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REGULACIÓN DE LA PROLIFERACIÓN E INVASIVIDAD CELULAR 
MEDIADA POR PTP-1B EN CULTIVOS PRIMARIOS DE CÁNCER DE 

MAMA. 

 

Introducción 
 
Cáncer de mama:  Epidemiología 

El cáncer es un problema importante de salud pública en México y en el mundo. A nivel 

mundial, el cáncer de mama es el más frecuente entre mujeres con un estimado de 1.38 

millones de casos nuevos diagnosticados en el 2008 (22.9% de todos los canceres), con 458 

mil muertes en la población femenina, que lo ubica en el segundo lugar como causa de 

muerte (10.9% de todos los canceres), después del cáncer de pulmón1. Los datos publicados 

en el 2012 por la Sociedad Americana de Cáncer, ubican en el 2012 al cáncer de mama 

como el más frecuente en mujeres, representando el 29% del total de los cánceres en este 

género (Figura 1) 2.  

 

 

Figura 1. Casos de Cáncer 
estimados en EUA por el 
SEER, 2012. Fuente: 
American Cancer Society 
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En Estados Unidos de América (EUA) el cáncer de mama se ubica en primer lugar como 

causa de muerte por cáncer en la población femenina, representando el 26% del total de las 

muertes por cáncer, con 72,500 muertes por cáncer en un año (Figura 2)2. Actualmente, es 

el tipo de cáncer más común en el género femenino, tanto en países desarrollados como en 

vías de desarrollo con cerca de 690 000 nuevos casos estimados en cada región (relación de 

población 1:4). Las tasas de incidencia varían desde 19.3 por 100 000 mujeres en el Este de 

África a 89.7 por 100 000 mujeres en el oeste de Europa1. La tasa de mortalidad ha 

cambiado en los últimos años como consecuencia de una supervivencia mayor de cáncer de 

mama por el avance en el tamizaje y su tratamiento. Sin embrago, a pesar de esto, continua 

siendo la causa más frecuente de muerte por cáncer en mujeres. En México, el panorama no 

es distinto a lo observado a nivel mundial, ya que el cáncer de mama se ubica en el primer 

lugar de incidencia en la población femenina, con un total de alrededor de 14 mil casos en 

el 2008, representando el 22% de todos los cánceres en este género. También representa la 

primera causa de muerte por cáncer en el sexo femenino, con 5 mil muertes al año1.  

 

Figura 2. Muertes por cáncer 
estimadas en EUA por el 
SEER, 2012. Fuente: 
American Cancer Society 
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Marcadores pronósticos en Cáncer de Mama 

Entre los factores de pronóstico clásicos para el cáncer de mama, los de mayor importancia 

son: el tamaño tumoral y el estado de los ganglios linfáticos axilares. La supervivencia a 10 

años varía desde un 80% en tumores sin metástasis ganglionares hasta un 20-40% en 

tumores con actividad ganglionar positiva3. El estudio morfológico de la neoplasia también 

nos aporta parámetros pronósticos de gran relevancia como lo son el grado de 

diferenciación y su clasificación histológica, es bien conocido que algunos tipos 

histopatológicos se caracterizan por un comportamiento más agresivo como es el carcinoma 

ductal. Existen otros tipos histológicos de menor agresividad que son el carcinoma coloide, 

tubular, papilar y medular. En la última década se han investigado más de 100 nuevos 

marcadores de pronóstico; sin embargo, son pocos los que pueden considerarse 

suficientemente caracterizados y/o  validados4-6. Entre los distintos marcadores pronósticos 

se encuentran oncogenes cuya amplificación o sobreexpresión se relaciona con mayor 

agresividad tumoral (her2/neu, ciclina D1) y genes supresores como el gen p53, con 

funciones críticas en el control del ciclo celular, cuyas alteraciones se asocian también a 

neoplasias más agresivas. Los marcadores pronósticos y de utilidad terapéutica para el 

cáncer de mama son: los receptores de estrógenos (ER) y progesterona (PR), y el receptor 

Her2. La gran mayoría de estudios disponibles sobre los genes her2/neu y p53 les atribuye 

valor pronóstico sobre el intervalo libre de enfermedad, la supervivencia global  y valor 

predictivo esencial en la terapia adyuvante. Ambos marcadores se han relacionado con 

mala respuesta al tratamiento con tamoxifeno y regímenes específicos de quimioterapia7,8. 
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Receptor Her2  

El interés por el estudio de las bases moleculares del cáncer ha llevado a la identificación 

de distintos oncogenes relacionados con los procesos biológicos como la proliferación y 

diferenciación celular. Alteraciones en estos oncogenes influyen en el comportamiento 

agresivo de algunas neoplasias malignas. Uno de los más estudiados es el oncogén 

her2/neu, miembro de la familia de receptores Her, que además incluyen al receptor del 

factor de crecimiento epidérmico (EGFR/Her1/ErbB1), ErbB-3 (Her3) y ErbB-4 (Her4). 

Las proteínas de la familia Her son receptores de factores de crecimiento transmembranales 

tipo I que funcionan para activar cascadas de señalización intracelulares en respuesta a 

señales extracelulares.  Su estructura consiste de un dominio extracelular, un dominio 

transmembranal y un dominio intracelular con actividad de cinasa de tirosina (Figura 3) 

29,30. Después de la unión del ligando a su dominio extracelular, la proteína Her2 sufre 

dimerización y transfosforilación de su dominio intracelular. Estos residuos de tirosina 

fosforilados sirven de anclaje a numerosas moléculas de señalización intracelulares que 

conduce a la activación de una gran cantidad de vías río abajo que conducen a diversos 

efectos biológicos. La dimerización de los receptores de la familia Her conduce a la auto-

fosforilación de varios residuos de tirosina, esta auto-fosforilación provoca la activación de 

cascadas de señalización de otras proteínas  mediante su unión en los dominios SH2 a la 

fosfotirosina. Estas proteínas de señalización inician cascadas de transducción de varias 

señales, principalmente la MAPK, AKT y las vías de JNK, que conducen a la síntesis de 

