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1 Resumen  

  

El cáncer de mama (CaMa) se clasifica por inmunohistoquímica en tres subtipos: Receptores 

hormonales positivos (receptor de estrógeno, RE, y receptor de progesterona, RP), receptor del 

factor de crecimiento epidérmico Her2+ y triple negativo (TN). SKBR3 es una línea celular de 

CaMa humano generada a partir de la biopsia de un paciente con el subtipo Her2+ que 

sobreexpresa a la proteína Her2. Se ha determinado que en alrededor del 15% del CaMa se 

amplifica, es decir se generan más copias del gen HER2 el cual se localiza en el cromosoma 17q 

(Chr17q). Además de HER2, se amplifican otros 11 genes como MED1, RARα y TOP2α; este 

último ubicado a 2 Mb de HER2. Se ha reportado que en el 71% de los casos el gen TOP2α se 

encuentra amplificado acompañado de una sobreexpresión de la proteína mientras que en el 29% 

de los casos el gen se encuentra amplificado, pero sin sobreexpresión de la proteína debido a 

que se genera una proteína truncada. TOP2α es una enzima blanco de las antraciclinas cuando 

este gen se encuentra amplificado y hay sobreexpresión de la proteína. Otro compuesto que 

puede unirse a la Top2α es el resveratrol, el que al unirse al dominio ATPasa de esta inhibe su 

actividad catalítica. Por otro lado, paclitaxel es un quimioterapéutico ampliamente utilizado en el 

tratamiento del CaMa, el cual ha sido clasificado como un agente antitumoral que inhibe la 

polimerización de la tubulina evitando que se forme el huso mitótico y por tanto inhibe la división 

celular en la fase G2/M.  

En este proyecto de investigación, para demostrar que TOP2α, similar a HER2 también se 

amplifica, se evaluó el número de copias de TOP2α a nivel de ADN y de proteína de la línea 

celular SKBR3, a través de PCR cuantitativo en tiempo real (qpcr) y por Western Blot. La hipótesis 

planteada es que la inhibición de la actividad de la proteína Top2α por resveratrol induce la 

apoptosis de las células SKBR3 tratada con paclitaxel. 

Los resultados del presente estudio mostraron que la línea celular de CaMa SKBR3 amplifica al 

gen TOP2α y que la proteína se sobreexpresa. Además, tanto paclitaxel como resveratrol tienen 

un efecto inhibitorio tanto en la línea celular SKBR3 (Her2+) y MCF7 (RE y RP). Sin embargo, en 

combinación no presentaron un efecto aditivo al menos para la línea celular SKBR3. Además, se 

evaluó si resveratrol y paclitaxel inducen muerte celular por apoptosis en la línea celular SKBR3. 

Se observó que solo paclitaxel indujo actividad residual de las caspasas 3/7 en las células 

SKBR3. 
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2 Introducción  

La Organización Mundial de la Salud (OMS) reconoce al CaMa como el tipo de cáncer más 

común en el mundo, con más de 2,2 millones de casos en el año 2020. (Organización 

Mundial de la Salud, 2023). 

En México, el CaMa se clasifica por inmunohistoquímica en tres subtipos: positivo a 

receptores hormonales (receptor de estrógeno, RE, y receptor de progesterona, RP), 

positivo a receptor Her2+ y triple negativo (TN) (Consenso Mexicano sobre diagnóstico y 

tratamiento del cáncer mamario, 2023). En investigación se han utilizado líneas celulares 

representativas de estos subtipos, como MCF-7 (RE y RP), SKBR3 (Her2+) y MDA-MB-231 

(TN). 

El gen TOP2α, el que codifica para una topoisomerasa, se encuentra en el cromosoma 17, 

cercano al oncogén HER2 (Järvinen & Liu, 2003). El CaMA subtipo Her2+ representa del 

15% al 30% del total de los casos de CaMa (Wang, et al., 2008). La importancia clínica de 

Top2α radica en que es un blanco molecular de varios fármacos anticancerígenos 

denominados inhibidores de topoisomerasa (Champoux, 2001). 

Por otro lado, el resveratrol es un compuesto de origen natural proveniente de varias fuentes 

vegetales, el cual tiene diversos efectos como cardioprotector, neuroprotector, 

antiinflamatorio, de los cuales destaca su función como un potente inhibidor de Top2α al 

prevenir la dimerización del dominio ATPasa, deteniendo así su actividad catalítica (Leung, 

et al., 2019). 

Por su parte, paclitaxel es un compuesto derivado de fuentes naturales, sin embargo, 

actualmente se obtiene mediante síntesis química (Centelles & Ródenas, 2010). Paclitaxel 

es un fármaco quimioterapéutico el cual inhibe la mitosis celular porque impide la 

despolimerización de la tubulina, esencial para formar el huso mitótico requerido en la 

división ceular (Leung, et al., 2019) 

Por lo tanto, la hipótesis planteada es que la inhibición de la actividad de la proteína Top2α 

por resveratrol induce la apoptosis de las células SKBR3 tratada con paclitaxel. 
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3 Marco teórico 

3.1 Principales causas de muerte en mujeres a nivel nacional 

 

Las principales causas de muerte en mujeres en el año 2021 fueron las enfermedades del 

corazón, seguida de diabetes mellitus, COVID 19, tumores malignos, enfermedades 

cerebrovasculares, influenza, neumonía e insuficiencia renal en último lugar (Instituto 

Nacional de Estadística y Geografía, 2021), donde el cáncer ocupa el 4º lugar. En el año 

2020, a la distribución porcentual de los 105, 963 casos casos de cáncer en mujeres de 

México , el CaMa es el principal cáncer que afectó a la población femenina con un total de 

29, 929  (28.2% de los casos totales), seguido del cáncer de útero con 9, 439 casos (8.9%), 

cáncer de tiroides con 9,142 casos (8.6%), cáncer colorrectal con 6, 965 casos (6.6%), 

cáncer de cuello uterino con 5, 508 casos (5.2%), cáncer ovárico con 4, 963 casos (4.7%), 

cáncer de estómago con 4, 164 casos (3.9%) y 35, 853 casos que representaron el 33.8% 

correspondieron a otros tipos de cáncer (Global Cancer Observatory, 2020).  

 

 

Figura 1. Distribución de la incidencia de los tipos de cáncer más comunes en mujeres de todas las edades 

registrados en el 2020. Modificado de “Global Cancer Statistics 2020: GLOBOCAN.  
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3.2 Cáncer  

 

El cáncer es un término para referirse a un conjunto de enfermedades que se pueden 

originar en cualquier órgano o tejido del cuerpo a partir de células anormales. Las células 

anormales (cancerosas) proliferan de manera descontrolada y producen tumores malignos, 

que potencialmente poseen la capacidad de invadir el tejido sano circundante en un proceso 

denominado metástasis (Organización Mundial de la Salud, 2023).  

El cáncer puede iniciar en cualquier parte del cuerpo humano. En condiciones normales, 

las células del cuerpo proliferan de acuerdo con los estímulos externos e internos. Cuando 

las células envejecen o se dañan, mueren y nuevas células las reemplazan. En ocasiones, 

células anormales o con alteraciones genéticas, se multiplican generando sus propios 

factores de crecimiento promoviendo una proliferación descontrolada. Por esta razón estas 

células anormales pueden formar tumores, generando protuberancias en el tejido. Los 

tumores pueden ser cancerosos (malignos) o no cancerosos (benignos). A diferencia de los 

tumores benignos, los tumores cancerosos se diseminan a través de los ganglios linfáticos, 

invadiendo órganos o tejidos cercanos y a distancia (Instituto Nacional del Cáncer, 2021). 

