cisplatino, aberraciones en las vías 

de modulación de la muerte celular programada, alteración en vías de señales 

anti-apoptóticas (Rodríguez, 2012) y procesos epigéneticos como la 
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hipermetilación del promotor de IGFBP-3, responsable de bloquear la unión de 

IGF a su receptor impidiendo así la activación de rutas implicadas en proliferación 

y control celular (López-Ayllón, 2013). 

Otro de los mecanismos de resistencia descritos son las mutaciones en el gen p53 

encontradas hasta en un 40% de los pacientes con carcinoma gástrico con 

pronóstico desfavorable, aunque aún no es claro su papel ya que tanto la 

deficiencia como la expresión normal de p53 se han asociado con multirresistencia 

a fármacos (Calpena et al., 2003; Olaya, 2010). La causa más frecuente de dicha 

resistencia es el incremento de expresión de moléculas transportadoras de 

fármacos, lo cual se ha asociado con un fenotipo MDR (Multidrug Resistance). 

(Sánchez-Suárez & Benítez-Bribiesca, 2006). 

 

3.6. Resistencia a múltiples drogas (MDR) 

La mayoría de los tumores sólidos de forma innata o adquirida, terminan siendo 

resistentes a múltiples agentes quimioterapéuticos, con estructura química y 

mecanismos de acción muy diferentes. Este fenómeno fue descrito 

experimentalmente y se conoce como resistencia a múltiples drogas o MDR 

(Sánchez-Suárez & Benítez-Bribiesca, 2006). 

Distintos factores (fisiológicos y farmacológicos) pueden contribuir al desarrollo de 

resistencia a fármacos anticancerígenos (figura 2). Los principales factores 

fisiológicos son:  

 Mecanismos que preceden el “punto de decisión apoptótica”: mejora de la 

reparación/incremento de la tolerancia al daño del DNA; y alto potencial 

antiapoptótico. 

 Permeabilidad disminuida: los fármacos no pueden entrar a la célula debido 

a: angiogénesis comprometida en tumores sólidos, presión del fluido intra-

tumoral incrementada y células en senescencia. 

 Desactivación enzimática (por ejemplo, la conjugación de glutatión); sitios 

de unión alterados de agentes quimioterapéuticos o vías metabólicas 

alternas (que el cáncer compensa por el efecto del fármaco) (Król et al., 

2010).  
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 Incremento del eflujo de fármacos, mediado por P-glycoprotein, multidrug 

resistance protein (Mrp), breast cancer resistance protein (Bcrp) y otras 

pocas proteínas. 

 

 

Figura 2. Mecanismo de MDR en células cancerosas. Tomado de Li et al., (2018). 

 

Una de las principales características del fenotipo MDR en células cancerosas es 

la aparición de bombas de extrusión, que expulsan los fármacos del interior celular 

impidiendo que se adquieran niveles citotóxicos para dicha célula (Cerezo, 2013). 

La expulsión de fármacos del interior celular, es probablemente el mecanismo de 

resistencia más estudiado y fundamentalmente está relacionado con la actividad 

de determinadas proteínas transportadoras ABC (ATP-binding cassette) (Sánchez-

Suárez & Benítez-Bribiesca, 2006).  

 

3.6.1. Transportadores ABC  

En eucariontes la mayoría de las proteínas ABC mueven compuestos desde el 

citoplasma al exterior de la célula o a compartimentos intracelulares; así, los 

transportadores ABC se localizan en la membran plasmática y en membranas de 

compartimentos intracelulares tales como aparato de Golgi, endosomas y 

mitocondrias (Alarcón, 2009). 
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Los transportadores ABC están constituidos por 2 dominios transmembranales 

(TMD) y 2 dominios de unión a ATP (NBD, por sus siglas en inglés “Nucleotide 

Binding Domain”). Los TMD están formados, cada uno, de 6 hélices que 

atraviesan varias veces la membrana; esta región es la más divergente de los 

transportadores ABC y es la que determina la especificidad hacia el sustrato. La 

unión de los 2 TMD forma un canal que permite la translocación del sustrato a 

través de la membrana (Couoh, 2010). 

Los transportadores se subdividen en: transportadores completos (full-

transporters), si contienen los 2 dominios NBD y TMD en la misma cadena 

polipeptídica, o en hemitransportadores (half-transporters), si contienen 

únicamente un dominio NBD y TMD por cadena polipeptídica. Estos últimos 

requieren de la homo o heterodimerización para ensamblarse en una proteína 

funcional, mientras que los dominios NBD son los responsables de la unión y 

posterior hidrólisis de ATP, generando la fuerza motriz esencial para la función de 

translocación, los dominios TMD forman el canal transmembrana a través del cual 

será translocado el sustrato (Arcari, 2018). 

El dominio NBD contiene 2 motivos peptídicos cortos, uno rico en glicina y otro 

hidrófobo, conocidos como motivo Walker A y Walker B. Ambos están 

involucrados en la unión e hidrólisis del ATP. Hay un tercer motivo altamente 

conservado, la secuencia ABC o motivo C es un motivo único de la superfamilia 

ABC, estos 3 motivos son muy importantes para la función catalítica (Canal, 2017). 

Hasta ahora se conocen 3 proteínas que actúan de esta manera: Bcrp (Breast 

cancer resistance protein), P-gp (P-glycoprotein) y Mrp (Multidrug resistance 

protein) (Sánchez-Suárez & Benítez-Bribiesca, 2006).  

3.6.2. Bcrp 

Bcrp fue aislada inicialmente en líneas celulares multirresistentes seleccionadas 

por exposición a la mitoxantrona, se relaciona con la elevada resistencia a las 

antraciclinas (mitoxantrona, daunorrubicina, doxorrubicina) y a los inhibidores de 

las topoisomerasas I, de hecho, es un eficiente transportador de topotecán, pero 

no parece afectar a los taxanos, alcaloides de la vinca ni al cisplatino (Álvarez y 

Pulido, 2008). 

La proteína de resistencia al cáncer de mama Bcrp codificada por el gen ABCG2, 

consta de 655 aminoácidos, pero a diferencia del resto de los transportadores, 

solo tiene 6 dominios transmembrana con un sitio de unión para el ATP (half-

transporter), presentando una especificidad de sustrato mucho más amplia que el 

resto (Álvarez y Pulido, 2008; Martínez, 2010). 

3.6.3. P-gp 

P-gp, el producto del gen MDR1, fue descubierta en células de hámster chino 

resistentes a colchicina, estas observaciones se ampliaron a células humanas 
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donde se encontró la P-gp con un peso de 170-190 kDa (Biedler, 1992), La P-gp 

está constituida por 1280 residuos de aminoácidos, está conformada por 2 

cadenas homólogas y simétricas que constan de 6 dominios transmembranales, 

con una cadena N-terminal hidrofílica y una N-terminal hidrofóbica, seguidos de 2 

dominios de unión a ATP. Los dominios de unión a ATP (NBD 1 y 2) son 

importantes para su función dado que pueden hidrolizar el ATP y la inhibición de 

estos sitios conlleva a la inhibición de la proteína (Villeda, 2008). Su región 

transmembrana presenta una conformación semejante a un bolsillo hidrofóbico 

que le permite adaptarse a sustratos de gran diversidad estructural y de tamaño 

(Cortada et al., 2009), 

Dicha proteína se ubica en la membrana plasmática donde funciona como una 

bomba de eflujo transportando sustratos desde el medio intracelular, o desde la 

membrana plasmática, hacia el medio extracelular obteniendo la energía de la 

hidrólisis de ATP (Cortada et al., 2009). 