ADN y a la proliferación celular. Estas proteínas modulan fenotipos tales como la 

migración celular, la adhesión y proliferación 31,32. 
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El papel pronóstico de Her2 en cáncer de mama fue descrito por Slamon y colaboradores en 

1987. Este autor describió que la amplificación del gen her2/neu en carcinoma de mama se 

asociaba con un menor intervalo libre de enfermedad y menor supervivencia9. A partir de 

los trabajos de Slamon y colaboradores se han publicado numerosos artículos en los que se 

confirma la relación significativa entre amplificación del gen o sobreexpresión del producto 

codificado y mal pronóstico en cáncer de mama10,11. Se ha establecido también relación 

entre sobreexpresión de her2/neu y otros factores pronósticos como: receptores hormonales 

negativos12,13, tamaño tumoral13,14, estadío10, alto grado tumoral15,16, alta actividad 

proliferativa 16,17 y DNA aneuploide o tetraploide16,18. Aunque los resultados varían 

significativamente en los diversos estudios publicados, la sobreexpresión del gen se detecta 

en un 20-30% de casos de carcinoma de mama10,19,20. Trabajos experimentales revelaron la 

capacidad de inducir carcinoma de mama en ratas mediante la activación específica y 

selectiva de Her2, así como la posibilidad de inhibir el crecimiento tumoral mediante 

tratamiento con anticuerpos específicos anti-Her221,22, en base a estos estudios el Her2 se 

convirtió en un atractivo blanco terapéutico. Su inhibición con el trastuzumab, anticuerpo 

diseñado en contra del dominio extracelular del receptor Her2, permitió que este fuera el 

Figura 3. Familia de receptores Her, donde 
se incluyen: el receptor del factor de 
crecimiento epidérmico (EGFR/Her1/ 
ErbB1), ErbB-2 (Her2), ErbB-3 (Her3) y 
ErbB-4 (Her4). Su estructura consiste de un 
dominio extracelular, un dominio 
transmembranal y un dominio intracelular. 
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primer agente biológico aprobado para el tratamiento de cáncer de mama. En varios 

estudios la amplificación o sobreexpresión de Her2 ha mostrado ser un marcador 

independiente de respuesta al tratamiento con trastuzumab. Estos estudios han probado la 

eficacia y seguridad del trastuzumab en el tratamiento neoadyuvante, adyuvante y en la 

enfermedad metastásica de cáncer de mama, por lo que actualmente diversas guías de 

práctica clínica apoyan su uso rutinario23-28. La importancia de este oncogén no se limita, 

por tanto, a la posibilidad de estratificar a las pacientes en distintos grupos de riesgo, sino 

que es relevante en la toma de decisiones terapéuticas. En base a esto se debe considerar, 

desarrollar en un futuro nuevas estrategias terapéuticas encaminadas a contrarrestar la 

amplificación de Her2. 

 

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y sus receptores 
(PDGFR)  

El factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) es un dímero formado por 2 

cadenas polipeptídicas unidas por puentes disulfuro33. El PDGF es el producto de cuatro 

diferentes genes que son ensamblados en cinco isoformas distintas conocidas como: AA, 

AB, BB, CC y DD34. Dependiendo del tipo de dímero de que se trate se va a presentar una 

actividad biológica diferente. El PDGF participa en la progresión del cáncer a través de la 

señalización inducida por sus receptores (PDGFR α y PDGFR β), estos modulan la 

proliferación y la diferenciación de diversas células tumorales. Los receptores son 

estimulados selectivamente por los diferentes dímeros35.  

Los receptores de PDGF se encuentran asociados a la activación de varias vías de 

señalización como Ras-MAPK, PI3K-AKT/PKB y PKC. Estas vías conllevan a la 
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modulación de procesos biológicos como la proliferación, diferenciación, supervivencia y 

migración celular36-38. 

De los dos receptores PDGF, el PDGFRβ se ha asociado más con el cáncer de mama, ya 

que se expresa hasta en un 70% de los casos, tanto en las células cancerosas, como en las 

células endoteliales asociadas al tumor39. Además, su expresión se correlaciona con 

factores clínicos de mal pronóstico como: ganglios positivos, expresión de Her2 y un 

comportamiento más invasivo del tumor40. Paulsson caracterizó la expresión de PDGFRβ 

en el estroma de diversos tumores, incluyendo cáncer de mama. Observó una expresión de 

este receptor en el estroma adyacente al tumor, sugiriendo una estimulación paracrina del 

tejido estromal41. Además, la expresión de PDGFRβ en el estroma de pacientes pre-

menopáusicas con cáncer de mama se correlacionó con un mal pronóstico42. Estos datos 

confirman la importancia de la expresión de PDGFR como factor pronóstico en cáncer de 

mama.    

 

Fosforilación de proteínas en residuos de tirosina 

La fosforilación de proteínas en residuos de tirosina es una de las modificaciones 

postraduccionales más importantes que las células utilizan para regular respuestas celulares. 

La regulación de este proceso es crucial para varios efectos biológicos que incluyen la 

proliferación, diferenciación, migración y muerte celular. Además, representa un punto de 

control para la integración de señales extracelulares y su conversión es respuestas celulares. 

Los niveles de fosforilación de proteínas en residuos de tirosina se encuentran 

estrechamente controlados por una acción coordinada de dos tipos de enzimas llamadas 

proteínas tirosinas cinasas (PTK, del inglés protein tyrosine kinase) y las proteínas 

fosfatasas de tirosina (PTP, del inglés protein tyrosine phosphatase)43. Las PTK’s de 
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encargan de añadir un grupo fosfato sobre residuos de tirosina de proteínas sustrato 

causando un cambio estructural y promoviendo las interacciones entre proteínas en las 

cascadas de señalización celular. La acción de las PTK´s es regulada por la acción de las 

PTP’s, las  cuales se encargan de remover un grupo fosfato de un residuo de tirosina de una 

proteína sustrato. La alteración del balance normal entre la actividad de las PTK’s y PTP’s 

resulta en una fosforilación aberrante de residuos de tirosina, la cual ha sido ligada a la 

etiología de varias enfermedades, incluyendo el cáncer 44-47. 

