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RESUMEN 

El Cáncer de Mama (CM) es el tipo de neoplasia maligna más frecuente entre mujeres y aunque 

la muerte por esta enfermedad ha disminuido con las nuevas alternativas de diagnóstico y 

tratamiento sigue siendo uno de los mayores problemas de salud en el mundo. En Colombia, el 

CM es el tumor diagnosticado con mayor frecuencia y la principal causa de muerte por cáncer 

en mujeres. La decisión terapéutica para el manejo de pacientes con CM se basa no sólo en la 

evaluación de factores pronósticos, como Receptores de Estrógenos (RE), Receptores de 

Progesterona (RP) y Receptor del factor de Crecimiento Epidérmico 2 (HER2), sino en la 

evaluación de parámetros clínicos y patológicos. Sin embargo, aunque este ha sido un enfoque 

exitoso, algunos pacientes recaen o eventualmente desarrollan resistencia al tratamiento. Por lo 

expuesto anteriormente, se hace necesaria la identificación de nuevos marcadores pronósticos y 

predictivos que puedan proporcionar blancos terapéuticos en aras de superar la resistencia al 

tratamiento. Dentro de los muchos genes que han adquirido importancia en la actualidad por su 

posible papel como biomarcadores de expresión temprana y por lo tanto potenciales blancos 

terapéuticos en CM, se destacan los genes GLI1, ZNF217 y KI67. Teniendo en cuenta la alta 

frecuencia de pacientes que no responden a la terapia o que con el tiempo desarrollan resistencia 

a la misma, y el papel que desempeñan los genes GLI1, ZNF217 y KI67, se planteó como 

objetivo de investigación, la evaluación de la expresión de estos genes en líneas celulares de 

CM tratadas con diferentes fármacos, esto con el fin de comprender el papel que desempeñan 

estos genes en la terapia y como posibles biomarcadores en el desarrollo de nuevas estrategias 

terapéuticas personalizadas. Los resultados de este estudio muestran que la expresión de estos 

genes se ve modificada dependiendo del estado de los RE y HER2 en las células tumorales. Por 

ejemplo, en células RE+/RP+/HER2- el gen GLI1 podría considerarse como biomarcador de 

respuesta a tratamiento bien sea individual o combinado. Contrariamente se observa que en 

células RE-/RP-/HER2-, donde los genes GLI1, ZNF217 y KI67 podrían considerarse como 

biomarcadores de resistencia independiente de si el tratamiento es individual o combinado. 

Respecto a células RE-/RP-/HER2+, estos genes responden de diferentes formas a cada uno de 

los tratamientos, lo que se traduce en una respuesta más compleja. Estos resultados confirman 

la heterogeneidad que representa el CM donde las células responden de manera diversa a los 

tratamientos dependiendo del estado de los receptores. Se espera que resultados como los 

obtenidos en este trabajo sean la base para proponer estudios en muestras de pacientes que 
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eventualmente puedan considerarse de utilidad para apoyar la decisión acerca de los beneficios 

o contraindicaciones de la quimioterapia, terapia hormonal y de terapias combinadas en 

pacientes con CM. 

 

Palabras clave: Cáncer de Mama, biomarcador, ZNF217, KI67, GLI1, hormonoterapia, 

quimioterapia.  

 

1. INTRODUCCIÓN 

El Cáncer de Mama (CM) es el tipo de cáncer más frecuente en mujeres a nivel mundial con 

alrededor de 2 millones de casos nuevos y 600 mil muertes anuales (Bray F, 2018). Esta 

enfermedad presenta múltiples formas de clasificación: histopatológica, dependiente del tamaño 

tumoral, metastásico, invasivo o ductal, molecular, entre otras. La clasificación molecular se 

basa en la expresión de tres biomarcadores ya estandarizados a nivel clínico: 1) Receptores de 

estrógeno (RE), 2) Receptores de progesterona (RP) y 3) Receptor del factor de crecimiento 

epidérmico humano tipo 2 (HER2), quienes subdividen a la enfermedad en cuatro grupos de 

acuerdo a la presencia/ausencia de los mismos (Cortese et al., 2014). Pese a que este ha sido un 

pilar fundamental para dirigir los tratamientos en los últimos años, el incremento de la 

resistencia ha traído consigo dificultades importantes en el éxito de los enfoques terapéuticos. 

En consecuencia, de cada 100 mujeres que han recibido algún tratamiento para su enfermedad 

en un estadio temprano, 30 recaen nuevamente (Gonzalez-Angulo et al., 2013; Szostakowska 

et al., 2019). 

Establecer fenotipos de sensibilidad y resistencia basada en biomarcadores para los 

regímenes de tratamiento contra el Cáncer de Mama, es una herramienta primordial para 

asegurar un buen pronóstico en las pacientes (Nass & Kalinski, 2015). De hecho, es importante 

contar con factores predictivos eficientes y confiables ya que son los que pueden dirigir la toma 

de decisiones de los clínicos en cuanto a la administración de fármacos más adecuados en cada 

caso particular (Cortese et al., 2014). Sin embargo, pese a que para el Cáncer de Mama se tienen 

biomarcadores estándar, resulta un desafío determinar una ruta terapéutica adecuada para cada 

paciente debido a la respuesta heterogénea que estos presentan (Vendrell et al., 2019). En ese 

orden de ideas, se vuelve una necesidad urgente contar con factores pronósticos capaces de 

identificar el resultado al tratamiento de la enfermedad llevado a cabo con diferentes estrategias 
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terapéuticas, lo que finalmente daría la oportunidad de generar paneles de terapia opcionales 

para tratar de forma más efectiva a las pacientes. Dentro del panel de biomarcadores propuestos 

para el Cáncer de Mama, se tomaron tres oncogenes cuya expresión diferencial puede ser 

asociada a un mal pronóstico o respuesta al tratamiento, dichos genes fueron: GLI1, ZNF217 y 

