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1.1. Importancia del cáncer de mama en nuestro medio  

 

El cáncer de mama constituye la neoplasia maligna más frecuente y la primera 

causa de muerte por cáncer en las mujeres de los países desarrollados. La 

tasa de incidencia anual varía en cada país estudiado, siendo la más elevada 

en Estados Unidos y en el Norte de Europa. En España, la tasa estandarizada  

se conoce a partir del informe La Situación del Cáncer en España, 1.975-2.006 
1, publicado por el Centro Nacional de Epidemiología del Instituto de Salud 

Carlos III, y se estima en 93.6 casos por cada 100.000 mujeres durante el año 

2.006. Esta incidencia ha aumentado en los últimos años y se espera que en el 

año 2012 se diagnostiquen unos 27.182 nuevos casos de cáncer de mama en 

España y mueran por esta enfermedad 6.231 mujeres .  

 

 

Figura 1.1. Distribución provincial de la mortalidad por cáncer en España, 1989–1998 2 
 

 

España presenta una de las tasas de mortalidad más bajas de Europa por esta 

enfermedad; sin embargo, y de forma similar a otros países de nuestro medio, 

hasta el año 1992 se había observado una tendencia de aumento de la 

mortalidad, momento en el que se inicia un descenso progresivo de la misma y 

un mantenimiento de esta mejora observada en la supervivencia (Figura 1.1).  
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1.2. Alteraciones moleculares en el cáncer de mama: 

identificación de marcadores pronósticos y predictivos, y de 

dianas terapeúticas 

 

En los últimos 25 años, los tremendos avances en el estudio de las 

alteraciones moleculares presentes o causantes de los procesos neoplásicos, 

incluyendo el cáncer de mama, están abriendo las perspectivas del abordaje 

terapeútico de las pacientes con esta enfermedad. Estos conocimientos están 

siendo utilizados con dos objetivos: la identificación de marcadores pronósticos 

y predictivos, y la búsqueda de nuevas dianas terapeúticas. En primer lugar, se 

está desarrollando un tremendo esfuerzo en la identificación de marcadores 

pronósticos de la enfermedad, es decir, aquellos marcadores capaces de 

averiguar qué pacientes tendrán una evolución clínica desfavorable porque la 

historia biológica de sus tumores es más agresiva. De forma complementaria, 

se están identificando también marcadores predictivos de respuesta, mucho 

más interesantes desde el punto de vista del tratamiento, y que son aquellos 

marcadores que permiten seleccionar a grupos de pacientes con un mayor 

potencial de respuesta o de beneficio a una determinada terapia. De esta 

forma, aumenta la eficacia del tratamiento por una correcta definición de la 

población diana y, más importante, se evita tratar a aquellas pacientes con 

escasas posibilidades de respuesta, soslayando así los efectos indeseados en 

éstas y reduciendo el coste de tratamiento de la enfermedad por utilización de 

terapias no efectivas.  

En segundo lugar, el estudio de los mecanismos moleculares alterados en el 

cáncer permite la oportunidad de identificar nuevas dianas terapeúticas para el 

desarrollo de fármacos selectivos que mejoren sus opciones terapeúticas. Una 

alteración concreta que sea biológicamente relevante en determinado tipo de 

tumores puede permitir el diseño de inhibidores, que administrados como 

monoterapia o, más generalmente, en combinación con los tratamientos 

sistémicos, mejore la suspervivencia de las pacientes con cáncer de mama. El 

paradigma de este tipo de tratamientos es el trastuzumab (Herceptin), un 

anticuerpo quimérico murino humanizado dirigido contra el dominio extracelular 
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del receptor HER-2, aprobado para su uso en pacientes con sobreexpresión de 

esta proteína o amplificación del gen que la codifica. Su incorporación a los 

esquemas de tratamiento ha supuesto la mayor mejora en la expectativa de 

vida de las pacientes con esta patología, nunca vista con anterioridad. 

En la década de 1990, mediante los estudios de hibridación genómica 

comparada se han identificado multitud de loci potencialmente implicados en el 

cáncer de mama de los que, en muchas ocasiones, no se conoce con exactitud 

la función del gen en el que se encuentran estas mutaciones. De una forma 

breve, ya que no es el objetivo de este trabajo, pueden enumerarse entre 

éstos, la deleción de 3p (FHIT, 34-45% de los casos), deleciones de 10q 

(PTEN) y de 13q (BRCA2 y Rb, 35-75% de los casos), amplificaciones de 8q 

(c-myc, 15% de casos) y de 11q (CCND1), deleciones 16q (CDH1, 57-85% de 

pacientes), de 17p (p53), y 17q (BRCA1) y sus amplificaciones (HER-2/neu) 3. 

Algunas de estas alteraciones son causa del cáncer de mama hereditario o 

familiar. 

También se ha establecido una correlación entre la presencia de determinadas 

alteraciones génicas y el grado histológico del cáncer. Siguiendo este criterio, 

podemos encontrar lesiones no neoplásicas y que, sin embargo, tienen pérdida 

de heterozigosidad (LOH) en algunos loci (3p22, 11p15, 17p13). En las 

hiperplasias epiteliales existen LOH de 16q, 17p y 17q, que también se 

encuentran en el caso de las hiperplasias atípicas (LOH de 11q13, 16q, 17p, y 

17q). Por otra parte, los carcinomas in situ se asocian con alteraciones de p53, 

del gen Rb y HER-2/neu, y pérdidas de heterozigosidad (LOH en 11q13 y en 

16q). El desarrollo del carcinoma invasivo se asocia con múltiples alteraciones, 

tales como las del gen c-myc, las ciclinas D1 y E, la de p27kip1, además de la 

alteración de la actividad telomerasa 4.  

Las amplificaciones del gen regulador de la ciclina D1 (CCND1) se han descrito 

en aproximadamente el 15-20% de los casos de cáncer de mama. También se 

ha observado sobreexpresión de la ciclina D1 en el 40% de los casos de 

cáncer de mama y hasta en un 70% en los carcinomas ductales in situ, que 

coincide, con frecuencia, con la sobreexpresión de la proteína HER-2 5. La 

sobreexpresión de la ciclina D1 se ha correlacionado con la presencia de 
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receptores de estrógenos, lo que se asocia a buen pronóstico y buena 

respuesta a tratamiento con terapias anti-hormonales.  

La expresión de la proteína p27kip1 está regulada negativamente en presencia 

de estímulos mitógenos. La proteína p27kip1 es miembro de la familia de las 

CIP/KIP, cuya función es la regulación de las ciclinas dependiente de quinasas 

(CDK). Sus niveles permanecen elevados en células que no se dividen y su 

sobreexpresión se traduce en la parada del ciclo celular en la fase G1. Sin 

embargo, se ha constatado que hasta en el 56% de los casos de cáncer de 

mama la expresión de p27kip1 está disminuida, por lo que el normal 

funcionamiento del ciclo celular está alterado en estos tumores 6. 

Otra proteína, imprescindible en la normal regulación del ciclo celular y en el 

control de la estabilidad e integridad del DNA, es la fosfoproteína p53. Ésta 

molécula se expresa y activa en respuesta a daños en el DNA ante diversas 

situaciones, con el fin en condiciones fisiológicas de prevenir la acumulación de 

células con daños en su material genético. Se ha demostrado que p53 media 

en la respuesta de las células cancerígenas a los tratamientos de quimioterapia 

y radioterapia. En células de cáncer de mama las mutaciones del gen que 

codifica para p53 ocurren con una frecuencia del 30 al 40% de los tumores 7. 

En general, se trata de mutaciones que dan lugar a una proteína defectiva que 

se acumula en el núcleo de las células y es incapaz de realizar correctamente 

su función. El 80% de estas mutaciones tienen lugar entre los exones 5 y 8, 

con mayor frecuencia en los codones 175, 248 y 273. Las mutaciones de p53 

en cáncer de mama se asocian con tumores de alto grado histológico, con 

resistencia a la quimioterapia y a la radioterapia, y que dan lugar a recaídas 

tempranas y al desarrollo de metástasis ganglionares. Se estima así que, en 

pacientes en los que no existe afectación ganglionar, la supervivencia esperada 

es de un 56% en ausencia de mutación de p53, mientras que ésta se reduce a 

un 28% si existe esta mutación. Cuando existe afectación ganglionar la 

supervivencia se estima en un 33% con la mutación de p53 y de 71% en su 

ausencia 8. 

En los últimos años, la introducción de tecnologías de estudio de patrones o 

perfiles de expresión génica ha ampliado en gran medida nuestro conocimiento 

de las alteraciones moleculares asociadas al desarrollo y progresión del cáncer 
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de mama. Estos perfiles génicos en el cáncer de mama han permitido, en 

primer lugar, establecer una clasificación molecular de los tumores, en base a 

los patrones de expresión, y en segundo lugar, diseñar una serie de pruebas 

multigénicas con objetivos pronósticos y predictivos de respuesta a 

determinadas terapias.  

Así, en el año 2000 se describió una nueva clasificación taxonómica del cáncer 

de mama, basada en estos perfiles de expresión génica y que define, al menos, 

5 subtipos de tumores en base a su similitud con los distintos componentes del 

tejido mamario: un subtipo luminal A, un subtipo luminal B, un HER2, un basal-

like y por último, un subtipo normal-like 9, 10. La importancia de estos subtipos 

es que cada uno de ellos parece presentar un comportamiento clínico distinto 
11. De forma general, el subtipo luminal A expresa genes relacionados con los 

receptores de estrógenos y tiene buen comportamiento; el luminal B tiene un 

perfil semejante, aunque expresa genes relacionados con HER2 y tiene un 

comportamiento más agresivo que el anterior; el basal-like se caracteriza por 

expresar genes similares a las células basales y mioepiteliales de la mama, es 

característicamente triple negativo (receptores hormonales y HER2 negativos) 

y presenta un comportamiento más agresivo y con mayor tendencia a 

desarrollar metástasis; el HER2 sobre-expresa genes relacionados con este 

receptor y tiene un comportamiento también agresivo. Finalmente, el subtipo 

normal-like presenta un perfil semejante al de las células estromales de la 

mama, aunque no está bien caracterizado aún. Se ha descrito también que en 

el subtipo basal-like, la presencia de células madre tumorales es importante, 

menor en HER2 y casi inexistente en los luminales. El coste y la complejidad 

de los estudios de expresión genética para determinar el subtipo fenotípico 

limitan su uso, pero mediante técnicas de inmunohistoquímica basadas en 

paneles de anticuerpos se puede aproximar esta clasificación 12. Los tumores 

luminal A se caracterizan por expresión de citoqueratinas (CK) luminales (8 y 

18), de RE y baja proliferación tumoral; los luminal B, por expresión débil de RE 

y alta proliferación, con CK luminales y co-expresando de forma frecuente 

HER2; los basal-like, expresan CK de tipo basal (5 y 14) y marcadores basales 

(caveolina-1, p63, vimentina, α-B-cristalina y, frecuentemente, EGFR); y los 

HER2, sobre-expresan/amplifican HER2. 
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Por otra parte, las pruebas multigénicas destinadas a discriminar subgrupos de 

pacientes con un comportamiento clínico peor o que sean candidatas a 

determinada terapia, se basan tanto en el uso de distintas técnicas 

moleculares, como la inmunohistoquímica o la hibridación in situ con 

fluorescencia (FISH), y de otras metodologías relativamente menos conocidas, 

como PCR reversa cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR), los microarrays de 

expresión y otros tipos de análisis genómicos complejos. Algunas de estas 

nuevas plataformas se han comparado en estudios multivariantes con los 

métodos diagnósticos y pronósticos convencionales en cáncer de mama, 

demostrando una capacidad superior en la identificación de las pacientes o 

grupos de pacientes con una historia de la enfermedad más agresiva o 

candidatas a determinada terapia. Sin embargo, revisiones exhaustivas de 

estos resultados parecen poner de manifiesto una falta de rigor en el diseño de 

los estudios, de sesgos en la selección de la población reclutada o de 

interpretación de resultados interesada, cuestionando el valor real de estos 

ensayos 13. 

Plataformas basadas en la inmunohistoquímica son el BD/TRIPATH (TRIPATH 

Oncology) ProEx, un ensayo inmunohistoquímico con fines pronósticos, basado 

en la combinación de cinco anticuerpos, que se analiza mediante un sistema de 

análisis de imagen; o la prueba Mammostrat (Applied Genomics Inc.), que 

consiste también en un panel de cinco marcadores estudiados por 

inmunohistoquímico y es capaz de clasificar en bajo, intermedio y alto riesgo de 

recidiva a pacientes con tumores de mama con expresión de estrógenos y 

ganglios negativos, tratadas con tamoxifeno en monoterapia 14, 15. La prueba 

eXagenBC (eXagen Diagnostics, Inc.) se basa en un estudio de FISH de tres 

genes en tumores de mama con receptores de estrógenos positivos: 

identificando poblaciones de riesgo bajo o alto de recidiva 16.  

El prototipo de ensayo basado en qRT-PCR es el OncotypeDX, un ensayo 

multiplexing de 21 genes, que aporta información pronóstica y predictiva de 

respuesta al tratamiento sistémico 17, 18. Esta prueba, que puede ser realizada 

sobre muestras archivadas parafinadas de cáncer de mama primario, estudia 

16 genes relacionados con proliferación celular, invasividad y actividad de los 
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receptores de estrógenos y de HER2. Identifica pacientes con alto riesgo que 

serían candidatas a quimioterapia adyuvante, reduciendo el riesgo de recaída. 

El ensayo MammaPrint, diseñado por Agendia, es el primer test multigénico 

totalmente comercializado sobre un microarray para el cáncer de mama. Esta 

prueba está ideada como un ensayo pronóstico puro para las mujeres de 

menos de 61 años, con o sin expresión de receptores de estrógenos, y 

ganglios linfáticos negativos 19, 20. El perfil o firma genética de Rotterdam, 

basado también en un microarray de expresión sobre 76 genes, parece 

predecir la recurrencia en pacientes con receptores de estrógenos tratadas con 

tamoxifeno 21. 

Estas pruebas descritas, y otras en proceso de validación, se basan en la 

definición de un perfil de proteínas, de DNA o de mRNA que identifican grupos 

de pacientes con un pronóstico determinado o candidatas a una terapia 

concreta, están ya siendo utilizadas como biomarcadores en cáncer de mama, 

aunque la validez científica, la verdadera utilidad clínica, y, en última instancia, 

el balance costo/beneficio de estas pruebas todavía debe de establecerse 

cuidadosamente. Además, en ninguno de estos marcadores se establece una 

demostración mecanística de su papel en las células tumorales 13, 22.  

La necesidad, por tanto, de diseñar pruebas pronólsticas y predictivas de 

respuesta, que permitan individualizar al máximo la terapia para cada paciente, 

es una realidad en el tratamiento del cáncer de mama y el conocimiento de las 

alteraciones moleculares que ocurren en el mismo pueden ayudar a su 

identificación.  

 

 

1.2.1. Alteraciones de los receptores de membrana con 

actividad tirosina quinasa: la familia de receptores HER y 

cáncer de mama 

 

Los receptores de superficie celular o de membrana relacionados directamente 

con enzimas intracelulares más importantes en cáncer de mama son los 

receptores proteicos con actividad tirosina quinasa, que fosforilan sus proteínas 

substrato en residuos de tirosina y actúan como un mecanismo de señalización 
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clave en la respuesta a la estimulación de los factores de crecimiento. Esta 

familia incluye los receptores para la mayor parte de los factores de crecimiento 

polipeptídicos, como es el caso de la familia HER 23. Esta familia de receptores 

está formada por cuatro miembros, HER-1 (EGFR), HER-2, HER-3 y HER-4, 

todos ellos estrechamente relacionados entre sí y capaces de unirse a una 

amplia variedad de ligandos o péptidos circulantes 24. Estos miembros son 

codificados por cuatro genes homólogos, cuyos productos han sido 

identificados en multitud de tejidos, donde interaccionan con los factores de 

crecimiento y cumplen diversas funciones. Todos los receptores de la familia 

HER poseen un dominio extracelular de unión a ligando, rico en residuos de 

cisteína, una fracción transmembrana de carácter lipofílico, y un dominio 

intracelular o citoplasmático con actividad tirosina quinasa. A diferencia de los 

restantes componentes de la familia HER, HER-3 carece de algunos residuos 

pertenecientes al dominio catalítico, sugiriendo que posee una débil actividad 

quinasa. 