 

Proteínas fosfatasas de tirosina 

Las PTP’s constituyen una gran familia estructuralmente diversa, altamente regulada y que 

puede tener efectos estimulatorios o inhibitorios48. En el genoma humano se han 

identificado un total de 107 PTP’s, las cuales están divididas en receptores y no receptores 

49. El dominio catalítico de las PTP’s contiene aproximadamente 280 aminoácidos y 

presentan un residuo de cisteína conservado que es requerido para la actividad catalítica. La 

defosforilación de los sustratos ocurre a través de un mecanismo de 2 pasos que consiste en 

la formación de un intermediario que se forma a través de un enlace covalente de fosfato-

PTP que subsecuentemente se hidroliza48. 

La función principal de las PTP’s es revertir la acción de fosforilación de las PTK’s. 

Algunos de los miembros de la familia de las PTP’s son productos de genes supresores 

tumorales; el ejemplo clásico es la PTEN, que fue la primera fosfatasa que  demostró ser un 

gen supresor tumoral. Se han reportado mutaciones que inactivan la fosfatasa de PTEN en 

varios tipos de neoplasias, las cuales incluyen sistema nervioso central, mama y próstata50. 

Además, las PTP’s pueden potenciar acciones de las PTK’s; este modo de sinergia aumenta 

las señales mitogénicas conduciendo a transformación y proliferación celular33-38. 
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PTP-1B 

La PTP1B (PTPN1) y la TC-PTP (PTPN2) fueron las primeras PTP’s del tipo no receptor 

identificadas51. La PTP1B fue purificada de la placenta humana, tiene un peso de 50kD, 

contiene un dominio catalítico de 37kD hacia su extremo N-terminal (residuos 1-300) 

seguido de una región reguladora de cerca de 80 a 100 residuos, y un dominio de 

localización en la membrana (residuos 400-435) que ancla la enzima a la cara 

citoplasmática del retículo endoplásmico (Figura 4)52,53. Su actividad catalítica es 

estrechamente controlada por su localización en la superficie del retículo endoplásmico, 

que puede restringir su acceso a los substratos. Además, existen otros cuatro mecanismos 

que operan en tándem para regular la actividad de PTP1B, que son la oxidación, la 

fosforilación, sumoilación y proteólisis54. 

 

 

 

Diversos estudios han demostrado que PTP1B juega un papel clave en la señalización de 

vías metabólicas y es un blanco terapéutico prometedor para la diabetes mellitus y la 

obesidad, ya que esta proteína participa en la regulación negativa en la señalización de los 

receptores de la insulina y la leptina. La deleción del gen de ptpn1 en ratones causa 

hipersensibilidad a la insulina y está asociada con un incremento marcado de la 

Figura 4. Estructura de la PTP1B. Constituida por 5 dominios; la región 
catalítica y reguladora se encuentra anclada al retículo endoplásmico, lo 
que confiere especificidad a esta fosfatasa.  
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fosforilación de tirosina del receptor de insulina y sus blancos55-57. La PTP1B también 

puede inhibir la señalización de otros RTK’s tales como los receptores de PDGF y HGF58-

61, mientras que la sobreexpresión de PTP1B en fibroblastos inhibe la transformación por 

oncogenes que incrementan la fosforilación de tirosinas incluyendo Her2, Src, Bcr-Acl, Crk 

y Ras62-64.También es requerida para la activación de las GTPasas de Rac y Ras (enzimas 

asociadas con incremento de proliferación y motilidad celular). Además, también puede 

activar a Src mediante defosforilación de la tirosina 527 (Y527), localizado hacia el 

extremo carboxilo terminal de la cinasa65-67. 

La PTP1B se encuentra localizada dentro de un mapa genético en el cromosoma 20 en la 

región q13.1-q13.268-69. Se ha demostrado que la ganancia o amplificación de la región del 

cromosoma 20q13 está asociada a pobre pronóstico en cáncer de mama70; no obstante, no 

existen datos que evalúen la sobreexpresión de PTP1B en neoplasias malignas como factor 

condicionante de pobre pronóstico. Las fosfatasas que se han documentado con un papel 

pronóstico en cáncer, es la fosfatasa PRL-3, que se ha asociado a una menor sobrevida libre 

de progresión en cáncer de mama ganglios positivos71. Esto es contrario a lo que 

inicialmente se pensó que tenían propiedades antioncogénicas a través de la regulación 

negativa de la actividad oncogénica de las PTK’s. Sin embargo, datos recientes han 

demostrado que estas fosfatasas se encuentran involucradas en la regulación positiva de 

vías de señalización en cáncer. La PTP1B es un regulador positivo de la señalización Ras, 

lo cual fue demostrado en fibroblastos deficientes de PTP1B72. Estudios recientes han 

demostrado que PTP1B participa en la vía de Her2 en la iniciación de la tumorogénesis en 

cáncer de mama. La inhibición de la expresión de PTP1B fue asociada con la disminución 

de la fosforilación de Erk, sugiriendo que participa en esta vía de señalización en la 

tumorogénesis de tumores mamarios72,73. 
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En el año 2007 Julien SG. y  colaboradores, demostraron en modelos murinos que la 

deleción de la actividad de PTP1B confería un retraso en el desarrollo de tumores 

mamarios, así como resistencia al desarrollo de metástasis pulmonares73. Estos mismos 

datos fueron observados por Bentires y Neel, quienes demostraron que la deficiencia 

homocigota de PTP1B en modelos murinos, retrasa o impide el desarrollo de tumores 

mamarios, principalmente aquellos asociados a Her274. Recientemente, en base a estos 

datos y tratando de dilucidar el papel de PTP1B sobre la regulación de Her2 en cáncer de 

mama, en nuestro laboratorio se realizaron estudios que demostraron que la presencia de 

PTP1B en cantidades crecientes se correlaciona con un aumento progresivo en la expresión 

de Her2 total, de manera independiente de la transcripción de her-2/neu, sugiriendo que 

PTP1B modula de manera específica la expresión de este receptor, y esté mecanismo de 

sobreexpresión de Her2 es independiente de la amplificación del gen. 
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Planteamiento del problema 
 
Recientemente se ha asociado a PTP1B en la progresión y metástasis de líneas celulares de 

cáncer de mama y modelos murinos. En estudios realizados en nuestro laboratorio se ha 

demostrado que PTP1B modula la expresión de Her2 en células tumorales de glándula 

mamaria, aunque el mecanismo que ejerce PTP1B sobre Her2 aún no está bien establecido. 

