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Resumen 

El cáncer de mama (CaMa) es la neoplasia con mayor morbilidad y mortalidad en 

mujeres a nivel mundial. Las terapias actuales aún son deficientes para el 

tratamiento de esta enfermedad, ya que éste padecimiento presenta una alta tasa 

de reincidencia y de fracaso al tratamiento. Se ha descrito que la población de 

células troncales tumorales (CTT) podría está directamente involucrada en la 

iniciación y mantenimiento del CaMa, así como en la quimioresistencia y la 

reincidencia de la enfermedad. Las CTT presentan como marcadores específicos 

de superficie el fenotipo CD44+/CD24-/low. La activación del receptor CD44 por su 

ligando el ácido hialurónico (HA) promueve la malignidad de la célula tumoral. Se 

sabe  que al bloquear la unión de CD44-HA se inhibe el crecimiento tumoral y la 

metástasis, lo que sugiere el desarrollo de fármacos dirigidos contra este receptor 

pudieran ser efectivos para el tratamiento del CaMa. En éste trabajo se evalúa el 

efecto de la citotoxicidad y la adhesión celular a HA  utilizando compuestos 

seleccionados mediante cribado virtual dirigidos contra el receptor CD44 con el 

objetivo de conocer el efecto de estos fármacos sobre una línea celular de CaMa 

con alta expresión del receptor CD44 y su posible aplicación terapéutica como 

adyuvante a los actuales tratamientos en contra del CaMa. Los resultados obtenidos 

demuestran que los fármacos seleccionados tienen un efecto en la adhesión celular 

a HA, lo que sugiere que estos compuestos pueden servir como adyuvantes para el 

tratamiento del CaMa sí se demuestra que tienen efecto reduciendo la invasividad, 

la migración y proliferación de las células tumorales. 
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I. Introducción   

1.1 Generalidades del Cáncer 

Cáncer es un nombre general para un grupo de más de 100 enfermedades. El 

cáncer comienza cuando células de alguna parte del cuerpo comienzan a proliferar 

fuera de control. Estas células en lugar de morir continúan proliferando para formar 

nuevas células cancerosas, las  cuales tienen la capacidad de invadir otros tejidos. 

La proliferación sin control y la capacidad de invadir a otros tejidos es lo que define 

a una célula cancerosa [1]. 

1.2 Epidemiología del cáncer 

Se estima que en 2005 murieron de cáncer 7.6 millones de personas, lo que 

representa el 13% de las defunciones en todo el mundo. Si no se toman medidas 

urgentes, para el 2015 morirán 84 millones de personas más. El cáncer no es un 

problema exclusivo de los países desarrollados ya que más del 70% de las muertes 

por cáncer suceden en países de ingresos bajos y medianos [2].  

En el mundo hay anualmente 14.1 millones de nuevos casos de personas con 

cáncer, 8.2 millones de muertes y 32.6 millones de personas que viven con cáncer 

(dentro de los 5 primeros años a partir del diagnóstico). En el año 2012 en todo el 

mundo, del 57% (8 000 000) de los nuevos casos de cáncer, el 65% (5.3 millones) 

de las muertes por cáncer y el 48% ( 15,6 millones ) de los casos de cáncer 

prevalentes de 5 años se produjeron en las regiones menos desarrolladas del 

mundo [3]. 
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1.3 El inicio del cáncer.  

La proliferación celular está cuidadosamente regulada y responde a las 

necesidades específicas del cuerpo. En un animal joven la proliferación excede a la 

muerte celular, cuando el animal aumenta de tamaño; en adulto, el proceso de 

muerte y surgimiento de nuevas células se equilibra [4].  

Ocasionalmente, los controles que estabilizan la replicación celular se rompen. 

Cuando esto ocurre, la célula comienza dividirse y proliferar de una manera 

desregulada, sin considerar las necesidades que tienen el organismo. Las células 

provenientes de ella heredan la propensión de proliferar sin responder a la 

regulación, el resultado es una clona de células no requeridas con la capacidad de 

replicarse indefinidamente hasta formar una masa de células llamada tumor [4]. 

1.3.1 Tumores benignos y malignos 

Los tumores surgen con gran frecuencia, especialmente en animales y humanos 

viejos, pero la mayoría presentan poco riesgo para su hospedero, ya que están 

localizados y son de tamaño pequeño. A estos tumores se les llama benignos, un 

ejemplo son las verrugas. Cuando un tumor es benigno contiene células que se 

parecen y funcionan como las células normales. Las moléculas de interacción de 

superficie que mantienen juntos los tejidos de las células tumorales benignas, las 

mantienen localizadas en los tejidos apropiados de igual forma como sucede en las 

células normales [4]. 

En contraste, las células que componen los tumores malignos, o cáncer, expresan 

algunas proteínas características dependiendo del tipo celular del cual surgieron, y 
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una alta fracción de estas células se divide más rápido de lo normal. Algunos 

tumores malignos permanecen localizados y encapsulados, por lo menos durante 

un tiempo; un ejemplo es el carcinoma de ovario o de mama. Sin embargo, algunas 

células no permanecen en su sitio original, ya que invaden tejidos circundantes, 

entran en el sistema circulatorio del cuerpo y se establecen en zonas de 

proliferación lejos del sitio original. La propagación de las células tumorales y su 

establecimiento en áreas secundarias de crecimiento es llamada metástasis; la 

mayoría de las células malignas pueden adquirir dicha capacidad. Así, la principal 

característica que diferencia los tumores malignos de los benignos es la invasividad 

y la diseminación [4].  

1.3.2 Oncogenes y genes supresores de tumores 

Como se dijo anteriormente, las células tumorales difieren de las células normales 

principalmente a nivel genético. Las diferencias genéticas tienen como 

consecuencia cambios en la proliferación celular, la morfología, interacciones 

célula-célula, propiedades de membrana, estructura del citoesqueleto y secreción 

de proteínas. En este sentido, hay dos clases de genes que están involucrados en 

la iniciación del cáncer, estos son: los protooncogenes y los genes supresores de 

tumores (GST) los cuales codifican para varios tipos de proteínas que participan en 

el ciclo celular y la proliferación; las mutaciones en estos genes pueden contribuir al 

desarrollo de cáncer [5]. 

La mayoría de los oncogenes conocidos provienen de genes celulares normales 

(protooncogenes) cuyos productos proteicos participan en las vías de señalización 

relacionadas con el control de la proliferación celular. Por ejemplo, el gen ras es un 
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protooncogen que codifica una proteína intracelular de trasducción de señales; el 

gen mutante que deriva del gen ras es un oncogén cuyo producto es una 

oncoproteína que promueve una señalización descontrolada de proliferación 

celular. 

La conversión o activación de protooncogen a oncogen generalmente involucra una 

mutación de ganancia de función. Existen al menos tres mecanismos que pueden 

producir oncogenes a partir de protooncogenes: 

 Mutaciones puntuales en protooncogenes que resultan en la activación 

constitutiva de una proteína. 

 Duplicación localizada (amplificación de genes) de un segmento que 

contiene un protooncogen, lo que lleva a la sobreexpresión de la proteína 

codificada. 

 Translocación cromosómica que produce que un gen regulatorio del 

crecimiento celular este bajo el control de un promotor diferente, lo que 

ocasiona una inapropiada expresión del gen. 

Un oncogen formado por el primer mecanismo codifica a una oncoproteína que 

difiere ligeramente de la proteína normal codificada por su correspondiente 

protooncogen. En contraste, los siguientes dos mecanismos generan oncogenes 

cuyos productos proteicos son idénticos a las proteínas normales; su efecto 

oncogénico se basa en su taza de expresión mayor que en células normales. Sin 

embargo, las mutaciones para obtener una ganancia en la función actúan 
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dominantemente, es decir, las mutaciones en uno sólo de los alelos son suficientes 

para la indicción del cáncer [5]. 

Los GST generalmente codifican para proteínas que de una forma u otra inhiben la 

proliferación celular. La pérdida de uno o más de estos “frenos” contribuye al 

desarrollo del cáncer. Se reconocen al menos 5 clases de proteínas que son 

codificadas por GST. 