Todos los receptores de la familia HER se encuentran en forma de monómeros 

en la membrana plasmática en todas las células de la economía. Su activación 

requiere la presencia de los ligandos, como antes se ha comentado, y de otros 

receptores pertenecientes a la misma familia. Tras la unión del ligando al 

dominio extracelular del correspondiente receptor, se produce una dimerización 

o asociación de dos de los receptores de esta familia. Los cuatro miembros de 

la familia de HER pueden asociarse entre sí para formar hasta diez diferentes 

combinaciones de dímeros, bien homodímeros (dos receptores idénticos) o 

heterodímeros (dos receptores distintos), siendo la estructura dimérica mucho 

más estable que la forma monomérica (Figura 1.2). Todos los ligandos de esta 

familia poseen un dominio de 50 a 55 aminoácidos semejante a la del factor de 

crecimiento epidérmico (EGF), en la que existen seis residuos de cisteína 

altamente conservados entre las distintas isoformas 24, 25. HER-1 es capaz de 

unirse a varios ligandos diferentes: el propio EGF, el factor de crecimiento 

transformante alfa (TGF-α), la anfiregulina, el factor de crecimiento tipo EGF de 

unión a heparina (HB-EGF), la β-celulina y la epiregulina. Tanto HER-3 como 

HER-4 se unen a multitud de neuregulinas, también denominadas factores de 

diferenciación de neu, todos ellos péptidos de estructura similar entre sí. HER-
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2, sin embargo, es conocido como el receptor huérfano por carecer de ligando 

conocido. La unión de los ligandos al dominio extracelular de estos receptores 

activa sus dominios citosólicos con actividad quinasa, resultando en la 

fosforilación de los propios receptores y de sus proteínas diana intracelulares. 

 

 

 

 
Figura 1.2. Formación de dímeros de receptores HER en la membrana celular. La unión 

de ligandos a los receptores HER1, HER3 o HER4 induce la formación de dímeros entre 

ellos o con HER2, provocando su auto-fosforilación y activación, primer paso para el 

inicio de los mecanismos de señalización celular.  

 

 

 

Estudios de estructura molecular han demostrado que los ligandos poseen dos 

lugares de unión para los receptores HER con diferente afinidad: un punto de 

unión de alta afinidad, próximo al extremo N-terminal  del receptor, y otro de 

baja afinidad, próximo al extremo C-terminal. De esta forma, se produciría la 

unión del ligando al lugar de elevada afinidad del receptor HER-1, HER-3, o 

HER-4, mientras que la unión de baja afinidad permitiría el anclaje al otro 

receptor componente del homo- o heterodímero, que con frecuencia es HER-2, 

ya que este receptor presenta una mayor potencia de unión que el resto de 

receptores y, en realidad, compite con ellos. Existe, por tanto, una jerarquía 
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que hace que HER-2 sea el co-receptor de elección para la formación de estos 

dímeros tanto en condiciones fisiológicas como en procesos neoplásicos 26, 27. 

En general, los homodímeros no poseen una eficiencia señalizadora tan 

potente como los heterodímeros; mientras que la eficiencia para la señalización 

de los homodímeros HER-1 es escasa y nula para los homodímeros HER-3, los 

heterodímeros formados por HER-2/HER-3 son los más eficientes y poseen el 

mayor potencial mitótico, pese a que HER-3 posee una escasa actividad 

quinasa y que los homodímeros HER-3 sean mitogénicamente inactivos 27. 

Este es el heterodímero dominante en las células epiteliales malignas 

humanas, incluyendo las neplasias mamarias. Los heterodímeros en los que 

participa HER-2 poseen, además, una menor tasa de endocitosis o 

degradación inducida por la unión al ligando, por lo que la señal iniciada por los 

mismos es más prolongada en el tiempo y tiene como resultado la activación 

de mayor número de vías de señalización intracelular 28.  

En general, la dimerización de los receptores de la familia HER permite la 

difusión de diferentes tipos de mensajes a la célula 29. Para que esto ocurra, 

debe existir un estricto mecanismo de coordinación y se ha especulado que el 

miembro HER-2 desempeñaría este papel. Además, la ausencia de ligando 

conocido para HER-2 ha reforzado esta hipótesis de papel regulador sobre los 

procesos de señalización mediados por receptores de esta familia. 

El gen HER-2 es en realidad un proto-oncogén ubicado en la región 

cromosómica 17q21, que codifica una glicoproteína transmembrana de 1255 

aminoácidos y cuyo peso molecular es de 185 kDa, denominada p185HER-2. 

Son sinónimos de la misma proteína, el receptor erbB (eritroblastoma de pollo), 

neu (neuroblastoma de rata) y HER (genes codificantes para receptores de 

factores de crecimiento en el humano), siendo esta última nomenclatura la más 

utilizada en el campo de la oncología. Desde inicio de los años 1980 se ha 

descrito que en una proporción importante de carcinomas de mama (25-30% 

de tumores malignos), los niveles de expresión de la proteína HER-2 estaban 

aumentados, pudiendo ser estos niveles hasta cien veces mayores que los 

observados en el tejido normal. Este aumento de expresión, denominado como 

sobre-expresión, se debe en la mayoría de casos, hasta en el 92% de los 

tumores malignos de la mama, a amplificaciones del gen codificante para HER-
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2, mientras que el resto se han relacionado a defectos en los mecanismos de 

degradación del receptor desde la superficie de la célula, a translocaciones del 

gen o a aumento de los niveles de RNA mensajero en el tumor. La sobre-

expresión de HER-2 se ha identificado en todos los estadios de la enfermedad 

pero no se ha encontrado en lesiones benignas de la mama, lo que sugiere que 

su amplificación ocurre como un evento de la transformación maligna de la 

célula 30.  

HER-2 se ha convertido en los últimos 15 años en la principal diana terapéutica 

en cáncer de mama, junto a los receptores hormonales, y, dado que la 

expresión de HER-2 en células normales es siempre baja, se observan 

escasos efectos secundarios o indeseados en las pacientes como 

consecuencia de los tratamientos aplicados contra este receptor 31. Son los 

anticuerpos monoclonales dirigidos contra el dominio extracelular de HER-2 y 

los inhibidores de la actividad tirosina-quinasa los que han demostrado una 

mayor eficacia sobre tumores que sobre-expresan o amplifican el gen de este 

receptor. Este es el caso del trastuzumab (Herceptin), y de lapatinib (Tykerb), 

que se están empleando en el tratamiento de pacientes con cáncer de mama 

en los que se constata esta alteración a partir de tests sobre secciones 

tisulares basados en determinaciones de inmunohistoquímica, para la sobre-

expresión del receptor, o en hibridación in situ para DNA, para la amplificación 

de su gen 32, 33. 

 

 

 

1.2.2. Alteración de las vías de transducción de señal en el 

cáncer de mama 

 

La mayoría de los ligandos responsables de la señalización intercelular, 

incluyendo los neurotransmisores, las hormonas peptídicas y los factores de 

crecimiento, se unen a receptores localizados en la superficie de sus células 

diana, tal y como se ha descrito anteriormente para los receptores de la familia 

HER. En general, estos receptores en la superficie celular actúan regulando la 

actividad de una serie de proteínas intracelulares, que transmiten señales 
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desde el receptor a una batería de dianas intracelulares adicionales, que 

incluyen con frecuencia a diversos factores de transcripción. La unión de un 

ligando a un receptor de la superficie de la célula inicia así una cadena de 

reacciones intracelulares que alcanza finalmente al núcleo y da lugar a cambios 

programados de la expresión génica.  

En el caso de los receptores HER, la dimerización inducida por el ligando 

conduce a la transfosforilación de los receptoresque componen dicho dímero, 

puesto que las cadenas polipeptídicas dimerizadas se fosforilan de forma 

cruzada. Esta transfosforilación tiene diversas repercusiones en la señalización 

intracelular de estos receptores 28. Por una parte, la fosforilación de los 

residuos de tirosina presentes en el dominio catalítico incrementa la actividad 

tirosina quinasa del receptor y, por otro lado, la fosforilación de los residuos de 

tirosina no pertenecientes a este dominio catalítico crea diversos puntos de 

acoplamiento específicos para otras moléculas que intervienen en la 

transducción de señal mediada por receptores activados. Estas últimas 

moléculas actúan como proteínas adaptadoras, poseen en su estructura 

dominios SH2 y, como su nombre indica, son encargadas del acoplamiento de 

los receptores activados a otros componentes necesarios de la vía de 

transducción de señal hacia el interior de la célula 34. Las principales vías de 

transducción o señalización celular en el cáncer de mama son la vía del 

fosfatidil inositol-3 quinasa, PI3-K/AKT, y las vías de las protein-quinasas 

activadas por mitógenos (Mitogen-activated protein kinases, MAPK), ERK1/2, 

p38 y JNK. 

 

 

 

1.2.3. La vía de transducción de señal PI3-K/AKT y cáncer de 

mama 

 

La vía PI3-K/AKT es una de las principales responsables en condiciones 

fisiológicas de la regulación de los procesos de crecimiento celular, 

proliferación, diferenciación, supervivencia y tráfico intracelular. Se ha 

observado que en una gran variedad de neoplasias en el ser humano, algunos 
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de los componentes de ésta se encuentran alterados o disregulados. Este es el 

caso de neoplasias tales como el glioblastoma, el cáncer de ovario, de mama o 

de endometrio, el hepatocarcinoma, melanoma, carcinomas del tracto 

digestivo, de pulmón o de tiroides, el carcinoma renal y distintos procesos 

linfoproliferativos 35. 

La presencia de factores de crecimiento en el medio y la fosforilación de los 

receptores de membrana con actividad quinasa tras la unión del ligando, induce 

la activación del fosfatidil-inositol 3 cinasa (PI3-K) (Figura 1.3). El PI3-K es un 

heterodímero formado por una subunidad reguladora, denominada p85, y una 

subunidad con actividad catalítica, llamada p110 36. Con la activación de los 

diversos receptores de membrana con actividad tirosina quinasa, quedan 

expuestos residuos de tirosina pertenecientes a sus dominios 

intracitoplásmicos. La subunidad p85 del PI3-K se une a estos residuos a 

través de sus dominios SH2 y ocasiona cambios conformacionales que hacen 

que PI3-K quede asociada a la cara interna de la membrana celular y que sea 

activa por fosforilación 37. La subunidad catalítica p110 se encuentra entonces 

próxima físicamente a los lípidos de membrana, a los que a su vez es capaz de 

fosforilar. Los anillos de fosfatidil-inositol son así modificados, dando lugar a 

derivados lipídicos que actúan como segundos mensajeros. Este es el caso del 

fosfatidilinositol-3,4,5-fosfato (PIP3) que actúa promoviendo la activación de 

otras moléculas, entre las que se encuentra AKT. AKT se conoce que es crítica 

en la señalización responsable del control de la supervivencia celular 38, 39. Se 

han descrito gran número de amplificaciones y mutaciones activantes de la 

subunidad p110 de PI3-K en gran número de tumores, asociándose a mayor 

agresividad y peor respuesta a los tratamientos sistémicos 6. 
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Figura 1.3. Vía de señalización celular de PI3-K/AKT. Las señales procedentes desde la 

membrana celular por activación de receptores tirosina-cinasa, fosforilan a PI3-K y ésta a 

AKT. AKT regula multitud de mecanismos celulares, relacionados fundamentalmente con 

la apoptosis, crecimiento celular e indirectamente con progresión en el ciclo celular. 

PTEN y PP2A actúan como reguladores de la actividad de la vía. Esta cascada de 

señalización está alterada en un número importante de tumores de mama, en relación a 

sobre-expresión de HER2 y HER3 y expresión de IGF1R.  

 

 

Los niveles celulares de estas proteínas en ausencia de estímulos son 

reducidos y se encuentran estrechamente regulados mediante distintas 

fosfatasas, entre las que destaca el homólogo de tensina con actividad 

fosfatasa (phosphatase and tensin homolog, PTEN), que es responsable de 

mantener el equilibrio entre PIP3, que es la forma activa, y PIP2, la forma 

inactiva 40, 41. PTEN actúa como supresor tumoral, y las alteraciones de PTEN, 

por pérdida de función, mutación inactivante o delección, se han implicado en 
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gran número de procesos tumorales y su alteración somática es causa del 

síndrome de Cowden, asociado a la aparación de hamartomas múltiples.  

AKT, una serina/treonina quinasa cuyo dominio catalítico también posee un 

segmento PH, es activada por una interacción lípido-proteína con PIP3. Con el 

término AKT se designa a una familia amplia de moléculas caracterizadas por 

poseer una elevada homología entre distintas especies, descrita inicialmente 

en ratones como una alteración genética asociada a linfomas tímicos 

espontáneos y clasificados como AK, incorporándose posteriormente a su 

denominación la T por transformantes. En el ser humano se han descrito hasta 

tres genes, localizados en 14q32, 19q13 y 1q44, y que codifican, 

respectivamente, a las tres isoformas conocidas, denominadas AKT1, AKT2, y 

AKT3 (o familia de proteína-quinasas específicas con serina/treonina, 

serine/threonine-specific protein kinase family, PKBα, PKBβ y PKBγ) 42. Se 

han encontrado amplificaciones de estos genes y sobreexpresión de la proteína 

en diversos tipos tumorales 35, 43-45, asociándose a mayor agresividad de los 

tumores, peor pronóstico y resistencia a determinados tratamientos, incluyendo 

algunas terapias biológicas en cáncer de mama, como trastuzumab 46. 

En el desarrollo del cáncer se ven alterados, de forma imprescindible, una serie 

de procesos que incluyen el control de la supervivencia celular o de la 

apoptosis, la proliferación, el crecimiento celular, la angiogénesis y la 

autonomía de progresión en el ciclo celular. De forma simplificada, en el 

crecimiento de los procesos malignos existe una pérdida del equilibrio 

proliferación/apoptosis en las células tumorales, predominando el primero 

sobre el segundo. La regulación de la apoptosis por la vía de PI3-K/AKT se 

realiza a través de diversas proteínas dependientes de AKT. En primer lugar, 

se ha descrito que AKT activa Bad, una proteína de la familia Bcl-2, que 

permanece inactiva unida a Bcl-X en las células quiescentes. AKT se ha 

descrito que es capaz de fosforilar Bad, a la que activa, promoviendo una 

parada en el incio de la apoptosis 35, 47. AKT también controla los niveles de 

actividad de la caspasa 9, responsable de las últimas fases de la apoptosis; la 

fosforilación de esta caspasa por AKT se traduce en su inactivación o pérdida 

de función, impidiendo la formación del apoptosoma y, por tanto, bloqueando el 

inicio de los mecanismos de apoptosis. 
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Otras proteínas que interaccionan con AKT pertenecen a la familia de proteínas 

forkhead (FKHR) 48. Estas proteínas se encuentran habitualmente en el 

citoplasma y en presencia de estímulos proapoptóticos, migran al núcleo, 

donde reconocen en el DNA secuencias de respuesta a insulina (IRS). Estas 

secuencias de reconocimiento son muy comunes en genes implicados en 

apoptosis, tales como el gen para la fosfoenol piruvato quinasa, el ligando del 

receptor Fas, la glucosa-6-fosfatasa, Bax y otros genes cuya expresión da lugar 

a la liberación de citocromo C 49. AKT fosforila las proteínas FKHR, lo que 

impide su capacidad de migración al núcleo, produciendo el silenciamiento de 

estos genes pro-apoptóticos.   

AKT también interviene en la regulación del ciclo celular, ya que controla la 

estabilidad de la ciclina D1 e inhibe p27KIP1 6. Sin embargo, de forma indirecta, 

AKT promueve la expresión de genes implicados en la progresión celular a 

través de NF-κB, un factor de transcripción que no se expresa en células 

quiescentes 50.  