Este efecto de PTP1B probablemente puede conferir a las células tumorales una mayor 

agresividad. De ser así, PTP1B tendría una importante utilidad pronostica y terapéutica para 

el desarrollo de blancos moleculares. 

 

Justificación 
 
Pese a los avances en estrategias diagnósticas y terapéuticas, el cáncer de mama continúa 

siendo la neoplasia maligna más frecuente en el sexo femenino, y el primer lugar de 

mortalidad por cáncer en este género. A pesar de que se han desarrollado diversos 

marcadores moleculares, solo algunos han mostrado aplicación clínica como predictores 

pronósticos y de tratamiento, el marcador más estudiado es el receptor Her2. 

Recientemente se ha encontrado una asociación entre la expresión de las PTP’s y cáncer; 

sin embargo, el papel de las PTP’s ha sido poco estudiado. Reportes previos han 

demostrado una regulación positiva de la PTP1B sobre Her2. No obstante, hasta el  

momento actual desconocemos los efectos que esto implica sobre el desarrollo tumoral,  

por lo que es relevante determinar el papel de la expresión de PTP1B en procesos 

biológicos como la proliferación y migración en cultivos celulares de cáncer de mama y así 

dilucidar los efectos pronósticos que pudiera tener en esta patología. 
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Objetivo general 
 
Evaluar el efecto de PTP1B en la modulación de la proliferación y migración celular en 

cultivos primarios de cáncer de mama. 

 

Objetivos específicos 
 

1. Evaluar el efecto de la sobreexpresión de PTP1B sobre la proliferación celular. 

2. Evaluar el efecto de la sobreexpresión de PTP1B sobre la migración celular. 

3. Evaluar el papel de PTP1B en la modulación de receptores de factores de 

crecimiento (Her2 y PDGFRβ). 

4. Evaluar el efecto de la sobreexpresión de PTP1B sobre la ligasa de ubiquitina Cblb. 

 

Hipótesis 
 
PTP1B contribuye a una mayor agresividad (proliferación y migración) celular en cáncer de 

mama a través de la regulación de receptores de factores de crecimiento. 
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Material y métodos 
 
 
Cultivo de celulas de cancer de glandula mamaria.  

Los cultivos celulares MBCDB3, MBCD3, MBCDF y MBCD25 fueron generados 

previamente en el laboratorio a partir de explantes derivados de una biopsia obtenida a 

partir de una mastectomia radical (Protocolo aprobado por el comité de ética del Instituto 

Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán, referencia 159 ). Brevemente, 

el tejido fue cortado en trozos pequeños y sembrados como explantes en RPMI-1640 

suplementado al 10% de suero fetal bovino (SFB). Las células se dejaron crecer hasta que 

llenaron el plato de cultivo. Estas células fueron tripsinizadas y mantenidas como cualquier 

otra linea celular. La inmortalización se asumió después de mantenerse en crecimiento 

continuo in vitro por más de dos meses. 

 

Purificación de plásmidos.  

Los plásmidos utilizados fueron pcDNA4A (vector vacío, sin PTP1B),  pcDNA4 myc-

PTP1B wt (vector con PTP1B). La purificación por Maxiprep con el kit QIAGEN se 

realizó de acuerdo al protocolo indicado por el fabricante. 500ml de cultivo de bacteria se 

centrifugaron a 6000 rpm. Se retiro sobrenadante y se resuspendieron las células en 10 ml 

de buffer P1. Se adicionó 10 ml de buffer P2 y se agitó por inversión. Posteriormente, se 

pusieron 10 ml de buffer P3 y se incubó por 5 min a 4°C. Se realizó centrifugación (10000-

13000 RPM) por 10 minutos. Se remueve el supernadante. Se equilibró con buffer QBT. El 

supernadante se coloca en el QIAGEN-tip 20 y permitir la entrada de la resina por flujo de 

gravedad. Se lava con buffer QC. Posteriormente se eluye el DNA con buffer QF. Se 
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precipita el DNA  con isopropanol se mezcla y se centrifuga inmediatamente a 10000 

revoluciones por minuto por 30 minutos. Se decanta el supernadante. Se lavó el pellet de 

DNA con 1ml de etanol al 70% y se centrifugo a 10000 RPM por 10 minutos. Se decanta y 

se seca al aire libre por 5-10minutos y se re-disolvió el DNA en un volumen de agua libre 

de RNAsas. Se realizó la determinación o cuantificación de la cantidad de DNA por medio 

del nanodrop. 

 

Transfecciones. 

Se transfectaron las células MBCDF, MBCD25 mediante el protocolo de lipofectamina 

plus reagent. Primero se cultivaron placas de 6 pozos con las líneas celulares MBCDF y 

MBCD25. Una hora antes de la transfección se le cambia el medio a las células libre de 

antibiótico y suero fetal bovino. Se colocó 1µg de plásmido (pcDNA4A y  pcDNA4-myc 

PTP1B WT) y 6 µl de reagent plus en un tubo ependorf. Posteriormente, se diluyeron en 

medio libre de suero y antibióticos. Se dejó dicha mezcla durante 15 min incubando a 

temperatura ambiente. Después, se realizó una mezcla de 4µl de lipofectamina en 96µl de 

medio libre de antibióticos y se colocó en un tubo eppendorf. Posteriormente, se mezclaron 

gentilmente el contenido de ambos tubos y se incubo por 15 min a temperatura ambiente. 

Al finalizar se colocaron en cada plato de cultivo y se llevaron a una incubadora de CO2 a 

37oC por 24hrs. Terminado este tiempo se adicionó medio RPMI con 10% SFB.  
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Ensayo de Western Blot.  