P-gp se encuentra expresada en muchos tejidos normales como la superficie 

canalicular de hepatocitos, la superficie apical de las células tubulares proximales 

en riñones y en el borde de cepillo de los enterocitos, en el epitelio del plexo 

coroideo cerebral y en la superficie luminal de los vasos sanguíneos del cerebro, 

también es expresado en otros tejidos que se sabe que tienen barreras en los 

tejidos sanguíneos como placenta, ovarios y testículos. Más aún, P-gp ha sido 

detectado en células troncales hematopoyéticas, células mononucleares de 

sangre periférica, macrófagos maduros, células natural killer, células dendríticas 

presentadoras de antígenos y linfocitos B y T (Annese et al., 2006). Es la 

transportadora ABC dominante, expresada en muchos cánceres humanos 

incluyendo el cáncer colorrectal, de mama y hematopoyéticos; transporta una 

amplia variedad de agentes citotóxicos como los vinca alcaloides, taxanos y 

antraciclinas (Shafiei-Irannejad et al., 2017). 

3.6.4. Mrp 

La Mrp fue encontrada en células multirresistentes que sobreexpresaban otra 

proteína de membrana diferente de P-gp con actividad ATPasa la cual tenía un 

peso de 190 kDa. Esta proteína al igual que la P-gp mantenía bajos los niveles 

intracelulares de quimioterapéuticos (Ruiz et al., 2002). Fue descubierta por Cole 

et al. a partir de una línea celular de cáncer de pulmón multirresistente (H69AR) 

que no expresaba P-gp. Su espectro de resistencia es similar pero no idéntico al 

de P-gp y no puede ser revertido por la ciclosporina A (Paredes et al., 2005).  

Las Mrp son un grupo de proteínas transportadoras agrupadas en 6 subfamilias 

dentro de las Mrp humanas, éstas utilizan ATP (Adenosine triphosphate) como 

fuente de energía, lo que provoca que la célula tenga que dedicar buena parte de 

su gasto energético a esta función en detrimento de otras (Cerezo, 2013).  
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Mrp-1 se expresa en forma ubicua en el organismo. Los tejidos con mayor 

expresión de este transportador se localizan en pulmón, testículos, riñón, corazón 

y placenta, mientras que una expresión reducida de éste se ha detectado en el 

intestino delgado, colon, cerebro y células mononucleares de sangre periférica; la 

distribución tisular de Mrp-1 es consistente con su rol de limitar la penetración de 

ciertos agentes citotóxicos a través de un gran número de barreras sangre-órgano 

(Castronuovo, 2015). 

La localización celular de Mrp-1 difiere de la P-gp, mientras que ésta se localiza en 

la membrana apical del epitelio, Mrp-1 lo hace en la membrana baso-lateral, por lo 

que se supone que expulsa sus sustratos a un compartimento diferente (Sánchez-

Suárez & Benítez-Bribiesca, 2006). 

Se ha reportado que en líneas celulares de carcinoma la sobreexpresión de las 

Mrp es inducida por el cisplatino a medida que las células adquieren resistencia 

(Burgués et al., 2005). Recientes trabajos reportan el papel parcial que tienen las 

proteínas de flujo como MDR1 (también conocido como ABCB1), Mrp-1 (también 

conocido como ABCC1), Mrp-2 (conocido como CMOAT o ABCC2), Mrp-3 

(conocido como ABCC3) y Mrp-5 (conocido como ABCC5) en el flujo de fármacos 

de platino (Kelland, 2007). La expresión de la proteína Mrp está asociada con altos 

niveles de glutatión S-transferasa y en algunos tipos celulares se expresa 

conjuntamente con la P-gp (Ruiz et al., 2002). 

Resulta imposible predecir si un determinado tumor responderá a un citostático 

específico; por ello, la asociación de varios fármacos aumenta las probabilidades 

de respuesta tumoral, retrasando la aparición de resistencias adquiridas a 

quimioterapéuticos. Los fármacos seleccionados deben presentar actividad 

individual frente al tumor específico, escasa superposición de efectos tóxicos y 

actividad sinérgica o aditiva, es decir, que no presenten resistencias cruzadas 

(Fernández-Plaza et al., 2004). 

 

3.6.5. Inhibidores de P-gp 

P-gp es uno de los mecanismos mejor caracterizados, de hecho, algunos estudios 

han demostrado que la magnitud de la resistencia está fuertemente influenciada 

por la sobreexpresión de P-gp en la membrana de células cancerígenas, la cual es 

regulada positivamente por la misma quimioterapia. La idea de encontrar 

moduladores que inhiban la actividad del transportador ha crecido junto con el 

número de investigaciones bioquímicas y clínicas sobre el mecanismo molecular y 

la regulación de la expresión de P-gp (Bellusci, 2011).  

Desde principios de 1980 muchos agentes han sido estudiados por su habilidad 

para revertir la resistencia a múltiples fármacos mediada por P-gp en pacientes 

con cáncer, ejemplos de estos agentes incluyen verapamil, las fenotiazinas, 
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quinidina, quinacrina, quinina, amiodarona, tamoxifeno, progesterona y 

ciclosporina A (Gottesman et al., 2002). 

Verapamil un bloqueador del canal de calcio es ambos, un sustrato y un inhibidor 

de P-gp, en bajas concentraciones verapamil funciona tan solo como un sustrato, 

sin embargo, a concentraciones más altas verapamil es un inhibidor competitivo 

de P-gp intestinal en la rata, puede inhibir la hidrólisis de ATP además de bloquear 

el canal de calcio inhibiendo a P-gp (Song et al., 2006; Kannan et al., 2009). 

Además de verapamil, las xantinas como la cafeína, teofilina, teobromina, 

isobutilmetilxantina (IBMX) y pentoxifilina (PTX) son compuestos regularmente 

usados para estudios de actividad anticancerígena y se ha reportado que pueden 

quimiosensibilizar a las células cancerosas inhibiendo P-gp, uno de los posibles 

mecanismos es compitiendo con el sitio de unión en un mecanismo de defensa 

(Dočolomanský et al., 2010). 

Los estudios dirigidos a los inhibidores de P-gp se encuentran resumidos en la 

siguiente tabla:  

 

Tabla 1. Estudios realizados sobre los inhibidores de P-gp. 

 

Compuesto Mecanismo de 

acción 

Modelo de 

estudio 

Autores 

Verapamil Inhibe la hidrólisis 

de ATP 

CHR C5 Kannan et al. 

(2009) 

 

 

 

Xantinas 

Compiten por el 

sitio de unión 

L1210/VCR Dočolomanský et 

al. (2010) 

Compiten con el 

transporte de P-gp 

P388 Palmeira et al. 

(2012) 

Inhiben la 

actividad de la 

fosfodiesterasa y 

la síntesis de TNF 

L1210/VCR Štefankova et al. 

(1995) 

 

 

Cafeína 

 

Es un modulador 

bioquímico 

Células de 

carcinoma de 

ratón CDF1 

Kaddoumi et al. 