 

 

1.2.4. Las vías de transducción de señal de las protein-

quinasas activadas por mitógenos (Mitogen-activated protein 

kinases, MAPK) 

 

Las protein-quinasas activadas por mitógenos (Mitogen-activated protein 

kinase, MAPK) constituyen una familia de quinasas altamente conservadas que 

son responsables de la transmisión de señales extracelulares hacia efectores 

que controlan distintos procesos celulares como la proliferación, la integridad y 

reordenamiento del citoesqueleto de actina, la.diferenciación, la apoptosis y la 

adhesividad celular y capacidad de migración 51-55. De forma general, las MAPK 

se activan mediante fosforilación de residuos tirosina y cisteína a partir de la 

MAPK quinasa-quinasa (MKKK o MEKK). Las tres clases de MAPK se 

caracterizan por una secuencia similar y son la p42 y p44 MAPK, también 

conocida como quinasa regulada por señales extracelulares (extracellular 

signal-regulated kinases, ERK1/2), la quinasa con extremo amino-terminal c-

Jun (c-Jun amino-terminal kinase, JNK) y las isoformas de p38 MAPK (α, β, δ y 
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γ) 56. Las MAPK regulan procesos celulares clave en la carcinogénesis, 

además de que se han descrito alteradas en gran número de neoplasias. 

Existen numerosas evidencias de que tanto la activación de JNK como de p38 

se asocian a fenómenos de apoptosis, mientras que la activación de ERK1/2 se 

asocia a la supervivencia celular y a la proliferación. Sin embargo, una 

activación prolongada de ERK podría relacionarse en algunos modelos con una 

inducción de la apoptosis o con la diferenciación celular, dependiendo del 

contexto o microambiente del tumor 57-59. 

 

 

 

 
Figura 1.4. Vías de señalización celular de las MAPK. Las señales procedentes desde 

receptores de la membrana celular activan una serie de mediadores que, finalmente, 

activan ERK, induciendo proliferación y/o diferenciación, y JNK o p38, relacionándose 

con el control de la muerte celular por apoptosis en situaciones de estrés celular. 
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1.2.4.1. Vía de transducción de ERK1/2 

 

En terminos generales, los factores de crecimiento una vez unidos 

específicamente a receptores de membrana activan una serie de quinasas que 

terminan fosforilando ERK1/2. Como se ha comentado previamente, estos 

receptores fosforilan a proteínas con dominios homólogos a Src y SH3, que a 

su vez interactúan en complejos estables con el adaptador GRB-2. Este 

adaptador es el que intercambia una guanina con SOS y cataliza la conversión 

de GDP-Ras a GTP-Ras. Ras fue identificado como un oncogén transformante 

responsable de los tumores originados por los virus del sarcoma Harvey (h-

RAS) y Kirsten (k-RAS) en los años 60, y posteriormente, en 1982, se 

identificaron diversos genes alterados en tumores humanos, incluyendo un 

tercer subtipo en neuroblastomas (n-RAS) 60. Los tres genes de RAS codifican 

proteínas similares de 188-9 aminoácidos.  

A continuación GTP-Ras interactúa con la primera quinasa de la casacada, 

Raf, una serina/treonina quinasa, que fosforila a su vez a MEK1/2. Se han 

descrito hasta tres isoformas de Raf, A-Raf, B-Raf, y Raf-1 (C-Raf). De ellas, 

Raf-1 es el principal activador de la vía ERK1/2 en el cáncer de mama, 

mientras que A-Raf parece ser más relevante en los tumores urogenitales y B-

Raf en los gliomas. MEK es una proteína con actividad quinasa con actividad 

dual, ya que fosforila residuos de serina y tirosina, y activa a ERK1/2, que se 

localiza en condiciones basales en el citoplasma de las células 61. Esta 

activación de ERK1/2 solamente se produce cuando, de forma simultánea, se 

fosforilan los residuos de treonina 202 y tirosina 204. La fosforilación de 

ERK1/2, además de estimular su actividad, promueve su dimerización y su 

translocación al núcleo en pocos minutos gracias a sus múltiples puntos de 

señalización nuclear 62. 

Es en el núcleo donde, bien de forma directa o indirecta a través de otras 

quinasas, como RSK1, RSK2 y RSK3, ERK1/2 fosforila y activa los factores de 

transcripción específicos para genes implicados en la proliferación, la integridad 

del citoesqueleto de actina, la.diferenciación, la apoptosis, la adhesividad 

celular y migración, entre ellos, genes que codifican proteínas de unión a 

elementos de respuesta dependientes de AMPc (CREB), la histona H3, las 
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quinasas de interacción 1 y 2 (Mnk1/2), la proteína de shock 27 (Hsp27), c-Fos, 

Src o los receptores de estrógenos y progesterona 63. También interviene en la 

condensación de la cromatina, al fosforilar determinadas moléculas implicadas 

en este proceso, de manera que se facilita la accesibilidad de determinados 

factores de trascripción al DNA 64. 

 

 

 

 

 

Figura 1.5. Vía de señalización celular de Ras/Raf/ERK. Las señales procedentes desde la 

membrana celular por activación de receptores tirosina-cinasa, fosforilan a Ras, ésta a 

Raf y a MEK1/2. La activación de MEK, fosforila ERK, que rápidamente se transloca al 

núcleo y activa la trascripción de sus genes diana. Estos genes están implicados en los 

mecanismos de control de la apoptosis, migración celular, crecimiento, adhesión y 

diferenciación. Situaciones de estrés celular, son capaces de activar de forma directa las 

vías de apoptosis de JNK y p38, aunque existe un equilibrio entre las tres casacadas de 

las MAPK. Las fosfatasas de la familia MKP controlan los niveles de activación de estas 

tres vías de señalización celular.  
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Los eventos descritos se consideran como imprescindibles en la activación de 

ERK1/2, lo que unido a que no se han demostrado sobreexpresiones de MEK o 

de ERK en situaciones neoplásicas, hace hipotetizar que unos niveles 

finamente regulafos de estas proteínas son críticos para garantizar la viabilidad 

de la célula. Sin embargo, la señalización de ERK1/2 se ha asociado con la 

capacidad de las células en cultivo para crecer independientemente de los 

estímulos externos y sus niveles de activación se han descrito alterados hasta 

en un 30% de los tumores humanos. Estas alteraciones incluyen sobre-

expresión o mutaciones activadoras de los receptores de membrana, 

mutaciones activadoras de Ras GTPasa o mutaciones en B-Raf 65. Aunque la 

activación de la vía ERK1/2 desde receptores de membrana con actividad 

tirosina-quinasa es el principal mecanismo descrito en cáncer, se han descrito 

alternativas de activación independientes de estos receptores, como en 

situaciones celulares de elevada concentración de AMPc, señalización 

mediada por PKC o sobreexpresión de receptores de plasminógeno o de 

acetilcolina. 

El cancer de mama puede definirse de una forma simplista entre aquellos 

tumores biológicamente dependientes de los receptores de estrógenos para su 

crecimiento y aquellos tumores que son independientes del estradiol. En los 

tumores independientes de estrógenos, las células reciben estímulos a través 

de distintos receptores de membrana cuya consecuencia es la activación de 

ERK1/2. Entre estos receptores, se ha demostrado la importancia en cáncer de 

mama de los receptores de la familia Erb-B y de los diferentes ligandos de la 

familia EGF, como se ha descrito previamente, del IGF-1R, del receptor de la 

insulina, de la prolactina, el UPA o TGF-β. En esta situación, el aumento de la 

señalización de ERK1/2 se ha asociado en diversos modelos celulares a un 

incremento en la capacidad de migración y motilidad celular, inhibición del 

crecimiento y diferenciación, y un aumento de la tasa de proliferación. 

Por otra parte, los tumores dependientes de estrógenos utilizan también la vía 

de ERK1/2 a través de tres mecanismos: 1) ERK puede fosforilar el propio 

receptor de estrógenos y favorecer su actividad transcripcional; 2) el estradiol 

estimula a otros factores que activan a su vez a ERK, y 3) el estradiol puede 
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co-activar otras vías que, indirectamente, aumentan los niveles de actividad de 

ERK.  

 
 

1.2.4.2. Vías de transducción activadas en situaciones de 

estrés celular: JNK y p38 

 

Las quinasas con extremo N-terminal Jun (Jun N-terminal kinases, JNK) 

pertenecen a la familia de las MAPK y están implicadas en la regulación de los 

mecanismos de proliferación celular y apoptosis. El efecto final de la activación 

de las JNK favoreciendo la progresión en el ciclo o induciendo la muerte celular 

depende del tipo de estímulo recibido y del contexto celular 66. La familia de las 

JNK se identificó inicialmente como una serie de proteínas con actividad 

quinasa capaces de activarse en presencia de exposición a la luz ultravioleta 

(UV) por fosforilación de sus residuos Ser63 y Ser73 67, 68. Aunque los estudios 

iniciales demostraron que la radiación UV y otros estímulos, como factores de 

crecimiento, podían activar las JNK 67, 69, 70, las principales causas de 

estimulación son la presencia de citoquinas 71, las situaciones de estrés celular 
72, los agentes citotóxicos y los compuestos genotóxicos, fundamentalmente 

desencadenando su función pro-apoptótica 73-75.  

Las cascadas de señalización celular implicadas en los mecanismos de 

apoptosis se han clasificado en vías de señalización extrínsecas, iniciadas por 

los receptores de muerte celular, de los que son los ejemplos más claro el 

receptor del factor de necrosis tumoral (tumor necrosis factor, TNF-α), TRAIL y 

ligando de FAS; y en vías de señalización intrínsecas, desencadenadas por 

alteraciones mitocondriales 76. En ambos casos, JNK se ha descrito como 

regulador central de la apoptosis. 

Las primeras evidencias del papel de JNK como regulador de la apoptosis 

demostraron que la fragmentación de DNA inducida por radiación en células 

Jurkatt se asociaba a un incremento de expresión de JNK 77. Aunque estos 

primeros estudios no detallaron el mecanismo íntimo de activación de JNK, 

trabajos posteriores atribuyeron a diversos inductores como TNF-α, el ligando 

de Fas, o las radiaciones X y UV un papel fundamental como desencadenantes 
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de la apoptosis mediada por JNK 78-80. La descripción detallada de la 

señalización de JNK relacionada con la apoptosis se completó en fibroblastos 

embrionarios de ratón (Mouse Embryonic Fibroblasts, MEF) deficientes en esta 

JNK 81. Estas células sin actividad de JNK poseían una mayor resistencia a la 

muerte celular inducida por la exposición a radiaciones, agentes alquilantes de 

DNA y otros citotóxicos. El uso de compuestos capaces de inhibir la actividad 

de JNK se ha utilizado para reducir el daño hepático por necrosis de 

hepatocitos y células sinusoidales en las fases agudas de la hepatitis 82 o de 

fibras miocárdicas en enfermedad isquémica 83. 

Existen evidencias del papel de JNK en la transformación oncogénica in vitro 

mediada por Ras 84. Así, las metástasis pulmonares observadas en modelos 

animales eran de mayor tamaño cuando JNK no era funcional, indicando que 

JNK podría actuar como supresor tumoral en condiciones in vivo 85. Aunque el 

papel pro-apoptótico de JNK aún está siendo investigado, se ha descrito que su 

activación mantenida desencadena la muerte celular por apoptosis, pero 

parece que una activación intensa, pero limitada en el tiempo, podría asociarse, 

por el contrario, a un aumento en la tasa de proliferación celular 86, 87. 

La vía de p38 actúa de forma general como un supresor de la señalización de 

Ras y ERK1/2 88, 89. Este papel inhibitorio de p38 fue demostrado por primera 

vez a partir de modelos celulares con sobre-expresión inducida de la misma 

p38, en los que se observaba una baja expresión de ciclina D1, un gen diana 

clásico de ERK1/2 90. Posteriormente, se ha corroborado que la activación de 

p38 induce la proliferación y la movilidad celulares en presencia de una función 

de Ras conservada 91, 92. El efecto de la activación de p38 en sistemas 

celulares con mutación inactivante de Ras se describió recientemente, 

demostrándose que disminuía los niveles de la forma fosforilada de ERK, 

sugiriendo un sistema de compensación entre ambas MAPK 93. Posteriormente, 

se ha podido demostrar también que este efecto inhibitorio de p38 ocurre con 

frecuencia simultáneamente a una activación de JNK 94. Finalmente, este 

efecto inhibitorio de p38 sobre la tumorogénesis in vivo fue demostrado 

mediante la utilización de compuestos bloqueantes selectivos de p38 o el 

empleo de ratones deficientes en esta MAPK 95, 96. 
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También en tejidos normales y embrionarios p38 es capaz de inhibir la 

proliferación celular 97, 98. Sin embargo, en macrófagos, la activación de p38 

induce la proliferación además de bloquear la apoptosis 99, 100. Este efecto dual 

de p38 puede estar relacionado con la capacidad de esta MAPK de regular la 

biosíntesis de moléculas implicadas en el inicio de la respuesta inflamatoria y 

que podrían ser importantes también en las primeras fases de desarrollo de los 

tumores 101, 102. Una de estas moléculas relacionadas con p38 ha sido la 

activina, miembro de la familia de TGF-β 103, que ha demostrado actúar como 

inductor de crecimiento celular en modelos in vitro de cáncer de tiroides o 

linfoma 104, 105. Esta función inhibitoria del crecimiento tumoral de p38 parece 

depender de la capacidad de inducir la diferenciación celular, como en el 

rabdomiosarcoma o en tumores gliales 106-108. Este efecto sobre la 

diferenciación ocurre también en tejidos normales como en fibras musculares, 

en precursores eritroides o en queratinocitos 109-111. 

Por otra parte, p38 también participa de forma muy importante en la regulación 

de los mecanismos de muerte celular, favoreciendo la apoptosis. Su activación 

en modelos de cáncer de mama por la exposición a agentes genotóxicos se ha 

relacionado con un incremento de la apoptosis 112. De forma similar, en cáncer 

de colon, la activación de p38 induce apoptosis cuando co-existe una mutación 

en k-Ras 113. Algunos estudios adicionales basados en la manipulación 

farmacológica o genética de p38, tanto en modelos celulares como animales, 

han confirmado la capacidad de p38 de actuar como inductor de muerte celular 

Por ejemplo, la activación de p38 y/o JNK parece un evento imprescindible 

para el inicio de la apoptosis en presencia de agentes quimioterápicos, tales 

como la doxorubicina, el etopósido, el cisplatino o las radiaciones UV y γ 114-117.  

Han sido diferentes los mecanismos implicados en esta actividad de p38 como 

agente apoptótico, incluyéndose la inactivación de p53 o las mutaciones de 

Ras 117-119. La actividad de p38 como supresor tumoral también ha implicado 

p53 como inductor de los mecanismos de apoptosis y, recientemente, también 

se ha descrito que p38 podría actuar como promotor de la senescencia, 

evitando de esta forma la transformación inducida por oncogenes 120. Además, 

p38 puede activar proteínas de la familia de Bcl-2 o diferentes quinasas de la 

vía de PI3K 116, 121, 122.  
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Finalmente, p38 también participa en los mecanismos de invasividad y 

diseminación de las células tumorales. La expresión de la forma activada de 

p38 se han asociado en modelos celulares de cáncer de mama con su 

capacidad de migración, de cáncer de pulmón, de melanoma, páncreas y 

próstata 123-126.  

Por tanto, ambas MAPK inducidas por estrés, p38 y JNK, son determinantes en 

las respuestas celulares convencionales en cáncer a los tratamientos con radio 

y quimioterapia, y uno de los factores determinantes más importantes de la 

respuesta biológica a los tratamientos anti-tumorales es la duración y la 

magnitud de la activación de estas MAPK 127. Este hecho refleja un balance 

entre la actividad de los activadores y los mecanismos reguladores inhibitorios 

de las cascadas de señalización celular. Está demostrado en diversos trabajos 

que uno de los puntos críticos en este balance ocurre a nivel del equilibrio entre 

la actividad de las MAPK y de los mecanismos de regulación de las fosfatasas 

específicas de las MAPK. La fosforilación de las MAPK a nivel de los residuos 

de treonina y tirosina necesarios para su activación está regulada por una serie 

de fosfatasas de serina/treonina, fosfatasas de tirosina o fosfatasas duales 

específicas 128. La familia de fosfatasas más importante en los mamíferos, en 

todo caso, y que regula específicamente la actividad de las MAPK, es esta 

última. 