Las células fueron sembradas en cajas de petri en medio RPMI-1640 libre de rojo fenol con 

10% de SFB. Se dejó que las células tuvieran una confluencia del 80-90% y posteriormente 

se realizaron 3 lavados con PBS. Las células se lisaron en buffer de lisis que contiene 

50mM HEPES (pH 7.4), 1 mM EDTA, 250mM NaCl, 1% de Nonidato P-40, 10mM NaF, 

1mM vanadato de sodio y 1X mezcla de inhibidores de proteasa (Complete, EDTA free, 

Roche). Treinta microgramos de proteína fueron sometidos a una electroforesis en un gel de 

policramida desnaturalizante y se transfirió a una membrana inmobilon-P PVDF (Millipore 

Corp Bedford, MA). La membrana se bloqueo 1hr con leche 5% en PBS Tween. 

Posteriormente se incubó con los anticuerpos primarios anti-myc toda la noche a 4oC. Se 

incubó con el anticuerpo secundario de ratón por 45 min. La señal fue visualizada por 

quimioluminiscencia y se expuso a una película radiográfica (Kodak). 

 

Proliferación celular 

Se realizaron ensayos de  proliferación celular, para lo cual  se sembraron  5 000  

células/cm2  en placas de 24  en medio RPMI – 1640 suplementado con 10% de SFB. Tras 

la siembra celular, estás se cultivaron durante 5 días en estufa a 37°C con una atmósfera de 

C02 al 5%. Las células se fijaron con glutaraldehído al 1.1% en PBS, durante 20 minutos 

los días 0, 1, 3 y 5. Al completarse los 5 días se procedió a la tinción de las placas con 

cristal violeta durante 20 minutos, posterior a lo cual se realizaron lavados con agua de las 

placas para retirar el exceso de colorante. Una vez completado, se dejaron solubilizar las 

células en 400 l de ácido acético al 10% durante 20 minutos. Por último, la absorbancia de 
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la solución se midió mediante espectrofotómetro a 595 nm en un lector de microplaca 

(Biorad 680 Microplate Reader). Los resultados se expresaron como el incremento del 

número de células a partir del día cero. 

 
 
 
Migración celular 

La migración celular se evaluó utilizando cámaras de Boyden de 8µM (Corning). 

Brevemente, se depositaron 20,000 células en 300 l de RPMI con 10% de SFB en los 

pozos superiores de las cámaras de Boyden. En el compartimiento inferior se coloco medio 

RPMI con 10% de SFB. Las células se incubaron por 8 horas a 37 ºC en atmósfera húmeda 

y CO2 al 5%. Al final del período de incubación se removieron las células de la parte 

superior que no migraron, y las que migraron se fijaron con una solución de glutaraldehído 

al 1.1% en PBS por 10 minutos, se tiñeron con una solución de cristal violeta al 0.5% por 

30 minutos. Se realizó valoración de las cámaras en microscopio y posteriormente el cristal 

violeta se disolvió con 0.3 mL de solución de ácido acético 10%. La absorbancia de la 

solución se midió a 595 nm en un lector de microplaca (Biorad 680 Microplate Reader). 

Los resultados se presentan como el índice de migración de las células con expresión de 

PTP1B con respecto al control de células que no lo expresan. 
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Resultados 

 
Generación de cultivos de cáncer de mama que sobreexpresen PTP1B WT 
de manera estable  

Curvas de Zeocina 

De manera inicial, se procedió a realizar curvas de zeocina en los cultivos celulares que 

serían sometidos a la transfección de PTP1B. Esto en base a que el plásmido de 

transfección contiene un gen de resistencia a la zeocina, lo que permite una adecuada 

selección de las células para la obtención de transfecciones estables. Para ello se  realizaron 

curvas de las líneas celulares MBCD25 y MBCDF a dosis crecientes de zeocina para 

determinar la IC50, esta fue de 250µg y 200µg respectivamente (Figura 5). 

 

 
 

 
 
 

 

MBCD-
D25 

MBCD-F 

Figura 5. Curvas de zeocina. La IC50 para la línea MBCD25 fue de 250µg/ml y para la línea 
MBCDF de 200 µg/ml.  
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Sobreexpresión de PTP1B en líneas celulares y cultivos primarios de cáncer 
de mama. 

PTP1B es una fosfatasa que está involucrada en la regulación de diversos receptores. En 

estudios previos en nuestro laboratorio se demostró que la sobreexpresión de PTP1B induce 

un incremento en los niveles de Her2. Para evaluar la participación de PTP1B en procesos 

biológicos como la proliferación y migración celular, se realizó la transfección de plásmido 

pc-DNA4 vacio (EV) y el que contiene el cDNA de myc-PTP1B en su forma silvestre 

(WT) en cultivos primarios de cáncer de mama (MBCDF y MBCD25). La sobreexpresión 

de PTP1B fue evaluada mediante Western Blot usando un anticuerpo anti-myc, lo que 

demuestra que PTP1B está sobreexpresado en estas células (Figura 6). Los resultados 

muestran que los carriles transfectados con el vector vacío (carriles 1 y 3) no hay expresión 

de myc-PTP1B, mientras que en los carriles donde se expresó PTP1B (carriles 2 y 4) se 

encontró la expresión de myc-PTP1B.   

 

 

 
 

 

 

 
Figura 6. Western Blot de la transfección transitoria y expresión de PTP1B WT en cultivos 
primarios de cáncer de mama (MBCD25 y MBCDF). Los carriles 2 y 4 demuestran la actividad 
de myc-PTP1B, posterior a la transfección del plásmido pc-DNA4A. Los carriles 1 y 3 
corresponden a los controles transfectados con el vector vacío. 

50 kD 

pc-DNA 4A                 -           +              -             +                                     
 

myc-PTP1B 

       1           2              3             4            

Tubulina 
50 kD 

                 MBCD25             MBCDF 
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La selección de células estables que expresan PTP1B WT se inició 72 horas posteriores a la 

transfección con 200µg/ml de zeocina, cantidad previamente establecida mediante curvas 

de viabilidad (Descritas en el apartado anterior). 