Actualmente, se conocen más de 100 tipos de cáncer, los cuales llevan el nombre de los 

órganos o tejidos en donde se forman. Por ejemplo, el cáncer de pulmón recibe ese nombre 

debido a que el tumor se ubica en el pulmón, mientras, que si se origina en el encéfalo 

recibe el nombre de cáncer de encéfalo. En otras ocasiones el cáncer se denomina por la 

estirpe celular que integra el tumor; es decir, se denomina carcinoma si se origina en las 

células epiteliales, que son las células que recubren las partes internas y externas del 

cuerpo y es el tipo de cáncer más común. Los diferentes tipos de cáncer de células 

sanguíneas de la médula se denominan leucemias; en contraste, los linfomas se inician en 

los linfocitos presentes en el sistema linfático y los sarcomas a partir de las células del 

hueso y del tejido conectivo (Instituto Nacional del Cancer, 2021). 

A nivel general, los tipos de cáncer más comunes son los de CaMa, pulmón, colón, recto y 

próstata. Siendo el cáncer una de las principales causas de muerte en todo el mundo con 

cerca de 10 millones de defunciones en el año 2020 (Organización Mundial de la Salud, 

2021). 
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3.2.1 CaMa 
 

El CaMa es una enfermedad compleja y biológicamente heterogénea, es decir, sus 

características clínicas, así como su comportamiento biológico varía entre pacientes, por lo 

cual la supervivencia varía de una persona con respecto a otra (Arpino, et al., 2015). El 

principal factor de riesgo es el sexo, puesto que las mujeres son más propensas a padecer 

CaMa y solo el 1% de los tumores de mama se presentan en hombres (Vich, et al., 2014). 

Existen diferentes factores de riesgo que afectan la prevalencia del CaMa, como lo son: 

antecedentes familiares, tabaquismo, alcohol, la edad, amenorrea temprana, menarquía 

tardía, nuliparidad, obesidad, dieta rica en grasas, anticonceptivos orales, entre otros (Miles, 

et al., 2019; Wong, et al., 2017).  

3.3 Epidemiología del CaMa 
 

El CaMa es el cáncer ginecológico más común en la población femenina y con la tasa de 

mortalidad más alta. Más de 1,5 millones de mujeres son diagnosticadas con CaMa cada 

año a nivel mundial, y este número sigue en aumento (Shamsi & PirayeshIslamian, 2017; 

Zhang et al., 2019). 

En 2020, a nivel mundial se diagnosticaron a 2,3 millones de mujeres con CaMa, de las 

cuales 685,000 fallecieron por esta enfermedad. Aproximadamente una de cada 12 mujeres 

enfermará de CaMa a lo largo de su vida (Organización Mundial de la Salud, 2021). 

En México, durante el año 2019 se registraron 15,286 nuevos casos de CaMa en la 

población de 20 años en adelante. De estos, 167 correspondieron a hombres y 15,119 a 

mujeres (Instituto Nacional de Estadística y Geografía, 2021). 

Específicamente, por tumores malignos fallecieron 97, 323 personas, de estas 7, 880 fueron 

por tumores malignos de mama, que corresponden al 8% del total. Por sexo, fallecieron 

más mujeres por CaMa (7,822 casos) que hombres (58 casos). Por edad al momento del 

fallecimiento, son pocas las mujeres jóvenes de 20 a 29 años que mueren por CaMa (0.64 

defunciones por cada 100 mil mujeres de este grupo de edad), seguidas del grupo de 30 a 

44 años con una tasa de 7 defunciones por cada 100 mil muertes por CaMa. Las tasas más 

altas se registran en los grupos de 45 a 59 años y de 60 años en adelante (26 y 49 

defunciones de mujeres por cada 100 mil mujeres, respectivamente); es decir, que mueren 
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más mujeres por este padecimiento conforme envejecen (Instituto Nacional de Estadística 

y Geografía, 2021). 

3.4 Estadios del CaMa  

 

Para clasificar a las pacientes con CaMa se utiliza el sistema TNM de la American Joint 

Committee on Cancer (por sus siglas en inglés, AJCC), el cual consiste en evaluar el 

tamaño tumoral (T), la afectación ganglionar (N) y la presencia o no de metástasis a 

distancia (M). Por lo tanto, describe la extensión del tumor en el tejido mamario y 

potencialmente diseminado a otras partes del cuerpo (Angulo et al., 2013). El CaMa 

presenta 5 estadios que se describirán a continuación. 

3.4.1 Estadio 0 
 

Este estadio se conoce como carcinoma in situ. No existe evidencia de afectación de 

ganglios linfáticos regionales, tampoco existe evidencia clínica o radiológica de metástasis 

a distancia (American Joint Committee on Cancer, 2010).  

3.4.2 Estadio I  
 

Este estadio es un cáncer que no ha crecido profundamente en los tejidos adyacentes. Se 

le denomina cáncer en estadio temprano. El estadio I se divide en dos subcategorías: IA y 

IB. En la subcategoría IA el tumor mide menos o igual de 20 milímetros de diámetro, sin 

evidencia de afectación de los ganglios linfáticos regionales y sin evidencia clínica o 

radiológica de metástasis a distancia. Para la subcategoría el estadio IB una pequeña 

cantidad de células cancerosas se han diseminado a los ganglios linfáticos axilares debajo 

del brazo y forman pequeños grupos de células cancerosas de más de 0.2 milímetros, pero 

de menos de 2 milímetros de tamaño. No hay evidencia de tumor en la mama o el tumor en 

la mama mide 20 milímetros o menos (American Society of Clinical Oncology, 2018; 

Giuliano, et al., 2017). 
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3.4.3 Estadio II 
 

El estadio II se divide en dos subcategorías: IIA y IIB. En la subcategoría IIA el cáncer 

presenta alguna de las siguientes características: El tumor mide 20 milímetros o menos y 

se ha diseminado a los ganglios linfáticos axilares, el tumor mide entre 20 y 50 milímetros, 

y no se ha diseminado a los ganglios linfáticos axilares. Mientras que en la subcategoría 

IIB, se presentan dos situaciones, en la primera el tumor puede medir entre 20 y 

50 milímetros, y se ha diseminado entre 1 y 3 ganglios linfáticos axilares, mientras que, en 

la segunda situación, el tumor mide más de 50 milímetros, pero no se ha diseminado a los 

ganglios linfáticos axilares (American Society of Clinical Oncology, 2018; Giuliano, et al., 

2017). 

3.4.4 Estadio III 
 

El estadio III, se subdivide en tres subcategorías: IIIA, IIIB y IIIC. En el estadio IIIA se 

observan dos situaciones, en la primera el tumor puede ser de cualquier tamaño, y se ha 

diseminado entre 4 y 9 ganglios linfáticos axilares o a los ganglios linfáticos mamarios 

internos; sin embargo, no se ha diseminado a otras partes del cuerpo. En la segunda 

situación, en la subcategoría IIIA puede existir un tumor de más de 50 milímetros que se ha 

diseminado a pequeñas áreas en los ganglios linfáticos. Mientras que en la subcategoría 

IIIB, el tumor se ha diseminado a la pared torácica, generando hinchazón o ulceración de 

la mama, razón por la que se ha diagnosticado como cáncer inflamatorio de mama. Es 

posible que se haya diseminado o no a los ganglios linfáticos mamarios internos o axilares 

debajo del brazo; sin embargo, no se ha diseminado a otras partes del cuerpo. En la 

subcategoría IIIC el tumor puede ser de cualquier tamaño, se ha diseminado a 10 o más 

ganglios linfáticos axilares o a los ganglios linfáticos mamarios internos u otros ganglios 

linfáticos debajo de la clavícula y no se han diseminado a otras partes del cuerpo (American 

Society of Clinical Oncology, 2018; Giuliano, et al., 2017). 

3.4.5 Estadio IV  
 

En este estadio el tumor puede ser de cualquier tamaño, con la característica distintiva de 

que se ha diseminado a otros sitios distantes en el cuerpo, es decir, existe metástasis 

(American Society of Clinical Oncology, 2018; Giuliano, et al., 2017). 
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3.5  Clasificación histopatológica del CaMa 

 

El CaMa en México se divide con base a resultados de inmunohistoquímica en subtipos, de 

acuerdo a los marcadores que presentan tales como el que es positivo a receptores 

hormonales (receptores a estrógeno (RE) o receptores a progesterona (RP)), al receptor 

del factor del crecimiento epidérmico 2 (Her2), o triple negativo (TN) en caso de no contar 

con ningún receptor.  