 

 

1.2.5. Regulación de la actividad de las vías de transducción de 

señal de las MAPK: fosfatasas específicas duales (dual-

specificity MAPK phosphatases, MKP) 

 

Las diferentes MAPK pueden ser inactivadas o defosforiladas por gran número 

de fosfatasas específicas para los residuos de treonina y de tirosina, 

necesarios para su activación. Las fosfatasas de MAPK (mitogen-activated 

protein kinase phosphatase, MKP), también conocidas como fosfatasas con 

especificidad dual (dual-specificity phosphatases, DUSP), son las encargadas 

de defosforilar o inactivar a las distintas MAPK. La familia de las MKP se 

compone de 10 enzimas activas conocidas hasta el momento, presentando una 
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localización subcelular distinta, bien citoplasmática o bien nuclear, una 

diferente cinética de expresión y una variable afinidad molecular por cada una 

de las MAPK, pudiendo reconocer una única quinasa o varias de ellas 129-132. 

 

 

Tabla 1.1. Nomenclatura, propiedades y funciones fisiológicas de las MKP descritas en la 

literatura 

 

 

 

Todas las MKP comparten una estructura que incluye un dominio catalítico C-

terminal, con una secuencia similar al VH1-DUSP vírico, y un extremo N-

terminal no activo. Esta última región contiene dos grupos de residuos 

aminoacídicos básicos, altamente conservados, que participan en el 

reconocimiento de las MAPK a través de lo que se denomina secuencia de 

interacción con quinasas (kinase interaction motif, KIM) y que determina la 

localización subcelular de cada una de las MKP 59, 133. Sobre la base de esta 

similitud en la secuencia de todas las MKP, su estructura génica, la 

especificidad por los sustratos y su localización, las MKP pueden subdividirse 

en 3 grupos distintos (Figura 1.6, Tabla 1.1).  

El primero de estos grupos comprende a las fosfatasas DUSP1/MKP-1, 

DUSP2/PAC-1, DUSP4/MKP-2 y DUSP5/hVH-3, todas ellas codificadas por 
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genes rápidamente inducibles en situaciones de estímulos de estrés celular y 

mitogénicos 133. Toda esta familia, a excepción de DUSP5 que parece actuar 

de forma selectiva sobre ERK1/2, presenta una afinidad similar por todas las 

MAPK, inactivando ERK, JNK y p38. El segundo grupo de MKP incluye a 

DUSP6/MKP-3, DUSP7/MKPX y DUSP9/MKP-4. Las tres son proteínas 

citoplasmáticas que exhiben una alta afinidad por ERK1/2. De ellas, la que 

presenta mayor afinidad por ERK es MKP-3, que no presenta ninguna actividad 

sobre JNK o p38 134. El tercer grupo de fosfatasas comprende las proteínas 

DUSP8/hVH-5, DUSP10/MKP-5 y DUSP16/MKP-7. Estas proteínas se 

localizan tanto en el citoplasma como en el núcleo, y de forma selectiva 

defosforilan a las MAPK activadas en situaciones de estrés, p38 y JNK, 

mientras que no presentan actividad importante sobre ERK1/2 59, 135. 

 
 
 

 
Figura 1.6. Estructura y dominios de las diez proteínas de la familia MKP caracterizadas. 
El extremo C terminal contiene la actividad catalítica, mientras que en el N terminal se 
encuentran los dominios de homología a cdc25. Otros dominios son el sitio de 
interacción con las quinasas (conserved kinase-interaction motif, KIM), el punto de unión 
a las señales de localización nuclear (nuclear localization signals, NLS), el punto de 
unión a las señales de exportación nuclear (nuclear export signals, NES) y las 
secuencias PEST. El análisis filogenético pone de manifiesto los tres grupos de MKP: de 
localización nuclear, citoplasmáticas con predilección por ERK1/2, y las de afinidad por 
p38 y JNK. 
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Las MKP se activan inmediatamente tras su expresión, pero esta actividad 

puede ser regulada por, al menos, tres mecanismos, que incluyen la inducción 

de la transcripción, cambios en la estabilidad de la proteína mediante 

fosforilación y por activación catalítica 136 (Figura 1.7).  

 

 

 

 

 
Figura 1.7. Señalización por las MAPK y regulación por las MKP en el interior de la 
células. Cualquier estímulo, como estrés cellular, radiación, citotóxicos o factores de 
crecimiento activan las MKK. Estas MKK se fosforilan en sus residuos tirosina y 
treonina, lo que induce la dimerización de las MAPK y su propia fosforilación y 
activación. Las MAPK activadas pueden interaccionar con otras proteínas efectoras 
citoplasmáticas o traslocarse al núcleo, donde fosforilan factores de transcripción (TF), 
provocando la lectura de genes y síntesis de RNA mensajero, que codifica proteínas, 
entre ellas las MKP. Estas MKP actúan como un mecanismo de regulación o feedback 
negativo, que inactivan las MAPK por defosforilación, tanto en el núcleo como en el 
citoplasma, dependiendo del tipo sintetizado.  
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A partir de modelos celulares y animales, se ha comenzado el estudio de las 

funciones de cada una de las MKP 137. MKP-1 participa en los mecanismos 

inmunes, regulando la biosíntesis de citoquinas o la reacción anti-inflamatoria 

mediada por glucocorticoides. Así, en fibroblastos embrionarios de ratón (MEF) 

obtenidos de animales deficientes en esta MKP-1, se ha podido demostrar que 

el aumento de la actividad de JNK y p38 incrementan la apoptosis provocada 

por la anisomicina, el peróxido de hidrógeno o la inducida por factores como 

TNF-α, IL6 o IL10 138-140. La pérdida de MKP-1 no sólo aumenta la actividad de 

p38, sino que provoca que esta actividad se prolongue en el tiempo, efecto que 

parece crucial en procesos inflamatorios reumáticos y autoinmunes 138-140. 

MKP-1 es necesaria para la inhibición de la señalización pro-inflamatoria; de 

esta forma, glucocorticoides como la dexametasona aumentan la expresión de 

MKP-1 141, y se asocian a una reduccion de genes pro-inflamatorios, como 

TNF-α, COX-2, IL-1a and IL-1b 142, 143. 

MKP-1 se expresa en condiciones normales en tejidos del adulto, como 

músculo, cerebro, hígado o tejido adiposo, y parece ser importante en el 

adecuado desarrollo fetal de los órganos 130, 144, 145. MKP-1 se ha descrito como 

un factor clave en el control de la homeostasis metabólica, y en ratones con 

pérdida de MKP-1 se ha observado una resistencia a la obesidad producida por 

dietas ricas en grasas y una intolerancia a la glucosa 146. 

MKP-1 se induce por múltiples estímulos que también activan las MAPK, que 

incluyen la presencia de factores de crecimiento en el microambiente y las 

situaciones de estrés celular 136. De esta forma, las MAPK pueden aumentar la 

actividad de MKP-1 mediante dos mecanismos distintos: en primer lugar, la 

unión de la MKP a su MAPK específica provoca un aumento de la actividad 

catalítica de la misma 132, y en segundo lugar, la fosforilación de ERK inhibe la 

degradación de MKP-1 vía proteasoma, impidiendo su ubiquitinización 147. En 

definitiva, MKP-1 actúa como un mecanismo de control o retroalimentación 

(feedback) que atenúa la actividad de la señalización celular mediada por las 

MAPK 128, 136, 148, 149.  

El gen que codifica MKP-1 contiene cuatro exones y tres intrones, que codifican 

para un RNA mensajero inducible de, aproximadamete, 2.4 kilobases 150, 151. El 
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promotor de este gen contiene múltiples sitios de unión AP-2 para el factor 1 de 

transcripción transactivador y un único sitio de unión AP-1 para la 

neurofibromina 1, así como una región TATA-box 151, 152 (Figura 1.8). Otros 

puntos de unión, como un E-box y tres GC-box, se encuentran entre las 

posiciones 110 y 30 153. Finalmente, existe un punto de unión a p53 en el 

segundo intrón 154. Estos múltiples puntos de unión podrían explicar los 

numerosos factores que pueden inducir la expresión de MKP-1. Un punto 

llamativo es el de que aunque el gen de MKP-1 posee una secuencia de 

consenso E-box, no es capaz de unirse o ser regulado por c-myc, ya que 

carece de las regiones flanco necesarias para ello 155. Finalmente, el factor de 

transcripción E2F1 es necesario para asegurar la respuesta de MKP-1 a 

niveles elevados de peróxido de hidrógeno 156. A pesar de existir un alto grado 

de conservación, se han descrito polimorfismos de un único nucleótido en el 

gen de MKP-1, a nivel del primer intrón, por lo que no parece influir en la 

capacidad de transcripción del gen o en la eficiencia de su traducción 157. 

 

 

 

 

 

 
Figura 1.8. Gen codificante de MKP-1. Los exones 1 y 4 son cruciales para la proteína, ya 
que contienen los dominios imprescindibles para la función de MKP-1. El dominio CH2B 
es codificado por los exones 1 y2. No se ha descrito la función del dominio codificado 
por el exon 3. El promotor del gen puede unirse a gran número de factores de 
transcripción, entre los que se conocen p53, el factor NF1 (neurofibromina 1), SP1, 
(factor de transactivación 1) y CRE (elemento de respuesta de AMP cíclico).  
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MKP-1 es una fosfatasa nuclear de 367 aminoácidos, encargada de defosforilar 

a las MAPK en este orden de afinidad: p38, JNK y ERK1/2 135, 158, 159. Las 

MAPK se unen específicamente en distintos puntos de la proteína MKP-1; esta 

especificidad se atribuye a la disposición de determinados residuos de arginina 
160. Así, construcciones de MKP-1 con mutaciones en las argininas 53 a 55 son 

incapaces de unirse a las MAPK. La estructura tridimensional de la proteína no 

se conoce todavía, pero se supone que p38 y ERK1/2 se unen en el mismo 

sitio, mientras que JNK probablemente lo hace a distancia de estas dos, 

permitiendo una acción simultánea de MKP-1 sobre ERK1/2 o p38 y a la vez 

sobre JNK. De hecho, MKP-1 podría no defosforilar directamente a ERK1/2 

según algunos trabajos, sino que competiría directamente con los efectores de 

ERK1/2 e impediría su activación por fosforilación 130. En base a este modelo, 

se sugiere que la unión de MKP-1 a ERK1/2 impediría la interacción de ERK 

con ELK-1 en el interior del núcleo. La actividad defosforiladora de MKP-1 está 

restringida al núcleo 130, 159. Esta capacidad está controlada por una secuencia 

LXXLL localizada en el extremo N terminal de la proteína, próxima a los 

dominios de homología a cdc25 A 130 (Figura 1.9). Aunque esta secuencia no 

es una secuencia de localización nuclear clásica, actúa como localizador para 

MKP-1 161. MKP-1 también contiene dominios rodanasa, de función aún no bien 

caracterizada, y de un residuo cisteína crítico que podría ayudar a la regulación 

de MKP-1 mediante su secuestro citosólico y, finalmente, de un dominio 

catalítico 162. 
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Figura 1.9. Estructura de la proteína MKP-1. El extremo N-terminal es reponsable de la 
localización nuclear de la proteína y de la unión a las MAPK (ERK1/2 y p38; el 
aminoácido responsable de la unión a JNK no ha sido aún identificado), y el extremo C-
terminal contiene el dominio catalítico y el dominio responsable de la 
estabilización/degradación de la proteína. 
 

 

MKP-5 se ha relacionado con la inmunidad adaptativa e innata mediante la 

regulación de la actividad de JNK en las células inflamatorias 163. Por el 

contrario, DUSP2 es un regulador positivo de la respuesta inflamatoria; los 

ratones deficientes para DUSP2 son resistentes en los modelos experimentales 

de inducción a la artritis de causa inmune 164.  

De las MKP citoplasmáticas, MKP-3 es la mejor caracterizada. Ésta se ha 

relacionado con la respuesta mediada por ERK1/2 al factor de crecimiento de 

fibroblastos (fibroblast growth factor, FGF) durante el desarrollo embrionario en 

el ratón. De forma relacionada a MKP-3, MKP-4 controlaría la actividad de ERK 

en los tejidos extraembrionarios 134, 165, 166. 

Dado este rango tan amplio de funciones de las MKP, resultaría sorprendente 

que no se hubiesen relacionado en los complejos procesos que se dan en el 

cáncer y en su desarrollo. 

 

 

1.2.6. El papel de  las MKP en el cáncer 

En los últimos años se han demostrado las primeras evidencias de la existencia 

de alteraciones de las MKP en cáncer, fundamentalmente relacionadas con 

MKP-1, MKP-2 y MKP-3 (Tabla 1.2). 
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Tabla 1.2. Evidencias del papel de las MKP en cáncer humano 

 

 

 

 

1.2.6.1. Importancia de MKP-1 en el cáncer 

 

Una de las primeras evidencias de la importancia de MKP-1 como factor 

mitogénico y regulador de la actividad de las MAPK en tumores demostró que 

tumores como carcinoma de próstata, colon y vejiga, existía un aumento en las 

células tumorales de la expresión de MKP-1 a nivel de RNA mensajero (mRNA) 

y de proteína respecto al tejido normal correspondiente 167. Esta sobre-

expresión de MKP-1 era detectable ya en las fases iniciales de la progresión 

tumoral, perdiéndose en lesiones de alto grado y en estadios avanzados.  

Los mecanismos por los que se altera MKP-1 en los tumores pueden ser 

diversos y complejos. MKP-1 es una diana del supresor tumoral p53 168 y está 

aumentada su expresión en respuesta a diferentes situaciones de estrés 

celular, incluyendo el estrés oxidativo y en el daño al DNA 169. MKP-1 también 

puede aumentar en situaciones de hipoxia tales como las que ocurren en los 

diversos tumores sólidos, fundamentalmente cuando alcanzan dimensiones 
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amplias, participando entonces en la regulación de la actividad de las distintas 

MAPK en relación al ambiente tumoral 170. 

En cáncer de próstata y en lesiones de neoplasia intraepitelial (PIN) de alto 

grado se han detectado niveles elevados de expresión de MKP-1, 

correlacionándose con una baja actividad de JNK y de otras proteínas 

implicadas en la apoptosis, indicando de MKP-1 podría participar como un 

factor anti-apoptótico en estos tumores 171, 172. En este mismo sentido, la línea 

tumoral humana de cáncer de próstata DU145, que sobre-expresa MKP1, es 

resistente a la apoptosis mediada por el ligando de Fas 173.  

Los niveles de expresión de MKP-1 en tumores humanos de ovario han 

demostrado estar aumentados hasta casi en el 60% de los carcinomas, 

correlacionándose con una menor supervivencia libre de enfermedad 174. En 

modelos celulares de cáncer de ovario, se ha correlacionado la sobre-

expresión de MKP-1 con resistencia a las terapias basadas en cisplatino 149.  

Muchos de los agentes anti-neoplásicos usados de forma habitual en el 

tratamiento del cáncer tienen relación con las MKP, como las antraciclinas, los 

agentes alquilantes, los taxanos, el cisplatino o los inhibidores del proteasoma, 

que en general inducen apoptosis por activación de la vía de señalización JNK 
130, 175. En base a este mecanismo de muerte celular mediado por JNK, se ha 

descrito que la expresión elevada de MKP-1 en los tumores podría defosforilar 

JNK y limitar la capacidad citotóxica de los agentes inductores de la apoptosis 
61, 172-177. Por el contrario, niveles bajos de expresión de MKP-1 pueden 

favorecer la apoptosis permitiendo una fosforilación persistente de JNK 149. En 

modelos de cáncer de mama, dos trabajos recientes han descrito el papel de 

MKP-1 como una potencial diana terapeútica. Utilizando modelos celulares de 

cáncer de mama y agentes anti-tumorales habitualmente usados en la clínica 

como las antraciclinas, los agentes alquilantes y taxanos como el paclitaxel, se 

ha demostrado mediante manipulación genética o modulación farmacológica de 

MKP-1, ésta actúa como un mediador relevante tanto de novo como inducible 

de la quimiosensibilidad en el cáncer de mama 130, 176, 177. 