(2004) 

Inhibe las cinasas 

ATM/ATR 

CLL Svirnovski et al. 

(2010) 
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Metformina 

 

Activa la vía 

AMPK inhibiendo 

la actividad y 

expresión de P-gp 

Hepatocitos de 

ratón ICR 

Shan et al. (2017) 

Inhibe la expresión 

de P-gp mediante 

la inhibición de 

NF-κB 

Mycobacterium 

tuberculosis 

Singhal et al. 

(2014) 

Inhibe la expresión 

de P-gp mediante 

el silenciamiento 

de NF-κB 

HepG2/ADM Wu et al. (2016) 

Suprime la 

expresión de P-gp 

mediante la 

inhibición de NF-

κB y CREB 

MCF-7/adr Kim et al. (2010) 

Suprime la 

expresión de HIF-

1α desregulando 

la expresión de P-

gp 

Bel-7402/5-FU 

(Bel/fu) 

Ling et al. (2014) 

 

 

3.7. Metformina 

Con la finalidad de encontrar nuevos compuestos con menor efecto citotóxico y 

que eviten la MDR o la reduzcan, en los últimos años se han centrado una parte 

considerable de las investigaciones científicas en numerosos aspectos 

relacionados con el diagnóstico precoz y el tratamiento del cáncer de mama 

(Merino et al., 2017). De tal manera que se ha reportado que los pacientes 

diabéticos tratados con metformina, tienen una disminución en la incidencia y una 

mejor supervivencia a distintos tipos de cáncer, incluyendo cáncer de mama (Liu 

et al., 2009). 

La metformina (1,1-dimetilbiguanida clorhidrato) es un fármaco biguanido oral 

hipoglicémico que es prescrito y comercializado ampliamente en el mundo para 

tratar la diabetes tipo II (El-Mir et al., 2000). No se metaboliza, sino que se elimina 

rápidamente del plasma a través del riñón, su efecto farmacológico consiste en la 
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disminución de la gluconeogenia hepática y, además, potencia la acción periférica 

de la insulina (Olivera-González et al., 2010). 

Desde la década de 1970, Vladimir Dilman y Anisimov propusieron que las 

biguanidas tienen actividad quimiopreventiva y sinérgica con quimioterapéuticos 

(Villegas et al., 2016) y en la actualidad estudios epidemiológicos han revelado 

que el uso oral de la metformina tiene efecto antitumoral, reduciendo su incidencia 

y mejorando la prognosis de los pacientes con cáncer (Cabello et al., 2016). El uso 

de la metformina se ha asociado con reducción tumoral, particularmente en cáncer 

de páncreas, hepatocelular, en menor medida de colon, de mama (DeCensi et al., 

2010) y de pulmón (Salani et al., 2014), dicha reducción se atribuye a su ya 

demostrada actividad antiproliferativa in vivo en modelos tumorales (Jiralerspong 

et al., 2009) e in vitro contra múltiples líneas celulares de cáncer (Davies et al., 

2017). 

En cáncer de mama se ha mostrado que la metformina inhibe la proliferación 

celular de manera dosis dependiente en distintas líneas celulares como MCF-7, 

MCF-7/713, BT-474, SKBR-3 y MDA-MB-468 (Alimova et al., 2009; Hirsch et al., 

2009). Sin embargo, aún no está totalmente definido el mecanismo de acción 

mediante el cual se logra dicha inhibición; se ha reportado que en líneas celulares 

de leucemia la adición de metformina induce apoptosis mediante la 

sobrerregulación de vías de estrés celular y proteínas que interactúan en la 

apoptosis (Ramos-Peñafiel et al., 2015a), mientras que otros estudios sugieren 

que la alta actividad proliferativa de las células tumorales requiere de altos niveles 

de nutrientes para cumplir con la demanda incrementada de consumo de energía 

y biosíntesis de proteínas (DeCensi et al., 2010), por lo que la metformina limitaría 

la energía para las células al disminuir la producción de glucosa (Salani et al., 

2014). 

Aunado al efecto antiproliferativo de la metformina, en años recientes se ha 

asociado el uso de metformina con la disminución de la expresión de proteínas del 

fenotipo MDR. Singhal et al. (2014) evaluaron el efecto de metformina en el 

crecimiento de Mycobacterium tuberculosis, encontrando que ésta inhibe la 

expresión de las glicoproteínas p (responsables de la MDR mediante la inhibición 

de la expresión del factor nuclear kappa B (NF-κB). En su modelo, el crecimiento 

fue detenido mediante la activación de AMPK (AMP-activated protein kinase), lo 

que produjo especies reactivas de oxígeno, además de facilitar la fusión lisosomal. 

Estos hallazgos han dado las bases para adicionar metformina al tratamiento, 

principalmente en los casos con bacilos multirresistentes (Ramos-Peñafiel et al., 

2015b). 

En 2010 Kim y colaboradores encontraron que la metformina activa AMPK y 

suprime la expresión de MDR1 en células MCF-7/adr mediante la inhibición de la 

activación de NF-Bκ y CREB (cAMP-responsive element binding protein). En el 

trabajo de Ling et al. (2014) empleando la línea celular Bel-7402/5-Fu (Bel/Fu) de 
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carcinoma hepatocelular, la metformina activó la vía AMPK/mTOR (mammalian 

target of rapamycin), suprimiendo la expresión del factor 1α inducible por hipoxia 

(HIF-1α) y desregulando transcripcionalmente la expresión de P-gp y Mrp-1. En 

2016, Wu y colaboradores encontraron resultados similares en las líneas celulares 

HepG2 y HepG2/ADM (adrenomedullin) de carcinoma hepatocelular, en el 2017 

Shan et al. también obtuvieron resultados parecidos en hepatocitos de ratón ICR.  

Los disruptores de energía (como biguanidas y 2-deoxiglucosa), evidentemente 

suprimen la proliferación de distintas células cancerosas, debido a que las células 

cancerosas MDR frecuentemente requieren más energía debido a que los 

transportadores ABC hidrolizan ATP para transportar sustratos. Los sustratos de 

transportadores ABC pueden incrementar el costo metabólico de resistencia y 

suprimir la proliferación de fenotipos de MDR (Xue et al., 2016). 

Otro de los inhibidores de bombas de extrusión reportados recientemente, son las 

metilxantinas como cafeína, las cuales tienen múltiples efectos farmacológicos 

entre ellos los reportados en un estudio realizado por Saber & Kandala (2018), en 

los que se muestra que la cafeína, es un inhibidor potencial de la actividad de las 

bombas de flujo estafilocócicas para extruir fármacos.  

 

3.8. Cafeína 

Estudios epidemiológicos prospectivos sobre los efectos del café cafeinado en la 

incidencia de cáncer mostraron una correlación negativa entre el consumo de café 

y la incidencia de tumores en humanos (Eini et al., 2015). Se ha revelado que el 

consumo de cafeína está asociado con un menor riesgo de desarrollar cáncer de 

pulmón (Sakurai et al., 1999), de piel (Bode & Dong, 2007), de ovario (Tworoger et 

al., 2008), de hígado y de páncreas (Eini et al., 2015), 

Debido a que está presente en numerosas fuentes de alimento, incluyendo café, 

té, bebidas de cacao y bebidas carbonatadas, la cafeína es la sustancia activa 

más ampliamente consumida de forma conductual en el mundo, la cafeína ha sido 

objeto de estudio intenso y varios efectos han sido reportados (Hashimoto et al., 

2004). La cafeína tiene un rango diverso de efectos farmacológicos, altera los 

niveles de calcio intracelular, incrementa los niveles de cAMP, activa la proteína 

cinasa dependiente de cAMP (PKA) e inhibe la actividad de la fosfodiesterasa y de 

la cinasa fosfatidilinositol-3 (PI3K) (Ku et al., 2011). 