3.5.1 Receptores hormonales (RE y RP) 
 

El 75% de los CaMa sobreexpresan RE y un 70% de éstos co-expresan RP (de Dios, 2017). 

El RE es un factor de transcripción que se une al ADN, perteneciente a la superfamilia de 

receptores nucleares (Beato & Klug, 2000). Existen dos isoformas REα y REβ (Zhu, et al., 

2006), donde REα promueve la proliferación del epitelio normal y neoplásico, es por esta 

razón que es de importancia en el desarrollo del CaMa (de Dios, 2017). 

Los RP también pertenecen a la superfamilia de receptores hormonales nucleares y se han 

reportado tres isoformas RP-A, RP-B y RP-C (Hill, et al.,2013; Kariagina, et al., 2008). La 

expresión de receptores hormonales (RE y RP) en CaMa se asocian clínicamente a un buen 

pronóstico (Dunnwald, et al., 2007).  La línea celular representativa de este subtipo es 

MCF7, la cual expresa receptores de estrógeno y de progesterona, además es una línea 

celular poco agresiva y no invasiva (Ali, et al., 2023; Gest, et al., 2013). Esta línea celular 

deriva a partir de una mujer de 69 años con adenocarcinoma maligno de mama (American 

Type Culture Collection, 2024).  

3.5.2 Triple negativo (TN) 
 

El subtipo histopatológico triple negativo (TN) no expresa RE, RP o Her2 y representa 

aproximadamente del 12% al 17% de los subtipos de CaMa (Foulkes, et al., 2010). Sin 

embargo, una alta proporción de las muertes por CaMa en este subtipo es debido a su 

agresividad (Podo, et al., 2010).  El subtipo TN presenta una mayor incidencia en mujeres 

jóvenes, afroamericanas y portadoras de mutaciones en el gen BRCA1 (Bae, et al., 2016). 

La línea celular representativa de este subtipo es MDA-MB-231 la cual es negativa a 

receptores hormonales y Her2, son células agresivas e invasivas de CaMa triple negativo 
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(Razak, et al., 2019; Gest, et al., 2013). Esta línea celular deriva a partir de una mujer de 

51 años con adenocarcinoma maligno de mama (American Type Culture Collection, 2024). 

 

3.5.3 Receptor del factor de crecimiento epidérmico 2 (Her2)  
 

Her2 es un receptor transmembrana perteneciente a la familia de receptores del Factor de   

Crecimiento   Epidérmico   Humano (EGFR, por sus siglas en inglés) (Dahabreh, et al., 

2008; Joerger & Fersht, 2007). Este presenta actividad intracelular tirosina-cinasa; a través 

de la cual activa vías de señalización involucradas en la regulación de procesos celulares 

como: proliferación celular, movilidad y angiogénesis, funciones que al estar alteradas 

suelen estar involucrados en la carcinogénesis (Mukohara, 2011; Moasser, 2007). Este 

oncogen se localiza en el cromosoma 17 en el locus 17q12–21 (Jacot, et al., 2013) codifica 

para una proteína de 185 kDa localizada en la membrana celular (Olayioye, et al., 2000; 

Yarden & Sliwkowski, 2001). Una célula humana diploide normal presenta dos copias del 

gen y aproximadamente 50,000 moléculas de la proteína. En cambio, las células 

cancerosas que presentan HER2 amplificado poseen más de dos copias del gen y 

aproximadamente 1,000,000 de moléculas de la proteína (Gutiérrez, 2011). El subtipo 

Her2+ supone del 15% al 30% del total de los casos de CaMa (Wang, et al., 2008). La línea 

celular representativa de este subtipo es SKBR3 la cual expresa a Her2, este subtipo es de 

mayor agresividad (Pirsko, et al., 2018). Esta línea celular se estableció en 1970 a partir del 

derrame pleural de una mujer caucásica de 43 años con adenocarcinoma maligno de mama 

(Memorial Sloan Kettering Cancer Center, 2024).  

3.6 Loci HER2 
 

El loci HER2 se encuentra ubicado en el cromosoma 17 en la posición Chr17q12-21; en 

condiciones de transformación, este fragmento del cromosoma integrado por varios genes 

incluido HER2, puede amplificarse y suele abarcar una región de 34.73 hasta 35.48 Mb 

(Smith, et al., 2007; Joensuu, et al., 2006). Además de HER2, en esta región también se 

amplifican otros 11 genes, los cuales son: MED1, STARD3, GRB7, THRA, RARα, IGFPB4, 

CCR7, KRT20, KRT19, GAST y TOP2α (Figura 2) (Jacot, et al., 2013). 
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En el amplicón, el gen HER2 presenta el mayor valor y frecuencia de amplificación con 

respecto a cualquier otro gen incluido en el amplicón (Lamy, et al., 2011). Los tumores 

Her2+ tienen niveles más altos de inestabilidad genómica que los tumores Her2-, apoyando 

la teoría de que la amplificación de HER2 está funcionalmente implicada en la inestabilidad 

cromosómica en el brazo largo del cromosoma 17 (Chr17q) (Ellsworth, et al., 2008; Nielsen, 

et al., 2010).  

La amplificación de HER2 es un factor de mal pronóstico, la cual está directamente asociada 

con un aumento en la metástasis y por lo tanto en la reducción de la supervivencia; de igual 

forma es un factor predictivo de respuesta a tratamientos que tiene como blanco a la 

proteína Her2 (Susini, et al., 2010; Vranic, et al., 2011).  
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Figura 2. Distribución de la amplificación genética en el cromosoma 17q12-q21, en el subtipo de 

CaMa, Her2+. Modificado de Jacot, 2013. 
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3.7 TOP2α 

 

El gen TOP2α genera un ARNm de 4,593 nucleótidos, y codifica para una proteína de 1,531 

aminoácidos con un peso molecular de 170 kDa (Pommier, et al., 2022).  

Top2α es una topoisomerasa vital ubicua en todas las células, que regula el estado 

topológico del ADN durante la replicación, la condensación y la segregación de los 

cromosomas en los problemas topológicos que se presentan durante la transcripción y la 

replicación del ADN (Pommier, et al., 2022). 

 

Top2α es una enzima dimérica, su mecanismo de acción es el siguiente: (1) la enzima se 

encuentra en una conformación “abierta”, para unirse con el segmento G-ADN, llamado así 

porque formará la compuerta (gate, en inglés) a través de la cual pasará una segunda 

cadena denominada segmento T-ADN (ADN transportado) a través de la rotura (inciso a, 

Figura 3). En el paso 2, la enzima ha sufrido un cambio conformacional formando una 

abrazadera cerrada en la cual está unida el segmento G (inciso b, Figura 3). En el paso 3, 

la enzima en su configuración cerrada también puede capturar el otro segmento T-ADN que 

pasará a través de la rotura realizada por el segmento G (inciso c, Figura 3). En el paso 4 

y 5 la enzima se une a una molécula de ATP, el segmento G se escinde y el segmento T 

pasa a través de la rotura realizada por el segmento G (inciso d y e, Figura 3). En el paso 

6, los dos extremos del segmento G se unen de nueva cuenta y el segmento T se libera 

(inciso f, Figura 3). La hidrólisis del ATP se produce en 2 pasos del ciclo de reacción. El 

primer ATP hidrolizado participa en el paso de la hebra. El segundo paso de hidrólisis (junto 

con la liberación de ADP y Pi) permite que la abrazadera de la enzima se vuelva a abrir y 

permite la liberación del segmento T. Top2α puede iniciar otro ciclo catalítico sin liberarse 

del segmento G o liberándolo (inciso g, Figura 3). (Nitss, et al., 2009).   
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Figura 3. Mecanismo catalítico de la Top2α. Modificado de Nitss, 2009. 