Los inhibidores del proteasoma, que se han utilizado como tratamiento en fase 

de ensayo en el cáncer de mama, también parecen inducir la expresión de 

MKP-1, hecho que provoca un efecto anti-apoptótico 59, 167, 175, 178. La 
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dexametasona también se ha descrito capaz de inducir los niveles de expresión 

de MKP-1 en células tumorales, y este hallazgo se ha correlacionado con una 

limitación del efecto citotóxico del paclitaxel como agente quimioterápico 176, 177. 

Por el contrario, las antraciclinas como la doxorubicina o la epirubicina, 

disminuyen los niveles de expresión de MKP-1, tanto en modelos celulares 

como animales, por represión de la transcripción del promotor del gen de MKP-

1 130, 179. Esta represión de MKP-1 se ha relacionado con la potenciación de la 

eficacia del efecto citotóxico de agentes alquilantes cuando se combinan con 

dichas antraciclinas 130. La aplidina, un agente experimental ensayado en el 

cáncer de mama, también reduce la expresión de MKP-1 en el tumor 176. 

Finalmente, también se ha demostrado aumento de la expresión de MKP-1 en 

los tumores de mama humanos y se ha correlacionado con la progresión 

tumoral, aunque no se ha estudiado su papel como factor pronóstico o 

predictivo de respuesta a terapias sistémicas 180, 181. 

También se han descrito sobre-expresión de MKP-1 en tumores no microcíticos 

de pulmón 182, 183. El cisplatino es uno de los fármacos incluidos en el 

tratamiento de esta enfermedad en primera y segunda línea, pero 

frecuentemente en estadios avanzados de la enfermedad los pacientes 

muestran resistencia a este compuesto. El grupo de R. Perona, que colabora 

con nuestro laboratorio, ha descrito el aumento de expresión de MKP-1 en 

tumores de pulmón, correlacionandolo con la supervivencia libre de 

enfermedad. En modelos celulares de pulmón con sobre-expresión constitutiva 

de MKP-1, el mismo grupo ha constatado que el bloqueo de la misma mediante 

el uso de microRNA de interferencia, sensibilizaba a las mismas hasta diez 

veces al tratamiento con cisplatino 184, reduciendo las tasas de crecimiento de 

los tumores en los modelos animales. 

Todos estos datos sugieren que MKP1 podría participar en los mecanismos de 

quimioresistencia en algunos tumores, y de esta forma, la combinación de la 

quimoterapia con tratamientos biológicos que interfieran a MPK-1, como los 

inhibidores del proteasoma, aumentaría la eficacia de la misma 185. Por tanto, el 

desarrollo de inhibidores selectivos de MKP-1 podría ser de alto interés para el 

tratamiento de diversos tumores, en co-administración con diversos 

quimioterápicos, aumentando así la eficacia del tratamiento anti-neoplásico. 
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1.2.6.2. Otras MKP nucleares y cáncer 

 

Los conocimientos de otras MKP nucleares en cáncer son mucho menores que 

los descritos para MKP-1. MKP-2 es la enzima más similar a MKP-1, y se ha 

encontrado sobre-expresada en tumores border-line serosos de ovario, 

correlacionándose con una menor tasa de proliferación celular. Este efecto se 

explica por el bloqueo de la vía de ERK y de los procesos de degradación de la 

matriz extracelular implicados en la invasividad en estos tumores 186. La sobre-

expresión de MKP-2 se ha descrito también en tumores de páncreas con 

mutaciones de k-Ras 187. 

Del resto de MKP de esta familia, el conocimiento en el campo de la oncología 

es reducido. Existen evidencias de que la expresión de DUSP2/PAC-1 es 

mayor en tumores serosos de ovario y la misma se ha relacionado con un peor 

pronóstico en términos de supervivencia global. En leucemias agudas, la sobre-

expresión de MKP-2 relacionándose con la tasa de proliferación 188, 189. 

 

 

1.2.6.3. Las MKP citoplasmáticas reguladoras de ERK y cáncer 

 

De las tres MKP citoplasmáticas y responsables de la regulación de ERK, 

MKP-3, MKP-X y MKP-4, la mejor estudiada y caracterizada es la primera de 

ellas. La primera evidencia de que MKP3 puede estar relacionada con cáncer 

procede de varios estudios en tumores pancreáticos en los que se ha 

encontrado una pérdida frecuente de la región 12q21, que contiene 

precisamente el gen de MKP-3. Aunque no se han detectado mutaciones de 

ésta, los niveles de RNA mensajero de este gen están relativamente 

disminuidos en estos tumores 190. Se conoce hace tiempo que en cerca del 

90% de los tumores pancreáticos, existen mutaciones activadoras de k-Ras, y 

MKP-3 se ha identificado como uno de los únicos tres genes sobre-expresados 

en esta situación 191-193.  Este aumento de MKP-3 en condiciones de activación 

de Ras se interpreta como una respuesta compensatoria para el control de la 

activación de ERK, alterado en las células tumorales.  
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La sobre-expresión de MKP-3 inducida en modelos animales, retarda la tasa de 

crecimiento relativa de los mismos 194, mientras que la pérdida de su expresión 

se ha relacionado con aumento de la activación de ERK y con un fenotipo más 

agresivo en las neoplasias. Un estudio en tumores de páncreas mediante 

inmunohistoquímica ha demostrado que existe un aumento de la expresión de 

MKP-3 en lesiones de displasia epitelial y de carcinoma in situ, mientras que su 

expresión disminuye en los tumores infiltrantes, especialmente en los 

pobremente diferenciados. Estos hallazgos se han completado en modelos 

celulares de páncreas, en los que MKP-3 provoca una supresión del 

crecimiento celular y un aumento de la apoptosis 195-197. 

El papel del resto de las MKP citoplasmáticas está peor caracterizado en 

cáncer, describiéndose tan sólo aumentos de MKP-X en pacientes con 

leucemia mieloide aguda, estudiado a nivel de médula ósea 198, y de MKP-4 en 

algunos tumores cutáneos 131, asociándose a aumento de actividad de p38 y 

JNK en los mismos.  
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Hipótesis 

 

La fosfatasa específica tipo 1 de las MAPK, MKP-1, regula en condiciones 

fisiológicas la actividad de JNK, de p38 y de ERK1/2, mediante el control de los 

niveles de expresión de sus formas fosforiladas, induciendo su defosforilación 

cuando la célula necesita reducirlos.  

Algunos agentes antitumorales, como los inhibidores de la topoisomerasa II alfa 

–doxorubicina–, actúan induciendo la muerte celular por apoptosis a través de 

la activación de JNK y p38, aunque de forma no deseada, pueden elevar la 

actividad de la vía de ERK1/2, relacionada fundamentalmente con la 

proliferación celular. Unos niveles elevados de la forma fosforilada de ERK1/2 

podrían estimular la expresión de MKP-1 como mecanismo regulatorio de la 

actividad de la vía, aumentando la defosforilación de JNK y p38 y, por tanto, 

reduciendo la apoptosis. 

Por tanto, unos niveles elevados en las células tumorales de expresión de 

MKP-1, inducidos o constitutivos, podrían actuar como un mecanismo de 

quimioresistencia en el cáncer por bloqueo de esta muerte celular mediada por 

JNK y p38. 

De esta forma, MKP-1 puede ser un mediador en el pronóstico de las pacientes 

con cáncer de mama al participar en los mecanismos de supervivencia celular 

del tumor, lo que la convierte en una atractiva diana terapeútica para el 

tratamiento de esta enfermedad. 
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Objetivos 

 

1. Caracterizar los efectos moleculares a nivel de la fosforilación de las MAPK 

(ERK, JNK y p38) y los efectos celulares (viabilidad celular) del tratamiento con 

doxorubicina en líneas celulares de cáncer de mama 

 

2. Validar un modelo ex vivo de cáncer de mama a partir de muestras 

quirúrgicas de esta patología, con el fin de caracterizar los efectos moleculares 

y celulares del tratamiento con doxorubicina en muestras humanas 

 

3. Establecer un ensayo de inmunohistoquímica validado, robusto y 

reproducible destinado al estudio de la expresión de MKP-1 en muestras 

parafinadas de cáncer de mama 

 

3.1. Estudio del patrón de expresión de MKP-1 y de las formas 

fosforiladas de las MAPK (ERK, JNK y p38) en tejido mamario normal y 

en lesiones patológicas de la mama 

 

3.2. Analizar el papel de MKP-1 y de las formas fosforiladas de las 

MAPK como factor pronóstico en una serie retrospectiva de pacientes 

con cáncer de mama 
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3.1. Reactivos, anticuerpos y células  

 

Para las diversas técnicas de estudio de proteínas empleadas y descritas en 

las siguientes secciones, se emplearon los siguientes anticuerpos:  

 

• Anticuerpo policlonal de conejo contra la forma fosforilada de ERK1/2 en 

treonina 202 y tirosina 204 (Thr202/Tyr204), referencia #9101, de Cell 

Signalling Technology (Danvers, MA) 

• Anticuerpo policlonal de conejo contra la forma total de ERK1/2, 

referencia #9102, de Cell Signalling Technology (Danvers, MA) 

• Anticuerpo monoclonal de conejo contra la forma total de JNK, referencia 

#9252, de Cell Signalling Technology (Danvers, MA) 

• Anticuerpo monoclonal de conejo contra la forma total de p38MAPK, 

referencia #9212, de Cell Signalling Technology (Danvers, MA) 

• Anticuerpo monoclonal de conejo contra la forma fosforilada de p38MAPK 

en treonina 180 y tirosina 182, referencia  #9211, de Cell Signalling 

Technology (Danvers, MA) 

• Anticuerpo policlonal de conejo contra la forma fosforilada de JNK en 

treonina 183 y tirosina 185 (Thr183/Tyr185), de Promega, referencia 

#V7931 (Madison, Wi) para los ensayos de Western-blot 

•  Anticuerpo monoclonal de conejo contra la forma fosforilada de JNK en 

treonina 183 y tirosina 185 (Thr183/Tyr185) de Cell Signalling Technology 

(Danvers, MA), referencia #4668) para los estudios de 

inmunohistoquímica 

• Anticuerpo policlonal de conejo contra MKP-1, código C-19 y referencia 

sc-370 de Santa Cruz Biotech (Santa Cruz, CA) para los ensayos de 

Western Blot  

• Anticuerpo policlonal de conejo contra MKP-1, código V-15 y referencia 

sc-1199 de Santa Cruz Biotech (Santa Cruz, CA) para los estudios de 

inmunohistoquímica 

• Anticuerpo policlonal de conejo contra MKP-1, código M-18 y referencia 

sc-1102 de Santa Cruz Biotech (Santa Cruz, CA) 
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• Anticuerpo monoclonal de conejo contra la forma truncada de caspasa 3 

en aspártico 175 (Asp175), clon 5A1E y referencia 9664, de Cell Signalling 

Technology 

• Anticuerpo monoclonal de ratón para los receptores de estrógenos, 

referencia #N1575 de Dako (Carpinteria, CA) 

• Anticuerpo monoclonal de ratón para los receptores de progesterona, 

referencia #N1636 de Dako (Carpinteria, CA) 

• Anticuerpo contra el receptor HER2 mediante el kit PharmaDx Herceptest, 

referencia #K5207), de Dako (Carpinteria, CA) 

• Anticuerpo monoclonal de ratón contra p53, referencia # M7001, de Dako 

(Carpinteria, CA) 

• Anticuerpo monoclonal del ratón, clon MIB-1, referencia # M7240,  contra 

la proteína Ki67, de Dako (Carpinteria, CA) 

 

La amplificación del gen HER2 se estudió en los tumores de mama mediante 

hibridación in situ de fluorescencia sobre cortes de parafina, utilizando el 

producto HER2-FISH PharmDx, referencia #K5331, de Dako.  

La doxorubicina y el Ro-31-8220 utilizados en los experimentos se obtuvieron 

de Calbiochem. El inhibidor del proteasoma MG-132 se obtuvo de Millenium 

Pharmaceuticals (Cambridge, MT). La doxorubicina se empleó disuelta en agua 

bi-destilada inmediatamente antes de su uso, y el Ro-31-8220, se disolvió en 

DMSO, obteniendo unas concentraciones de almacenamiento de 10mM.  

De la LGC-ATCC (American Type Culture Collection) se obtuvieron las líneas 

celulares humanas de cáncer de mama MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-468, 

SKBR-3, MDA-MB-453 y BT-474. Estas líneas celulares crecen y se mantienen 

en el medio de cultivo habitual DMEM, suplementado con suero bovino fetal al 

10%, y añadiendo 100 unidades/ml de penicilina y 100 µg/ml de estreptomicina 

con el objetivo de impedir el crecimiento de bacterias. Todo el material fungible 

necesario para las técnicas celulares se obtuvo de Gibco. Las células se 

cultivaron en un incubador húmedo a una temperatura de 37° C y con una 

concentración del 5% de CO2. Para su crecimiento, se utilizaron frascos de 

cultivo de 75 cm2 hasta alcanzar unas condiciones del 80% de confluencia 
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celular. Todos los experimentos descritos en este trabajo se realizaron en un 

máximo de 5 pases y por triplicado. 

 

3.2. Análisis cuantitativo de expresión génica mediante 

ensayos de reacción de la cadena de la polimerasa (Real-time 

quantitative reverse transcription-PCR)  

 

La reacción de la cadena de la polimerasa a tiempo real o cuantitativa (Real-

time Polymerase Chain Reaction, PCR) permite monitorizar en cada momento 

de la progresión de la PCR los niveles de DNA obtenido en la amplificación. 

Los datos se obtienen después de cada ciclo y al final del proceso. Siguiendo 

los protocolos habituales para la técnica de la reacción de la cadena de la 

polimerasa (PCR), se utilizaron combinaciones de cebadores específicos, 

añadiendo sondas complementarias con marcaje fluorescente en el extremo 5′ 

(FAM) y en el extremo 3′ (TAMRA), para la secuencia del RNA mensajero 

(mRNA) de MKP-1. Se utilizaron como controles de los niveles de expresión 

endógena, cebadores y sondas específicas para los mRNA de 18S, β-actina y 

de la proteína ribosomal grande 0 (large ribosomal protein 0, RPLP0). Todos 

los reactivos para este ensayo se obtuvieron de Applied Biosystems.  

El RNA total de las muestras se aisló y purificó mediante el sistema de 

columnas de afinidad de Qiagen (RNeasy kit) (Figura 3.1). De forma breve, 

esta extracción se realiza a temperatura ambiente y sigue los pasos: 

• Lisado de las células con solución de trizol durante 15 minutos 

directamente sobre la placa de cultivo. Recoger el lisado, centrifugar y 

añadir al pellet 350 µl de tampón RLT. 

• Homogeneizar el lisado con pasos sucesivos por una aguja de 21G 

• Añadir 1 volumen de etanol 70% y mezclar bien. No centrifugar 

• Pipetear el lisado e introducirlo en una columna de afinidad de RNA con 

un tubo de 2 ml. Centrifugar durante 15 minutos a 13000rpm 

• Añadir 700 µl de tampón RW1 y centrifugar durante 15 minutos a 

13000rpm 

• Añadir 500 µl de tampón RPE a la columna y centrifugar durante 15 

minutos a 13000rpm 
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• Colocar un nuevo tubo de 2 ml, añadir 50 µl de agua bidestilada y sin 

RNasas (RNAsa-free) para la elución final del RNA y centrifugar 1 

minuto a 13000rpm. Repetir este mismo paso con el producto de la 

centrifugación para aumentar el rendimiento de la extracción 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1. Purificación de RNA a partir de muestras celulares mediante el método de 

columnas de afinidad de Qiagen. La extracción de RNA de los tejidos sigue un proceso 

similar tras homogeneización del tejido desde 3 cortes de criostato de 10 µm cada una, y 

utilizando una digestión con proteinasa K a 0.1 mM durante 15 minutos, e incubada a 

37ºC. 
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A continuación, se sintetizó DNA complementario (cDNA) a este RNA aislado y 

purificado, mediante una reacción de PCR reversa y utilizando una 

retrotranscriptasa (High Capacity cDNA Reverse Trancription kit, Applied 

Biosystems), siguiendo el siguiente protocolo: 

• Cuantificación del RNA mediante espectrofotometría en el sistema 

Nanodrop y electroforesis capilar en el sistema Agilent  

• Preparación de 1000ng de cDNA a partir de la misma cantidad de RNA y 

de los componetes  de tamponado 10x ( 2µl), Random Primers 10x (2 

µl), dNTP 25x (0.8 µl), inhibidores de proteasas (1 µl), enzima 

retrotranscriptasa RT (1 µl) hasta un volumen total de 6.8 µl por tubo de 

cDNA. Debe de completarse con el volumen necesario de agua RNAsa-

free hasta el volumen final de la reacción (20 µl). 