 Proteínas intracelulares como el inhibidor de la cinasa dependiente de ciclina 

p16 (CDKI p16). Que regulan o inhiben la progresión a través de un una etapa 

especifica del ciclo celular [5]. Las cinasas dependientes de ciclinas (CDK) 

son enzimas esenciales con actividades estrechamente reguladas por 

fosforilación  y asociación con otras enzimas, particularmente las ciclinas 

[6,7]. La activación secuencial de complejos ciclina-CDK produce la 

transición ordenada a través del ciclo celular. La activación anormal de las 

CDK es una de las bases de la proliferación celular incontrolada que 

caracteriza al cáncer [8]. El gen p16 codifica una proteína con capacidad de 

inhibir a CDK4 y CDK6 [9]. La secuencia de CDK4 y CDK6 está 

estrechamente relacionada y ambas son activadas por ciclinas tipo D durante 

la fase G1 del ciclo celular [10]. Por lo que mutaciones o deleciones del gen 

p16 se han relacionado con la aparición de diversos tumores primarios, 

principalmente melanoma [11-13]. 

 Factores de crecimiento (e.g. Factor de crecimiento derivado de tumor (TGF-

β)) cuya función es inhibir la proliferación celular [14]. En los mamíferos 

existen tres diferentes variantes de TGF-β, β1, β2 y β3 los cuales están 
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codificados en diferentes genes pero ejercen sus funciones a través del 

mismo receptor [15]. De estos, el TGF-β1 frecuentemente se encuentra sobre 

expresado en células tumorales [16,17]. El TGF-β tiene importantes 

funciones en la modulación de la proliferación, la maduración y diferenciación 

celular, en la formación de matriz extracelular, la homeostasis, 

inmunomodulación, apoptosis, angiogénesis y progresión del cáncer [18-20]. 

Es frecuente encontrar niveles altos de TGF-β en plasma de pacientes con 

CaMa [21]. Estos niveles correlacionan con el estadío de la enfermedad y 

disminuyen después de la extirpación del tumor. Variantes de la familia de 

TGF-β en carcinomas son predictores de una baja respuesta a quimioterapia 

en pacientes con CaMa [22]. 

 Proteínas de control que detienen el ciclo celular en caso de daño al DNA o 

si los cromosomas son anormales [5]. Por ejemplo, la proteína p53 se une al 

DNA cuando se encuentra dañado, lo que produce un estímulo para generar 

la proteína p21 la cual puede unirse a la ciclina dependiente de cinasa 2 

(CDK2) cuyo efecto es la inducción de la división celular. Cuando p21 forma 

un complejo con CDK2 la célula no puede avanzar a la siguiente etapa de la 

división celular. Entonces una P53 mutante ya no se une al DNA de una 

manera eficaz, y como consecuencia no se produce P21 para realizar la 

"señal de parada” para la división celular. Así, las células se dividen sin 

control y forman tumores [23]. 

 Proteínas que promueven la apoptosis. En los vertebrados la apoptosis 

puede ser iniciada por dos diferentes vías de señalización, aunque 
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eventualmente ambas convergen [24]. La primera es regulada por BCL-2 

(intrínseca, mitocondrial, inducida por estrés) [25] y la segunda por 

“receptores de muerte” [26]. En ambas vías de señalización, la muerte celular 

es mediada por una familia de proteínas denominadas caspasas, que 

proteolizan cientos de proteínas celulares diferentes [27]. La familia de 

proteínas BCL-2 está compuesta por un subgrupo de proteínas 

antiapoptoticas y 2 subgrupos proapoptoticos que regulan de manera 

conjunta la muerte celular a través de interacciones proteína-proteína [28]. 

Una sobreexpresión de las proteínas BCL-2 de supervivencia celular 

promueve la tumorigénesis por el mantenimiento de la viabilidad de las 

células a una transformación neoplásica, facilitando de ese modo la 

adquisición de mutaciones oncogénicas adicionales [29]. 

 Enzimas que participan en la reparación del DNA. Aunque las enzimas que 

participan en la reparación del DNA no tienen un efecto directo sobre el 

control de la proliferación celular, las células que pierden la habilidad de 

reparar su DNA acumulan mutaciones en varios genes, incluyendo aquellos 

que son críticos en el control del crecimiento y la proliferación celular. Por lo 

tanto, mutaciones de perdida de función en genes que codifican enzimas de 

reparación de DNA  promueven la inactivación de otros GST y la activación 

de oncogenes [5]. Por ejemplo, perdida de los genes codificantes para la 

proteína de susceptibilidad a CaMa tipo 2 (BRCA2 por sus siglas en inglés) 

que está implicada en la reparación del daño cromosómico, evita la 
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reparación ante el daño genético ocasionado por radiaciones lo que 

promueve el desarrollo del cáncer [30,31]. 

Generalmente una sola copia los GST es suficiente para controlar la proliferación 

celular, por lo que ambos alelos de un GST deben ser perdidos o inactivados para 

promover el desarrollo tumoral. Entonces, las mutaciones oncogénicas de perdida 

de función actúan de forma recesiva. Los GST en muchos tipos de cáncer tienen 

mutaciones o deleciones puntuales que evitan la producción de su proteína o 

conllevan la formación de una proteína no funcional [5]. 

1.4 Carcinogénesis 

La carcinogénesis (proceso de generación del cáncer) puede ser dividida 

conceptualmente dentro de cuatro etapas: iniciación del tumor, promoción del 

tumor, conversión maligna y progresión tumoral (fig. 1). La distinción entre la 

iniciación y la promoción fue reconocida a través de estudios que incluían 

carcinógenos químicos y virales [32,33]. Esta distinción fue formalmente definida en 

ratones tratados tópicamente con una sola dosis de un hidrocarburo aromático 

policíclico (3,4-benzopireno, 1,2,5,6-dibenzantraceno o 9,10-dimetil-1,2-

benzantraceno) como agente iniciador, seguido de dosis repetidas de aceite de 

crotón (agente promotor). Cuando el tratamiento con el agente promotor se mantuvo 

constante pero utilizando los agentes iniciadores antes mencionados, en diferentes 

concentraciones, sólo hubo variación en la incidencia de los tumores de cada grupo, 

pero el período de latencia promedio siguió siendo el mismo, lo que demostró la 

diferencia entre un cambio neoplásico irreversible en las células normales  

(iniciación) convirtiéndolas a células tumorales latentes (promoción) [32].  
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1.4.1 Iniciación del tumor 

El concepto de iniciación indica que los primeros cambios en el material genético en 

la carcinogénesis química son irreversibles. Para que las mutaciones se acumulen, 

estas deben surgir en células que proliferen y sobrevivan en el organismo por algún 

tiempo. Un carcinógeno químico causa errores genéticos por que modifica la 

estructura del ADN lo que lleva a mutaciones durante la síntesis del ADN. Con 

mayor frecuencia, estos cambios ocurren por la formación de un aducto entre el 

carcinógeno o uno de sus grupos funcionales y los nucleótidos del ADN [34]. La 

formación aductos carcinógeno-ADN es una de las teorías centrales de la 

carcinogénesis química, y puede ser necesaria, pero no suficiente, prerrequisito 

para la iniciación tumoral [35].  

La formación de estos aductos causa la activación de protooncongenes o la 

inactivación de los GST, cualquiera de estas dos opciones puede ser categorizada 

como un evento iniciador de tumor [35]. Adicionalmente, estudios moleculares de 

tejidos preneoplásicos de pulmón y de colon demuestran que hay cambios 

epigenéticos como eventos tempranos de la carcinogénesis a través de metilación 

de regiones promotoras en el ADN lo que genera el silenciamiento transcripcional 

de GST como evento iniciador de la carcinogénesis [36]. 