KI67. La expresión de estos genes se asocia con el sostenimiento en las señales de proliferación 

celular, evasión de la muerte celular e inmortalidad replicativa. Es el caso del gen GLI1 

(oncogén asociado a glioma tipo 1) considerado un activador transcripcional que promueve el 

crecimiento celular y supervivencia principalmente a través de la vía SHH. Además, en Cáncer 

de Mama, GLI1 se sobre expresa entre el 40 y el 100% en los tumores (Xu et al., 2010). Por 

otro lado, ZNF217 también es un activador transcripcional y su expresión se caracteriza por 

evadir la inhibición del crecimiento inducida por TGF-b, amplificación de las vías de 

inmortalidad celular como cMYC, AKT y la vía MAPK/ERK entre otras.  

Finalmente, KI67 es un gen que codifica para una proteína que se expresa en todas las fases 

del ciclo celular y se considera un marcador de proliferación celular, por consiguiente, se emplea 

como indicador de resistencia a la terapia en muchos tipos de cáncer. Pese a lo anterior, todavía 

se presentan ambigüedades en cuanto a su expresión, por ejemplo, Prihantono y colaboradores 

(2017) encontraron que altos niveles de mRNA de KI67 se asocian con sensibilidad a la 

quimioterapia adyuvante y tumores con bajos niveles de mRNA tienden a no responder a este 

tratamiento lo que implica la necesidad de continuar investigando su relación con el pronóstico 

de las pacientes en términos de respuesta al tratamiento.  

Para el carcinoma mamario, debido a su gran heterogeneidad, se emplean tres tipos de 

terapia: hormonoterapia, quimioterapia y terapia contra blancos moleculares. Estas se aplican 

dependiendo de la expresión de los biomarcadores estándar, características tumorales y estado 

de la paciente (Cortese et al., 2014). Hasta el momento, son pocos los estudios que describen la 

expresión de nuevos biomarcadores pronósticos para el Cáncer de Mama bajo un esquema 

completo de monoterapias y terapias combinadas y que, además, recojan en su mayoría a los 

subtipos tumorales de la enfermedad. Nass y Kalinski (2015) resaltan la importancia del uso de 

líneas celulares como modelos iniciales de carcinomas mamarios para entender la generación 

de resistencia y la identificación de objetivos terapéuticos potenciales (Dai et al., 2016; Nass & 

Kalinski, 2015). En efecto, la mayoría de mejoras en rutas terapéuticas y uso de nuevos fármacos 

para el tratamiento del cáncer comienzan por la experimentación in vitro.  
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Considerando lo anterior, este estudio se enfocó en evaluar los niveles de expresión de tres 

biomarcadores en las líneas celulares MCF7, KPL4 y MDA-MB468, representativas de los 

subtipos tumorales de CM Luminal A, HER2+ y Triple Negativo, respectivamente, como 

también el de establecer su asociación con la respuesta a diversos tratamientos en términos de 

modificación de la proliferación celular. Lo anterior con la finalidad de determinar fenotipos de 

resistencia o sensibilidad a los diferentes tratamientos.  

 

2. METODOLOGÍA  

2.1 Líneas celulares  

Se emplearon tres líneas celulares de CM adquiridas de la ATCC (American Type Culture 

Collection, Manassas, USA) que expresan diferencialmente RE y HER2. Se trabajó con las 

líneas celulares MCF7, KPL4 y MDA-MB468 representativas de los subtipos tumorales luminal 

A (RE+/RP+/HER-), HER2 enriquecido o positivo (RE-/RP-/HER+) y triple negativo o basal 

(RE-/RP-/HER-), respectivamente. Para el mantenimiento de las células se empleó medio 

DMEM (Sigma) con rojo fenol suplementado al 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) (Sigma), 1% 

de Penicilina, Estreptomicina y Anfotericina B (Sigma) o solución antibiótica/antimicótica y 

1% de L-glutamina (2mM) (Invitrogen GmbH, Alemania). Las células fueron cultivadas en 

frascos de 25cm2 e incubadas a 37°C con humedad del 95% en incubadora de CO2. El medio de 

cultivo fue renovado cada 48 horas hasta que las células llegaron a una confluencia de entre el 

80 y 90% necesaria para aplicar los diferentes tratamientos.  

 

2.2 Tratamientos de las líneas celulares 

Los tratamientos utilizados fueron, Tamoxifeno (TAM) como hormonoterapia, Docetaxel 

(DOC) y Doxorrubicina (DOX) como quimioterapia, Herceptin (HT) o Trastuzumab como 

terapia contra blancos moleculares específicos (Receptor HER2) y la combinación de estos en 

dependencia de la expresión del estado de RE y HER2 en cada línea celular. Se aplicó TAM a 

las líneas celulares positivas y negativas para RE y sus combinaciones con quimioterapia, 

mientras que el HT solo se empleó para la línea que expresaba HER2 en combinación con 

quimioterapia y hormonoterapia. La distribución de los tratamientos en las líneas celulares es 

indicada en la Tabla 1. 
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Tabla 1. Distribución de tratamientos en las líneas celulares  