Desde hace muchos años se ha descrito que la cafeína incrementa el efecto de 

los agentes quimio/radioterapéuticos. Es generalmente admitido que esta 

metilxantina retarda la proliferación celular pero sus propiedades sensibilizantes 

han sido especialmente atribuidas a su capacidad de facilitar o acelerar el 

transcurso del checkpoint G2/M (Deplanque et al., 2004), dejando a las células 

menos tiempo para reparar el daño en el DNA al hacerlas pasar por la mitosis 
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disfuncional, llevándolas a apoptosis. Esta disrupción se ha reportado en líneas 

celulares de cáncer de pulmón LK87 (Sakurai et al., 1999), de cáncer cérvico 

uterino (HeLa) y de mama (MCF-7) (Bode & Dong, 2007).  

Lo anterior resulta de gran relevancia debido a que se ha encontrado además que 

la MDR en células cancerosas puede ser debida al incremento de nivel de 

enzimas reparadoras de DNA (Fujii et al., 2008), con lo cual representa un 

compuesto poco tóxico candidato para romper con la MDR. En un trabajo 

realizado por Sadzuka et al. (1995), encontraron que el mecanismo responsable 

del efecto antitumoral que tiene la cafeína cuando se usa en conjunto de 

adriamicina es disminuir el eflujo de este antineoplásico disminuyendo el fenotipo 

MDR. 

Otro estudio que refuerza su potencial uso como compuesto capaz de sensibilizar 

a células con MDR, es el hecho de que puede disminuir la expresión de la proteína 

membranal MDR ABCG2 (características del fenotipo MDR) mediante la inducción 

de su traslocación y la subsecuente degradación lisosomal. Como consecuencia 

de esta disminución, la cafeína inhibe el flujo de sustrato de ABCG2 y sensibiliza 

las células de cáncer de mama resistentes a los fármacos mediante la unión 

directa al DNA para prevenir la reparación de daño al DNA inducido por fármacos 

(Ding et al., 2012). 

La cafeína puede aumentar de manera sinérgica la inhibición del crecimiento 

tumoral cuando se usa en combinación con agentes que dañan al DNA, además 

de presentar un efecto sinérgico con agentes que alteran el ciclo celular como la 

metformina (Tomita & Tsuchiya, 1989; Saito et al., 2003). Un estudio elaborado 

por Mohiuddin et al (2009a), demostró que en medio acuoso cafeína y metformina 

forman un complejo molecular estable, también en otro estudio en 2009b 

demostraron que cuando se usaban en conjunto en un modelo in vivo, las 

concentraciones de cafeína subían debido a una mayor afinidad de la metformina 

con las proteínas plasmáticas. Popović et al (2018), encontraron que al usar 

cafeína en conjunto con metformina reducían el crecimiento tumoral de sarcomas 

probablemente por la activación de ATM y la inhibición de la angiogénesis 

mediada por cafeína y metformina observada de forma separada en estudios 

recientes, mostrando un efecto sinérgico anticancerígeno.  

El uso de dosis crónicas más bajas de cafeína es importante porque representan 

más fielmente las dosis alcanzables a través de la ingesta diaria de cafeína que 

toma una persona (Chou et al., 1985), también la mayoría de los trabajos previos 

fueron realizados con dosis suprafarmacológicas de metformina, 10-100 veces 

más alto que las concentraciones terapéuticas máximas alcanzables encontradas 

en pacientes con diabetes tipo 2 (He & Wondisford, 2015), por lo que es 

importante realizar estudios donde los niveles de cafeína y metformina sean bajos 

como para poder ser utilizados a nivel clínico pero que aún así demuestren tener 

la suficiente dosis para ejercer sus efectos anticancerígenos.  
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4. Justificación y planteamiento del problema 

El cáncer de mama, a pesar del diagnóstico temprano y los tratamientos actuales, 

continúa siendo un problema de salud pública dada su heterogeneidad la cual 

modifica la efectividad del tratamiento para cada paciente. Esto ha provocado que 

se desarrollen distintos tratamientos enfocados en eliminar esta enfermedad. A 

pesar de ello, la quimioterapia es el tratamiento estándar para tratar el cáncer, 

ésta implica varias combinaciones con base en algún platino lo cual incrementa la 

supervivencia en comparación con la monoterapia (Castro et al., 2010), cuando el 

cáncer ha metastatizado, el cisplatino de forma combinada con otros fármacos es 

el tratamiento de primera línea para los pacientes con un estado general que 

toleran el cisplatino (Stenzl et al., 2010).  

Sin embargo, es común encontrar pacientes que en un inicio responden bien al 

tratamiento con cisplatino y posteriormente deja de ser efectivo o pacientes que 

estando en remisión y recaen ante una segunda ronda de tratamiento éste pierde 

efectividad, debido a que las células tumorales desarrollan un fenotipo de MDR. 

Este fenotipo es caracterizado por la insensibilidad a los antineoplásicos causado 

por la resistencia a la apoptosis y la aparición de bombas de extrusión, que 

expulsan los fármacos del interior celular hacia el exterior impidiendo que se 

adquieran los niveles citotóxicos necesarios para eliminar dichas células (Cerezo, 

2013). 

Por lo anterior, resulta necesario identificar compuestos que por sí solos o en 

conjunto con los tratamientos actuales puedan resensibilizar a las células 

tumorales reduciendo el fenotipo de MDR e impidiendo así la progresión tumoral. 

Es por ello, que en este trabajo se evaluó el uso conjunto de cafeína y metformina 

en la quimiosensibilidad a cisplatino en un modelo in vitro de cáncer de mama ya 

que se ha reportado que estos compuestos por separado disminuyen la 

proliferación, viabilidad y fenotipo MDR de células de cáncer de mama, 

cervicouterino, piel, pulmón entre otros (Sakurai et al., 1999; Bode & Dong, 2007; 

Tworoger et al., 2008; DeCensi et al., 2010; Salani et al., 2014; Eini et al., 2015). 

Dicha quimiosensibilización se ha reportado al emplear estos compuestos de 

forma previa o posterior al uso de un antineoplásico y se ha visto que puede ser 

mediada por la alteración del ciclo celular, disminución de la actividad y/o de la 

expresión de bombas de extrusión (Deplanque et al., 2004; Ding et al., 2012; Xue 

et al., 2016). 