1.4.2 Promoción del tumor 

La promoción del tumor comprende la expansión clonal selectiva de las células 

iniciadas. Dado que la taza de acumulación de mutaciones es proporcional a la taza 

de la división celular, la expansión clonal de las células produce una gran población 

celular que está en riesgo de adquirir futuros cambios genéticos y conversión 
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maligna [37,38]. Dichos cambios pueden ser potenciados por los promotores 

tumorales que en general son no mutagénicos. Estos agentes se caracterizan por 

su capacidad de reducir el periodo de latencia para la formación del tumor después 

de la exposición de un tejido a un iniciador tumoral, o de incrementar el número de 

tumores formados en ese tejido. Los agentes promotores inducen la formación de 

tumores en combinación con una dosis de un iniciador que es demasiado baja para 

ser carcinogénica por si sola [32,39].  

1.4.3 Conversión maligna 

La conversión maligna es la transformación de una célula preneoplásica a una que 

expresa un fenotipo maligno. Este proceso requiere cambios genéticos adicionales. 

La dosis total de un promotor tumoral tiene menor impacto en la formación del tumor 

que la frecuencia de la administración, y si el promotor tumoral es retirado una vez 

que la conversión maligna ha ocurrido, las lesiones premalignas o benignas pueden 

revertirse. La promoción tumoral contribuye al proceso de carcinogénesis por la 

expansión de la población de las células iniciadas que están en riesgo de llegar a 

una conversión maligna. La conversión de una fracción de estas células puede ser 

acelerada en proporción a la taza de la división celular y  de la cantidad de células 

que se dividen en el tumor benigno o la lesión preneoplásica. En parte, estos 

cambios genéticos adicionales pueden resultar de la infidelidad en la síntesis del 

ADN [40]. La probabilidad de la conversión maligna puede estar incrementada 

sustancialmente por la exposición de las células neoplásicas a los agentes que 

pueden dañar el ADN, y este proceso puede ser mediado a través de la activación 

de protooncogenes y la inactivación de GST [34].
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Fig. 1. El proceso de la carcinogénesis puede ser conceptualizado dividiéndolo en cuatro etapas: la iniciación tumoral, la promoción del tumor, la 

conversión maligna y la progresión tumoral. La activación de protooncogénes y la inactivación de genes supresores de tumores son eventos de 

mutación que resultan en daño al ADN causado por la exposición a agentes químicos. La acumulación de mutaciones (no necesariamente en el 

orden que ocurren), constituye la base del proceso de carcinogénesis [41] (modificado de [35]).
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1.4.4 Progresión tumoral 

La progresión tumoral comprende la expresión del fenotipo maligno y la tendencia 

de las células a adquirir esta característica u otras más agresivas durante el tiempo. 

Además, la metástasis puede proveer la capacidad a las células tumorales de 

secretar proteasas que permiten la invasión más allá de la localización inmediata 

del tumor. Una característica prominente del fenotipo maligno es la propensión al 

crecimiento descontrolado que es generado por la inestabilidad genómica [42]. 

Durante este proceso pueden ocurrir aún más cambios genéticos y epigenéticos, 

incluyendo la activación de protooncogenes y la perdida de función de los GST. 

Estos fenómenos le confieren a las células ventajas en el crecimiento como la 

capacidad de la invasión regional, y en última estancia, la propagación metastásica. 

A pesar de la evidencia de la programación de ciertos eventos mutacionales, el 

factor que parece ser determinante es la acumulación de mutaciones y no el orden 

o la fase de la tumorigénesis en que se producen [43,44]. 

1.5  Cáncer de mama 

1.5.1 Epidemiología del CaMa 

La organización panamericana de la salud (OPS), señala que el CaMa es el más 

frecuente en mujeres de América Latina y el Caribe; se estima que en 2008 se 

diagnosticaron poco más de 320 mil mujeres con este padecimiento y se calcula 

que para el 2030 se incrementará en un 60 por ciento [45]. 

En México, el CaMa ocupa el primer lugar en incidencia de las neoplasias malignas 

en mujeres. Representa 11.34% de todos los casos de cáncer. El grupo de edad 

más afectado se encuentra entre los 40 y los 59 años de edad mientras que la 
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mortalidad por CaMa se ha incrementado un 10.9% relativo en los últimos años (de 

13.06 en 2000 a 14.49 en el año 2010) [46].  

1.5.2  Bases de la clasificación del CaMa 

Aunque la morfología tumoral permanece como la piedra angular del diagnóstico 

del CaMa, la clasificación molecular de los carcinomas mamarios es utilizada para 

determinar subconjuntos tumorales y sus implicaciones en el pronóstico y la terapia. 

Estudios auxiliares como inmunohistoquímica (IHC) de marcadores para receptores 

de hormonas (HR) como el receptor de estrógenos (ER), el receptor de 

progesterona (PR) y el receptor humano de crecimiento epidermal 2 (HER2), 

pueden fungir como indicadores de pronóstico y por tal motivo son los más utilizados 

[47].  

Los carcinomas mamarios presentan una alta heterogeneidad a nivel clínico y 

molecular. Por lo tanto, es útil separarlos en diferentes subconjuntos basados en su 

biología y respuesta terapéutica [48]. ER y PR son dos marcadores utilizados para 

el pronóstico clínico y la predicción de respuesta a la terapia endócrina 

respectivamente [49,50]. El PR sirve como un indicador de la vía de señalización de 

ER, lo que refleja la dependencia entre estos dos receptores, y sirve para predecir 

a aquellos pacientes que responderán a la terapia hormonal, ya que se requieren 

niveles adecuados de estrógeno para que PR sea transcrito [51]. Por lo tanto, la 

expresión de PR generalmente es reportada en conjunto con la expresión de ER. 

Los pacientes con tumores PR+ tienden a tener un periodo sin enfermedad 

significativamente más largo y una taza de supervivencia mayor que los pacientes 

cuyos tumores son PR- [52]. El receptor epidermal humano 2 (HER2 por sus siglas 
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en inglés) es una oncoproteína asociada a la familia del receptor del factor de 

crecimiento epidermal (EGFR). HER2 se expresa en niveles bajos en epitelio ductal 

de la mama [49]. Aproximadamente de 10 a 30% de los tumores mamarios 

presentan una sobreexpresión de la proteína HER2. La expresión de HER2 es un 

marcador independiente del pronóstico de los resultados clínicos con o sin 

involucramiento de los nódulos linfáticos, además el receptor está involucrado como 

factor predictivo para las terapias basadas en la administración de taxano o 

antraciclina [49]. Los tumores HER2+ generalmente exhiben resistencia al tamoxifen 

a través de receptores moduladores del sistema endocrino y su resistencia es menor 

a las terapias de restricción de estrógeno que se basan en el uso los inhibidores de 

aromatasas [53]. 

1.5.3 Clasificación molecular de los carcinomas mamarios. 

Perou y colaboradores propusieron la primera clasificación molecular de los tumores 

mamarios usando un análisis de expresión de genes con microarreglos de ADN [54]. 

Analizaron 115 carcinomas mamarios y con base a la expresión de varios grupos 

de genes se clasificaron en 5 categorías, tipo basal, carcinomas con sobre 

expresión de HER2, luminal A, luminal B y el tipo subtipo parecido a normal [55,56]. 

A su vez, estos tumores pueden ser separados en ER+ y ER- [57,58]. 

Subtipos Luminal. La sobreexpresión de genes asociados al epitelio luminal en 

carcinomas mamarios da nombre a esté grupo. Los tumores luminales expresan 

CK8/18, GATA3 y ER. El receptor de estrógeno se encuentra altamente expresado 

en tumores de tipo luminal A los cuales presentan bajas tazas de expresión de 

genes que modulan la proliferación y un excelente pronostico. En el caso de tumores 
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tipo luminal B, ER se encuentra pobremente expresado y se presenta una 

exacerbación de genes relacionados con la proliferación, usualmente resultan en un 

mayor grado histológico y peor pronostico que el tipo luminal A [54-56,58]. 