Línea celular Expresión de 

receptor 

Tratamientos individuales Tratamientos combinados 

TAM DOC DOX HT 
TAM+ 

DOC 

TAM+ 

DOX 

TAM+ 

HT 

HT+ 

DOC 

HT+ 

DOX 

MCF-7 RE+/RP+/HER- X X X  X X    

KPL4 RE-/RP-/HER+ X X X X X X X X X 

MDA-MB468 RE-/RP-/HER- X X X  X X    

TAM: Tamoxifeno; DOC: Docetaxel; DOX: Doxorrubicina; HT: Herceptin 

 

Una vez las células alcanzaron el 80-90% de confluencia, se realizó cambio de medio a 

DMEM libre de rojo fenol suplementado con 1% de la solución de antibiótico/antimicótico, 1% 

de L-glutamina y 10% de SFB charcoal stripped (Sigma) con el fin de evitar actividad agonista 

de andrógenos, estrógenos o progesteronas que pudieran sesgar la respuesta a los fármacos. 48 

horas después, se cambió el medio de cultivo y las células fueron tratadas con 1uM de TAM 

(T5648, Sigma) (Sapino et al., 1986), 10nM de DOC (01885, Sigma) (Hartmann et al., 2012), 

0.5 uM de DOX (D1515, Sigma) (Wang et al., 2004), 50ug/mL de HT (Roche, Alemania) (C. 

Ginestier et al., 2007) y sus combinaciones como se muestra en la tabla 1 (se emplearon como 

controles líneas no tratadas pero bajo las mismas condiciones de cultivo). Los fármacos fueron 

disueltos en etanol absoluto y añadidos al medio de cultivo a las concentraciones indicadas 

anteriormente por 24, 48 y 96 horas. También fueron utilizadas como controles células sin 

tratamiento a 24h, 48h y 96h. Las concentraciones utilizadas fueron estandarizadas en estudios 

previos, y seleccionadas ya que estas demostraron ser las concentraciones más bajas en las que 

pudo ser observado un efecto en la morfología celular in vitro (C. Ginestier et al., 2007; 

Hartmann et al., 2012; Sapino et al., 1986; Wang et al., 2004).  

 

2.3 Proliferación Celular 

Al final de cada tratamiento, para cada uno de los fármacos y sus respectivas combinaciones 

(TAM, DOC, DOX, HT, TAM/DOC, TAM/DOX, TAM/HT, HT/DOC Y HT/DOX), se evaluó 

la proliferación celular mediante el uso del kit ELISA de proliferación celular BrdU (Roche 

Diagnostics Deutschland GmbH). La medición de la absorbancia (450nm) se llevó a cabo en un 

lector Bicromático MultiSkan (Labsystems, Midland, Canadá). Cada tratamiento se realizó en 

24 repeticiones y los resultados fueron expresados como la media ± desviación estándar (S.D.). 
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2.4 Extracción de RNA y RT- qPCR  

Se extrajo el RNA total de cada línea celular para cada uno de los tratamientos 

correspondientes y en los tres tiempos evaluados, mediante el kit de Qiagen RNeasy. Luego de 

comprobar su integridad con gel de agarosa al 1,5%, se tomaron 980 ug de RNA de cada muestra 

para sintetizar cDNA utilizando el kit, Maxima First Strand cDNA Synthesis for RT-qPCR de 

Thermofisher siguiendo las indicaciones del proveedor. Los ensayos de qPCR se realizaron por 

triplicado en el termociclador de tiempo real LightCycler96 (Roche, Alemania) con la enzima 

recomendada para alcanzar la mayor sensibilidad del equipo FastStart Essential DNA Green 

Master de Roche, que usa como método de detección al fluoróforo Syber Green 

(416nm/540nm). Se emplearon primers dirigidos para amplificar el mRNA de los oncogenes 

ZNF127 (154pb), GLI1 (118pb) y KI67 (120pb) (secuencias en el Anexo1) con el siguiente 

programa de PCR: denaturación inicial de 95°C durante 5 minutos seguida de 45 ciclos de 95°C 

por 10s, 64°C por 20s y 72°C por 15s, y una extensión final de 72°C durante 5 minutos. 

La expresión de los genes a evaluar para cada muestra se normalizó utilizando como 

controles internos los siguientes housekeeping: el gen codificante para la hipoxantina 

fosforribosiltransferasa 1 (HpT), gen codificante para la proteína ribosomal rpl0 (RPL0) y el gen 

codificante para la proteína de unión a la caja TATA (TBP) (secuencias en el Anexo 1). Para 

cada línea celular se eligieron dos controles internos con la menor variación entre control y 

tratamiento. Para analizar la expresión relativa se empleó el método ΔΔCt de las muestras en 

función de los controles internos.  

 

2.5 Análisis estadísticos  

Se utilizó la prueba t de Student como método de comparación de la proliferación celular y 

la expresión relativa de los tres genes, entre las células tratadas y controles. Todos los análisis 

estadísticos se llevaron a cabo usando la versión SPSS 21 y valores de p<0,05 fueron 

considerados como estadísticamente significativos. 
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3. RESULTADOS 

3.1 Línea Celular MCF-7 

En células MCF7 (RE+/RP+/HER2-), se observó una reducción en la proliferación celular 

en respuesta a todos los tratamientos, tanto individuales como combinados (Figuras 1). Entre 

las monoterapias, DOC indujo una mayor reducción en la proliferación celular en comparación 

con la observada en los demás tratamientos individuales (Figura 1). Es de resaltar que el 

tratamiento con DOC, estimuló la expresión de KI67 a las 96h en casi 50 veces más que el 

control (Figura 2A), sin embargo, no generó cambios significativos de la expresión de los otros 

genes evaluados ni a otros tiempos.  