 

Efecto de la sobreexpresión de PTP1B sobre la modulación de la expresión 
de factores de crecimiento (Her2 y PDGFRβ) 

PTP1B está involucrada en la regulación de diversos receptores como el de la insulina y 

leptina55-57. Además,  recientemente se demostró en nuestro laboratorio que PTP1B 

participa en la modulación positiva de los niveles de Her2 en cultivos primarios de cáncer 

de mama. Para confirmar estos resultados se evaluó la expresión de Her2  mediante 

Western Blot, en cultivos primarios transfectados con el plásmido pc-DNA4 vacio (EV) y 

el que contiene el cDNA de myc-PTP1B en su forma silvestre (WT). Se corroboró que la 

sobreexpresión de PTP1B se asocia a un incremento en la expresión de Her2, este hallazgo 

fue más evidente en el cultivo celular MBCDF (Figura 7). Estos resultados son similares a 

los previamente descritos en el laboratorio.  

 

 

 
 

 

 

180 kD 
 
 
 
50 kD 
 
 
50kD 

Her2 
 
 
 
Myc-PTP1B 
 
 
Tubulina 

Figura 7. Western Blot de cultivos primarios de cáncer de mama (MBCD25 y MBCDF) 
transfectados con el plásmido pcDNA4A y pcDNA4-myc PTP1B WT. Incremento de la 
expresión de Her2 asociado a la transfección de PTP1B WT (carriles 2 y 4), hallazgo más 
evidente en el carril 4, que corresponde a la línea MBCDF con sobreexpresión de PTP1B WT. 

          1         2           3          4            

pcDNA 4A               -           +              -             +                                     
 

                     MBCD25            MBCDF 
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Una vez corroborada la regulación positiva de Her2 por PTP1B, evaluamos si el efecto de 

esta fosfatasa era exclusivo sobre Her2 o también afecta a otros receptores de factores de 

crecimiento, como PDGFRβ. Se evaluaron los niveles de expresión de PDGFRβ en las 

células transfectadas con PTP1B WT de manera transitoria y también en las células que 

expresan myc-PTP1B WT de manera estable. Se encontró que la sobreexpresión de PTP1B 

WT induce un incremento en los niveles de expresión de PDGFRβ en las líneas celulares 

MBCD25 y MBCDF (Figura 8A). Posteriormente se analizó si este efecto se mantenía en 

las células que expresan PTP1B WT de manera estable. Se encontró que la sobreexpresión 

de PDGFRβ mediada por PTP1B se mantenía aún en las células transfectadas de manera 

estable (Figura 8B). Estos resultados sugieren que la sobreexpresión de PTP1B WT se 

asocia con una modulación positiva de receptores de factores de crecimiento Her2 y 

PDGFRβ. 
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Figura 8. Western Blot de cultivos primarios de cáncer de mama (MBCD25 y MBCDF) 
transfectados (A: Transitorios, B: Estables). Se observa un incremento en la expresión de 
PDGFRβ asociado a la presencia de PTP1B WT. Esta regulación positiva de PDGFRβ se 
mantiene en las células con transfección transitoria y estables. 
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            MBCD25                                                          MBCDF 
    

Efecto de la expresión de PTP1B sobre la proliferación celular  

Los resultados hasta ahora obtenidos demuestran que la sobreexpresión de PTP1B induce 

una mayor expresión de Her2 y PDGFR, para evaluar si esta regulación positiva de estos 

receptores tiene repercusión sobre efectos biológicos como la proliferación y migración, se 

realizaron ensayos de proliferación y migración.  Primero se realizaron ensayos de 

proliferación en las células MBCD25 EV, MBCD25 WT, MBCDF EV y MBCDF WT 

transfectadas de manera estable. Observamos un incremento significativo en la 

proliferación en las líneas celulares que expresan PTP1B WT, el cual fue evidente al día 3 y 

5 de incubación. Es importante hacer notar que los efectos proliferativos más sobresalientes 

se observaron en la línea celular MBCD25 que sobreexpresa PTP1B (WT), con una 

diferencia del 80% de incremento comparada con la línea transfectada con el vector vacío 

(EV). (Figura 9). Estos resultados indican que la sobreexpresión de PTP1B induce una 

mayor proliferación de las células tumorales de cáncer de mama, lo cual demuestra que esta 

fosfatasa  ejerce acciones estimulatorias a nivel de la proliferación celular a través del 

incremento en los niveles de receptores de factores de crecimiento como Her2 y PDGFR.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 9. Curvas de proliferación celular. Izquierda: MBCD25 WT con un porcentaje de 
incremento al día 5 del 170%, comparado con el 90% de la línea con el vector vacío (EV). 
Derecha: MBCDF WT con una diferencia en el porcentaje de incremento más discreta en 
comparación con el vector vacío, 58 vs. 38% respectivamente. 
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Efecto de la expresión de PTP1B sobre la migración celular  

Posteriormente, con la finalidad de profundizar en el papel de la expresión de PTP1B en 

procesos biológicos como la migración celular de células tumorales de cáncer de mama, se 

realizaron ensayos de motilidad utilizando cámaras de Boyden. Estos se realizaron en 

cultivos primarios de cáncer de mama que no expresan PTP1B (MBCD25 Y MBCDF), y 

en el cultivo MBCD3 que expresa PTP1B. Los resultados demuestran que las células 

MBCD3 migran dos veces más que las células MBCDF y MBCD25 (Figura 10 A,B). 

Estos resultados sugieren que la expresión de endógena de PTP1B confiere una mayor 

capacidad de migración a las células tumorales.  

 

   

 
 
 
 

Para confirmar si el efecto sobre la migración es específico de PTP1B, evaluamos si la 

inhibición farmacológica de PTP1B bloqueaba la capacidad migratoria de los cultivos 

primarios de cáncer de mama. Para ello se realizaron estudios de migración en cámaras de 

Boyden, con células que expresan de manera endógena PTP1B y células con 

sobreexpresión de PTP1B WT tratadas con el inhibidor de PTP1B. Se compararon células 

control sin inhibidor, y células con presencia de inhibidor de PTP1B. La dosis utilizada 
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       PTP1B -                      PTP1B -                 PTP1B +   
Figura 10. Ensayos de motilidad en placas de Boyden. Cultivos primarios. A: Izquierda y 
central: Migración de los cultivos primarios que no expresan PTP1B de forma endógena 
(MBCD25 y MBCDF). Derecha: Migración del cultivo primario MBCD3, el cual expresa 
PTP1B. B: Cuantificación por espectrofotometría de los cultivos primarios. 