Subtipo HER2. Los tumores en este grupo se caracterizan por tener los genes 

ERBB2 (formalmente HER2) amplificados en la banda 17q12 [47]. En estos tumores 

se presenta la expresión de HER2 y frecuentemente son negativos para PR y ER 

[59]. Los carcinomas que expresan HER2 y son ER+ se agrupan mejor en el subtipo 

luminal B. Los tumores del subtipo HER2 tienden a tener un curso clínico más 

agresivo respecto a los de subtipo luminal [60]. 

Subtipo Basal. Estos tumores expresan genes característicos de células 

mioepiteliales. Como CK5, CK14, CK17, caveolinas 1 y 2, nestina, P-cadherina, 

CD44 y EGFR [47,60]. Adicionalmente, estos tumores generalmente son conocidos 

como “triple negativos” ya que son negativos para ER, PR y HER2 [61]. Los 

carcinomas con este subtipo presentan un curso clínico agresivo con altas tazas de 

proliferación y un grado histológico avanzado, presentan zonas metaplásicas, 

necrosis central, bordes invasivos hacia el tejido circundante y una prominente 

infiltración de linfocitos [60-63]. 

Subtipo parecido a normal. Estos tumores frecuentemente expresan genes de 

tejido adiposo y de células no epiteliales, incluyendo a células basales del 

mioepitelio; además de manera típica suelen agruparse con células normales del 

seno y fibroadenomas [60,64]. La importancia clínica de los tumores de este grupo 

aún no está bien determinada [60,65]. Sin embargo, algunos investigadores han 
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propuesto que esté subtipo está sobrevalorado ya que la mala toma de muestra 

puede estar creando una categoría falsa [64,66]. 

1.5.4 Terapias contra el cáncer de mama 

Cirugía. La cirugía ha cambiado dramáticamente durante los últimos 20 años con 

la aparición de terapias de conservación del seno (TCS), muchas mujeres tienen la 

opción de preservar un seno cosméticamente aceptable sin sacrificar su 

supervivencia [67]. Las TCS se basan en la extirpación del tumor sin la remoción 

excesiva del tejido normal circundante, con el objetivo de proveer una cirugía 

equivalente a la mastectomía con una baja taza de reincidencia del cáncer [68]. 

Redioterapia postquirúrgica. Se sabe que la radioterapia después de la operación 

reduce sustancialmente el riesgo de la reincidencia y reduce la mortalidad en las 

pacientes con CaMa. Sin embargo, el uso de la radioterapia está limitado debido a 

su toxicidad a largo plazo [69].  

Quimioterapia adyuvante. La quimioterapia adyuvante se refiere a la 

administración de quimioterapia, terapia hormonal y/o trastuzumab (un anticuerpo 

monoclonal dirigido contra HER2) después de la cirugía para el tumor primario. Su 

propósito es eliminar o retardar la aparición subsecuente de micrometastásis. El 

principal estándar para determinar el tipo de quimioterapia adyuvante que se 

administrará se basa en la expresión de ER y PR. La terapia hormonal beneficia a 

pacientes que tienen carcinomas con expresión positiva a los HR, pero no para 

aquellos cuya expresión de dichos receptores es negativa [70]. 
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Quimioterapia neoadyuvante. Es una terapia que se administra antes de realizar 

la cirugía. Se utiliza en el caso de carcinomas avanzados los cuales son inoperables 

o ya presentan un proceso inflamatorio [71]. Aunque la terapia neoadyuvante y la 

quimioterapia adyuvante son consideradas equivalentes en términos de 

supervivencia de los pacientes. La quimioterapia neoadyuvante presenta la ventaja 

de que brinda la oportunidad de reducir el tamaño del tumor lo que favorece la 

realización de TCS [72]. 

1.5.5 Pronostico del cáncer de mama 

A pesar en los avances del tratamiento para esta enfermedad, 20 a 30 % de los 

pacientes con CaMa temprano, experimentaran una recaída y/o metástasis [73]. En 

estos pacientes, la metástasis es la principal causa de muerte [74]. Los pacientes 

con tumores basales tienen un alto riesgo de metástasis y una baja tasa de 

supervivencia [75]. Kennecke y colaboradores estudiaron 3,726 pacientes con 

CaMa y reportaron  que los tumores basales tienen una mayor frecuencia de 

presentar metástasis y un tiempo reducido desde la identificación de la metástasis 

hasta la muerte que los pacientes con tumores de tipo luminal A o B [75]. 

Actualmente, la quimioterapia, radiación y la cirugía son las únicas elecciones para 

pacientes con CaMa, pero estos tratamientos presentan resultados pobres [76]. Con 

lo cual surge la necesidad de terapias específicas para el CaMa [77]. 

1.5.6 Células troncales tumorales de cáncer de mama  

Durante la última década se han identificado y caracterizado células de CaMa que 

poseen características de troncalidad. Existe mucho interés alrededor de la función 

que tienen estas células troncales tumorales de CaMa (CTTM) en la enfermedad y 
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si proporcionan la llave para abrir una nueva comprensión de los mecanismos que 

conducen a la progresión, la resistencia a los medicamentos y recurrencia del CaMa 

[78]. 

Las células troncales tumorales (CTT) son células cancerosas con una mayor 

capacidad para generar tumores que las células cancerosas promedio. Las CTT 

poseen varios atributos importantes similares a las células troncales normales (CT). 

Estas células son capaces de dividirse asimétricamente para producir una CT, lo 

que permite la capacidad de autorenovación, y una célula progenitora, que les 

permite producir células cancerosas fenotípicamente diversas que constituyen los 

tumores [79]. 

Al-Hajj y colaboradores describieron una población celular en tumores de CaMa 

humanos caracterizadas por los marcadores de la superficie CD44+/CD24-/low y que 

se encontraban desprovistas de los marcadores de linaje celular CD2, CD3, CD10, 

CD16, CD18, CD31, CD64 y CD140b (Lin-). Ellos encontraron que la subpoblación 

de células CD44+/CD24-/low era altamente tumorigénica en el modelo de 

xenotrasplante primario y secundario [80]. 

Además de las propiedades tumorigénicas y la resistencia a la quimioterapia, las 

CTTM han sido implicadas en la reincidencia del CaMa. La aplicación de las terapias 

actuales en contra del CaMa ejercen una presión selectiva sobre las CTTM ya que 

estás células son poco sensibles a los tratamientos actuales, además las CTTM 

pueden heredar la resistencia a las terapias a su progenie, promoviendo la 

reincidencia de la enfermedad con una evolución tumoral más agresiva y en menor 

tiempo [79] (Fig 2).  
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Figura 2. Funciones clave de las CTTM en la progresión de la enfermedad. La pequeña fracción de 

CTTM dentro de los tumores se mantiene por la autorenovación de las células cancerosas (A). Las 

CTTM son más resistente a la radiación y a la quimioterapia que el resto de las células tumorales 

(B). Las CTTM supervivientes son capaces de repoblar tumores previamente tratados y producir una 

recaída en la enfermedad (C). CTTM pueden ser el origen de lesiones metastásicas (D) (modificado 

de [79]). 
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El papel de las CTTM en el cuadro clínico de los pacientes con CaMa se ha 

analizado utilizando diferentes estrategias. El perfil de expresión genético de la 

población CD44+/CD24-/low comparado con células normales del epitelio mamario en 

el cual se han identificado firmas genéticas asociadas a la supervivencia celular [81]. 

El análisis inmunohistoquímico en muestras de tumores mamarios se identificó una 

correlación entre el alto porcentaje de células CD44+/CD24-/low en tumores primarios 

y la presencia de metástasis distante, particularmente metástasis ósea [82]. La 

metástasis pleural de pacientes con cáncer de mama que recibieron quimioterapia 

se encontró enriquecida en la subpoblación CD44+/CD24-/low, lo que sugiere que la 

quimioresistencia de las CTTM puede estar asociada a la formación de metástasis 

[83].  

Aunque la presencia de marcadores de las CTTM correlaciona con un pronóstico 

pobre en las muestras clínicas, la contribución de las células tumorales no troncales 

no debe ser subestimada. Por ejemplo, células cancerosas diferentes a las CTTM 

pueden formar metástasis in vivo en modelos experimentales, lo que indica que 

células con un fenotipo invasivo pueden encontrarse fuera del pool de CTTM. 