Se observó una reducción en la proliferación celular en todos los tiempos evaluados después 

del tratamiento con TAM, así como también se observó una disminución en la expresión del 

gen GLI1 en los tres tiempos, siendo la más considerable a las 24h (Figura 2B). 

 

  

Figura 1. Efectos de los tratamientos individuales (Tamoxifen-TAM, Docetaxel-DOC y 

Doxorrubicina-DOX), y combinados (TAM+DOC y TAM+DOX) por 24h, 48h, y 96h en la 

proliferación celular de las líneas celulares A) MCF7, B) MDA-MB468 y C) KLP4 (p<0.05* y 

p>0,01**). 

 

24h 48h 96h 24h 48h 96h 24h 48h 96h

TAM **

DOC ** *

DOX ** * ** **

TAM+DOC * ** * * **

TAM+DOX *

HT ** ** **

TAM+HT **

HT+DOC **

HT+DOX ** **

Sin datos

MDA MB 468  

(RE+/RP+/HER2-)

KPL4                                 

(RE+/RP+/HER2-)Tratamientos

Aumento proliferación

Disminución proliferación

MCF7                                           

(RE+/RP+/HER2-)
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Se observaron efectos opuestos para la expresión de los genes ZNF217 y KI67, en donde el 

tratamiento con TAM indujo incremento significativo en sus niveles de expresión a las 24h y 

48h (Figura 2C), y a 24h y 96h (Figura 2A), respectivamente. El tratamiento con DOX indujo 

reducción en la proliferación celular (Figura 1), así como también estimuló la expresión de KI67 

y ZNF217. Específicamente, la expresión de KI67 se incrementó significativamente a las 48h y 

96h en casi el doble en comparación con el control (Figura 2A), mientras que la expresión de 

ZNF217 aumentó significativamente (60 veces más frente al control) a las 96h, y sin cambios 

evidentes a las 24h y 48h. 

Contrario a lo observado en los genes KI67 y ZNF217, el tratamiento con DOX indujo una 

reducción significativa en los niveles de expresión del gen GLI1 a las 24 y 96 horas, mientras 

que a las 48h se observó un incremento significativo en su expresión (Figura 2B). 

En cuanto a las terapias combinadas, ambas terapias TAM+DOC y TAM+DOX, inhibieron 

la proliferación celular, con un efecto más marcado cuando TAM se combinó con DOX 

(TAM+DOX) (Figura 1B). En particular, la combinación de TAM+DOC estimuló la expresión 

de KI67 a las 48h en casi 20 veces más frente al control (Figura 2A), este comportamiento parece 

invertirse a las 96h, pero no es concluyente ya que no alcanza significancia estadística. 

Adicionalmente esta combinación de fármacos (TAM+DOC) indujo reducción significativa en 

la expresión de los genes, GLI1 (sólo a las 24h) (Figura 2B) y ZNF217 a las 24h y 48h 

postratamiento (Figura 2C).  

En cuanto a la combinación de TAM+DOX, el efecto en ZNF217 fue más evidente a las 96h 

al reducir significativamente su expresión (Figura 2C) al igual que con GLI1 a las 48h (Figura 

2B). Además, esta combinación de fármacos elevó la expresión de KI67 a las 48h en casi 16 

veces más frente al control (Figura 2A), sin embargo, el efecto no se mantiene a largo plazo ya 

que a 96h es evidente una reducción en sus niveles de expresión. 
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Figura 2. Modificación de la expresión génica en la línea celular MCF7 control y tratada con 

diversos fármacos por 24h, 48h y 96h. A) KI67, B) GLI1 y C) ZNF217 (p<0.05* y p<0.01**).  

 

3.2 Línea Celular MDA-MB468  

En células triple negativas (RE-/RP-/HER2-), todos los tratamientos individuales y 

combinados indujeron incremento en la proliferación celular. Específicamente, el TAM no sólo 

estimuló la proliferación celular (Figura 1), sino que indujo un incremento significativo en la 

expresión de los genes ZNF217 y GLI1 después de tratamiento a 96h (Figuras 3BC y 3B), y del 

gen KI67 después de 24h y 48h de tratamiento (Figura 3A). 

Entre los tratamientos individuales, DOX y DOC mostraron los peores efectos, ya que no 

sólo estimularon significativamente la proliferación celular (p≤0,02, Test T de Student) (Figura 

1), sino que incrementaron la expresión de los genes ZNF217 (Figura 3C), GLI1 (Figura 3B) y 

KI67 (Figura 3A) principalmente a 24h y 48h postratamiento.  

Se observaron resultados similares en los tratamientos combinados, en donde el tratamiento 

con TAM+DOC estimuló significativamente la proliferación celular (p≤0,02) (Figura 1) e 

incrementó la expresión de los genes KI67, GLI1 y ZNF2167 (Figuras 3A, 3B y 3C) 

principalmente después de 96h de tratamiento. El tratamiento con TAM+DOX, arrojó resultados 

similares a los observados para TAM+DOC, donde se observó un incremento significativo en 

la proliferación celular (p≤0,01) (Figura 1) y en la expresión de los genes ZNF217 (Figura 3C) 

y GLI1 (Figura 3B). Sin embargo, esta combinación (TAM+DOX) no generó cambios 

significativos en los niveles de expresión del gen KI67 frente a los controles en ningún tiempo 

de exposición (Figura 3A). 
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Figura 3. Modificación de la expresión génica en la línea celular MDA-MB468 control y tratada 

con diversos fármacos por 24h, 48h y 96h. A) KI67, B) GLI1 y C) ZNF217 (p<0.05* y 

p<0.01**). 