 

 

3.7.1 TOP2α y su relación en el CaMa  
 

El gen TOP2α se localiza río abajo del oncogén HER2, en la región cromosómica 17q12-

q21, por lo que tambiénse puede amplificar o deletar, con la misma tasa, al menos en el 

90% de las neoplasias de CaMa primarios con amplificación de HER2 (Järvinen & Liu, 

2003). 

Entre el 10% y el 50% del CaMa muestran amplificación del gen TOP2α para el subtipo 

Her2+ (Chibon, et al., 2009; Wolff, et al., 2007). La sobreexpresión de Top2α es considerada 

como un factor predictivo de sensibilidad a las antraciclinas debido a que es un blanco de 

dichos fármacos, mientras que su deleción se asocia con resistencia al tratamiento (Bartlett, 

et al., 2010; Won et al., 2014). De la misma manera, la sobreexpresión de Top2α es 

considerada un factor de buen pronóstico (Györffy et al., 2010; Qiao, et al., 2015).  

Además, Top2α es blanco molecular de un grupo de medicamentos puesto que es vital en 

la división celular por lo que la interrupción de la función de la enzima puede inducir la 

formación de daños citotóxicos en el ADN (Lee, et al., 2017). Los fármacos pueden ser de 

dos tipos: inhibidores de topoisomerasa, ejemplos de estos son el resveratrol, la 
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doxorrubicina, la cual pertenece al grupo de las antraciclinas o los que estabilizan al 

complejo de Top2α e interfieren con la capacidad de la enzima para religar el ADN 

(Champoux, 2001). 

3.8 Tratamiento del subtipo Her2+ 

 

Los tratamientos anti-Her2 bloquean la actividad tirosina-cinasa de Her2 para detener el 

crecimiento de las células cancerosas (American Society of Clinical Oncology, 2018).  

Para determinar el tratamiento más efectivo, este deberá ser individualizado para cada 

paciente realizando pruebas especializadas para identificar los genes, proteínas u otros 

factores específicos del tumor. (American Society of Clinical Oncology, 2018). 

En la actualidad existen tratamientos basados en inmunoterapia aprobados por la 

Administración de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos, (por sus siglas en inglés, 

FDA) para el tratamiento del subtipo Her2+.  

Entre los anticuerpos utilizados en la inmunoterapia son: Trastuzumab, Pertuzumab, y T-

DM1. El Trastuzumab y Pertuzumab, son anticuerpos monoclonales específicos contra 

Her2, que se unen a Her2 en su dominio extracelular e inhiben la señalización activada por 

este receptor (American Society of Clinical Oncology, 2018., Burstein, 2010).  Actualmente 

Tratuzumab es elemental para el tratamiento de pacientes con CaMa del subtipo Her2+ (de 

las Heras, et al., 2017). Por su parte, T-DM1 es un compuesto que incluye el anticuerpo 

anti-HER2 y el agente citotóxico antimicrotúbulos, DM1 (emtansina). T-DM1 incorpora las 

propiedades antitumorales dirigidas a Her2 del trastuzumab con la actividad citotóxica del 

agente inhibidor de microtúbulos DM1 (Verma, et al., 2012). Adicionalmente, el tratamiento 

involucra el uso de fármacos conocidos como moléculas pequeñas como son Neratinib y 

Lapatinib, las cuales se unen al dominio intracelular de Her2, actuando como inhibidores de 

tirosina-cinasa evitando la señalización de Her2 y también del otro receptor Her1 y Her4 

(Wood, 2004, Guo, et al., 2023).  

Sin embargo, a pesar de los diferentes tratamientos específicos disponibles para este 

subtipo en muchas ocasiones las células generan resistencia a los tratamientos de primera 

línea, por lo que la alternativa para estos pacientes es el tratamiento con quimioterapia.  
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3.9 Quimioterapia  

 

La quimioterapia es uno de los pilares del tratamiento sistémico del CaMa se refiere al uso 

de fármacos que tienen el propósito de eliminar a las células cancerosas inhibiendo su 

proliferación (American Society of Clinical Oncology 2018).  

Su uso es considerado en tres posibles escenarios: quimioterapia adyuvante a cirugía, 

neoadyuvante o prequirúrgica y en la enfermedad metastásica. La quimioterapia adyuvante 

pretende eliminar las células que pueden haber quedado en el cuerpo (residuales) después 

de haberse extirpado el tumor quirúrgicamente en un estadio temprano. Mientras que la 

terapia neoadyuvante o también conocido como tratamiento sistémico primario es 

administrado antes del tratamiento local, comúnmente antes de la cirugía y tiene el objetivo 

de reducir el tamaño del tumor de estadio tardío. Se considera que la enfermedad 

metastática permite una supervivencia de 2 a 3 años; por lo tanto, la finalidad es prolongar 

la supervivencia del paciente, mejorar los síntomas y tener una mejor calidad de vida, 

debido a que en este estadio la enfermedad ya no es curable (Angulo, et al., 2013). 

Actualmente, existen una gama de fármacos quimioterapéuticos, uno de los más utilizados 

en el tratamiento de diversos tipos de tumores es paclitaxel (Bressand, et al., 2019).  

El paclitaxel (PTX), es un fármaco quimioterapéutico comúnmente utilizado en la práctica 

clínica (Bressand, et al., 2019). Su mecanismo de acción consiste en inhibir la mitosis 

celular en la fase G2/M, evitando la despolimerización de la tubulina al unirse a la subunidad 

β-tubulina (Leung & Cassimeris, 2019). En México, el paclitaxel es usado como 

quimioterapia adyuvante de segunda línea para tratar el CaMa (Cardenas et al., 2017). 

Además, el paclitaxel se puede utilizar en combinación con otros fármacos, que en su 

conjunto pretenden tratar una diversidad de neoplasias, que incluyen el cáncer de cuello 

uterino, cánceres de cabeza y de pulmón (Ma, et al., 2019). El paclitaxel puede ser utilizado 

en combinación con otros quimioterapéuticos de acción general o fármacos inhibidores, 

como lo son los inhibidores de topoisomerasa. 
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3.10 Resveratrol  

 

El resveratrol, es un polifenol que se encuentra en diversas fuentes vegetales (Lee, et al., 

2017) como las bayas, los frutos secos, las medicinas tradicionales asiáticas y el vino tinto 

(Novelle, et al., 2015). Diversas investigaciones han mostrado que tiene efectos 

pleiotrópicos, incluyendo una potencial actividad, antiinflamatoria, cardioprotectora y 

neuroprotectora, antioxidante (Jang, et al., 1997; Foti, et al., 2011). Además de estas 

propiedades, el resveratrol posee potencial como agente complementario a la quimioterapia 

convencional por sus propiedas anticancerígenas (Harikumar, et al.,2010). 

Actualmente se ha demostrado su eficacia contra los tipos de cáncer que están asociados 

con la obesidad, como lo es el cáncer hepático, pancreático, de mama, de próstata y colón, 

así como contra el cáncer de pulmón (Carter, et al., 2014; Yousef, et al., 2017; Adhami, et 

al., 2003). Asimismo, se ha demostrado que  

el resveratrol puede inhibir la proliferación en líneas celulares de CaMa al inhibir el ciclo 

celular e inducir muerte celular por apoptosis. (Wu, et al., 2019). Una estrategia actual en 

el combate del cáncer es la combinación de compuestos quimioterapéuticos clásicos con 

moléculas en estudio, como lo es el resveratrol.  

En la Figura 4 se muestra el mecanismo de acción propuesto del resveratrol, el cual consiste 

en la unión al dominio ATPasa de la enzima Top2α inhibiendo así su actividad catalítica. 

Las flechas negras indican el ciclo enzimático de la Top2α activada mientras que las líneas 

rojas indican los pasos inhibitorios. El segmento G del ADN se muestra en naranja y el 

segmento T se muestra en verde (Lee, et al., 2017).  