Adicionalmente, es desconocido si la población de CTTM puede dividirse y si esas 

subpoblaciones poseen una única propiedad tumorigénica, metastásica o de 

resistencia al tratamiento. Finalmente las propiedades de troncalidad asociadas a 

las células de cáncer pueden cambiar en diferentes microambientes, lo que sugiere 

que los modelos usados para el estudio de las CTTM pueden no reflejar el efecto 

del tratamiento clínico [79].  
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Desde la asociación entre la prevalencia de las CTTM, los resultados clínicos y la 

evidencia presentada que soporta las funciones clave de las CTTM en la biología 

del cáncer, se ha propuesto que estas células podrían ser blancos terapéuticos. Por 

tanto, se han evaluado diferentes estrategias, incluyendo elegir como objetivo 

marcadores celulares o transportadores de membrana, la interrupción de cascadas 

de señalización intracelulares y la alteración del microambiente de las CTTM [79].  

A pesar del éxito de algunos de estos tratamientos en modelos preclínicos, lo 

estudios toxicológicos y farmacológicos sugieren que aún se requieren pruebas 

antes de realizar ensayos en humanos [79]. 

1.5.7 Ácido Hialurónico y CD44 

El ácido hialurónico (HA) se une específicamente a CD44, una familia multifuncional 

de glicoproteínas transmembranales expresadas en numerosas células y tejidos, 

incluyendo células tumorales y varios tejidos de carcinomas [84-86]. CD44 

generalmente es expresado en una variedad de isoformas que se generan a partir 

de un sólo gen por splicing alternativo [87]. El receptor CD44 también se encuentra 

expresado en CTT que tienen la habilidad única de iniciar tumores [80]. CD44 es 

propuesto como un marcador de superficie en CTT [80]. La unión CD44-HA produce 

una cascada de señalización que lleva a la progresión tumoral, la invasión y la 

metástasis [88]. El receptor CD44 normalmente se encuentra asociado a la 

interacción célula-célula y en la adhesión de la célula a la matriz extracelular, 

además de intervenir en la migración celular. CD44 une principalmente ácido 

hialurónico, aunque también es receptor en su región variable para colágeno, 

fibronectina, laminina y sulfato de condroitina, los cuales son importantes 
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componentes de la matriz extracelular [89]. Muchos tipos de células cancerosas del 

tumor primario o bien las células provenientes de metástasis expresan altos niveles 

de CD44 o variantes de este receptor. Dado que el bloqueo de la interacción CD44-

HA inhibe el crecimiento local del tumor y la diseminación metastásica, el CD44 

puede conferir una ventaja de crecimiento a las células de CaMa [90]. Por este 

motivo, se ha propuesto a CD44 como un blanco farmacológico para la búsqueda 

de nuevos agentes qumioterapéuticos contra el CaMa [91] (Fig. 3). 

 

 

Figura 3. La activación de CD44 al por el HA produce cascadas de señalización que regulan la 

migración, invasión, proliferación y supervivencia de células cancerosas. Lo que conlleva  a la 

progresión tumoral y la quimioresistencia [88] (modificado de [92]). 



24 
 

II. Antecedentes 

La búsqueda de antagonistas al receptor CD44 se realizó mediante cribado  virtual. 

El cribado virtual es una metodología computacional que permite predecir la 

interacción de una proteína contra  una base de datos de fármacos mediante 

acoplamiento molecular (AM) [93]. El AM es una herramienta computacional 

ampliamente usada que predice el modo y la afinidad de unión entre dos moléculas 

con estructura conocida [94] 

Este cribado virtual consistió en descargar la estructura del dominio de CD44 

humano que reconoce HA de la base de datos Protein Data Bank (PDB, NCBI USA) 

con número de acceso 1UUH [95]. Para los fármacos, se utilizó la base de datos 

ZINC12  que compila las estructuras de fármacos aprobados por la Administración 

de Drogas y Alimentos de Estados Unidos de América (FDA) para su uso clínico en 

humanos [96]. Se incluyeron compuestos tanto sintéticos como naturales, lo que 

produjo una biblioteca  virtual de 13066 compuestos. Para determinar la región del 

dominio de unión a  HA a donde se realizaría el AM,  se evaluó la probabilidad de 

unión de fármacos a dominios específicos, utilizando el servidor DogSiteScorer [97]. 

Lo que permitió seleccionar dentro del dominio de unión a HA una región conocida 

como módulo de unión a ácido hialurónico, en donde se realizó el acoplamiento 

molecular de los más de 13 mil compuestos utilizando los programas AutoDock 4.2, 

AutoDock Vina 1.1.2 y DSX_089 [98-100].   

La evaluación del AM fue estimada mediante el valor de energía libre de unión 

ligando-receptor en el caso de AutoDock y AutoDock Vina, mientras que en el caso 

de DSX_089, el programa reevalúa el acoplamiento molecular AutoDock y 
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AutoDock Vina arrojando un valor arbitrario de unión ligando-receptor.  Para poder 

comparar los resultados obtenidos para los diferentes métodos, se obtuvo un Zscore 

que es una normalización para cada uno de los métodos y que considera el 

promedio y la desviación estándar de los resultados de todos los compuestos. 

Finalmente se obtuvo un Zscore consenso, que considera los Zscore obtenidos por 

las diferentes programas de AM [101]. Basados en el Zscore consenso se 

seleccionaron 10 compuestos como posibles antagonistas para CD44.  

Se procedió entonces, a refinar del AM mediante simulaciones de dinámica 

molecular (DM) y cálculo de cambio de energía libre total del complejo ligando-

receptor con respecto al tiempo. La DM se realizó utilizando el programa AMBER 

11 [102].  Para este fin se optimización tanto la estructura del ligando, como de la 

proteína y el complejo ligando-proteína mediante el programa Antechamber y se 

equilibraron los sistemas mediante la minimización y el calentamiento gradual. 

Finalmente se realizó la simulación durante 100 ns utilizando un ensamble a 

temperatura y presión estándar. El cálculo de la energía libre se realizó para 2500 

poses obtenidas de los últimos 25 ns de simulación en equilibrio mediante el método 

MMPBSA implementado por el programa AMBER 11. Para los compuestos 

seleccionados el cálculo de la constante de afinidad se encuentra en el rango de -

14 a -12 Kcal/mol. A pesar de que se seleccionaron al menos 10 fármacos mediante 

AM, en el presente trabajo se evaluó la citotoxicidad y la inhibición en la adhesión 

celular a HA de 4 de ellos.  
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III. Hipótesis 

Los compuestos seleccionados mediante cribado virtual dirigido contra la fracción 

del receptor CD44 que une HA tendrán un efecto sobre la adhesión a HA de células 

con alta expresión del marcador CD44 como lo es la línea Hs578T 

IV. Objetivo 

Analizar el efecto in vitro de compuestos seleccionados mediante cribado virtual en 

contra del receptor CD44 sobre la viabilidad y adhesión a HA de células Hs578T 

provenientes de carcinoma mamario. 

4.1 Objetivos particulares 

 Analizar el efecto de cuatro compuestos seleccionados mediante cribado 

virtual sobre la viabilidad celular. 

 Evaluar la capacidad de adhesión a HA de las células de carcinoma mamario 

Hs578T en presencia de los compuestos seleccionados. 

V. Metodología 

5.1 Compuestos 

Los compuestos fueron seleccionados mediante ensayos in silico de Acoplamiento 

y Dinámica Molecular contra del dominio de unión a HA del receptor CD44,  el cual, 

ha sido descrito como un marcador de CTT [80], a partir de una biblioteca virtual de 

más de 13 mil fármacos. Dado que los experimentos se han realizado bajo un 

convenio de confidencialidad los fármacos evaluados se han identificado con los 

números 1632, 9805, 4807 y 1276. 
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5.2 Material Biológico 

La línea celular  humana utilizada para realizar estos ensayos fue la Hs578T 

(ATCC), obtenida de carcinoma de glándula mamaria humana y con características 

de carcinoma de tipo basal, el cual es el tipo más agresivo de CaMa [60]. Además 

la línea celular tiene una expresión reportada del marcador CD44 superior al 96 % 

[103].  El mantenimiento de la línea celular se llevo a cabo con medio DMEM 

Glucosado  (Gibco, 4.5 g/L glucosa), suplementado con 10% de suero fetal bovino 

(SFB). Las células se incubaron a temperatura constante de 37ºC y  5% de CO2 y 

se cosecharon con Tripsina TripLe Express (Gibco), se contaron en un 

hematocitometro donde se evaluó la viabilidad por exclusión de azul tripán.  