 

3.3 Línea Celular KPL4 

En las células RE-/RP-/HER2+, todos los tratamientos individuales mostraron los mayores 

incrementos en la proliferación celular (p≤0,0037 **, Figura 1). En particular el TAM indujo 

aumento en la proliferación celular y reducción en la expresión de los genes GLI1 (Figura 4B) 

y KI67 (Figura 4A) principalmente a 48h y 96h. En los que respecta al gen ZNF217, el TAM no 

generó efectos significativos en su expresión.  

En cuanto al tratamiento con DOC, este fármaco elevó la expresión de los genes ZNF217, 

GLI1 y KI67, en todos los tiempos evaluados, siendo la expresión del gen ZNF217 casi el triple 

frente al control a 96h de tratamiento (Figura 4C). 

El HT no generó efectos en la expresión del gen ZNF217 (Figura 4C), pero sí en los genes, 

GLI1 y KI67, donde su expresión es reducida a medida que aumenta el tiempo de exposición al 

tratamiento, siendo tal reducción más evidente a las 96h (Figuras 4B y 4A). 

Por último, mientras que la DOX indujo expresión reducida de los genes ZNF217 y GLI1 

principalmente a 24h y 48h (Figuras 4C y 4B), en el gen KI67 indujo una respuesta opuesta, con 

elevada expresión a las 24h (Figura 4A), sin embargo, a medida que aumenta el tiempo de 

exposición, parece que esta expresión disminuye, sin embargo, esto no es concluyente ya que 

no hay significancia estadística. 

En cuanto a los tratamientos combinados, solo los tratamientos entre TAM+DOC y 

TAM+HT mostraron reducción en la proliferación celular, observándose una mayor reducción 

cuando TAM se combinó con DOC (p≤0,0005 *, Figura 1). El tratamiento con TAM+DOC 

indujo reducción en la expresión de ZNF217 en todos los tiempos de exposición, aunque a las 

96h no hay significancia estadística. Resultados contrarios se observaron en la expresión el gen 

GLI1, donde esta combinación de fármacos indujo a un aumento de expresión, siendo está mayor 

a las 24h postratamiento (Figura 4B). En lo que respecta a KI67, el tratamiento con TAM+DOC 

indujo reducción en su expresión a 48h y 96h, mostrando diferencias significativas frente al 

control a las 96h. Mientras que el HT administrado como agente único o en combinación con 
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quimioterapia (antraciclinas o taxanos) indujo un aumento en la proliferación celular (p≤0,0003 

*, Figura 1). 

Por otra parte, mientras el tratamiento combinado con TAM+DOX no indujo alteración en 

la expresión del gen ZNF217 (Figura 4C), si alteró la expresión del gen GLI1, donde una 

reducción significativa en sus niveles de expresión fue evidente a las 48h y 96h después de 

tratamiento (Figura 4B). Efectos opuestos fueron observados para el gen KI67, donde esta 

combinación de fármacos indujo un incremento significativo en su expresión después de 24h y 

48h de tratamiento (Figura 4A). Finalmente, los tratamientos combinados con HT solo pudieron 

ser efectuados por 24h y 48h de exposición debido a problemas en el traslado del fármaco a 

causa de la pandemia protagonizada por el virus Sars-Cov-2. TAM+HT eleva la expresión de 

ZNF217 hasta tres veces más que el control en todos los tiempos evaluados (Figura 4C), y reduce 

la expresión de GLI1 a las 24h y 48h de exposición, observándose diferencias significativas a 

las 48h postratamiento (Figura 4B). 
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Figura 4. Modificación de la expresión génica en la línea celular KPL4 control y tratada con 

diversos fármacos por 24h, 48h y 96h. A) KI67, B) GLI1 y C) ZNF21767 (p<0.05* y p<0.01**). 

 

La expresión del gen KI67 se ve modificada sólo a las 24h de tratamiento con TAM+HT, 

donde se puede observar un incremento significativo en sus niveles de expresión (Figura 4A).  

La combinación de HT+DOC, condujo a una significativa expresión incrementada de los 

genes ZNF217 a los dos tiempos evaluados (Figura 4C), y del gen GLI1 sólo a 24h. El efecto de 

esta combinación de fármacos para los genes GLI1 y KI67 fue contrario a las 24h y 48h, ya que 

mientras que a 24h se observó un incremento en sus niveles de expresión, a 48h una disminución 

en su expresión fue evidente, sin embargo, en ninguno de los dos casos se observaron diferencias 

significativas (Figuras 4B y 4A). Por último, el tratamiento combinado con HT+DOX elevó 

gradualmente la expresión de ZNF217 (Figura 4C), y redujo la expresión de los otros dos genes 

(GLI1 y KI67) de forma constante en los tiempos evaluados (Figuras 4B y 4A).  