A B
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para la realización de estos estudios fue de 20µM del inhibidor PTP1B, la cual se obtuvo a 

partir de curvas de viabilidad en nuestro laboratorio, determinándose en esta dosis como la 

IC50. El tratamiento con el inhibidor de  PTP1B en las células MBCD3 que expresan de 

manera endógena PTP1B, mostró una disminución del 60% de la migración celular (Figura 

11 A,B). 

 

  

 

 

 

 
 
 
 
   

Posteriormente, evaluamos si las células de cáncer de mama en las que se transfectó el 

PTP1B WT, incrementaban la capacidad migratoria. Para lo cual se realizaron ensayos de 

migración en cámaras de Boyden con las células MBCD25 EV y  MCBD25 WT, se 

observó que la migración celular fue mayor en el cultivo celular transfectado con PTP1B 

WT, comparado con el cultivo transfectado con el plásmido vacío (EV). Estos datos 

demuestran que la expresión de PTP1B incrementa la migración celular (Figura 12). 
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Figura 11. Efecto del inhibidor de PTP1B 
sobre el cultivo primario MBCD3 que 
expresa de forma endógena PTP1B. A: Los 
recuadros a la  corresponden a las células 
control (sin inhibidor); y los recuadros a la 
derecha, al grupo con inhibidor de PTP1B. 
B: Cuantificación por espectrofotometría 
con un descenso del 60% de la capacidad de 
migración con el uso de Inhibidor de 
PTP1B. 

A B
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Para determinar la especificidad del inhibidor de PTP1B, también se realizaron estudios de 

migración en las líneas celulares transfectadas con el vector vacío, sin PTP1B. Las células 

MBCD25 transfectadas que expresan myc-PTP1B, fueron también tratadas con el inhibidor 

de PTP1B, de la misma manera que las células MBCD3. Se encontró que el efecto del 

inhibidor se mantiene en las células transfectadas con PTP1B WT, y es casi nulo en 

ausencia de expresión de PTP1B (Figura 13).  
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Figura 13. Efecto del inhibidor de PTP1B 
sobre las células transfectadas con EV y 
PTP1BWT. A: Los recuadros a la izquierda 
corresponden a las células transfectadas con 
el vector vacío (EV), a la derecha las células 
con PTP1B WT. B: Cuantificación 
espectrofotometría. 
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Figura 12. Ensayos de motilidad en placas de Boyden. Células MBCD25 transfectadas. A: a la 
izquierda células control transfectadas con el vector vacío (EV), y a la derecha células 
transfectadas con PTP1B WT. B: Cuantificación por espectrofotometría. 

                MBCD25 EV                          MBCD25 WT A B
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Regulación negativa de la ligasa de ubiquitina, Cblb  

La señalización de los receptores de factores de crecimiento se encuentra regulada 

negativamente por medio de la internalización y degradación lisosomal que es mediada por 

ligasas de ubiquitina de la familia Cbl75-80. En base a los resultados obtenidos, tratamos de 

esclarecer el mecanismo por el que PTP1B condiciona en células tumorales una regulación 

positiva de los receptores de factores de crecimiento, en este caso Her2 y PDGFRβ. Para 

ello, se realizó un análisis de la expresión de la ligasa de ubiquitina Cblb en las células 

transfectadas de manera transitoria,  mediante Western Blot (Figura 14). Los resultados 

obtenidos demuestran que la sobrexpresión de PTP1B WT se asocia a una disminución en 

la expresión de Cblb (carriles 2 y 4), lo que nos sugiere que la sobreexpresión de Her2 y 

PDGFRβ puede estar mediada por la inhibición de Cblb que induce una disminución en la 

endocitosis de estos receptores y un aumento en su expresión. 
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Figura 14. Western Blot de cultivos primarios de cáncer de mama (MBCD25 y MBCDF) 
transfectados. Se observa una disminución en la expresión de Cblb asociado a la transfección 
de PTP1B WT (carriles 2 y 4). 
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Discusión y Conclusiones 
 
La expresión de  PTP1B ha sido asociada en la oncogénesis en diversas neoplasias (p.ej. 

cáncer esofágico, mama, ovario y colon); sin embargo, el mecanismo biológico por el cual 

PTP1B facilita la progresión del cáncer de mama no se ha esclarecido por completo. 

Estudios previos en modelos murinos han demostrado que la ausencia de expresión de 

PTP1B en los tumores mamarios (NDL2/PTP1B-/-) confiere un retraso en el desarrollo 

tumoral y una frecuencia menor de metástasis pulmonares73-74. En humanos, no existen 

estudios que evalúen el papel de PTP1B como factor pronóstico, los datos existentes se 

dirigen a la amplificación de la región del cromosoma 20q13, donde está situado el gen de 

ptpn1, y se ha encontrado que la amplificación de esta región se asocia a un pobre 

pronóstico en cáncer de mama70. Otros estudios han demostrado que PTP1B activa a c-Src 

y la vía de ras, defosforilando la tirosina inhibidora (Y527), lo que sugiere un papel 

oncogénico65-67.   