Los resultados de este trabajo podrían ser relevantes para mejorar los 

tratamientos actuales de quimioterapia en pacientes no sólo con cáncer de mama 

dado que se ha reportado el efecto en múltiples tipos de cáncer, de esta manera 

se podría contar con tratamientos de gran efectividad, pero menor toxicidad 

traduciéndose en mayor beneficio para los pacientes.  
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5. Hipótesis 

Se ha reportado que tanto cafeína como metformina pueden quimiosensibilizar 

líneas celulares cancerosas con fenotipo MDR, disminuyendo el tiempo de 

reparación del DNA para llevarlas a apoptosis y reduciendo la expresión de genes 

e incrementando la degradación de proteínas codificadas por estos como Mrp-1 o 

P-gp que funcionan como bombas de extrusión de fármacos. Por lo tanto, en un 

modelo de cultivo in vitro de células de cáncer de mama murino, se espera que el 

tratamiento conjunto de cafeína y metformina incremente la quimiosensibilidad de 

las células tumorales a cisplatino disminuyendo su viabilidad y decrementando la 

expresión de bombas de extrusión (P-gp, Mrp-1). 

 

6. Objetivo general 

Analizar el efecto conjunto de cafeína y metformina en la quimiosensibilidad de 

células tumorales de cáncer de mama murino a cisplatino. 

 

7. Objetivos particulares 

 Evaluar el efecto del tratamiento de cafeína, metformina y 

cafeína/metformina sobre la quimiosensibilidad a cisplatino en células de 

cáncer de mama murino. 

 Determinar el efecto del tratamiento previo con cafeína, metformina y 

cafeína/metformina sobre la viabilidad de células de cáncer de mama 

murino expuestas a cisplatino. 

 Evaluar el efecto del tratamiento de cafeína, metformina y 

cafeína/metformina en la expresión de Mrp-1 y P-gp en células de cáncer 

de mama murino. 

 Evaluar el efecto del tratamiento de cafeína, metformina y 

cafeína/metformina en la extrusión de fármacos mediada por 

transportadores en células de cáncer de mama murino. 

 

8. Material y Método 

 

8.1. Cultivo celular 

Se utilizaron células tumorales JC que provienen de un adenocarcinoma mamario 

primario espontáneo de ratones hembra BALB/c (Patil et al., 2010). Estas células 
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se mantuvieron en cultivo con medio completo (MC) el cual fue compuesto por: 

RPMI 1640 (Gibco BRL Life Technologies, USA) suplementado con suero fetal 

bovino (Biowest, USA) al 10%, 100 IU/ml penicilina, 100 μg/ml estreptomicina 

(Gibco BRL Life Technologies, USA) y fueron mantenidas bajo condiciones de 

esterilidad en una incubadora Forma Scientific a 37°C con 5% CO2, en un 

ambiente de humedad saturante. 

 

8.2. Condicionamiento de las células con metformina y cafeína 

Las células se mantuvieron en platos de cultivo Petri de 10 cm de diámetro 

(Corning, USA) en 4 condiciones diferentes; un control negativo (sin ningún 

tratamiento), tratadas con metformina (Millipore, China) 10 μM, tratadas con 

cafeína (J.T. Baker, México) 300 μM y tratadas con metformina 10 μM/cafeína 300 

μM. En los días 10, 15, 20, 25 y 30 las células se despegaron con 3 ml de 

verseno, se sembraron 1x105 células por tratamiento y se les añadió 7 ml de MC 

con la misma concentración de metformina y cafeína respectiva a cada condición. 

 

8.3. Ensayo de viabilidad y quimiosensibilidad de células JC a 

cisplatino 

Para evaluar la viabilidad de la línea celular JC previamente condicionada con 

metformina, cafeína y metformina/cafeína; se utilizó el reactivo MTS Cell Titer 96® 

AQueous (One Solution Cell Proliferation Assay) (Promega, USA) y el fármaco 

cisplatino. Se realizó la prueba de viabilidad a los días 10, 20 y 30 de tratamiento, 

con la finalidad de evaluar el efecto de cafeína y metformina durante 3 distintas 

etapas del tratamiento con respecto a la resistencia al fármaco cisplatino. El 

ensayo consistió en usar una placa de 96 pozos de fondo plano estéril (Corning, 

USA), se sembraron 2x103 células por pozo para cada una de las 4 condiciones 

(control negativo, metformina, cafeína y metformina/cafeína), con 200 μl de MC y 

una dilución seriada de 5 a 0.625 μg/ml del fármaco cisplatino por cada condición, 

dejando incubar la placa mantenida bajo condiciones de esterilidad en una 

incubadora Forma Scientific a 37°C con 5% CO2, en un ambiente de humedad 

saturante durante 4 días. Posteriormente se procedió a agregar 20 μl de MTS 

(Promega, USA), y se incubó durante 1 hora, para posteriormente realizar su 

lectura en un lector de microplatos a 490 nm (Molecular Decives E max).  

Para determinar la quimiosensibilidad de las células tratadas con cafeína, 

metformina y cafeína/metformina a cisplatino se obtuvo la IC50 mediante el 

programa GraphPad Prism versión 7 (GraphPad Prism software, USA). 
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8.4. Expresión de mRNA para Mrp-1 y P-gp 

Para analizar el efecto de cafeína y metformina en la expresión del mRNA de Mrp-

1 y P-gp en células tumorales JC, se empleó la técnica de RT-PCR (reverse 

transcription-polymerase chain reaction) y posteriormente una PCR de punto final. 

En un plato de cultivo de 5 cm de diámetro (Corning, USA) se cultivaron 1x106 

células JC tratadas con cafeína, metformina y cafeína/metformina con un volumen 

de 5 ml de MC, cuando el cultivo alcanzó el 80% de confluencia se retiró el MC de 

las células y se realizaron 2 lavados con 2 ml de PBS por cada lavado, después 

las células se lisaron y despegaron con 500 µl de TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, 

USA) para obtener el RNA, después las células fueron colocadas en un tubo 

eppendorf de 2 ml y se preservaron en ultracongelación a -70 °C. El cDNA se 

obtuvo de 500 ng de RNA con el Kit de High Capacity RNA-to-cDNA (Thermo 

Fisher Scientific, Lithuania), una vez obtenido el cDNA de cada muestra se 

procedió a realizar una PCR de punto final para amplificar el cDNA de cada 

muestra. Cada ensayo de PCR se llevó a cabo usando un termociclador TC1000-

G (DLAB, USA). Se usaron los siguientes primers: Mrp-1 izquierdo, 

ccaggattactttctggtgga; Mrp-1 derecho, tgtcctccttattcaatgacca y para P-gp; P-gp 

izquierdo: gggcatttacttcaaacttgtca; P-gp derecho: tttacaagcttcatttcctaattcaa Los 

resultados se analizaron por el método de cuantificación relativa ∆CT. 

 

8.5. Ensayo para analizar la resistencia a fármacos 

Para determinar si el tratamiento de cafeína y metformina influyen en la capacidad 

de extrusión de fármacos en las células tumorales JC, se evaluó la actividad del 

transportador P-gp en las células tumorales. Para ello, se utilizó el Kit Vybrant 

Multidrug Resistance Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, USA), basado en la 

retención de calceína AM, a través del bloqueo de P-gp por el inhibidor verapamil 

en las células JC después de ser tratadas 10 días con las 4 condiciones; control 

negativo, cafeína (300µM), metformina (10µM) y cafeína (300µM)/metformina 

(10µM). En una placa de 96 pozos de fondo cóncavo, a cada pozo se le agregó 40 

µl del inhibidor verapamil en 3 concentraciones (120, 30 y 0 µg/ml) posteriormente 

a cada pozo con verapamil se le agregaron 400 000 células JC en 100 µl de MC, 

después se incubó la placa durante 15 minutos y se le agregó 50 µl de calceína 

AM (1µM) a cada pozo y se dejó incubar de nuevo por 15 minutos. Posteriormente 

se centrifugó la placa a 2000 rpm durante 5 minutos y se desechó el 

sobrenadante, se resuspendió en 200 µl de MC (2 veces), por último, se 

transfirieron las células con 200 µl de MC a una placa oscura especial para su 

lectura en el fluorómetro (Thermo Fisher Scientific modelo Fluoreskan ascent FL), 

a una absorción de 494 nm y a una emisión de 517 nm. 
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8.6. Análisis estadístico 

Se obtuvo el promedio de los resultados por triplicado ± desviación estándar (DE) 

para la retención de fármacos comparando diferencias significativas (P<0.05%) 

mediante la prueba de t de Student. 