5.3 Detección del receptor CD44 en la línea celular Hs578T 

Se cosecharon células con tripsina TrypLe Express, se resuspendieron en una 

solución amortiguadora de fosfatos (PBS) 1X suplementada con 10% de SFB, se 

les realizó un conteo por medio de exclusión de azul tripan y se preparó una 

suspensión celular con 1X106 cel/mL, de la cual se tomaron alícuotas de 0.1 mL 

para el control de autoflorescencia (AF), el cual es el valor de fluorescencia 

intrínseco de las células en cultivo celular. Adicionalmente se tomaron 0.1 mL para 

aquellas células que se tiñeron con el anticuerpo anti-CD44. Al tubo de AF se le 

añadieron 2 µL de PBS 1X y al de tinción de CD44 se agregaron 2 µL del anticuerpo 

APC Mouse Anti-Human CD44 (BD Pharmigen). Los tubos se dejaron en agitación 

a 150rpm a 4°C y en ausencia de luz durante 30 minutos. Después se centrifugaron 

a 500 g durante 5 min y se les eliminó el sobrenadante. El contenido de ambos tubos 

se resuspendió en 300 µL de PBS 1X y se leyeron mediante citometría de flujo 



28 
 

(FACS Aria III), el tubo de AF se utilizó como control de ensayo considerando 

positivas para el receprtor CD44 a todas aquellas células con una intensidad de 

fluorescencia superior a la AF, además dicho control se utilizó para seleccionar una 

población homogénea en tamaño y granularidadad, además de seleccionar los 

eventos singuletes a partir de 10 000 eventos. 

5.4 Prueba de viabilidad por reducción del MTT 

Las células se sembraron en placas de 96 pozos a una densidad de 5.0 X 103 

células/pozo en medio DMEM glucosado suplementado con SFB (10%). Las placas 

se incubaron durante 12 horas a temperatura constante de 37ºC y 5% de CO2 para 

permitir la adhesión de las células. Después se le añadieron 100 µL de medio DMEM 

glucosado suplementado con 10% de SFB conteniendo el compuesto a evaluar en 

las siguientes concentraciones: 2, 4, 8, 16, 32, 64 y 128 µM. Además se destinaron 

pozos para el control adecuado: en el caso de los compuestos 1632 y 1276 se utilizó 

medio suplementado; para el compuesto 9805 se usó medio suplementado con 

2.0% de etanol y para el compuesto 4867 el control se componía de medio 

suplementado con 0.25 % de dimetil sulfoxido (DMSO). Cada tratamiento se realizó 

por quintuplicado y se evaluó la citotoxicidad a las 24 y 48 horas con cada fármaco.  

Al final de la exposición se evaluó la viabilidad de las células tratadas mediante el 

ensayo colorimétrico de reducción de bromuro de 3-(4,5 dimetiltiazol -2-il)  3-3-5-

difenil tetrazolio (MTT). Este método se basa en la capacidad de las células vivas 

para reducir el MTT soluble en agua y de color amarillo, a formazan de MTT (1-(4,5-

dimetiltiazol-2-il) 3-3-5-difenil formazan), de color púrpura, mediante la acción de la 

succinil-deshidrogenasa mitocondrial. Para realizar esta prueba se adicionaron 20 
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µL de solución de MTT al 0.05% al medio existente en cada pozo. Se procedió a 

incubar durante 2 horas a 37ºC y 5% de CO2 y posteriormente se retiró el medio. 

Enseguida, se adicionaron 100 µL de dimetil sulfoxido (DMSO) para disolver los 

cristales de formazan de MTT. Las placas se leyeron a una longitud de onda de 570 

nm en un lector de microplacas (Bio-Tek Epoch microplate reader) siendo la 

absorbancia una media  proporcional al número de células vivas en el pozo [104]. 

La comparación estadística  se realizó tomando como 100%  de viabilidad a los 

respectivos controles mediante la prueba estadística de ANOVA con corrección 

Dunett con una confianza del 95% usando el programa computacional GraphPad 

Prism 6.0. 

5.5 Ensayos de Adhesión a Ácido Hialurónico  

El ensayo se realizó según el protocolo descrito por Humphries [105]. Placas de 96 

pozos se recubrieron con 6.25 µg/pozo de HA. Se les añadieron 100 µL/pozo de 

una solución de albúmina (Amresco) a 10 mg/mL y se dejaron a 37°C en atmosfera 

de 5% de CO2 durante 1 hora. Mientras tanto, se prepararon diluciones seriadas de 

cada fármaco en concentraciones 2X en medio DMEM glucosado con 1% de SFB. 

Las concentraciones finales evaluadas de cada fármaco fueron: 6.25, 12.5, 25, 50, 

100 y 200 µM. Para evaluar la mayor inhibición de la adhesión celular a HA mediada 

por CD44, se utilizó un anticuerpo dirigido selectivamente en contra de la fracción 

del receptor CD44 que un HA y que se ha reportado como un antagonista selectivo 

de dicho receptor [106]. Este anticuerpo, conocido con el nombre de IM7 se utilizó 

en una proporción 1:10 en relación al volumen final utilizado. Adicionalmente, la 

células Hs578T usadas para el ensayo se cosecharon usando tripsina (TrypLE 
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Express, Gibco), se contaron por el método de azul tripan y se preparó una 

suspensión celular de trabajo 4 X 105 células/mL en medio DMEM glucosado con 

1% de SFB. La suspensión celular se mezcló en volúmenes iguales con cada una 

de las concentraciones de fármaco a evaluar o con el anticuerpo bloqueador. Las 

suspensiones celulares con los fármacos y el anticuerpo se incubaron a 37°C en 

agitación a 300 rpm durante 30 minutos. Transcurrido ese tiempo y el de bloqueo 

de las placas de 96 pozos, se retiró la solución de albúmina de las placas recubiertas 

y se colocaron 100 µL/pozo (20 000cel/pozo) de cada suspensión celular con 

fármaco o anticuerpo IM7, las placas se incubaron a 37°C y 5% de CO2 durante 1 

hora. Como controles, se incluyeron células tratadas con medio DMEM glucosado 

con 1% de SFB adicionado con el solvente adecuado (PBS o DMSO para el 

compuesto 9805 y 4807 respectivamente). Además se incluyó el control de bloqueo 

que contenía células Hs578T en medio sin tratar en pozos previamente recubiertos 

con albúmina al 1%. Al finalizar el tiempo del ensayo se fijaron las células con una 

solución de paraformaldehido al 4% y se tiñeron las células con cristal violeta 0.1 % 

durante 1 hora y se cuantificó la absorbancia de cada pozo mediante un lector de 

microplacas a 570nm (Bio-Tek Epoch microplate reader). En ensayos homólogos 

se comprobó que la cuantificación podía realizarse mediante tinción con MTT 

obteniéndose resultados comparables entre sí. La comparación estadística  se 

realizó tomando como 100%  de adhesión a los respectivos controles mediante la 

prueba estadística de ANOVA con corrección Dunett con una confianza del 95% 

usando el programa computacional GraphPad Prism 6.0. 
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VI. Resultados 

Detección del receptor CD44 en la línea celular Hs578T 

Se determinó la presencia del marcador CD44 en la línea celular Hs578T mediante 

citometría de flujo utilizando un anticuerpo específico contra CD44. Se observó que 

el 97.5% de la población celular evaluada presentó la marca positiva para CD44. 