 

Figura 4. Mecanismo de acción del resveratrol en la inhibición de Top2α. Modificado de Lee, 2017. 
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4 Antecedentes específicos  

 

Li y colaboradores, demostraron que paclitaxel es un eficaz quimioterapéutico, el cual ejerce 

su efecto al inhibir la proliferación de las células MCF7 de CaMa, induciendo la apoptosis 

al regular el nivel de expresión de las proteínas Bax, caspasa 3 escindida y Bcl-2 (Li, et al., 

2020). 

Otro fármaco relevante es resveratrol. Lee y colaboradores reportaron que dicho polifenol 

es un inhibidor de Top2α, el cual previene la dimerización del dominio ATPasa de la enzima, 

inhibiendo así su actividad catalítica, además puede usarse en combinación con otros 

fármacos (Lee, et al., 2017). 

Por otra parte, Meng y colaboradores demostraron que la proteína Top2α se expresó en 57 

de 86 del total de los casos de CaMa que mostraron amplificación del gen TOP2α 

representando el 66.27%. La expresión de esta proteína es importante debido a que es un 

blanco para ciertos fármacos como lo es el resveratrol (Meng, et al., 2012). 
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5 Mapa conceptual  
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6 Justificación  

 

El CaMa es el tipo de cáncer más común, con más de 2,2 millones de casos en el 2020 a 

nivel mundial. De los tres subtipos histopatológicos de CaMa, el subtipo Her2+ es 

considerado de mal pronóstico y se caracteriza por presentar amplificaciones en la región 

17q12-q21, alteraciones que generan el amplicón de HER2.  Además, los genes cercanos 

a este gen que integran el amplicón HER2 presentan un número mayor de copias, como en 

el caso del gen TOP2α. El gen TOP2α codifica para una proteína que funciona como blanco 

terapéutico de varios agentes anticancerígenos y de fármacos inhibidores, como lo es el 

resveratrol. Por lo que el presente estudio pretende identificar si la inhibición de la actividad 

de la Top2α en células SKBR3 tratadas con paclitaxel induce la muerte celular por 

apoptosis.  

7 Planteamiento del problema  

 

El CaMa es una de las principales afecciones de salud a nivel mundial y es el tipo de tumor 

maligno más frecuente en las mujeres. Esta enfermedad es catalogada como la principal 

causa de muerte en mujeres por cáncer, aproximadamente una de cada 12 mujeres 

enfermará de CaMa a lo largo de su vida.  

Existen diversos factores relacionados con el desarrollo del CaMa, tales como factores 

hereditarios, mutaciones en los genes BRCA1, BRCA2 y P53, factores reproductivos y el 

estilo de vida. Los tratamientos dependen del tipo de CaMa y de la etapa del tumor. El 

subtipo histopatológico de CaMa Her2+ presenta alteraciones en el número de copias del 

gen HER2, así como de TOP2α, y se ha reportado que existe coamplificación de ambos 

genes en un 31.7% de las pacientes con CaMa. Asimismo, la proteína Top2α, codificada 

por el gen TOP2α es un blanco para fármacos inhibidores como lo es el resveratrol, el cual 

además proviene de fuentes naturales. Por lo que la inhibición de Top2α con resveratrol 

podría promover la apoptosis de las células cancerosas utilizando bajas concentraciones 

del quimioterapéutico clásico paclitaxel.  

 

 



18 

 

8 Pregunta de investigación  

• ¿La inhibición de la actividad de la Top2α en células SKBR3 tratadas con paclitaxel 

induce la muerte celular por apoptosis? 

 

9 Hipótesis. 

La inhibición de la actividad de la proteína Top2α por resveratrol, induce la apoptosis de las 

células SKBR3 tratadas con paclitaxel 

10 Objetivos  

10.1 Objetivo general 

 

Evaluar la inducción de apoptosis de las células SKBR3 por el resveratrol, inhibidor de la 

proteína Top2α en sinergia con el efecto de paclitaxel. 

10.2 Objetivos específicos  
 

• Analizar la expresión de la proteína Top2α en las células SKBR3. 

• Determinar la amplificación de TOP2α en las células SKBR3. 

• Evaluar la viabilidad celular en células SKBR3 tratadas con el inhibidor de Top2α y 

paclitaxel. 

• Analizar la activación de la apoptosis en células SKBR3 tratadas con el inhibidor de 

Top2α y paclitaxel.  
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11 Materiales y métodos  

11.1 Diagrama general  
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11.2 Cultivo de las líneas celulares MCF7, MDA-MB-231 y SKBR3 

 

Las células MCF7, MDA-MB-231 y SKBR3 fueron adquiridas en ATCC (American Type Cell 

Culture) y se cultivaron en medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) 

y antibiótico-antimicótico en una atmosfera de 5% de CO2 a 37ºC. Se utilizo la línea celular 

SKBR3, línea celular representativa del subtipo Her2+ ya que estas células sobreexpresan 

Her2. Además, se utilizaron dos líneas celulares como control; la línea celular MCF-7 

perteneciente al subtipo receptores hormonales y la línea celular MDA-MB-231 la cual 

carece de la expresión de receptores hormonales y Her2, perteneciente al subtipo TN. En 

estas dos últimas líneas celulares al no haber una sobreexpresión de Her2 fueron utilizadas 

como controles.  

 

11.3 Análisis de la amplificación de TOP2α a través de qPCR 

 

Para determinar el número de copias del gen TOP2α, se realizaron ensayos de qPCR. Para 

lo cual se extrajo ADN genómico de líneas celulares de CaMa, MCF-7, MDA-MB-231 y 

SKBR3 y de las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) utilizando el kit de 

extracción de ADN para cultivo celular y de sangre (QIAGEN, n° de catálogo 13323), 

posteriormente el ADN genómico obtenido se cuantificó en el NanoDrop (Thermo Scientific) 

para cada línea celular y se verificó su integridad mediante un gel de agarosa al 1%. 

Se realizo qPCR a partir de 20 ng de ADN, además se utilizó el sistema de sondas TaqMan 

para determinar el número de copias de TOP2α (TaqMan Copy Number Assay 

Hs00270618_CN, 20X), la longitud del amplicón es de 107 pares de bases. Las sondas 

fueron marcadas con el fluoróforo FAM. También, se utilizó la sonda de referencia RNasa 

P (TaqMan Copy Number Reference 4403326, 20X), el cual fue etiquetado con el fluoróforo 

VIC, la longitud del amplicón es de 87 pares de bases. Se utilizaron 0.5 μL de cada sonda 

20X para las reacciones de qPCR. Las amplificaciones se realizaron utilizando el reactivo 

2X Universal TaqMan Master Mix del cual se utilizaron 5 μL y agua grado biología molecular 

necesaria para un volumen total de 10 μL. Las condiciones de la qPCR fueron las 

siguientes: desnaturalización inicial a 95°C durante 10 minutos, posteriormente 40 ciclos 
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con una fase de desnaturalización de 95°C durante 15 segundos y una fase de extensión a 

60°C durante 1 minuto. Se realizaron tres repeticiones técnicas independientes cada una 

por duplicado.  

Los valores de Ct obtenidos de cada línea celular se analizaron mediante el software 

CopyCaller versión 2.0 (Applied BiosystemsTM). Como control del número de copias 

diploides, se extrajo ADN genómico de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) 

de mujeres sanas. Las reacciones de qPCR se realizaron en el equipo StepOnePlus Real-

Time PCR System (Applied BiosystemsTM).  