 

9. Resultados 
 

9.1. Cafeína y metformina quimiosensibilizan las células de cáncer de 

mama murino a cisplatino 

Para analizar el efecto que tienen cafeína y metformina sobre la quimiosensibilidad 

de las células de cáncer de mama murino a cisplatino se cultivaron células JC en 

ausencia y presencia de cafeína y metformina, a los días 10, 20 y 30 se les agregó 

cisplatino en una dilución seriada de (0.625 a 5 μg/ml) para ver si la 

quimiosensbilidad era dependiente de la dosis de cisplatino y posteriormente se 

les agregó cell titer el cual contiene un compuesto que es biorreducido por las 

células y al ser metabolizado este compuesto vira de color, de manera 

proporcional al número de células viables. En la figura 3 y en la tabla 2 se 

muestran las IC50 obtenidas para los días 10, 20 y 30, donde se observa que al día 

10 metformina muestra un mayor aumento en la sensibilidad de las células hacia 

el cisplatino siendo requerida menor concentración del compuesto (1.203 μg/ml) 

con respecto a control negativo que requirió 2.521 μg/ml del compuesto para 

disminuir la población celular en un 50% (figura 3 y tabla 2, día 10), mientras que a 

los días 20 y 30 esta sensibilidad se va perdiendo y no se observa mucha 

diferencia de los tratamientos con respecto al control negativo (figura 3, tabla 2). 
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Figura 3. Cafeína y metformina aumentan la sensibilidad hacia el cisplatino en células de 

cáncer de mama murino. Control negativo (sin ningún tratamiento), cafeína (300 μM), metformina 

(10 μM) y cafeína (300 μM)/metformina (10 μM) sobre la quimiosensibilidad a cisplatino en células 

JC a los días 10, 20 y 30. 

 

IC50 [μg/ml] de 

cisplatino 

    

Día Control - Cafeína Metformina Cafeína/Metfor

mina 

10 2.521 1.656 1.203 1.653 

20 1.787 1.922 1.257 1.891 

30 1.535 1.444 1.421 1.461 

Tabla 2. Cafeína y metformina reducen la concentración de cisplatino necesaria para reducir 

la población celular en un 50%. IC50 [μg/ml] de cisplatino, control negativo (sin ningún 

tratamiento, cafeína (300 μM), metformina (10 μM) y cafeína (300μM)/metformina (10μM) durante 

10, 20 y 30 días.  

Después de encontrar que cafeína y metformina promueven la sensibilidad que 

tienen las células de cáncer de mama murino contra el cisplatino, se procedió a 

verificar cómo se modificaba el porcentaje de viabilidad. 

 

9.2. Cafeína y metformina reducen la viabilidad de las células de cáncer 

de mama murino 

Para ver el efecto de cafeína y metformina en el porcentaje de viabilidad de las 

células de cáncer de mama murino, se cultivaron células JC en ausencia y 

presencia de cafeína y metformina, a los días 10, 20 y 30 se les agregó cisplatino 

en una dilución seriada de (0.625 a 5 μg/ml) para ver si este efecto era 

dependiente de la dosis de cisplatino, posteriormente se les agregó cell titer. En la 

figura 4 se muestra que cafeína y metformina reducen la viabilidad de las células 

JC, aunque este efecto es más evidente cuando las células sólo son tratadas con 

metformina ya que reduce la viabilidad de las células JC en un 40% con respecto 

al control negativo cuando se usa una concentración de cisplatino de 1.25 μg/ml, 

esta reducción de la viabilidad solo es notable en los primeros 10 días, a los días 

20 y 30 la viabilidad de las células parece no ser afectada por cafeína y/o 

metformina (figura 4).  
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Figura 4. Cafeína y metformina reducen la viabilidad de las células JC en presencia de 

cisplatino. Células JC sin tratamiento (control negativo), tratadas con cafeína (300 μM), 

metformina (10 μM) y cafeína (300μM)/metformina (10μM) durante 10, 20 y 30 días. 

Después de mostrar que cafeína y metformina reducen la viabilidad de las células 

de cáncer de mama murino también se ha reportado que este efecto puede ser 

debido a que afectan a las proteínas transportadoras de fármacos por lo que se 

realizó un ensayo en búsqueda de la disminución de expresión de 2 proteínas 

transportadoras ABC. 

 

9.3. Cafeína y metformina no alteran la expresión de Mrp-1 y P-gp en 

células de cáncer de mama murino 

Para analizar el efecto que tienen cafeína y metformina en la expresión de Mrp-1 y 

P-gp en células de cáncer de mama murino se cultivaron células JC en ausencia y 

presencia de cafeína y metformina durante 10 días ya que fue el tiempo en donde 

se encontró un efecto quimiosensibilizante más notable, se realizó una PCR punto 

final y una electroforesis con las muestras de las células tratadas. En la figura 5 se 

muestran los resultados obtenidos de la electroforesis donde se observa que 

cafeína y metformina no muestran tener efecto alguno sobre la expresión de Mrp-1 

o P-gp, lo cual se comprueba con la expresión relativa donde no se encuentran 

diferencias distinguibles entre los grupos tratados con cafeína y metformina en 

comparación con el control negativo. 
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Figura 5. Cafeína y metformina no afectan la expresión de los transportadores Mrp-1 y P-gp. 

Las células JC fueron tratadas durante 10 días (control negativo no tuvo ningún tratamiento) en 

ausencia y presencia de cafeína (300 μM) y metformina (10 μM) y cafeína (300μM)/metformina 

(10μM). En la figura A se observan los resultados de la electroforesis realizada a los productos del 

PCR. En la figura B se muestra la expresión relativa de las proteínas Mrp-1 y P-gp. β-actina es el 

gen constitutivo. 

Al no encontrar ninguna diferencia en la expresión de las proteínas 

transportadoras cuando las células son tratadas con cafeína y metformina se 

realizó un ensayo para buscar si esta reducción de la viabilidad era debido a la 

disminución de la función de las proteínas transportadoras. 