• Incubar la mezcla en un termociclador 5 minutos a 95ºC, a continuación 

a 25ºC durante 10 minutos, y seguidos de otra incubación de 50ºC 

durante 50 minutos para la síntesis del cDNA. Finalmente la mezcla de 

reacción se somete a 85ºC durante 5 minutos para inactivar la 

reversotranscriptasa y se mantiene a 4ºC hasta su recogida.  

 

Los cDNAs obtenidos de esta reacción reversa se combinaron a una 

concentración de 5.5 ng/µl con los cebadores y sondas específicas para cada 

uno de los genes estudiados, junto a la polimerasa TaqMan Gene Expression 

Master Mix, de Applied Biosystems, que contiene una mezcla de la enzima 

AmpliTaq Gold DNA Polimerasa ultra pura, Uracil-DNA Glicosilasa y los dTNPs 

con dUTP. Sus referencias fueron: 

- MKP-1, código Hs-00610256-g1 

- human β-actin, código Hs99999903_m1 

- human 18s, código Hs99999901_s1 

- human RPLPO, código Hs99999902_m1 

 

De esta mezcla, se seleccionaron 10 µl, que se sometieron a un ensayo de 

PCR siguiendo los parámetros de una reacción a tiempo real en un equipo 

Applied ABI-7500HT, según el siguiente protocolo: 
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• incubación a 50º C, durante 2 minutos 

• incubación a 95º C, durante 10 minutos 

• incubación de 50 ciclos a 95º C, durante 15 segundos 

• incubación a 60º C, durante 1 minuto 

 

La amplificación de los productos en a reacción de PCR se verificó mediante la 

obtención de una curva estándar de fluorescencia y la realización posterior de 

una electroforesis convencional en un gel de agarosa al 3% de los productos 

obtenidos de esta PCR. Se utilizaron como controles negativos tanto 

reacciones que no incluían transcriptasa inversa como reacciones que no 

partían de molde de cDNA. Los valores de umbral o de threshold Ct se 

establecieron mediante el programa informático SDS v2.2 (Applied Biosystems) 

sobre la mitad de la curva de crecimiento exponencial para cada uno de los 

genes de estudio. Los resultados de expresión de las muestras se compararon 

utilizando el método ∆∆Ct, en el que se calcula la diferencia para cada punto 

entre la expresión del endógeno y el gen diana, hallando las medias para los 

diferentes experimentos y elevando este valor al valor del umbral seleccionado 

para los genes. Los resultados obtenidos indican la diferencia de expresión en 

escala logarítmica sobre un caso o experimento control denominado referencia. 

 

3.3. Análisis de expresión de proteínas mediante ensayo de 

Western blot  

 

El objetivo del estudio mediante Western blot fue determinar la expresión de las 

proteínas de interés en las muestras de diferente origen, tanto celulares como 

tisulares, evaluando de una forma semi-cuantitativa sus niveles y verificando el 

tamaño molecular de las proteínas analizadas. 

En primer lugar, el ensayo de Western blot de las células se realizó a partir de 

un cultivo de las mismas en placas de 100 mm2, sembrando hasta 1,7 x 106 

células por pocillo y permitiendo su adhesión durante toda la noche, según las 

condiciones de cultivo antes descritas 199. Estas células fueron tratadas en las 

distintas situaciones experimentales que se explican posteriormente. Tras un 

tiempo determinado de ensayo, las placas fueron lavadas generosamente con 
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PBS y las células posteriormente lisadas utilizando un tampón Nonidet P-40 

(Tris-HCl, a un pH de 7.4 y una concentración de 50mM, NaCl a 150mM, 1% de 

NP40, EDTA a 5mM, NaF a 5mM, Na3VO4 a 2 mM, PMSF a 1 mM, leu-peptina 

5µg/mL y aprotinina 5µg/mL), previamente enfriado a una temperatura de 4º C 

en baño. Tras agitar las muestras obtenidas con esta solución durante 30 

minutos a esta temperatura de 4º C, se centrifugaron a 13200 rpm durante 30 

minutos. Tras esta centrifugación, el sobrenadante obtenido correspondiente a 

las proteínas aisladas, se alicotó y almacenó a una temperatura de -20º C 

hasta el momento del ensayo de Western blot.  

Se realizó también el estudio de proteínas mediante este ensayo de Western 

blot sobre una serie de 10 muestras de tejido humano congeladas y 

almacenadas a -80º C, procedentes de diversos tumores de mama obtenidos 

en fresco 200. La representatividad tumoral y su naturaleza se confirmaron 

mediante el estudio microscópico de un corte fino de criostato de 4 µm teñido 

con hematoxilina-eosina y realizado a partir de la misma muestra montada 

sobre una pletina embebida con medio OCT. Sólo se aceptaron para el estudio 

mediante Western blot, aquellas muestras cuyo componente tumoral era del 

50% o mayor. Para confirmar la preservación de las proteínas contenidas en el 

tejido y evitar la aparición de artefactos en los experimentos, se emplearon 

inhibidores de su degradación. Aproximadamente se empleó 0,1g de tejido 

tumoral, que fue descongelado y sumergido en una solución con inhibidores de 

la proteasa (1% de aprotinina, 2 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilina y 10 

g/ml de leupeptina) e inhibidores de la fosfatasa (2 mM de ortovanadato de 

sodio).  

De las proteínas obtenidas, tanto de los lisados celulares como de las muestras 

tumorales congeladas, se tomaron entre 15 y 30 µg, según en marcador a 

estudio, y fueron separadas mediante SDS-PAGE y transferidas a membranas 

de nylon. Posteriormente se incubaron con los anticuerpos primarios 

específicos y se reveló con anticuerpos secundarios de cabra marcados con 

peroxidasa de rábano, del sistema Elite ABC de Vector Laboratories, tras lo 

que se detectaron con una reacción con sustrato sensible a la peroxidasa y 

quimioluminiscente (Biozol) mediante el uso del sistema Enhanced 

chemiluminescence (ECL) detection kit, de Amersham Pharmacia Biotech, y 
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utilizando una película fotosensible para su visualización. Los tamaños de las 

proteínas se estimaron mediante los marcadores comerciales habituales y se 

utilizó un anticuerpo contra la α-Tubulina de Sigma, referencia T-5238, como 

control de carga para cada uno de los pocillos. 

 

 

3.4. Ensayo in vitro de viabilidad celular  

 

El ensayo de proliferación y de viabilidad celular se realizó utilizando el método 

colorimétrico de MTS-CellTiter96 Aqueous Non-Radioactive Cell Proliferation 

Assay Kit, de Promega. Este ensayo es una modificación del ensayo clásico de 

MTT y se basa en el uso de dos soluciones: un compuesto de tetrazolio (MTS) 

y un reactivo de carga de electrones (phenazine methosulfate, PMS). El MTS 

es bioreducido en un producto de formazán, que resulta hidrosoluble, por las 

células metabólicamente activas, que utilizan sus enzimas dehidrogenasas. La 

cantidad de formazán medida mediante un espectrofotómetro a una 

absorbancia de 490nm, es directamente proporcional al número de células 

vivas en el cultivo celular.  

De esta forma, las mismas células se sembraron en placas de 6 pocillos, en 

una cantidad de 3 x 105 células por pocillo, y añadiendo 2 ml de medio de 

cultivo en cada uno de los pocillos, se permitió su adherencia a la placa durante 

toda la noche. A continuación, las células fueron tratadas en las diferentes 

condiciones descritas posteriormente en la sección de resultados. Las placas 

se mantuvieron durante 24-72 horas, se añadieron tras este tiempo 20µL de 

MTS/PMS y fueron incubadas 2-4 horas de nuevo. Tras este tiempo, se midió 

la cantidad de formazán soluble utilizando un espectrofotómetro de microplacas 

a 490nm (longitud de onda del test) y a 690nm (longitud de onda de referencia). 

La proporción de células vivas en cada condición de tratamiento se estimó 

dividiendo la diferencia (A490nm-A690nm) en las células tratadas con 

(A490nm-A690nm) en las células control. 
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3.5. Datos clínicos, selección de material tisular para el estudio 

clinico-patológico y construcción de matrices de tejidos 

 

3.5.1. Selección de casos  

 

El actual estudio fue aprobado por el Comité Ético del Hospital del Mar y 

realizado según las directrices de la institución respecto al manejo de muestras 

procedentes de pacientes. Se recopilaron de forma retrospectiva bloques de 

tejido tumoral, fijados en formol y embebidos en parafina, del archivo del 

Servicio de Anatomía Patológica del Hospital. Estos bloques procedían de 

especimenes quirúrgicos de pacientes diagnosticadas histológicamente de 

cáncer de mama. Además, están muestras incluían tejido mamario 

morfológicamente normal, lesiones de hiperplasia usual de mama y lesiones de 

carcinoma ductal in situ.  

 

3.5.2. Variables clínicas e histopatológicas 

 

3.5.2.1. Variables clínicas 

Los datos de seguimiento clínico se obtuvieron de las historias de las 

pacientes, recogiéndose los siguientes parámetros: 

- Número de biopsia 

- Número de historia clínica 

- Edad en el momento del diagnóstico y fecha de nacimiento 

- Número de ganglios aislados y número de ganglios afectos 

- Tamaño tumoral (diámetro máximo en milímetros) 

- Estadio pTNM y de la OMS 

- Grado del tumor 

- Expresión de receptores de estrógenos 

- Expresión de receptores de progesterona 

- Amplificación y/o sobre-expresión de HER 2 

- Sobre-expresión de p53 

- Índice de proliferación Ki67 

- Estado hormonal (menopausia) 
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- Fecha de diagnóstico 

- Fecha de la cirugía 

- Tipo de cirugía de mama 

- Tratamiento de quimioterapia adyuvante 

- Esquema de quimioterapia 

- Tratamiento hormonal 

- Tipo de tratamiento hormonal 

- Tratamiento de radioterapia  

- Recaída 

- Fecha de recaída 

- Tipo de recaída 

- Localización de la recaída 

- Tiempo a la progresión 

- Fecha del último control 

- Estado en el último control 

 

Se consideró como recidiva de la enfermedad cualquier recurrencia primaria, 

regional o a distancia del tumor, así como la aparición de un segundo tumor.  

Todos los datos se introdujeron el una base de datos basada en la hoja de 

cálculo Excel. 

 

3.5.2.2. Variables histopatológicas 

Para el estudio histopatológico, todas las muestras previamente seleccionadas  

fueron inicialmente fijadas en formol al 10%, y posteriormente incluidas en 

parafina. De las mismas se realizaron cortes de 3 micras, que se tiñeron con 

hematoxilina-eosina convencional. Los grados histológicos de los tumores se 

evaluaron según los criterios de Scarff-Bloom-Richardson, modificados por 

Elston 201. La expresión de los receptores de estrógenos (ER) y de 

progesterona (PR) se determinó mediante inmunohistoquímica en el momento 

del diagnóstico, recuperando dicha información posteriormente para el actual 

estudio. La sobre-expresión de HER2 se evaluó por inmunohistoquímica y su 

amplificación mediante Hibridación in situ de Fluorescencia (FISH), siguiendo 

las actuales recomendaciones del College of American Pathology (CAP) 202, 
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que establecen sobre-expresión como tinción de membrana completa y de 

intensidad fuerte en más del 30% del tumor y amplificación como un ratio 

mayor o igual a 2,2 entre el número de copias del gen de HER2 y el número de 

centrómeros del cromosoma 17 en un mínimo de 50 células tumorales.  

El estadiaje de las lesiones se realizó siguiendo las normas TNM (Tumor, 

Nodos –ganglios afectos-, Metástasis) del sistema de clasificación del 

American Joint Committee on Cancer (AJCC) para el cáncer de mama en su 

última versión 203. 

 

3.5.3. Realización de las matrices tisulares o tissue microarrays 

Se diseñó una matriz de tejidos (Tissue Microarray, TMA) sobre las muestras 

de tejido tumoral seleccionadas según se ha descrito por el grupo de 

Kallioniemi y colaboradores 204.  Su realización siguió estos pasos: 

 

1. Selección del material : En cada una de las preparaciones histológicas, se 

seleccionaron tres áreas representativas de la lesión con la ayuda del 

microscopio óptico, con el máximo volumen de células proliferantes e 

intentando incluir el borde más infiltrante del tumor, evitando las zonas de 

necrosis y de esclerosis tumoral. Se marcó con un rotulador el punto 

correspondiente a cada una de las zonas elegidas. 

 

2. Diseño de la matriz de tejidos : Es uno de los puntos críticos en la 

realización de esta técnica. Para nuestro estudio se confeccionó una plantilla o 

modelo a seguir en la construcción del array, con la ayuda del programa 

informático Excel de Microsoft, y conociendo el número de casos que se van a 

utilizar, con la distribución final de los casos y los controles en el bloque 

receptor. Para poder tener localizado cada caso, se diseña esta matriz con una 

distribución irregular y diferente en cada uno de los extremos, marcando unas 

coordinadas según la fila y la columna, siguiendo la plantilla realizada.  

 

3. Selección del bloque donante : Una vez que se han seleccionado los cortes 

más representativos de cada caso, se eligieron los bloques correspondientes 

en el archivo del Servicio de Anatomía Patológica. De cada uno de los casos se 
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escogió el bloque que presentaba la mejor relación grosor-representatividad 

tumoral. Estas áreas seleccionadas debían estar bien preservadas y presentar 

una morfología adecuada, siendo representativas de las características del 

tumor 

 

4. Igualación de los bloques donantes : Para intentar homogeneizar al 

máximo la técnica, se rehicieron los bloques seleccionados con el mismo tipo 

de parafina, con el objetivo de intentar igualar el grosor de la parafina en todos 

ellos. Se esta forma, se garantizó un grosor medio de los bloques donantes 

utilizados para la construcción del TMA de 2mm, suficiente para obtener un 

número de secciones histológicas para los marcadores planteados en el 

estudio, así como para tratar de obtener un rendimiento máximo desde las 

primeras secciones, garantizando la representatividad del mayor número de 

puntos desde el inicio. 

 

5. Selección de la zona a perforar en el bloque donante : Una vez que se ha 

escogido la preparación histológica y el bloque de parafina seleccionados de 

cada caso, se enfrenta la preparación histológica con el bloque de parafina 

correspondiente y se marcan las zonas elegidas en el boque donante con un 

rotulador, tal y como se hizo previamente sobre las preparaciones histológicas.  

 

6. Preparación del bloque receptor : Se preparó un bloque de parafina en 

blanco destinado a ser utilizado como receptor de las muestras tisulares 

obtenidas de los bloques donantes. Es importante que no existan alteraciones 

de la homogeneidad de la parafina, como agujeros o burbujas de aire 

aparecidas durante la preparación del bloque antes de empezar a insertar los 

cilindros. 