 

4. DISCUSIÓN  

El Cáncer de Mama (CM) es una enfermedad de comportamiento heterogéneo en donde cada 

tumor muestra características individuales. Esta característica ha dado lugar a dirigir la 

investigación hacia la búsqueda de nuevos marcadores para mejorar los métodos de diagnóstico 

como también la respuesta a la terapia. Las estrategias para los tratamientos en CM dependen 

del subtipo tumoral, con el cual la terapia es elegida con base a marcadores específicos. Por 

ejemplo, para los tumores positivos para receptores hormonales (RE y RP) como Luminal A y 

Luminal B, se emplea la terapia endocrina (TAM) (Parisot JP, 1999; Berry D, 2000), a la cual 

responden un gran porcentaje de pacientes. En el caso de los tumores HER2+, como Luminal B 

y HER2+, el tratamiento consiste en el uso de anticuerpos monoclonales (HT), que reconocen 

el dominio extracelular de HER2, así mismo se usan inhibidores de la tirosina quinasa del 

dominio del receptor HER2 (como lapatinib) (Tai W, 2010), en adición a la terapia endocrina 

(TAM) si los receptores hormonales son también positivos. Para el subtipo triple negativo, 

solamente se aplica quimioterapia. La quimioterapia es la única terapia que es eficaz en cáncer 

triple negativo y un complemento importante de la terapia endocrina y la terapia dirigida a HER2 

en pacientes positivos para receptores hormonales (RE y RP) (Waks A, 2019).  
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Nuestros resultados destacan el alto grado de heterogeneidad que presentan los subtipos 

moleculares para el CM en la expresión de diferentes oncogenes y su respuesta a diferentes 

tratamientos (Figura 5). Tal heterogeneidad en términos de fenotipo, genotipo, microambiente, 

variabilidad celular, etc., ha sido también observada mediante enfoques que emplean técnicas 

más robustas como la secuenciación llegando a la conclusión de que cada tumor es 

prácticamente único (Kalinowski et al., 2019). De hecho, la clasificación para esta enfermedad 

se hace con el fin de identificar las mejores rutas terapéuticas para las pacientes, sin embargo, 

el nivel de heterogeneidad intra e inter tumoral incide en la respuesta terapéutica, posible 

desarrollo de resistencia y que las terapias se dirijan a un enfoque más bien personalizado 

(Kalinowski et al., 2019).  

 

 

 

Figura 5. Efectos de los tratamientos individuales y combinados en la proliferación celular y en 

la expresión de los genes ZNF217, GLI1 y KI67 en líneas celulares MCF7, MDA-MB468 y 

KPL4. 

 

4.1 Expresión de KI67 y GLI1 como marcadores pronósticos de respuesta a los 

tratamientos en la línea celular MCF7 

En la línea celular MCF7 (RE+/RP+/HER2-), representativa del subtipo tumoral Luminal A, 

los tratamientos tanto individuales (terapia hormonal y quimioterapia) como combinados 

(terapia hormonal + quimioterapia) condujeron a un incremento en los niveles de expresión de 

los genes KI67 y GLI1, incremento asociado con reducción en la proliferación celular 

(sensibilidad al tratamiento, Figura 5). 

ZNF217 GLI1 KI67 Proliferación ZNF217 GLI1 KI67 Proliferación ZNF217 GLI1 KI67 Proliferación

TAM

DOC
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Tratamientos
MCF7 (RE+/RP+/HER2-) MD-MBA468  (RE-/RP-/HER2-) KPL4  (RE-/RP-/HER2+)
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Expresión reducida
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Los resultados observados para el gen KI67 concuerdan con estudios previos realizados en 

pacientes con CM RE+ los cuales han mostrado que niveles más altos de Ki67, se asocian con 

una respuesta favorable a la terapia, mientras que niveles más bajos de Ki67 se asocian con una 

respuesta pobre (Burcombe et al., 2006). Más aún, niveles altos de Ki67 en pacientes RE+ 

sometidos a terapia adyuvante, fueron además asociados con mayor supervivencia global en 

comparación con pacientes con bajos niveles de expresión del gen (Niikura et al., 2012). 

Estudios adicionales, mostraron que niveles de expresión tanto del gen como de la proteína Ki67 

son proporcionales, en donde los tumores con altos niveles de expresión de Ki67 podrían 

responder favorablemente a quimioterapia con Docetaxel (Prihantono et al., 2017).  

Una de las hipótesis postuladas para explicar el comportamiento de KI67 observado después 

de cada tratamiento, podría deberse a fallas en los procesos de replicación de células tumorales 

asociado a altas tasas de proliferación que darían origen a fenómenos de inestabilidad 

cromosómica (IC). En efecto, ha sido indicado que altos niveles en la expresión de factores de 

proliferación podrían estar asociados con altos niveles de IC, los que al superar el nivel de 

tolerancia de la célula, conducen a citotoxicidad (Vargas-Rondón et al., 2017). En CM, la 

expresión del factor de proliferación Ki67 ha sido ampliamente usado a nivel clínico para 

predecir el éxito de la terapia en términos de supervivencia libre de enfermedad o probabilidad 

de recaída. Aun así, su uso como factor pronóstico sigue siendo controversial ya que, si bien un 

aumento en su expresión conduce al incremento en la tasa de proliferación, y por consiguiente 

en mayor agresividad tumoral, tal comportamiento es variable y al parecer dependiente del 

subtipo tumoral. Considerando lo anterior, es necesario confirmar la asociación entre altos 

niveles de expresión de KI67 con sensibilidad a la respuesta a los tratamientos terapéuticos en 

CM RE+, mediante la realización de estudios en pacientes, en donde los niveles de expresión 

de este oncogén sean comparados con las características clínico patológicas, niveles de IC y 

respuesta a los tratamientos.  