 

9.4. Cafeína y metformina mejoran la retención de fármacos en células 

de cáncer de mama murino 

Para determinar el efecto que tienen cafeína y metformina sobre la función de las 

proteínas transportadoras de fármacos en células de cáncer de mama murino se 

cultivaron células JC en ausencia y presencia de cafeína y metformina durante 10 

días, a las células se les agregó verapamil (0, 30 y 120 μg/ml) para inhibir P-gp ya 

que es la proteína transportadora dominante, posteriormente se les adicionó 

calceína AM (1 μM) y por último se leyó su fluorescencia en un fluorómetro. En la 

figura 6 A se observa que las células tratadas con cafeína emiten una mayor 

fluorescencia (9.4 RFU) cuando se usa una concentración de verapamil 120 μg/ml 

a diferencia de las células tratadas con metformina que emiten 7.9 RFU sin una 

diferencia significativa con respecto a control negativo con 6 RFU (figura 6 A). Sin 

embargo, cuando se usan cafeína y metformina en conjunto demuestran una 

A B 
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mayor capacidad para disminuir la extrusión de fármacos, en la figura 6 B se 

observa que las células tratadas con cafeína y metformina en conjunto retienen 

más de doble la calceína (cerca del 700%) a diferencia del control negativo que a 

la concentración 120 μg/ml de verapamil retiene cerca del 300% de calceína, 

mostrando un efecto sinérgico de estos 2 compuestos (figura 6 A y B).  

 

Figura 6. Cafeína y metformina afectan la función de las proteínas transportadoras al 

aumentar la retención de los fármacos. Células JC tratadas durante 10 días (control negativo sin 

tratamiento) con cafeína (300 μM), metformina (10 μM) en presencia de verapamil 0, 30 y 120 

μg/ml. La gráfica A muestra la fluorescencia emitida por las células al retener la calceína. En la 

gráfica B se muestra la retención de calceína en porcentajes en presencia de verapamil (30 y 120 

μg/ml). * Diferencias estadísticamente significativas (P<0.05), “t” de Student. 

 

10. Discusión de resultados 
 

El cáncer de mama, independientemente de ser considerado un tumor prevenible, 

continúa siendo la primera causa de muerte por cáncer en la mujer a nivel mundial 

(Sánchez & Verga, 2009). En México a partir del año 2006 desplazó al cáncer 

cérvico uterino en el número de muertes y es la segunda causa de muerte en 

mujeres mexicanas en el grupo de edad de 30 a 54 años (Mohar et al., 2008). A 

pesar de que existen mejores instrumentos de diagnóstico, diversos programas de 

detección temprana, mejores tratamientos y mayor conocimiento de los factores 

de riesgo, la incidencia del cáncer de mama sigue aumentando (Batista et al., 

2013).  

Dentro de los estándares de quimioterapias actuales para el tratamiento del 

cáncer de mama avanzado se emplean fármacos como el cisplatino el cual es de 

los que tienen mejor respuesta (Quispe-Mauricio et al., 2009; Narod & Rodríguez, 

2011), aunque muchas veces los tumores adquieren resistencia al cisplatino y se 
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ha visto que las proteínas transportadoras dependientes de ATP o bombas de 

extrusión de fármacos están involucradas con esta resistencia (Cortés, 2012). 

Existen compuestos que pueden reducir esta resistencia, dentro de los cuales se 

encuentran cafeína y metformina que se ha reportado que disminuyen la 

proliferación, viabilidad y fenotipo MDR de células de cáncer de mama, 

cervicouterino, piel, pulmón entre otros (Sakurai et al., 1999; Bode & Dong, 2007; 

Tworoger et al., 2008; DeCensi et al., 2010; Salani et al., 2014; Eini et al., 2015). 

Dicha quimiosensibilización se ha reportado al emplear estos compuestos de 

forma previa o posterior al uso de un antineoplásico y se ha visto que puede ser 

mediada por la alteración del ciclo celular, disminución de la actividad y/o de la 

expresión de bombas de extrusión (Deplanque et al., 2004; Ding et al., 2012; Xue 

et al., 2016). 

Por lo tanto, en el presente estudio se evaluó el efecto que tienen cafeína y 

metformina en conjunto para quimiosensibilizar células tumorales de cáncer de 

mama murino a cisplatino. Para ello, células tumorales de cáncer de mama murino 

fueron tratadas previamente con cafeína, metformina, cafeína/metformina durante 

10, 20 y 30 días para posteriormente ser cultivadas en presencia o ausencia de 

diferentes dosis de cisplatino y de esta manera evaluar el efecto sobre la viabilidad 

y la expresión de bombas de extrusión. 

Con respecto al efecto sobre la quimiosensibilidad de células tumorales tratadas 

con los fármacos y posteriormente expuestas a cisplatino, se encontró que los 3 

tratamientos fueron efectivos a los 10 días de exposición, requiriendo menos 

cantidad de cisplatino para alcanzar la IC50. Metformina fue la que mostró tener el 

mejor efecto seguida de cafeína/metformina y por último el menor efecto se 

observó al emplear solo cafeína. La diferente sensibilidad observada podría 

atribuirse al mecanismo de acción de cada fármaco para lograr su efecto ya que 

estudios anteriores reportan que metformina es capaz de inhibir mTOR por 

mecanismos dependientes de AMPK e independientes de AMPK en líneas 

celulares de cáncer de mama, logrando así que se requiera menor cantidad del 

antineoplásico para obtener efectos similares (Deng et al., 2012). El uso conjunto 

de cafeína y metformina mostró también ser más efectivo que el uso de cafeína 

sola, lo cual se relaciona con lo reportado en estudios hechos por Ashinuma y 

colaboradores en el 2012 donde se encontró que metformina tiene mejor efecto si 

se emplea de forma sinérgica logrando alterar el ciclo celular de células de cáncer 

de pulmón dando como resultado mayor quimiosensibilidad al cisplatino, además 

de que se ha encontrado que en células de cáncer de mama y cérvico uterino, la 

cafeína puede tener un efecto sinérgico con cisplatino al incrementar la 

sensibilidad de las células tumorales llevándolas a apoptosis (Niknafs, 2011; 

Aliwaini et al., 2017). 

Además de incrementarse la quimiosensibilidad a cisplatino también se demostró 

que cafeína y metformina por si solas o en combinación reducen la viabilidad de 

las células tumorales a los 10 días de tratamiento. Se encontró que metformina 
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redujo hasta en 60% la viabilidad al emplear la concentración de 1.25 μg/ml de 

cisplatino, cafeína/metformina redujeron 43% la viabilidad y por último cafeína 

mostró una reducción del 37% todo esto comparado con la reducción de solo 20% 

en células sin tratamiento. Con estos resultados pudimos observar que metformina 

ya sea sola o en conjunto con cafeína resultó ser el compuesto con mejores 

resultados lo cual puede atribuirse a las múltiples vías de acción reportadas para 

ésta. En algunos estudios se ha encontrado que metformina reduce la viabilidad 

celular al activar la AMPK en líneas celulares de cáncer de mama (Phoenix et al., 

2009), mientras que otros estudios atribuyen esta inhibición de la viabilidad a la 

supresión de la proliferación celular y al bloqueo de ciclo celular (Vázquez-Martín 

et al., 2010; Queiroz et al., 2014; Ramos-Peñafiel et al., 2015). Aunado a lo 

anterior, cabe resaltar que el efecto conjunto de cafeína y metformina es bastante 

bueno comparado con células sin tratamiento, esto muy probablemente debido a 

la capacidad de metformina de sinergizar con otros compuestos (Sahra et al., 

2010). De tal manera que nuestros resultados muestran la suma del efecto 

antiproliferativo de ambos compuestos, el daño al DNA y el impedimento de 

reparación de este al inducir el arresto celular en alguna fase del ciclo celular 

(G0/G1, checkpoint G) (Saito et al., 2003; Jiang et al., 2015; Rosendahl et al., 

2015).  