Este resultado validó el uso de esta línea celular como modelo para ensayos que 

evalúen características o funciones asociadas a la expresión de dicho receptor. De 

esta forma, se justifica el uso de la línea celular Hs578T en los ensayos de 

caracterización de potenciales antagonistas de CD44 realizados en este trabajo.  

 

Figura 4. Detección del receptor CD44 en la línea celular Hs578T mediante anticuerpo dirigido contra 

el receptor CD44. 

Viabilidad celular  

La viabilidad se evaluó por la técnica de reducción de MTT. Con la finalidad de 

conocer si los compuestos seleccionados mediante el cribado virtual tenían un 

Autofluroescencia anti-CD44 
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efecto citotóxico en la línea celular Hs578T y poder establecer una correlación entre 

cambios en la viabilidad y efecto sobre la adhesión de las células a HA. En la figura 

5.a y 5.b se muestra que el fármaco 1632 no es citotóxico a las 24h y presentó un 

efecto citotóxico estadísticamente significativo a las 48h de exposición al fármaco 

en comparación con su respectivo control a  todas las concentraciones evaluadas, 

sin rebasar el 30 % de citotoxicidad. Por esto, no fue posible calcular su IC50. El 

compuesto 9805 es citotóxico para las células aún por debajo de la concentración 

2 µM. Se puede observar que  a concentraciones mayores a 8 µM a 24 horas (Fig 

5.c) de y 4µM  a 48 horas (Fig 5.d) de exposición al fármaco se presenta el 100% 

de efecto citotóxico. El valor de IC50 tanto a 24 como a 48 horas de tratamiento fue 

menor a 2 µM, siendo este compuesto el más citotóxico de los cuatro estudiados. 

El fármaco 4807 presentó efecto sobre la viabilidad celular estadísticamente 

significativo a 24 horas en las concentraciones de 32 M, 64M y 128 M 

disminuyendo la viabilidad de 30 a 50 % (Fig 5.e). Para este fármaco el valor de 

IC50 a 24h de exposición fue superior a 128 µM. A 48h el efecto citotóxico fue 

mayor, ya que se presentó una disminución en la viabilidad en todas las 

concentraciones estudiadas en un rango de 20 a 80 % respecto al control (Fig 5.f) 

y se obtuvo una IC50 de 22.88µM mediante el cálculo realizado por el método 

gráfico. Finalmente el fármaco 1276 no presentó ningún efecto citotóxico 

estadísticamente significativo en comparación con su control en ninguna de las 

concentraciones y tiempos evaluados (Fig 5.g y 5.h). Las IC50 estimadas para este 

fármaco fueron mayores a 128µM. Lo que indica que de los 4 fármacos 

seleccionados al menos tres son pobremente citotóxicos. 
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Figura 5. Viabilidad de las células Hs578T con los diferentes fármacos a 24 y 48 horas de exposición 

a los fármacos. *P˂ 0.05; ** P˂ 0.0001 Vs Control sin tratamiento. 

 

Tabla 1. Estimación de IC50 de los compuestos evaluados. 

 IC50 de los Fármacos (µM) 

Tiempo (h) 1632 9805 4807 1276 

24 ˃128 ˂2 ˃128 ˃128 

48 ˃128 ˂2 22.88 ˃128 

 

Adhesión celular 

Con la finalidad de evaluar si los fármacos seleccionados por su capacidad teórica 

de unirse al dominio de CD44 que permite el reconocimiento de HA son capaces de 

bloquear la unión entre CD44 y HA se diseñó un experimento para evaluar dicha 

interacción de manera funcional. Sí los fármacos bloquean al receptor CD44 

entonces la adhesión al HA se vería modificada. Los resultados obtenidos se 
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presentan en la figura 6. Se observa que para el compuesto 1632 sólo reduce 

significantemente (43 %) la adhesión a la concentración más alta evaluada (200µM) 

(Fig.6.a, Tabla 2). El fármaco 9805 mostró diferencias estadísticamente 

significativas a las concentraciones de 25, 50, 100 y 200µM con una disminución 

máxima de la adhesión respecto al control de 55 % (Fig. 6.b, Tabla 2). Para el 

fármaco 4807 sólo a la concentración de 200µM disminuyó la adhesión (38.6 %) 

(Fig 6.c, Tabla 2). Finalmente el fármaco 1276 no mostró diferencias significativas, 

aunque la tendencia sugiere una ligera disminución a partir de 50µM hasta presentar 

la mayor reducción a 200µM de  32 % (Fig 6.d, Tabla 2). Los resultados demuestran 

que la presencia de los fármacos 1632, 9805 y 4807 afecta la adhesión de las 

células a HA. Sin embargo, para los fármacos 9805 y 4807 no puede descartarse 

que la reducción en la adhesión a HA sea consecuencia de la citotoxicidad. 
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Figura 6. Adhesión de células Hs578T a HA (6.25 µg/pozo) en presencia de los diferentes fármacos 

en células Hs578t. *P˂ 0.05; ** P˂ 0.0001 Vs Control sin tratamiento. 

 

Dado  que el fármaco 9805 es altamente citotóxico a 24 y 48 horas. Fue necesario 

evaluar la citotoxicidad del fármaco en las condiciones de los ensayos de adhesión. 

Los resultados muestran que solamente a la concentración de 128µM a 1.5 horas 

de exposición al fármaco se reduce significativamente la viabilidad (45.1% en 

comparación con el control) (Fig. 7). Lo que sugiere que la diminución en la adhesión 

a HA observada en  concentraciones cercanas a 128 µM del fármaco 9805 puede 

producirse por el efecto citotóxico del fármaco y no necesariamente a la inhibición 

de la interacción CD44-HA. Sin embargo, los resultados muestran que el fármaco 

induce una inhibición en la adhesión a HA estadísticamente significativa y 

dependiente de la dosis a partir de la concentración 25µM. Lo cual sugiere que la 

reducción en la adhesión a HA puede deberse a una respuesta combinada del 

efecto citotóxico y la inhibición CD44.  
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Figura 7. Viabilidad de las células Hs578T con el fármaco 9805 a 1.5 horas de exposición al fármaco. 

*P˂ 0.05; ** P˂ 0.0001 Vs Control. 

 

La disminución en la adhesión celular a HA en presencia de los fármacos 

seleccionados se comparó con la reducción en la adhesión ocasionada por un 

anticuerpo con la capacidad de bloquear específicamente la interacción CD44-HA. 

El ensayo se realizó con la finalidad de evaluar la inhibición máxima de la adhesión 

de las células a HA cuando se presenta un bloqueo completo del receptor CD44 en 

su fracción que reconoce HA [106]. En la figura 8 y la tabla 2 se presenta la 

comparación entre las concentraciones más altas evaluadas (200 µM) de los 

fármacos seleccionados y la disminución ocasionada por el anticuerpo bloqueador 

IM7. La reducción máxima esperada en la adhesión celular al utilizar el anticuerpo 

bloqueador de CD44 es del 58 % (Tabla 2), similar a la que presentó el fármaco 

9805 (55 %) aunque la reducción puede deberse en parte a la citotoxicidad del 

fármaco. El fármaco 1632 disminuyó la adhesión en 43 %; a la misma concentración 

el fármaco 4807 disminuyó la adhesión celular en 38.6 % sin que estos tres 

fármacos presentaran diferencias estadísticamente significativas en comparación 
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con la diminución de la adhesión presentada por el anticuerpo IM7. Finalmente el 

fármaco 1276 redujo la adhesión en un porcentaje de 32 %, valor al cual existe 

diferencia significativa respecto al la inhibición ocasionada por el anticuerpo 

bloqueador. Lo cual sugiere que el efecto (bloqueo) es pobre, ya sea por un 

antagonismo parcial o por una afinidad menor que los otros fármacos. Los 

compuestos 1632, 9805 y 4807 a 200 µM son los más efectivos para el bloqueo de 

la adhesión celular ya que no existe diferencia estadísticamente significativa en 

comparación a cuando se bloquea específicamente al receptor CD44. Además, en 

el caso del fármaco 1632 no se presenta efecto citotóxico en al menos 24 horas de 

exposición.  
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Figura 8. Comparación de adhesión de células Hs578T a HA (6.25 µg/pozo) en presencia de los 

diferentes fármacos. *P˂ 0.05 Vs IM7. 
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Tabla 2. Porcentaje de reducción en la adhesión a HA con los diferentes tratamientos evaluados. 