 

11.4 Detección de la proteína Top2α 

 

Para determinar los niveles de expresión de la proteína Top2α, se sembraron células MCF7, 

MDA-MB-231 y SKBR3 en una caja de 6 pozos (1x106 células). Posteriormente, las células 

se desprendieron y se extrajeron las proteínas, en aproximadamente 50 µL de buffer de 

ensayo de radioinmunoprecipitación (RIPA) (que contiene 50 mM de Tris HCL pH 7.4, 50 

mM de cloruro de sodio, 0.5 % de SDS, inhibidores de proteasas, 27. 7 µL de aprotinina, 

10 µL de antipaina, 10 µL de quimiostatina, 25 µL de leupeptina, 10 µL de pepstatina). Las 

células se incubaron durante 30 minutos en hielo, tiempo en el que se lisaron a través de 

pipeteo y agitación por vórtex. Después, la suspensión celular se centrifugó a una velocidad 

de 14,000 g durante 30 minutos. Las proteínas extraídas (sobrenadante) se cuantificaron 

con el kit Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific) y se les añadió 7 µL de 

buffer de muestra (el cual contiene 0.61912 mM de Tris-Base, 69.3 µM de SDS, 7.1 mM de 

β-mercaptoetanol, 1 mililitro de glicerol, 3.5 mililitros de H2O de grado biología molecular, 

14.9 µM de azul bromofenol). Se carga una cantidad igual de proteínas (30 µg) en cada 

carril del gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 8% (SDS-PAGE), en el primer carril se 

añadieron 3 µL del marcador de peso molecular (Thermo Fisher Scientific n° de catálogo 

26616). Al término de la electroforesis se realizó la transferencia de proteínas a una 

membrana de PVDF (Difluoruro de polivinilideno); posteriormente la membrana se bloqueó 

durante una hora con BSA (Bovine Serum Albumin) al 5% en TBS1X (Tris-Buffered Saline) 

a temperatura ambiente. Posteriormente la membrana se incubó toda la noche con un 

anticuerpo anti-Top2α (Abcam n° de catálogo ab52934; dilución 1:1000) en agitación a 4ºC. 

Finalizada la incubación, la membrana se lavó cada 10 minutos (3 veces) con PBS 
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(Phosphate-Buffered Saline) 1X/ 0.1% Tween-20. A continuación se realizó una incubación 

con un anticuerpo secundario anti-conejo marcado con peroxidasa (Cell Signaling; n° de 

catálogo 7074S dilución 1:10,000). Como control de carga se utilizó un anticuerpo anti- β-

Actina marcado con peroxidasa (Sigma-Aldrich n°de catálogo SAB4301137; dilución 

1:40,000). La deteción de la interacción antígeno-anticuerpo-HRP fue evidenciada al 

adicionar el sustrato presente en el kit SupersignalTM West Pico PLUS Chemiluminescent 

Substrate (Thermo Fisher Scientific) en el equipo iBright (BioRad). El análisis de las bandas 

de Top2α y β-Actina se realizó con el programa ImageJ. La línea celular MCF-7 fue utilizada 

como un control de expresión de Top2α debido a que no presenta amplificación del gen a 

diferencia de SKBR3 y MDA-MB-231 que pertenecen a un subtipo de mal pronóstico. Los 

valores de la densitometría de MCF7 fueron ajustadas a 1 debido a que no presenta 

alteraciones en el número de copias de Top2α , los valores de MCF7 fueron utilizados para 

obtener la expresión relativa de Top2α de las líneas celulares restantes. 

 

11.5 Evaluación de viabilidad celular  

 

Se cultivaron 30,000 células SKBR3 y 7,500 células MCF7 en cada pozo en una placa de 

96 pozos. Después de 16 horas de cultivo, las células fueron incubadas durante 48 horas 

en presencia de concentraciones crecientes de los fármacos paclitaxel y resveratrol. Los 

fármacos paclitaxel y resveratrol fueron disueltos en DMSO. Transcurridas 48 horas de 

incubación, se evaluó la viabilidad celular agregando 100 μL por pozo del reactivo de 

luminiscencia (CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay). Las placas se incubaron 

durante 30 minutos a 37ºC, en una atmosfera de 5% de CO2. Posteriormente, se determinó 

la luminiscencia en un luminómetro Glomax Multi Detection System (Promega). Se ha 

reportado que un volumen mayor al 10% de DMSO en los medios de cultivo celular 

promueve toxicidad en las células, por tal motivo, todos los tratamientos de los grupos de 

células control se colocaron porcentajes menores al 10%. Por ejemplo, el grupo control de 

células MCF7 fueron incubadas en presencia de 8% de DMSO; este volumen corresponde 

al tratamiento que utilizó mayor concentración de resveratrol (200 nM). Se normalizó el valor 

de células control como el 100% de viabilidad celular para ajustar los valores de los diversos 

tratamientos. 
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11.6 Evaluación de apoptosis   
 

Las células se sembraron en placas de cultivo de 96 pozos, a una densidad de 30,000 

células SKBR3 por pozo. Se incubaron durante 48 horas en presencia de la IC50 

previamente determinada de paclitaxel y resveratrol en el apartado de viabilidad. Se 

agregaron 100 μL de reactivo Caspase-Glo® 3/7 Assay Kit a cada pozo. Las placas se 

incubaron durante 30 minutos en ausencia de luz. Posteriormente se cuantificó la 

luminiscencia en un luminómetro Glomax Multi Detection System (Promega).  

11.7 Análisis estadísticos 

 

Para los ensayos de viabilidad celular de las líneas celulares SKBR3 y MCF7 se realizaron 

tres experimentos independientes por duplicado, se obtuvo el promedio y la desviación 

estándar. Los análisis estadísticos fueron realizados utilizando el programa estadístico 

GraphPad. Para analizar las diferencias entre los tratamientos en las líneas celulares MCF-

7 y SKBR3 con paclitaxel y resveratrol se realizó la prueba U de Mann Whitney, en el cual 

un valor de p<0.05 fue considerado como estadísticamente significativo.  

Para comparar los resultados de los datos del ensayo de número de copias entre las CMSP 

y la línea celular SKBR3 a través de qPCR se realizó la prueba T-Student no pareada. Se 

consideraron resultados estadísticamente significativos, aquellos con una p<0.05. 

12 Resultados 

12.1 Ensayo de número de copias TOP2α a través de qPCR 
 

En la Figura 5A se muestra el ADN genómico de las células mononucleares de sangre 

periférica (CMSP) y de las líneas celulares de CaMa: MCF7, MDA-MB-231 y SKBR3 en el 

cual se observa una banda de ADN genómico de alto peso molecular con integridad 

adecuada para cada línea celular. En la Figura 5B se observan los resultados del ensayo 

de número de copias de TOP2α. Los resultados muestran que la línea celular SKBR3 

presenta 6 copias del gen TOP2α con respecto al número de copias de las CMSP, este 

resultado fue estadísticamente significativo (p<0.05). 
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Figura 5. La línea SKBR3 presenta amplificación del gen TOP2α. A) Imagen representativa de un gel de 

agarosa al 1% en el cual se muestra la integridad del ADN de las CMSP en la parte superior y en la parte inferior 

las líneas celulares MCF7 (carril 1, 2 y 3) MDA-MB-231 (carril 4, 5 y 6) y SKBR3 (carril 7, 8 y 9). B) Análisis del 

número de copias del gen TOP2α en tres líneas celulares de CaMa (MCF7, MDA-MB-231 y SKBR3) y de las 

CMSP. El asterisco muestra aquellos resultados estadísticamente significativos (p<0.05).  

 

A) 

B) 

                           

 

 

CMSP MCF7   MDA-MB-231   SKBR3 
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12.2 Detección de la proteína Top2α 

 

Para determinar los niveles de expresión de la proteína Top2α en las líneas celulares MCF7, 

MDA-MB-231 y SKBR3, se realizó un ensayo de Western Blot. En la Figura 6A se observa 

una imagen representativa de los diferentes ensayos; en la parte superior corresponde a la 

expresión de la proteína Top2α y en la parte inferior el control de carga (β-Actina). La 

detección de β-Actina se realizó en una misma membrana en donde fue detectada Top2α, 

por lo que las bandas observadas en la parte superior de la inmunodetección de β-Actina 

corresponden al peso molecular de la proteína Top2α. Se observa mayor expresión de 

Top2α en la línea celular SKBR3, resultado que fue confirmado al realizar el análisis de 

densitometría (Figura 6B). 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Expresión de la proteína Top2α en distintas líneas celulares.  A) Expresión de Top2α en las líneas 

celulares de CaMa, MCF7, MDA-MB-231 y SKBR3 a través de Western Blot. Panel superior Top2α y panel 

A) 

B) 

 

 

β-Actina 

(42 kDa) 

Top2α (170 kDa) 



26 

 

inferior β-Actina. B)  Análisis de densitometría de las bandas de la proteína Top2α con respecto a β-Actina 

utilizando el programa Image J. Las proteínas de MCF7 fueron utilizadas como control ya que corresponden al 

subtipo de CaMa de mejor pronóstico. Los valores de MCF fueron ajustados a 1, información que fue utilizada 

para comparar la expresión de Top2α en las líneas celulares SKBR3 y MDA-MB-231. 