 

7. Construcción de la matriz de tejidos : Para su construcción se emplea una 

estación de trabajo de TMA T1000 de Chemicon  (Temecula, CA), dotado de 

un carro portabloques, que contiene los bloques donante y receptor, una lupa 

binocular que permite confirmar la zona escogida directamente sobre el 

portaobjetos teñido con hematoxilina-eosina correspondiente, medición digital 
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micrométrica en los ejes X e Y, y agujas de 1 mm de diámetro con fiadores 

internos. La aguja más gruesa de cada juego es la que hace la perforación en 

el bloque donante, y la más pequeña hace el cilindro en el bloque receptor. Se 

debe de ajustar la profundidad de descenso de las agujas (aproximadamente 

unos 3 mm). Una vez ajustado el bloque receptor en el portabloques de modo 

que la superficie del bloque sea paralela a la placa base, se efectúa el agujero 

correspondiente en el bloque de parafina receptor. A continuación se realiza en 

la posición primera de la matriz una perforación con la aguja sobre el bloque 

receptor. Después se desliza el carro portabloques y se coloca el bloque 

receptor por debajo de la aguja que contiene el cilindro de tejido del bloque 

donante. Se pincha el bloque sobre el orificio del bloque receptor y se expulsa 

el cilindro de tejido mediante el fiador de la aguja, exactamente encima del 

agujero realizado en la parafina, de modo que quede justo a nivel de la 

parafina, sin hundirlo. Este mecanismo se repite para cada uno de los cilindros 

hasta la finalización del tissue array. 

De cada bloque seleccionado se toman tres cilindros o cores correspondientes 

a las zonas previamente marcadas, y se colocan en filas y en columnas, 

siguiendo la plantilla previamente diseñada, separados unos de otros por una 

distancia aproximada de 1mm. En total, para el estudio se obtuvieron 8 tissue 

microarrays, cada uno de los cuales contenía tres cilindros de cada caso 

problema. Tras realizar la técnica, los bloques donantes muestran una mínima 

pérdida del volumen tumoral. Una vez terminado el bloque receptor, se 

introduce en una estufa a 37ºC durante 15 minutos, aproximadamente, lo que 

facilita que los cilindros de tejido se adhieran mejor a la parafina en los 

agujeros del bloque receptor, evitando la pérdida de cores en el momento del 

corte.  

 

8. Corte de los bloques de las matrices de tejidos : Finalmente, se realizó 

sobre el bloque donante un corte histológico de 4 µm, teñido con hematoxilina-

eosina para verificar la presencia de las áreas seleccionadas de las lesiones 

originales. A continuación del primer corte, se realizaron 30 cortes de 3 micras 

cada uno, de cada uno de los bloques receptores, empleando para ello la 

técnica tradicional de microtomía: enfriando ligeramente los bloques antes de 
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cortarlos, con baño de agua caliente para extender completamente los cortes 

obtenidos y utilizando portaobjetos cargados electrostáticamente. Tras el corte, 

las secciones se estufaron a 60ºC durante 3 horas para garantizar la adhesión 

completa del tejido al portaobjetos. Tras este paso, los cortes se bañaron 

generosamente en parafina para garantizar la conservación de los antígenos 

del tejido durante un periodo de tiempo prolongado. 

Se seleccionaron de esta misma serie 30 casos, de los que se obtuvieron 

secciones completas de tejido para demostrar la correlación de los parámetros 

estudiados con los datos obtenidos de los cortes de las matrices de tejidos y 

validar la metodología. 

 

3.6. Exposición ex vivo de tumores humanos a la doxorubicina 

 

Además del estudio sobre los tumores de pacientes diagnosticadas de cáncer 

de mama, recuperadas del archivo de Anatomía Patológica, se recogieron 

prospectivamente nuevos casos de tumores malignos de mama para estudiar 

los efectos moleculares de la doxorubicina sobre estos tejidos. Este modelo de 

experimentación ex vivo, se realizó a partir de pequeños fragmentos 

seleccionados de los nuevos tumores de mama una vez resecados de las 

pacientes, según la experincia previa de la Dra. B. Bellosillo y el Dr. Tusquets, 

miembros de nuestro grupo de investigación. Para seleccionar un tumor, éste 

debía de presentar un diámetro superior a 15 mm, ser obtenidos de 

especimenes quirúrgicos de mastectomías o tumorectomías, y su obtención no 

debía de comprometer el adecuado diagnóstico morfológico de los mismos. Las 

muestras se obtuvieron en las máximas condiciones de esterilidad e 

inmediatamente después de la extracción de la pieza quirúrgica.  

El procedimiento requirió la selección de dos pequeños fragmentos de tumor, 

de aproximadamente 8 mm3, cada uno. El primero de los fragmentos, 

denominado muestra control, se introdujo en medio de cultivo con suero bovino 

fetal al 10%, y el segundo de los fragmentos, denominado muestra tratada, en 

el mismo medio suplementado con la doxorubicina a una concentración de 2 

µg/ml, considerada equivalente a las concentraciones plasmáticas alcanzadas 

en pacientes con cáncer de mama tratadas con quimioterapia 205. Ambos 
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fragmentos se mantuvieron en condiciones de cultivo en placas de 24 pocillos, 

a 37º C y en una atmósfera constante de CO2 durante 24 horas. Tras estas 24 

horas, los fragmentos se extrajeron y fijaron en una solución de formol 

tamponado al 10% durante 16 horas, a temperatura ambiente, para ser 

posteriormente embebidas en parafina en condiciones de vacío mediante un 

procesador automático. Estas muestras se utilizaron para los estudios de 

expresión de proteínas mediante ensayos de inmunohistoquímica (Figura 3.2). 

 

 

 
 

Figura 3.2. Esquema de obtención de las muestras para el modelo ex vivo de exposición 

de tumores a drogas terapeúticas. El primer fragmento se mantiene 24 horas en medio 

de cultivo suplementado con suero bovino fetal al 10%, y el segundo de los fragmentos 

en este medio con doxorubicina a una concentración de 2 µg/ml. Tras 24 horas, ambas 

muestras se fijan en formol y procesan en parafina.  

 

 

 

3.7. Ensayos de expresión de proteínas mediante 

inmunohistoquímica e inmunocitoquímica 

 

3.7.1. Técnica de inmunohistoquímica 

Las inmunotinciones se realizaron sobre secciones de tejido de 3 micras de 

grosor, montadas sobre cristales portaobjetos con carga electrostática. Tras el 
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proceso de desparafinización e hidratación en una batería de xilol, alcoholes 

con graduación decreciente (absoluto, 96º y 70º) y agua bidestilada, se realizó 

el proceso de desenmascaramiento antigénico, utilizando diferentes soluciones:  

• solución basada en EDTA tamponada a pH9 (Dako), para los ensayos de  

MKP-1, JNK y p-JNK 

• solución basada en citrato tamponada a pH8 (Ventana), para los ensayos 

de ERK1/2, p-ERK1/2, p-p38 y p38. 

Este desenmascaramiento se consiguió sumergiendo las secciones en la 

solución correspondiente y calentando la misma a 110ºC durante 3 minutos en 

un autoclave SA-260FA. 

Tras el desenmascaramiento, se realizó el bloqueo de la peroxidasa endógena 

del tejido mediante una incubación de las secciones en una solución al 0,03% 

de peróxido de hidrógeno durante 5 minutos. Posteriormente, se realizaron 

lavados enérgicos con una solución salina tamponada a pH 7.6 de Tris, que 

contiene Tween 20, durante 5 minutos. A continuación se realizó la incubación 

con los anticuerpos primaries durante 60 minutos, a temperatura ambiente. La 

unión anticuerpo-antígeno se evidenció con la utilización de polímeros 

(EnVision, Dako) y multímeros (OmniMap, Ventana), conjugados a 

inmunoglobulinas específicas al anticuerpo primario empleado, y marcados con 

peroxidasa. Estas reacciones se revelaron mediante el uso de 3,3’-

diaminobencidina como cromógeno, durante 5 minutos, seguido de tinción 

suave con hematoxilina. Todas estas técnicas se realizaron de forma 

automática mediante el uso del Dako Link y del Discovery XT de Ventana. De 

forma esquemática, el protocolo seguido fue el siguiente para la técnica de 

inmunohistoquímica basada en EnVision: 

1. Bloqueo de la actividad peroxidasa endógena: 

Incubar con peróxido de hidrógeno al 3% (Blocking Solution DAKO), 5 minutos 

a temperatura ambiente. 

Lavar con TBS (DAKO) durante 10 minutos  

Este paso se puede hacer en cualquier momento antes de añadir la 

peroxidasa. 

2. Añadir anticuerpo primario: 

Incubar 30 minutos a temperatura ambiente. 
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Lavar con solución de lavado DAKO (TBS). 

3. Añadir polímero de dextrano específico marcado  

Incubar 30 minutos a temperatura ambiente. 

Lavar con solución de lavado DAKO (TBS) o PBS. 

4. Añadir la solución de sustrato-cromógeno DAB 

Incubar 5 minutos  

Lavar con agua destilada. 

5. Contrateñir con hematoxilina DAKO 

Incubar 2-5 minutos. 

Lavar con agua destilada. 

6. Montar las preparaciones, después de deshidratar con etanol y xilol. 

 

El protocolo seguido para la técnica de inmunohistoquímica basada en 

OmniMap fue el siguiente, bajo incubación en cámara de aceite mineral y de 

temperatura controlada: 

1. Incubación con anticuerpo primario: 

Incubar 30 minutos a 37ºC. 

Lavar con solución de lavado TBS de Ventana. 

2. Bloqueo de la actividad peroxidasa endógena: 

Incubar con la solución bloqueante (Inhibitor CM Ventana), 10 minutos a 37ºC. 

Lavar con TBS (DAKO) durante 10 minutos  

3. Añadir multímero específico conjugado con peroxidasa 

Incubar 15 minutos a 37ºC. 

Lavar con solución de lavado TBS de Ventana. 

4. Añadir la solución de sustrato-cromógeno DAB-CM de Ventana en 

presencia de sales de cobre (Cooper CM de Ventana) 

Incubar 5 minutos a 37ºC. 

Lavar con TBS de Ventana. 

5. Contrateñir con hematoxilina acuosa de Ventana 

Incubar 2 minutos. 

Lavar con agua destilada. 

6. Montar las preparaciones, después de deshidratar con etanol y xilol. 
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Como controles negativos, se incubaron secciones de los mismos casos, 

sustituyendo el anticuerpo primario con un suero no inmunizado de la misma 

especie. Como control positivo, se utilizó un caso con una expresión ya 

conocida de cada una de las proteínas estudiadas. 

Además de los tejidos humanos, se procesaron de la misma forma tejidos 

procedentes de ratones silvestres y mutados para MKP-1 130, procedentes de 

Bristol-Myers Squibb Co. 

 

3.7.2. Evaluación de los marcadores de inmunohistoquímica 

La expresión de los marcadores se evaluó sin acceso a la información clínica 

hasta la finalización del estudio. La proteína MKP-1 se detectó en las células 

epiteliales del tejido mamario morfológicamente normal, y su expresión fue 

semejante en todos los casos estudiados. Sobre esta base, se estableció este 

nivel de expresión de MKP-1 como corte o umbral para definir aquellos tejidos 

con sobre-expresión de MKP-1 y los tejidos sin sobre-expresión de la proteína. 

Así, se consideró sobre-expresión cuando el nivel de tinción observado en el 

núcleo de las células tumorales era superior al observado en las células 

epiteliales de la mama morfológicamente normales, y sin sobre-expresión 

cuando esta tinción era igual o menor. 

La expresión de las MAPK, ERK1/2, p-ERK1/2, JNK, p-JNK, p38 y p-p38, se 

observó en el núcleo de las células. Las correspondientes formas fosforiladas o 

activas se evaluaron considerando el porcentaje de células con expresión 

nuclear, y estableciendo como umbral de positividad el 1% de las células 200, 

206. Las formas totales, además, se expresaron en el citoplasma de estas 

mismas células como reflejo de la forma no fosforilada de la proteína. 

Para el resto de marcadores, se calculó una escala de expresión semi-

cuantitativa, denominada Histo-score (H-score), que considera el porcentaje de 

células con expresión y la intensidad de la misma. La intensidad se evalúa en 4 

categorias: negativa (valor 0), débil (valor 1), intermedia (valor 2) y fuerte (valor 

3). El H-score se calcula aplicando un factor de corrección o de peso al 

porcentaje en cada una de las intensidades de expresión, de acuerdo a la 

siguiente fórmula: 
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H-score = (expresión baja %) x 1 + (expresión intermedia %) x 2 + (expresión 

fuerte %) x 3. 

Los resultados de este cálculo oscilan en un rango entre 0 y 300. 

  

3.7.3. Técnica de inmunocitoquímica 

Los estudios de inmunocitoquímica destinados a la validación de los 

anticuerpos contra MKP-1 se realizaron en pequeños portaobjetos circulares de 

1 cm de diámetro, tapizados por una monocapa de células BT-474, mantenidas 

en distintas condiciones de tratamiento. Para obtener estos portaobjetos, se 

colocaron los mismos en el interior de seis placas convencionales de cultivo de 

5 cm de diámetro, y se sembraron las células BT-474 en las condiciones antes 

mencionadas. Tras conseguir una confluencia celular del 80%, se realizaron los 

tratamientos. A continuación, los portaobjetos fueron retirados de la placa de 

cultivo y fijados en una solución de metanol y acetona al 50% a temperatura 

ambiente durante 15 minutos, para posteriormente realizar las determinaciones 

de la expresión de MKP-1 mediante una técnica de inmunocitoquímica, 

utilizando para ello los tres anticuerpos seleccionados frente a MKP-1 (V-15, M-

18 y C-19) en las mismas condiciones que en los ensayos de 

inmunohistoquímica y utilizando el sistema de detección EnVision+ durante 10 

minutos a temperatura ambiente. Se empleó la diaminobencidina como 

cromógeno durante 5 minutos, seguida de una contratinción suave con 

hematoxilina. Todas estas técnicas se realizaron de forma automática mediante 

el uso de la plataforma Dako Link. 

El resto de células BT-474 de cada una de las placas en las distintas 

condiciones experimentales se lisaron, aislando las proteínas de las mismas 

para su análisis mediante un ensayo de Western-blot, que se utilizó como 

referencia de la expresión de MKP-1. 

 

3.8. Técnica de hibridación in situ de fluorescencia para HER2 

 

El estado del gen que codifica HER2 se determinó mediante el test de 

hibridación in situ de fluorescencia Pathvysion (Abbot-Vysis Diagnostics). 

Secciones de 5 µm de tejido se desparafinizaron y rehidrataron, y 
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posteriormente se calientaron en la Pre-Treatment Solution (solución de 

pretratamiento) durante 10 minutos. A continuación, se realizó una digestión 

proteolítica utilizando la Ready-to-use Pepsin (pepsina lista para su uso) a 37°C 

en un horno de hibridación durante 12 minutos. Tras los pasos de 

calentamiento y pretratamiento proteolítico, se utilizó una mezcla de las sondas 

de FISH basadas en una combinación de tecnología de PNA (ácido nucleico 

peptídico) y de ADN. Esta mezcla de sondas de ADN incluye sondas marcadas 

con Rodamina, que cubren una región de 218 kb y que incluye el gen HER2 en 

el cromosoma 17, y una mezcla de sondas de PNA marcadas con fluoresceína 

cuya diana es la región centromérica del cromosoma 17. La hibridación 

específica de ambas dianas condujo a la formación de una señal fluorescente 

roja-naranja bien definida en cada locus del gen HER2, así como de una señal 

fluorescente verde correspondiente al centrómero de cada cromosoma 17. Tras 

el lavado astringente, las muestras se montaron con un medio de montaje 

fluorescente que contiene DAPI (4',6-diamidina-2-fenilindol) y se cubrieron con 

un cubreobjetos. Con un microscopio de fluorescencia se estudiaron al menos 

60 células representativas del componente tumoral infiltrante, estableciendo el 

número de señales rojas del gen HER2 y de señales verdes del centrómero del 

cromosoma 17. Siguiendo las recomendaciones del CAP-ASCO, aquellos 

casos con ratios o cocientes entre ambas señales mayores de 2.2 se 

consideraron como amplificados. 