En lo que respecta al gen GLI1, se observó una asociación entre disminución en sus niveles 

de expresión con disminución en la proliferación celular en células MCF7 (Figura 5), por lo que 

este gen podría considerarse como factor pronóstico de respuesta (sensibilidad) a las terapias. 

Resultados similares han sido previamente indicados en otros estudios, en donde fue observada 

una relación indirecta entre la vía SHH, a la cual pertenece GLI1, y los RE. Por ejemplo, Koga 

y colaboradores (2008) informaron que la activación de los RE precedía la expresión de la vía 
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SHH, no solo en células RE+ si no también en líneas celulares triple negativas (Koga et al., 

2008). Estudios adicionales han reportado esta misma asociación, argumentando que la 

activación de los RE estimula la transcripción de GLI1 y, por ende, aumenta los niveles de 

proliferación celular (Benvenuto et al., 2016; Ramaswamy et al., 2012; Sun et al., 2014; J. Xu 

et al., 2015). Además, cabe resaltar que la vía SHH hace parte de los muchos factores que 

contribuyen en los procesos de resistencia por parte de las células tumorales al tratamiento 

hormonal (Bhateja et al., 2019; Diao et al., 2016; Ramaswamy et al., 2012). Nuestros resultados 

postulan a GLI1 como un factor pronóstico de respuesta (sensibilidad) a los tratamientos 

terapéuticos (hormonal y quimioterapia) en CM positivo para el RE (RE+). 

 

4.2 Expresión de KI67 y GLI1 como marcadores pronósticos de resistencia a los 

tratamientos en la línea celular MDA-MB468 

Los resultados de proliferación observados en la línea celular MDA-MB468, representativa 

del subtipo tumoral triple negativo (RE-/RP-/HER2-) fueron en dirección opuesta a los 

observados en MCF-7, en donde las células mostraron resistencia a todos los tratamientos 

aplicados (Figura 5). Estos resultados confirman que el subtipo tumoral triple negativo, tiene 

los niveles de agresividad más altos en CM y, por consiguiente, el peor pronóstico. Tal 

resistencia a los tratamientos terapéuticos estuvo asociada con variaciones en los niveles de 

expresión de los genes KI67 y GLI1. Los niveles de expresión de estos genes presentan una 

tendencia de asociación directa con los niveles de proliferación, por lo que podrían ser 

postulados como factores predictores de resistencia a los tratamientos para este subtipo tumoral. 

Estos resultados son prometedores, ya que variaciones en la expresión de estos genes podría 

permitir predecir la respuesta a la terapia, considerando que hasta la fecha no existen terapias 

blanco específicas para el tratamiento del CM triple negativo, y en donde la resistencia los 

tratamientos es frecuente. Considerando lo anterior, los genes KI67 y GLI1, podrían ser 

postulados como biomarcadores de mal pronóstico y predictores de respuesta a la quimioterapia, 

con importantes implicaciones en la focalización terapéutica de pacientes con CM. 

 

Este subtipo tumoral sigue siendo un desafío para los clínicos e investigadores que 

desarrollan fármacos ya que el 15% de mujeres con CM desarrollan este subtipo tumoral 

(Foulkes et al., 2010) y la mitad de quienes reciben terapia, generan resistencia (Foulkes et al., 
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2010; Liedtke et al., 2008). Adicionalmente observamos resistencia a los tratamientos de 

manera temprana (24 h), lo que sugiere la existencia de una resistencia inherente en células triple 

negativas. El anterior supuesto fue corroborado por Kim y colaboradores (2018) quienes 

determinaron que células de pacientes con CM triple negativo resistente a la terapia 

neoadyuvante, presentaban algunos genotipos quimio resistentes expresados incluso antes de 

aplicar dicha terapia. Es decir, los genotipos resistentes o propensos a la resistencia fueron 

seleccionados de forma adaptativa y preexistente a la terapia (Kim et al., 2018). 

 

4.3 Expresión de ZNF217 como marcador pronóstico de respuesta a los tratamientos en 

las líneas celulares MCF7 y MDA-MB468 

 

El gen ZNF217 se comportó de manera similar en las líneas celulares MCF7 y MDA-MB468, 

sometidas a tratamientos combinados con TAM+DOC y TAM+DOX. La expresión de este gen 

fue proporcional al incremento o disminución en la proliferación celular, por lo que podría ser 

postulado como un marcador de respuesta a estos tratamientos. Este gen, ubicado en el brazo 

largo del cromosoma 20 (20q13.2), ha sido asociado con progresión tumoral, con mal 

pronóstico, con resistencia a la terapia y con el desarrollo de metástasis. De hecho, 

investigaciones recientes han reportado que el gen ZNF217 se encuentra amplificado en varios 

tumores (Plevova, Cerna et al. 2010) siendo tal amplificación asociada con mal pronóstico en 

varios tipos de cáncer (Peiro, Diebold et al. 2002, Rooney, Boonsong et al. 2004). Sin embargo, 

es importante resaltar que si bien la amplificación de ZNF217 conduce a un incremento en los 

niveles de expresión de ZNF217 en Cáncer de Mama (Collins, Rommens et al. 1998, Collins, 

Volik et al. 2001), no siempre es este el caso, de tal manera que ha sido reportado un incremento 

en los niveles de expresión de ZNF217 sin amplificación del gen (Collins, Rommens et al. 1998, 

Collins, Volik et al. 2001, Ginestier, Cervera et al. 2006). Lo anterior evidencia los complejos 

eventos moleculares que esta proteína puede orquestar, aparte de la amplificación genómica de 

ZNF217. De hecho, debido a los altos niveles de expresión de mRNA de ZNF217 en tumores 

de mama primarios, ZNF217 fue postulado como un potente biomarcador de mal pronóstico en 

CM (Vendrell, Thollet et al. 2012, Nguyen, Vendrell et al. 2014). Estos datos sugieren que, en 

CM, la expresión de mRNA de ZNF217 es un biomarcador novedoso y poderoso de mal 

pronóstico y un predictor pronóstico de respuesta a la quimioterapia. Juntos, estos hallazgos 
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indican que ZNF217 puede representar un nuevo biomarcador pronóstico en CM con 

importantes implicaciones en la focalización terapéutica de pacientes cuyos tumores expresan 

altos niveles de ZNF217.  