12.3 Evaluación de la viabilidad celular  

 

Una vez que confirmamos que la línea celular SKBR3 tiene un número mayor de copias de 

TOP2α y una aparente mayor expresión de la proteína, se realizaron ensayos de viabilidad 

al incubar a las células con concentraciones crecientes de los fármacos paclitaxel (40 nM, 

60 nM, 80 nM, 100 nM, 120 nM) y resveratrol (50 µM,100 µM,150 µM, 200 µM) durante 48 

horas. Con los resultados se encontró que la IC50 de paclitaxel fue de 120 nM (Figura 7) y 

para resveratrol fue de 150 µM (Figura 8). En ambos casos, todos los tratamientos fueron 

estadísticamente diferentes comparado con el control, DMSO, (p<0.05).  

 

 

Figura 7. Efecto de paclitaxel en la viabilidad celular de las células SKBR3. Las células fueron tratadas con 

concentraciones crecientes de paclitaxel durante 48 horas. Se realizaron 3 experimentos técnicos 

independientes cada uno por duplicado. Se utilizó la prueba estadística U de Mann-Whitney. El asterisco 

representa aquellos resultados estadísticamente significativos con una p<0.05 comparado con el control 

(DMSO).  
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Figura 8. Efecto de resveratrol en la viabilidad celular de las células SKBR3. Las células fueron tratadas 

con dosis crecientes de resveratrol durante 48 horas. Se realizaron 3 experimentos técnicos independientes 

cada uno por duplicado. Se utilizó la prueba estadística U de Mann-Whitney. Se consideraron resultados 

estadísticamente significativos aquellos con una p<0.05 comparado con el control (DMSO).  

 

Para determinar el efecto aditivo de las IC50 de ambos fármacos (paclitaxel y resveratrol) 

en las células SKBR3 se realizaron las combinaciones de las IC50 de los diferentes 

fármacos. No se observaron diferencias de la viabilidad en las células que fueron tratadas 

con ambos fármacos (Figura 9). Sin embargo, los tratamientos individuales y combinados 

fueron encontrados estadísticamente significativos con respecto al grupo control (p<0.05).  

 

IC50 
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Figura 9. Efecto del tratamiento combinado de los fármacos paciltaxel más resveratrol en la viabilidad 

celular de las células SKBR3 tratadas durante 48 horas. Se realizaron 3 experimentos independientes cada 

uno por duplicado. Se utilizó la prueba estadística U de Mann-Whitney. Se   consideraron resultados 

estadísticamente significativos, aquellos con una p<0.05 comparado con el control (DMSO). 

 

Los resultados de viabilidad de las células Her2+, SKBR3, tratadas con paclitaxel y 

resveratrol fueron comparados con los resultados de la línea celular MCF7 la cual pertenece 

al subtipo receptores hormonales.  

Las células MCF7 se incubaron durante 48 horas en presencia de concentraciones 

crecientes de los fármacos paclitaxel (100 nM, 150 nM, 200 nM) y resveratrol (150 µM, 175 

µM, 200 µM). En ambos casos se observó un efecto dosis dependiente, donde la IC50 de 

paclitaxel fue de 200 nM (Figura 10) y para resveratrol fue de 150 µM (Figura 11). Todos 

los tratamientos fueron encontrados estadísticamente significativos con respecto al grupo 

control (p<0.05).  

 

* * * 
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Figura 10. Efecto de paclitaxel en la viabilidad celular de células MCF7. Se realizaron 3 experimentos 

independientes cada uno por duplicado. Se utilizó la prueba estadística U de Mann-Whitney. Se consideraron 

resultados estadísticamente significativos, aquellos con una p<0.05 comparado con el control (DMSO).  

 

 

 

Figura 11. Efecto de resveratrol en la viabilidad celular de células MCF7. Se realizaron 3 experimentos 

independientes cada uno por duplicado. Se utilizó la prueba estadística U de Mann-Whitney. Se consideraron 

resultados estadísticamente significativos, aquellos con una p<0.05 comparado con el control (DMSO).  
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12.4 Evaluación de apoptosis  

 

Para determinar si la muerte celular por apoptosis se activa después del tratamiento con 

paclitaxel y resveratrol, las células SKBR3 fueron tratadas con la IC50 previamente 

determinada incubando las células durante 48 horas. En la Figura 12 se observa la actividad 

de las caspasas 3/7 en las células SKBR3. Para el grupo control de células SKBR3 se utilizó 

8.4% de DMSO; este volumen corresponde al tratamiento combinado de 150 µM de 

resveratrol y 120 nM de paclitaxel, el cual fue considerado como la actividad basal de la 

actividad de caspasas 3/7. Respecto al grupo tratado con paclitaxel, se observó una 

activación de la actividad de caspasa 3/7 menor que el grupo control sugiriendo un potencial 

desfase en el tiempo para realizar el ensayo. Respecto a las células SKBR3 tratadas con 

resveratrol y combinación de los fármacos (paclitaxel+resveratrol) no se observó actividad 

de las caspasas 3/7 probablemente por una interferencia del fármaco con la reacción de 

luminiscencia. Debido la interferencia del resveratrol sobre la reacción ya no se realizaron 

más experimentos. 

 

Figura 12. Actividad de las caspasas 3/7 de células SKBR3. Las células SKBR3 se incubaron durante 48 

horas en presencia de la IC50 previamente determinada de paclitaxel y resveratrol. Se realizó un experimento 

independiente. 
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13 Discusión  

 

En la presente investigación, similar a lo previamente reportado se encontró que la línea 

celular de CaMa SKBR3 presenta amplificación del gen TOP2α. Este resultado se 

encuentra acorde con los estudios de Jacot, y col., (2013) quienes sugirieron que al estar 

el gen TOP2α ubicado río abajo del oncogén HER2 en la región cromosómica 17q12-q21, 

puede amplificarse como HER2. En concordancia, Arriola, y col., (2008) y Fountzilas y col., 

(2012) han demostrado que la línea celular SKBR3 coamplifica a los genes HER2 y de 

manera interesante, Fasching y col., (2012) documentó que el 31.7% de las pacientes con 

CaMa mostraban coamplificación de los genes HER2 y TOP2α  

Respecto a expresión de la proteína Top2α se verificó que la línea celular SKBR3 expresa 

Top2α en mayor proporción que otras líneas celulares de CaMa MCF7 y MDA-MB-231 que 

no son Her2+. Cabe mencionar, que esta sobreexpresión solo se observó en un 

experimento, sin embargo, esto ya ha sido previamente comprobado por Varis y col., (2004) 

quienes reportaron que la amplificación del gen TOP2α y el aumento de la expresión de la 

proteína son concordantes, sugiriendo que la amplificación del gen es parte responsable de 

la sobreexpresión de la proteína Top2α. Las investigaciones de Cardoso y col., (2004) y 

Fountzilas y col., (2012) reportaron una relación entre la amplificación del gen TOP2α y la 

expresión de la proteína en los casos de pacientes con CaMa en un 54 y 65% 

respectivamente. No obstante, también existen estudios que debaten este hecho, como lo 

es el trabajo de Dubercq y col., (2014) quienes encontraron en su estudio que la 

amplificación del gen TOP2α no siempre conlleva una sobreexpresión de la proteína, al 

menos cuando ésta se evalúa mediante inmunohistoquímica  

Por otra parte, el presente estudio demuestra que paclitaxel disminuye la proliferación 

celular de las líneas celulares de CaMa SKBR3 y MCF7 de forma dosis dependiente. De 

forma similar, Li y col., (2019) reportaron que paclitaxel inhibe la proliferación de células 

cancerosas (MCF7, MDA-MB-231, T47D, BT-549) de forma dosis dependientes.  Asimismo, 