Recientemente, en nuestro laboratorio demostramos que PTP1B regula positivamente la 

expresión de Her2 en cultivos celulares de cáncer de mama, con un efecto dosis-respuesta; 

estos datos fueron confirmados en nuestro estudio, evidenciando además que la 

sobreexpresión de PTP1B también provoca un incremento en los niveles de expresión de 

PDGFRβ, lo que sugiere que PTP1B desempeña un papel en la regulación positiva de los 

receptores de factores de crecimiento, tanto Her2 y PDGFRβ. Como es bien conocido, los 

receptores de factores de crecimiento controlan una gran variedad de procesos celulares, 

incluyendo la proliferación celular, diferenciación celular, la migración celular y la 

supervivencia celular. En este estudio demostramos que PTP1B juega un papel en la 

regulación positiva  de los receptores de Her2 y PDGFRβ, favoreciendo en las líneas 
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celulares una mayor capacidad proliferativa y de migración. En las últimas dos décadas, 

varios mecanismos que desregulan estos receptores incluyen: la amplificación del receptor, 

la translocación cromosómica y mutaciones puntuales. Estos cambios dan lugar a la 

activación ligando-independiente o una mayor actividad catalítica de los receptores de 

factores de crecimiento81,82. Sin embargo, además de estos mecanismos positivos, hay una 

creciente evidencia de que el escape a los mecanismos reguladores negativos es un evento 

importante en la desregulación de los receptores de factores de crecimiento. Hasta el 

momento se desconocen los factores por los que PTP1B favorece la sobreexpresión de 

estos receptores (Her2 y PDGFRβ); consideramos que  PTP1B podría participar de alguna 

manera defosforilando algún regulador de la degradación endocítica de estos receptores, lo 

que favorecería una vía de reciclaje y por tanto, un aumento de la expresión de estos. En 

apoyo a esto, para el receptor Her1 se ha descrito una tirosina al final del dominio 

intracelular que cuando esta fosforilada sirve de reconocimiento para c-Cbl, la cual induce 

su internalización y degradación83,84. Un mecanismo similar pudiera existir para Her2 y 

PDGFRβ; por lo tanto, si PTP1B mantiene defosforilada la tirosina que sirve de 

reconocimiento para Cblb, se mantendrán acumulados estos receptores en la membrana. 

Esto explicaría como la sobreexpresión de PTP1B induce mayores niveles de Her2 y 

PDGFRβ. Por esta razón, evaluamos si la sobreexpresión de estos receptores podría estar 

asociada a un mecanismo similar que Her1, por lo que medimos la expresión de Cblb en las 

líneas celulares transfectadas, y encontramos que la sobrexpresión de PTP1B induce una 

disminución en los niveles de Cblb, lo que sugiere que la sobreexpresión de Her2 y 

PDGFRβ puede estar asociada a una disminución en la degradación endocítica mediada por 

Cblb, favoreciendo una mayor expresión de los receptores. 



36 
 

Tratando de definir cuál es el papel biológico de la regulación de los receptores de factores 

de crecimiento (Her2 y PDGFRβ) por PTP1B en cáncer de mama, evaluamos el impacto de 

la sobreexpresión de PTP1B en cultivos primarios de glándula mamaria, valorando el 

efecto de PTP1B sobre la proliferación y la migración celular. Los resultados muestran que 

la sobreexpresión de PTP1B confiere una mayor capacidad proliferativa a las células 

tumorales, con una diferencia de hasta el 80% en la tasa de incremento. De la misma forma 

los estudios de migración celular demuestran que la expresión de PTP1B en cultivos 

celulares de cáncer de mama, tanto de forma endógena como exógena (mediante 

transfección), confiere a las células una mayor capacidad migratoria en comparación con 

las líneas celulares carentes de esta fosfatasa. Demostramos que el incremento en la 

migración se ve disminuido al utilizar un inhibidor de PTP1B, lo que sugiere que es un 

efecto específico de la sobreexpresión de PTP1B sobre la migración.  

El incremento en la proliferación de las células de cáncer de mama inducido por la 

sobreexpresión de PTP1B, puede deberse a la regulación positiva de los receptores Her2 y 

PDGFR promovida por esta fosfatasa, favoreciendo así una señalización prolongada río 

abajo de estos receptores. Algunos estudios sugieren que el fenotipo proliferativo de Her2 

está mediado por c-jun y la ruptura de la adherencia celular mediada por STAT385,86. No 

obstante, la sobreexpresión de Her2 y PDGFR no explica por completo el aumento en la 

capacidad migratoria de estas células. Este fenotipo invasivo de la sobreexpresión de Her2 

y PDGFRβ en las células tumorales puede explicarse por diversos mecanismos como la 

activación de la PI3K87, PKC-α, c-Src, así como la quinasa de adhesión focal (FAK)87,88, la 

regulación a la baja de la integrina 489 e inducción de la integrina 490, y el factor de 

crecimiento transformante-β91. Recientemente, se ha involucrado a las proteínas 
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adaptadoras de CRK (de sus siglas en inglés CT10 regulator of kinase) en la integración de 

las señales para la migración y la invasión de líneas celulares de cáncer de mama92. 

Numerosos estudios in vitro han definido el papel de las proteínas adaptadoras CRK en la 

motilidad celular92-94, pero se sabe poco sobre cómo las proteínas CRK contribuir a la 

progresión del cáncer de mama in vivo. De acuerdo a lo anterior, uno de los mecanismos 

por los cuales PTP1B pudiera contribuir a un aumento en la capacidad de migración de las 

células sea a través de la defosforilación del dominio de unión p130Cas (Crk-associated 

substrate), lo que generaría la activación de CRK y el consiguiente inicio de la señalización 

río debajo de la vía de la integrina95,96. Estos datos nos indican que PTP1B confiere al 

menos, en modelos in vitro, un factor de mal pronóstico en cáncer, ya que su expresión se 

asocia a una mayor tasa de proliferación probablemente mediada por la sobreexpresión de 

Her2 y PDGFRβ, y una capacidad de migración mayor que puede estar mediada por la 

activación de proteínas adaptadoras CRK. Esto último, además, nos sugiere que la 

expresión de PTP1B puede favorecer el desarrollo de metástasis al conferir a las células 

tumorales una mayor capacidad de migración. Estos datos coinciden con los resultados 

encontrados en modelos murinos, donde la ausencia de PTP1B se asocia a un periodo libre 

de desarrollo tumoral mayor  y una menor incidencia de metástasis pulmonares. Estos 

hallazgos sugieren que PTP1B puede ser un marcador pronóstico para el cáncer de mama, 

lo que justifica la realización de un estudio de la expresión de PTP1B en muestras humanas 

de cáncer de mama. Por otra parte, los resultados de este trabajo abren la posibilidad al 

desarrollo de blancos moleculares, ya que se puede considerar el uso de inhibidores de 

PTP1B como terapia dirigida a bloquear la migración celular y por ende disminuir el 

potencial metastásico de las células tumorales. 
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