Por otra parte, la reducción de la viabilidad de células cancerosas puede atribuirse 

no solo a lo ya descrito, ya que existen autores que reportan a cafeína y 

metformina como compuestos capaces de modificar el fenotipo MDR provocando 

modificacion en la expresion y/o funcion de bombas de extrusion de fármacos 

(Sadzuka et al., 1995; Kim et al., 2010; Ding et al., 2012; Ling et al., 2014; Singhal 

et al., 2014; Wu et al., 2016; Shan et al., 2017), por lo que se procedió a realizar 

un ensayo para analizar la expresión de 2 proteínas transportadoras de fármacos 

Mrp-1 y P-gp. 

En este trabajo observamos que el tratamiento con cafeína y/o metformina 

aumentó la sensibilidad a cisplatino de las células cancerosas disminuyendo su 

viabilidad. Sin embargo, este efecto no se vio reflejado en la expresión de Mrp-1 y 

P-gp ya que ninguno de los tratamientos mostró diferencias en la expresión con 

respecto al control negativo lo que se relaciona con reportes previos donde no se 

ha detectado que cafeína afecte la expresion de  Mrp-1 u otras proteínas 

transportadoras de la familia Mrp en líneas celulares de cáncer de colon o 

microvasos sanguíneos de ratón (Qosa et al., 2012; Wang et al., 2019). Asimismo, 

no se ha encontrado que cafeína modifique la expresión de P-gp en líneas 

celulares de hepatocarcinoma murino (Volm et al., 1995). Para el caso de 

metformina se ha encontrado que no afecta la expresión de Bcrp en ratas 

diabéticas (Lui et al., 2007), ni es capaz de modificar la expresion de P-gp en 

celulas de cancer de mama. No obstante, a pesar de no modificar la expresión, se 

ha reportado que gracias al sinergismo de metformina con otros fármacos, esta es 

capaz de afectar la función de P-gp al inhibir la hidrólisis de ATP revirtiendo el 
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fenotipo MDR (Shafiei‐Irannejad et al., 2017; De & Kuppusamy, 2019), es por ello 

que nuestro siguiente objetivo fue realizar un ensayo de retención de fármacos 

para ver si cafeína y metformina actúan sobre la función de P-gp, que es la 

proteína transportadora ABC dominante. 

Como resultado del ensayo de retención de fármacos se detectó que cuando los 

fármacos fueron empleados de forma separada cafeína mostró incrementar en 

aproximadamente un 13% la retención de fármaco mientras que metformina 

parece no tener efecto sobre la retención del mismo. El efecto más notable fue 

cuando se usaron en conjunto cafeína y metformina encontrándose un fuerte 

efecto inhibitorio sobre la actividad funcional de P-gp, donde la retención fue del 

doble de fármaco comparado con el grupo control. 

De esta manera el efecto inhibitorio observado puede estar definido por la 

capacidad de las xantinas para inhibir la actividad funcional de proteínas 

transportadoras como ABCG2, promoviendo su entrada a la vía ubiquitina-

proteasoma donde es degradada antes de alcanzar la membrana (Ding et al., 

2012) o podrían ser compartimentalizadas e inhibidas como se ha visto que 

sucede con P-gp en células de melanoma humano (Wojtowicz et al., 2012). Entre 

las xantinas, a la cafeína se le ha atribuido un efecto inhibitorio similar a verapamil 

que cuando existe simultáneamente con un sustrato de P-gp, la cafeína actúa 

como inhibidor de P-gp aumentando la captación intracelular del sustrato de P-gp 

(Abuznait et al., 2011). En este mismo contexto se ha reportado que la cafeína 

incrementa la concentración de doxorrubicina (antineoplásico de uso frecuente) 

actuando directamente en P-gp, atribuyendo el efecto inhibitorio de cafeína al 

eflujo de fármacos a través de la recuperación de los niveles de cAMP en las 

células tumorales (Tej & Nayak, 2018). Con respecto a metformina, se ha 

encontrado en líneas celulares de cáncer de mama y estudios clínicos o 

preclínicos que impide la actividad funcional de P-gp al reducir la producción de 

ATP disminuyendo así los niveles intracelulares de este, lo que trae como 

resultado la acumulación intercelular de los quimioterapéuticos causando 

citotoxicidad (Shafiei‐Irannejad et al., 2017; De & Kuppusamy, 2019) 

Cafeína y metformina al actuar de manera diferente sobre la actividad funcional de 

P-gp, tienen un efecto antineoplásico que no se sobrepone por lo que al usarse en 

conjunto presentan un efecto sinérgico reduciendo la actividad funcional de las 

bombas de extrusión de fármaco de forma significativa. En este trabajo se 

demostró que en la línea celular JC cafeína y metformina tienen la capacidad de 

reducir el fenotipo MDR gracias a la inhibición de la actividad funcional de P-gp no 

encontrándose efecto sobre su expresión. Tanto cafeína como metformina cuando 

son usados como único tratamiento se ha reportado que deben usarse dosis altas 

para tener resultados (Chou et al., 1985; He & Wondisford, 2015), las cuales 

podrían resultar toxicas en pruebas clínicas, pero en este trabajo se ha 

demostrado que son requeridas concentraciones mínimas para producir un efecto 

significativo cuando son usados en conjunto, aunque aún faltan más estudios para 
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poder esclarecer como se da este efecto sinérgico entre cafeína y metformina y de 

qué manera específica reducen la actividad funcional de P-gp. 

 

 

11. Conclusiones 
 

 Cafeína y metformina quimiosensibilizan las células de cáncer de mama 

murino a cisplatino y reducen su viabilidad a los 10 días de tratamiento. 

 El uso en conjunto de cafeína y metformina no parece tener un efecto 

sinérgico sobre la quimiosensibilidad y viabilidad ya que cuando se usa 

metformina como único tratamiento parece tener un efecto más notable. 

 Cafeína y metformina disminuyen el fenotipo MDR por mecanismos 

distintos de la modificación de expresión de las bombas de extrusión de 

farmacos Mrp-1 o P-gp. 

 Cafeína y metformina reducen el fenotipo MDR por su capacidad para 

inhibir la actividad funcional de P-gp siendo mejor el uso en conjunto que 

permite ver la sinergía entre ambos fármacos al provocar mayor 

acumulación intracelular del cisplatino. 

 

12. Perspectivas 
 

Debido a que cafeína y metformina inhibieron la actividad funcional de P-gp se 

plantea llevar a cabo ensayos para evaluar los posibles mecanismos involucrados, 

por ejemplo, variaciones en la disponibilidad de ATP, necesario para la actividad 

de dicha molécula; igualmente, se plantea evaluar el efecto de cafeína y 

metformina sobre la expresión de la proteína P-gp, incluyendo posibles 

modificaciones post-traduccionales. 

Por otra parte debido a que cafeína y metformina muestran un efecto significativo 

para reducir la viabilidad, aumentar la quimiosensibilidad y reducir el fenotipo MDR 

de células de cáncer de mama murino in vitro, se espera poder corroborar este 

efecto en ensayos in vivo que demuestren este potencial sinérgico a otro nivel 

para futuras pruebas.  
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