 

VIII. Discusión 

A fin de conocer la proporción de la línea celular Hs578T que expresaba CD44 se 

evaluó dicho marcador mediante citometría de flujo. Se descubrió que 97.5% de 

células son positivas para CD44. Lo cual justifica el uso de esta línea celular para 

los ensayos realizados posteriormente. Reportes previos indican que la línea celular 

Hs578T proviene de un carcinoma mamario de tipo basal y tiene una expresión del 

receptor CD44 superior al 96 % [103]. Los carcinomas mamario de tipo basal 

presentan un cuadro clínico más agresivo y una marcada resistencia a la 

quimioterapia [62]. La subpoblación celular en tumores de CaMa con fenotipo 

CD44+/CD24low se conoce como CTTM y es altamente tumorigénica [80]. Además 

de las propiedades tumorigénicas y la resistencia a la radio y quimioterapia, las 

CTTM han sido implicadas en la reincidencia del CaMa [79]. Debido a estas 

características se decidió utilizar dicha línea celular como modelo para los ensayos 

de citotoxicidad y adhesión a HA pues la hipótesis de este trabajo considera que los 

fármacos seleccionados mediante cribado virtual bloquean CD44. 

Lo ensayos de viabilidad celular fueron utilizados para evaluar la citotoxicidad de los 

fármacos seleccionados a fin de conocer si el efecto en la adhesión celular a HA era 

Tratamiento IM7 
1632 

(200µM) 

9805 

(200µM) 

4807 

(200µM) 

1276 

(200µM) 

% Reducción de 
la Adhesión Vs 
Control 

58 43 55 38.6 32 
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consecuencia de la inhibición de la interacción CD44-HA o a causa de una reducción 

en la viabilidad. El fármaco 9805 presentó el mayor efecto citotóxico respecto a 

todos los fármacos probados tanto a 24 como a 48 horas, seguido del fármaco 4807, 

1632 y finalmente el fármaco 1276 el cual no presentó reducción significativa a la 

viabilidad celular a ninguna de las concentraciones y tiempos estudiados. En 

ensayos posteriores se demostró que a las condiciones en que se realizaron los 

ensayos de adhesión se presentaba el efecto citotóxico del compuesto solamente 

para las concentraciones mayores a 64 µM. Sin embargo, en la evaluación de la 

adhesión con ese fármaco se descubrió que se presentaba una reducción de la 

adhesión estadísticamente significativa a partir de la concentración de 25 µM y dicho 

efecto aumentó conforme la dosis se incrementaba. Esto sugiere que los resultados 

obtenidos en cuanto a la disminución de la adhesión son independientes al efecto 

citotóxico del fármaco o bien, a partir de concentraciones superiores a 64 µM el 

efecto de disminución de adhesión se ve potencializado por la citotoxicidad 

generada por el fármaco. En los ensayos de adhesión, la interacción con HA de 

receptores CD44 libres en la membrana celular pudiera proporcionar a las celulas 

protección a la citotoxicidad. Lo anterior se justifica en que la interacción CD44-HA 

se ha demostrado que inhibe vías de señalización relacionadas con la apoptosis y 

que promueve la quimioresistencia [107].  Si bien los fármacos probados se unen al 

CD44, no necesariamente su efecto es antagónico al efecto que causa el HA. Ya 

que como se demostró, el fármaco 1276 presentó un antagonismo parcial hacia el 

receptor CD44. El antagonismo de los fármacos hacia CD44 se demostraría con 

ensayos de unión a ligando, que evalúan experimentalmente la afinidad de los 

fármacos por el CD44 [108] o mediante la evaluación de las vías de señalización 
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promovidas por la interacción CD44-HA en presencia y ausencia de los fármacos. 

Adicionalmente, no se demostró que la citotoxicidad de los fármacos esté 

relacionada a su interacción con CD44. El efecto puede deberse a que los fármacos 

probados presentan otros blancos en las células, ya que como se mencionó, 

provienen de una librería de fármacos con usos terapéuticos conocidos, por 

ejemplo, uno de los fármacos evaluados tiene como blanco conocido la 

Topoisomerasa II, a la cual bloquea impidiendo la replicación del ADN, que 

finalmente conduce a la muerte de las células [109]. 

Los ensayos de adhesión se realizaron como una evaluación funcional de la 

interacción del CD44 con su principal ligando HA en presencia de los fármacos 

seleccionados. En estos ensayos se descubrió una reducción de la adhesión 

estadísticamente significativa para tres de los cuatro compuestos probados. Lo que 

demuestra que al menos 3 de los 4 fármacos evaluados afectan la interacción entre 

el CD44 y su ligando. La importancia de esto radica en que se sabe que la 

interacción CD44-HA promueve la proliferación celular, la migración y la invasión 

[110]. Por tanto, una inhibición aunque sea parcial por algún agente podría reducir 

la taza de proliferación celular, la migración y la invasión o retrasar dichos 

fenómenos. Adicionalmente, se demostró que la reducción en la adhesión celular a 

HA ocasionada por tres fármacos es similar a la disminución ocasionada cuando se 

bloquea específicamente la interacción CD44-HA. Los resultados sugieren que es 

posible bloquear la interacción CD44-HA utilizando agentes químicos. Lo cual 

proporciona información y justificación para el estudio de estos fármacos como 

agentes terapéuticos con una posible aplicación adyuvante a los tratamientos 
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actuales para el CaMa. Sin embrago, aunque los resultados sugieren una 

disminución de la interacción del CD44 con HA la evaluación de los fármacos como 

posibles agentes terapéuticos para el CaMa requiere que se realicen más ensayos 

para evaluar el efecto que tienen sobre la proliferación celular, la migración, la 

invasión además de probarse en modelos in vivo. 

Finalmente, los resultados presentados en este trabajo validan el uso de la 

herramienta de cribado virtual para la selección de agentes químicos que puedan 

unirse al sitio específico de unión de receptores celulares, en este caso CD44. 

Además, sugieren que es posible encontrar agentes químicos que bloquen al 

receptor CD44 el cual esta descrito como un marcador de CTT no sólo de mama si 

no de varios otros tipos de cáncer [111], lo que representa un importante 

herramienta para la investigación y  el desarrollo de agentes terapéuticos con mayor 

selectividad hacia las CTT, a fin de proporcionarle a los pacientes tratamientos más 

efectivos para el tratamiento del cáncer. 

IX Conclusiones 

 Se presentó una disminución en la adhesión celular a HA con al menos tres 

de los cuatro fármacos estudiados. De los cuales en al menos uno la 

inhibición de la adhesión a HA no está relacionada con su efecto citotóxico. 

 La reducción en la adhesión celular a HA de los fármacos 1632, 9805 y 4807 

es de magnitud similar a la ocasionada por el anticuerpo bloqueador 

especifico de la interacción CD44-HA. Lo cual sugiere que los fármacos  se 

unen a la fracción del CD44 que une HA.   
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 Tres de los cuatro fármacos estudiados presentaron un efecto significativo 

en la disminución de adhesión celular a HA, lo que indica que tienen la 

capacidad para bloquear la interacción CD44-HA. 

 Los resultados validan el uso del cribado virtual como herramienta de 

selección de fármacos con capacidad de unirse al receptor CD44. 

 Se requieren evaluaciones más extensas de los fármacos seleccionados 

para determinar sus efectos sobre otros procesos en lo que interviene CD44 

como la migración e invasión celular.  

 Los ensayos presentados sugieren que los fármacos evaluados podrían 

generar tratamientos adyuvantes para el tratamiento del CaMa una vez 

realizada una evaluación más extensa de sus propiedades en contra de los 

carcinomas mamarios.  
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