Los resultados observados en células MDA-MB468 sugieren que células triple negativas son 

resistentes a la quimioterapia (taxanos y antraciclinas), a la terapia hormonal y a los tratamientos 

combinados, donde tal resistencia (incremento en la proliferación celular) podría estar asociada 

a un incremento en los niveles de expresión de los genes ZNF217, GLI1 y KI67.  

 

4.4 Expresión de KI67, GLI1 y ZNF217 como marcadores pronósticos de respuesta a los 

tratamientos en la línea celular KPL4 

 

La línea celular KPL4 (RE-/RP-/HER2+), representativa del subtipo tumoral HER2+ o 

HER2-enriched, no presentó una relación muy evidente con respecto a los genes evaluados, ya 

que no se observaron asociaciones claras entre los niveles de proliferación celular y la expresión 

de los genes Ki67, GLI1 y ZNF217. Si bien KPL4 es una línea celular con amplificación del gen 

HER2, se espera que la terapia dirigida al bloqueo de dicho receptor, como con Herceptin, 

disminuya los niveles de proliferación. Sin embargo, el comportamiento obtenido fue diferente, 

en donde fue evidente resistencia al Herceptin y sensibilidad a la hormonoterapia (TAM+DOC 

y TAM+DOX), a pesar de que estas células son negativas para los receptores hormonales. Estos 

resultados sugieren una posible resistencia al tratamiento blanco específico con Herceptin, 

posiblemente debida a comunicación cruzada entre vías de señalización HER2 con otras vías de 

señalización incluyendo RAS/RAF/MEK, PI3K/AKT (Baker et al., 2014), Notch-EGFR/HER2 

(Yamaguchi et al., 2014) y vías asociadas a proteínas G (Hsu et al., 2019; Pohlmann et al., 

2009). Una de las posibles razones por las que una línea celular negativa para los RE responda 

a terapias hormonales está relacionada con la presencia de RE acoplados a proteínas G (GPER) 

(Hsu et al., 2019). Los receptores GPER hacen parte de una variante de RE que no son el tipo 

alfa, quienes se miden convencionalmente en la clasificación molecular de CM. De hecho, 

aunque controversial, varios estudios han propuesto la transactivación del factor de crecimiento 

epidérmico por estrógenos a través de GPER lo que explicaría en cierta forma que subtipos 

moleculares HER2 respondan a terapias hormonales (Filardo, 2002; Filardo & Thomas, 2005; 

Levin, 2003).  
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En general, nuestros resultados evidencian la dinámica inestable del CM expresada a través 

de su heterogeneidad y la necesidad inminente de seguir evaluando la respuesta de los diferentes 

subtipos moleculares a regímenes de terapias completas. Los hallazgos aquí observados, 

después de ser corroborados en pacientes con CM, podrían permitir predecir los beneficios de 

la quimioterapia, terapia hormonal y de terapias combinadas en pacientes con CM, así como 

podrían permitir el desarrollo de nuevas estrategias personalizadas para mejorar la respuesta a 

los tratamientos. 

 

5. CONCLUSIONES 

Nuestros resultados dieron evidencia del alto grado de heterogeneidad del CM en términos de 

expresión diferencial de los genes ZNF217, KI67 y GLI1 para cada línea celular evaluada y en 

cada uno de los tratamientos aplicados. Además, cada gen de manera individual se presenta 

como candidato para el monitoreo de la respuesta a diferentes tratamientos en dependencia de 

la línea celular. Entre los más importantes está GLI1 para el monitoreo de la terapia con TAM 

en células Luminal A, KI67 y ZNF217 para monitorear la terapia individual DOC y la 

combinada de TAM+DOC en células triple negativas y GLI1 en el monitoreo de la terapia 

individual DOX y combinada HT+DOX en células HER2 positivo.     
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ANEXOS 

Anexo1. Primers de los oncogenes evaluados y los controles internos empleados para la 

qPCR. 

Gen Primer Secuencia (5´-3´) 

ZNF217 
F GCGCTGTCCTCTCACCAG  

R CCAGGTAAGCAGGGGTAGGG 

GLI1 
F CAGCTACATCAACTCCGGCCAATAGGG  

R TGCTGCGGCGTTCAAGAGAGACTG  

KI67 
F TGACCCTGATGAGAAAGCTCAA  

R GAGTCATCTGCGGTACTGTCT  

HpT 
F TGCAGACTTTGCTTTCCTTGGTCAGG  

R CCAACACTTCGTGGGGTCCTTTTCA  

RPL0 
F CCTTCTCCTTTGGGCTGGTCATCCA  

R CAGACACTGGCAACATTGCGGACA  

TBP 
F GCCAGCTTCGGAGAGTTCTGGGATT  

R CGGGCACGAAGTGCAATGGTCTTTA  

 

 

 

          