Weaver y col., (2017) reportaron que paclitaxel induce muerte celular como consecuencia 

de la inhibición del ciclo celular en la fase G2/M, siendo este uno de los quimioterapéuticos 

más utilizados actualmente debido a su actividad en las células cancerosas, el cual es 

utilizado no solo para el tratamiento de CaMa, sino también para otros tipos de neoplasias. 
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También, se evaluó el efecto de resveratrol en la viabilidad celular, el cual posee efectos 

pleiotrópicos, así como una potencial actividad anticancerígena, antiinflamatoria, 

cardioprotectora y neuroprotectora. Adicionalmente, Aggarwal, y col., (2004) encontraron 

que resveratrol tiene efectos citotóxicos in vitro contra una gran variedad de células 

tumorales humanas, incluidas las células de cáncer mieloide y linfoide, células de 

carcinoma de mama, piel, cuello uterino, ovario, estómago, próstata, colon, hígado y 

páncreas. Resveratrol impacta diversos estadios de la carcinogénesis desde el inicio hasta 

la progresión al afectar las diversas vías de transducción de señales que controlan el 

crecimiento y la división celular, inflamación, apoptosis, metástasis y angiogénesis. 

Además, el resveratrol es una adecuada opción para usar en combinación con paclitaxel, 

ya que al ser obtenida de fuentes naturales lo hacen una alternativa como terapéutico contra 

el cáncer, con menor cantidad de efectos secundarios comparado con paclitaxel. De igual 

forma el trabajo de Lee, y col., (2017) demostró que el resveratrol es un fármaco inhibidor 

de Top2α, el cual afecta la dimerización del dominio ATPasa de la enzima, inhibiendo su 

mecanismo de acción, lo cual provoca la pérdida de actividad celular, debido a que participa 

en procesos celulares importantes, tales como la replicación, transcripción y segregación 

de los cromosomas, fungiendo, así como una terapia dirigida hacia Top2α  

En este estudio se encontró que la IC50 para paclitaxel en la línea SKBR3 corresponde a 

una concentración de 120 nM a las 48 horas. Mientras que la IC50 para paclitaxel en la línea 

celular MCF7 corresponde a una concentración de 200 nM a las 48 horas. Otro estudio 

realizado por Haghnavaz, y col., (2018) en el cual utilizaron la línea celular de CaMa SKBR3 

y MCF7 reportaron que la IC50 para paclitaxel fueron de 3.5 µM y 4 µM respectivamente a 

las 24 horas. El estudio hecho por Li y col., (2019) en donde utilizaron a la línea celular de 

CaMa, MCF7 reportaron que la IC50 para paclitaxel correspondió a 1000 nM a las 48 horas. 

Estas diferencias en las concentraciones podrían deberse a las diferentes estrategias 

metodológicas utilizadas para cuantificar la viabilidad celular. En el caso del estudio de 

Haghnavaz, y col., (2018) reportaron una concentración mayor a la que se utilizó en el 

presente proyecto, podría deberse al tiempo de incubación con el fármaco.  

Para el caso de las células tratadas con resveratrol se encontró que la IC50 en la línea celular 

SKBR3 y MCF7 corresponde a una concentración de 150 µM a las 48 horas. Khan, y col., 

(2014) reportaron que la IC50 para resveratrol correspondió a 80 µM a las 24, 48 y 72 horas 

en la línea SKBR3, Alkharashi, y col, (2023) reportaron en su estudio que el tratamiento con 

resveratrol redujo la viabilidad de las células MCF7 en aproximadamente el 57.5 % con una 
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concentración de 51.18 μM a las 24 horas. Las diferencias de las proporciones de viabilidad 

en los grupos tratados con resveratrol podrían explicarse debido al tiempo de incubación 

con el fármaco, así como las diferentes estrategias metodológicas utilizadas en cada una 

de las diferentes investigaciones. 

En el presente estudio no se observó un efecto aditivo de las IC50 de ambos fármacos en la 

viabilidad de la línea celular SKBR3. Fukui y col., (2021) reportaron resultados similares, en 

donde evaluaron la combinación de paclitaxel y resveratrol en donde demostraron que 

resveratrol reduce la acción anticancerígena de paclitaxel en células de CaMa que expresan 

Her2 y Her3, como es el caso de la línea células SKBR3. Wang y col., (2010) proponen el 

mecanismo por el que resveratrol confiere resistencia a las células SKBR3 frente a 

paclitaxel. Los autores mencionan que en las células SKBR3, resveratrol promueve una alta 

expresión de Her2 y Her3. Her3 activa por heterodimerización a Her2, activando su dominio 

intracelular tirosina-cinasa a través del cual activas vías de señalización como PI-3K/Akt, la 

cual promueve la proliferación y supervivencia de las células cancerosas; además se regula 

la proteína survivina la cual inhibe la apoptosis. Por lo que el uso combinado de resveratol 

y paclitaxel puede no ser adecuado para ciertos tipos de cánceres humanos que expresan 

Her2 o Her3, sin embargo, en otras líneas celulares como MCF7 podría ser una opción 

viable. 

Es importante mencionar que al inicio del proyecto se tenía establecido utilizar a HU-331, 

otro inhibidor de Top2α, el cual podría ser una opción interesante para usar en combinación 

con paclitaxel. Al igual que resveratrol proviene de origen natural; sin embargo, al ser este 

un cannabinoide existieron limitaciones en cuento a su importación por lo que fue imposible 

evaluar a este fármaco inicialmente propuesto y se tuvo que optar por resveratrol. 

Se detecto un nivel basal de activación de caspasa 3/7 en las células control. En el caso de 

las células tratadas con paclitaxel se observó un nivel disminuido de actividad de caspasa 

3/7 comparado con el grupo control sugerente de algún otro tipo de muerte que 

preferencialmente activa este fármaco. Diversos reportes mencionan del potencial 

proapoptótico de resveratrol. En los ensayos realizados en las células SKBR3 no fue factible 

determinar la actividad de caspasa 3/7 inducida por resveratrol, probablemente por un 

proceso de interferencia con el sistema de luminiscencia. No obstante, Lin y col., (2011) 

demostraron que resveratrol induce muerte celular por apoptosis.  
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Y lo más importante, en la discusión haces algunas conclusiones, como que el ensayo de 

actividad de caspasa no funcionó porque hubo un problema con la bioluminiscencia por el 

resveratrol, sin embargo, no mencionas por qué o si otros estudios han visto este efecto. 

 

14 Conclusión  

 

En la línea celular SKBR3 perteneciente al subtipo Her2+ de CaMa se observó la 

amplificación del gen TOP2α, y una potencial mayor expresión de la proteína Top2α con 

respecto a las demás líneas celulares de CaMa evaluadas, que son distintas ya que no 

sobreexpresan el amplicon de HER2. 

Por otra parte, los fármacos analizados en el presente proyecto, paclitaxel y resveratrol 

demostraron por separado tener un efecto inhibitorio de la viabilidad celular en las líneas 

celulares SKBR3 y MCF7.  

15 Perspectivas  

 

Utilizar otros fármacos inhibidores de Top2α que pueden ser evaluados respecto al efecto 

en la viabilidad y apoptosis como NK314, ICRF-187 y HU-331.  

El ensayo para la evaluación de apoptosis con el reactivo Caspase-Glo® 3/7 Assay Kit no 

resultó ser compatible con resveratrol y por lo tanto no fue posible determinar la actividad 

de las caspas 3/7. Se propone otra metodología para evaluar apoptosis, como la detección 

de caspasa 3 activada a través de Western Blot. También se propone realizar el ensayo a 

las 24 horas por el tiempo de degradación de la proteína.  
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