 

3.9. Técnica de estudio de apoptosis mediante TUNEL 

 

La apoptosis se estudio mediante el ensayo de TUNEL (TdT-UTP-End 

Labelling) sobre secciones de tejidos idénticas a las utilizadas en 

inmunohistoquímica. Como sonda para detector las células que han iniciado la 

apoptosis, se empleó la 16-dUTP-Tdt marcada con fluoresceína (Roche 

Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) tras digestión con proteinasa K del 

tejido durante 15 minutos, manteniéndola en incubación durante una hora. El 

tejido se montó con DAPI con objeto de marcar los núcleos en fluorescencia 

azul. Las secciones se estudiaron mediante un microcopio de fluorescencia con 

filtro para FITC y con filtro UV para detectar el DAPI y localizar las regiones de 
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interés. Se calculó un índice apoptótico como el porcentaje de células con 

fluorescencia verde en 10 campos de gran aumento (x400 de magnificación). 

 

3.10. Análisis estadístico 

 

El estudio estadístico se realizó utilizando el paquete informático SPSS versión 

inglesa 13.0 (SPSS Inc, Chicago, IL), considerando todos los cálculos hasta el 

nivel de significancia de 0.05. Las correlaciones entre la expresión de MKP-1 y 

las variables clínico-patológicas se realizaron aplicando el test χ2 (Fisher exact 

test) y el test U de Mann Whitney. También se utilizó el test T de muestras 

pareadas para comparar la expresión de los diferentes marcadores, expresada 

como Histo-score, entre las muestras control y las muestras tratadas con 

doxorubicina del ensayo ex vivo. Los resultados de este test se expresaron de 

forma visual, agrupando los diferentes patrones de expresión mediante un 

análisis no supervisado de tipo jerárquico, utilizando las medias como método 

de agrupación. Mediante esta agrupación, se establecieron relaciones entre los 

diferentes casos y los patrones de expresión de los marcadores 207, 208. El 

estudio de supervivencia se realizó aplicando el test de rangos en escala 

logarítmica de Kaplan-Meier. El análisis multivariado se calculó incluyendo 

todas las variables cuantitativas y cualitativas mediante el modelo de riesgos 

proporcionales de Cox.  
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4.1. La doxorubicina modifica la expresión de MKP-1 y de las 

formas fosforiladas de las MAPK en líneas celulares de cáncer 

de mama  

 

Varios trabajos científicos en los últimos años han demostrado que el 

tratamiento con doxorubicina disminuye de una forma significativa los niveles 

de expresión de MKP-1 en líneas celulares humanas de cáncer de mama. La 

importancia de este hecho es que la reducción de MKP-1 por diferentes 

métodos parece aumentar, al menos en estos modelos, la sensibilidad de las 

líneas de cáncer al tratamiento con fármacos anti-tumorales que inducen la 

expresión de MKP-1, como algunos agentes quimioterápicos 178.  

De esta forma, el primer grupo de experimentos realizados estaba dirigido a 

confirmar estos efectos de la doxorubicina sobre la expresión de MKP-1, 

utilizando como modelos las líneas celulares de cáncer de mama disponibles 

en el laboratorio y, posteriormente, caracterizar las modificaciones secundarias 

producidas en las formas fosforiladas o activas de las diferentes MAPK que 

participan en la señalización celular. 

El primer experimento estaba destinado a medir el efecto citotóxico de la 

doxorubicina mediante la utilización de un ensayo de viabilidad celular tipo 

MTS, medido a un tiempo de 48 horas, en un panel de líneas de cáncer de 

mama que incluía las células MDA-MB-231, MDA-MB-453, MDA-MB-468, 

SKBR-3, BT-474 y MCF-7 (Figura 4.1). La doxorubicina se empleó a las dosis 

de 0,5nM, 5nM, 0,05µM, 0,5µM, 5µM, 10µM, 25µM, 50µM y 100µM. Los 

resultados obtenidos confirmaron el efecto citotóxico de la doxorubicina a 48 

horas sobre este panel de líneas, tal y como habían sido publicados por 

diferentes grupos en años recientes. La IC50  para las células estudiadas se 

pudo calcular entre 5µM, en MDA-MB-453, MDA-MB-231, MDA-MB-468 y 

SKBR-3, las más sensibles, y 20µM , en MCF-7 y BT-474, las más resistentes. 
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Figura 4.1. Ensayo de viabilidad celular tipo MTS sobre un panel de líneas de cáncer de 

mama. Se trataron con dosis de doxorubicina (0,5nM, 5nM, 0,05µM, 0,5µM, 5µM, 10µM, 

25µM, 50µM y 100µM). La viabilidad celular está ajustada a los niveles de viabilidad 

observados en el control a las 48 horas del inicio del experimento. 

 

A continuación, se estudiaron los efectos producidos a nivel de RNAm y de 

proteína en estas mismas líneas celulares tratadas con las concentraciones de 

doxorubicina alrededor de la IC50 (5 y 20µM) sobre la expresión de MKP-1, 

explorados a 4 y a 8 horas de tratamiento. Para ello se diseñó un experimento 

basado en un ensayo simultáneo o multiplex de PCR a tiempo real, utilizando el 

RNA mensajero obtenido de una de las células del panel, BT-474, en las 

diferentes condiciones del ensayo. En esta PCR a tiempo real se utilizó la 

expresión del gen de RPLPO como endógeno o referencia para medir las 

modificaciones en MKP-1 a partir de los niveles observados en la situación 

basal o control. De forma concordante a lo detectado en el ensayo de viabilidad 

celular, este experimento demostró una importante reducción de los 

transcriptos del gen de MKP-1, siguiendo un patrón dosis y tiempo 

dependiente, en las células BT-474 tratadas con doxorubicina respecto a estas 

mismas células en condiciones de control. Característicamente, los niveles de 
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RNA mensajero del gen referencia RPLPO no se modificaron de forma 

significativa en las distintas condiciones del experimento (Figura 4.2). Así, en la 

concentración de 5µM indujo una reducción de MKP-1 del 46% a las 4 horas y 

del 83% a las 8 horas. El tratamiento a 20µM redujo la expresión de los 

tránscriptos de MKP-1 hasta en un 97% a las 4 horas y en más del 99% a las 8 

horas. 

Este ensayo se realizó de forma independiente y por triplicado a partir de tres 

experimentos completos, confirmando los mismos resultados. Para validar los 

hallazgos obtenidos, en nuevos experimentos de PCR a tiempo real se 

determinaron los niveles de MKP-1 en las mismas condiciones de ensayo 

aunque utilizado otros dos genes referencia, la β-actina y el de la proteína 18S, 

obteniéndose resultados similares a los descritos con RPLPO. Finalmente, se 

determinaron también los niveles de expresión de MKP-1 en las mismas 

condiciones de tratamiento en las líneas MDA-MB-231, MDA-MB-468, MDA-

MB-453, SKBR-3 y MCF-7, mostrando en mismo patrón de inhibición de su 

expresión tiempo y dosis dependiente, con un rango de cambio en el 

tratamiento a 5µM entre 33 y 58% a las 4 horas y del 61 y 90% a las 8 horas y 

en el tratamiento a 20µM entre 91 y 99% a las 4 horas y en todas las 

condiciones del más del 99% a las 8 horas. 
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Figura 4.2. Expresión de MKP-1 mediante PCR a tiempo real desde cDNA construido 

sobre tránscriptos de mRNA en la línea BT-474. Se analizaron los niveles de expresión 

en condiciones basales y tras tratamiento con doxorubicina a 4 y 8 horas y a 

concentraciones de 5 y 20 µM. Los valores están ajustados a la expresión de RPLPO 

como gen endógeno y al valor basal como referencia.  Se observa una inhibición 

profunda de MKP-1 de forma dosis y tiempo dependiente, alcanzando un bloqueo casi 

completo en la dosis más alta y al tiempo más largo explorado 

 

 

Los siguientes experimentos abordaron el estudio de la expresión de MKP-1 a 

nivel de proteína y cómo ésta se modificaba con el tratamiento con 

doxorubicina. Mediante un ensayo de Western-blot a partir de lisados de las 

mismas células BT-474 en las condiciones de tratamiento con doxorubicina a 

concentraciones de 1, 5, 10, 20 y 50 µM, durante 4 horas, se demostró un 

efecto similar dosis dependiente de reducción de los niveles de proteína de 

MKP-1. Como se observa en la Figura IV.3, se alcanzó una reducción 

significativa a dosis iguales o superiores de 5 µM de doxorubicina.  
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Figura 4.3. Expresión de MKP-1 mediante Western blot sobre células BT-474, en 

condiciones basales y de tratamiento con doxorubicina a concentraciones de 1, 5, 10, 20 

y 50 µM, durante 4 horas 

 

 

 

En los experimentos de Western-blot ensayando diferentes tiempos de 

tratamiento con doxorubicina (experimento time-course), se demostró que la 

reducción observada de los niveles de proteína de MKP-1 era evidente ya a las 

4 horas de tratamiento con doxorubicina a la concentración de 5 µM y máxima 

a las 8 horas, confirmando los hallazgos obtenidos del análisis de tránscriptos 

(Figura 4.4). Esta inhibición de MKP-1 se mantenía hasta las 24 horas, último 

tiempo explorado en nuestros experimentos. Resultados similares a estos en la 

expresión de MKP-1 se pudieron detectar utilizando concentraciones de 

doxorubicina de 20 y 50 µM. 
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Figura 4.4. Experimento time-course de los efectos de la doxorubicina en el tiempo sobre 

la expresión de MKP-1. La expresión de MKP-1 se estudió mediante Western blot sobre 

células BT-474, en condiciones basales y de tratamiento con doxorubicina a 

concentración de 5 µM, durante 1, 2, 4, 8, 12 y 24  horas. Se observan los efectos de la 

doxorubicina sonre las formas totales y fosforiladas de ERK, JNK y p38  

 

 

De forma complementaria al estudio de la expresión de MKP-1 y los cambios 

inducidos por la doxorubicina, el siguiente grupo de experimentos se encaminó 

a estudiar las modificaciones de los diferentes miembros de las vías de 

señalización de las MAPK. De forma interesante, el descenso de MKP-1 

observado en las células BT-474 precede en el tiempo a un incremento de la 

expresión de las formas fosforiladas de los diferentes miembros de la familia de 

las MAPK. De esta forma, la expresión de la forma fosforilada de ERK1/2 

aumenta de una forma dosis y tiempo dependiente: a concentraciones de 5 µM 

de doxorubicina, la expresión de p-ERK1/2 se incrementa a las 12 horas de 

tratamiento (Figura 4.4), mientras que a concentraciones superiores de 

doxorubicina, este incremento es detectado ya a las 8 horas (Figura 4.4). El 
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aumento de la expresión de la forma fosforilada de JNK por doxorubicina se 

observa a concentraciones de 20 µM o superiores (Figuras 4.5 y 4.6). Por 

último, la forma fosforilada de p38 no fue detectada en ninguna de la 

condiciones ensayadas utilizando la línea BT-474. Como control de este 

experimento, se utilizaron células Jurkat 209 estimuladas con PHA, que 

demostraron una expresión inequívoca e inducible de las formas fosforiladas de 

JNK y de p38.  

 

 

 
 

 

Figura 4.5. Expresión de MKP-1 mediante Western blot sobre células BT-474, en 

condiciones basales y de tratamiento con doxorubicina a concentración de 20 µM, 

durante 1, 2, 4, 8, 12 y 24  horas. Se observan los efectos de la doxorubicina sonre las 

formas totales y fosforiladas de ERK, JNK y p38 
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Figura 4.6. Expresión de MKP-1 mediante Western blot sobre células BT-474, en 

condiciones basales y de tratamiento con doxorubicina a concentración de 50 µM, 

durante 1, 2, 4, 8, 12 y 24  horas. Se observan los efectos de la doxorubicina sobre las 

formas totales y fosforiladas de ERK, JNK y p38.  

 

 

Como era predecible, la expresión de las formas totales de las proteínas 

ERK1/2, JNK y p38 no se modificó de forma significativa por el tratamiento con 

doxorubicina en los diferentes experimentos realizados.  

Dada la heterogeneidad del cáncer de mama, se consideró ampliar este 

estudio de la modulación de MKP-1 y de las formas fosforiladas de las distintas 

MAPK producida por la doxorubicina a una única concentración del fármaco, 20 

µM, en un panel ampliado de líneas de cáncer de mama, que era 

representativo de los fenotipos moleculares de cáncer de mama descritos, que 

incluía las líneas SKBR-3, MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-468 y MDA-MB-453 

(Figura 4.7).  

De forma similar a lo observado con BT-474, el tratamiento con doxorubicina en 

todas las células estudiadas indujo una inhibición profunda de la expresión de 

MKP-1, especialmente a las 24 horas. De forma concomitante a esta inhibición, 
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se detectaba un aumento de la expresión de las formas fosforiladas de ERK y 

de JNK, aunque siguiendo una cinética en el tiempo distinta a las BT-474. En 

algunas de estas células se detectaron también aumentos variables de la 

expresión de la forma fosforilda de p38, diferente para cada línea celular 

estudiada.  

La línea MDA-MB-231 mostraba una inhibición de MKP-1 inducida por 

doxorubicina siguiendo un patrón dependiente del tiempo, con una máxima 

reducción a las 24 horas de tratamiento. El aumento de la forma fosforilada de 

ERK1/2 fue similar en todos los tiempos estudiados, mientras que el 

incremento de la forma fosforilada de JNK fue máximo a las 4 y 24 horas. En 

esta línea, se detectó elevación de la forma fosforilada de p38 en los tiempos 

más prolongados incluidos en el estudio.  

La línea MDA-MB-453 mostró también una inhibición profunda de MKP-1 por el 

tratamiento con doxorubicina, que se acompañaba de un incremento de la 

expresión dependiente del tiempo de las formas fosforiladas de ERK1/2 y JNK. 

Esta línea celular no expresó la forma fosforilada de p38, al igual que BT-474, 

en ninguno de los tiempos analizados.  

Las células MDA-MB-468 tratadas con doxorubicina también redujeron la 

expresión de MKP-1. El incremento de las formas fosforiladas de las MAPK, 

ERK1/2, JNK y p38, fue observado siguiendo un patrón dependiente del tiempo 

de tratamiento, siendo máximo a las 24 horas.  

En la línea celular SKBR-3, la disminución de MKP-1 inducida por el 

tratamiento con la doxorubicina fue máxima a las 24 horas, acompañándose de 

aumento de la expresión de la forma fosforilada de ERK1/2. En esta célula, las 

cinéticas de aumento de las formas activas de JNK y p38 fueron distintas al 

resto de líneas estudiadas, con un incremento máximo para la primero 

detectado a las 4 horas y con un aumento máximo para p38 detectado a las 8 

horas.  

Finalmente, en el modelo dependiente de estrógenos, la línea MCF-7, la 

expresión de MKP-1 se redujo con el tratamiento con la doxorubicina de forma 

progresiva en el tiempo, con un máximo de inhibición a las 24 horas. El 

aumento de las formas fosforiladas de las tres MAPK fue dependiente del 
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tiempo de tratamiento, con un máximo en el último punto explorado para todas 

ellas. 

 

 

 

 

Figura 4.7. Expresión de MKP-1 y de las formas fosforiladas de las MAPK mediante 

Western blot sobre lisados de las células SK-BR-3, MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-468 y 

MDA-MB-453, estudiadas en condiciones basales y de tratamiento con doxorubicina a 

una concentración de 20 µM, durante 4, 8 y 24  horas. 

 

Este primer grupo de experimentos, de forma global, demuestra que la 

reducción en los niveles de MKP-1 inducida por la doxorubicina precede en el 

tiempo a un aumento de la expresión de las formas fosforiladas o activas de las 

MAPK, ERK1/2, JNK y p38, utilizando para ello diversas líneas de cáncer de 

mama como modelos y, de una forma más profunda y amplia, con la línea BT-

474. También puede observarse una reducción reproducible en diferentes 

experimentos de los niveles de expresión de la forma fosforilada de ERK1/2 en 
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los tiempos más cortos estudiados, entre 1 y 4 horas (Figura 4.4), que podrían 

sugerir que se produce una disminución de la estabilidad de la proteína MKP-1, 

favoreciendo quizá el descenso de la misma MKP-1 que se observa a tiempos 

más prolongados de tratamiento con doxorubicina 58, 149. Los niveles de 

expresión de las proteínas MKP-1 y de la forma activa de ERK1/2, medidos de 

forma semi-cuantitativa mediante análisis de densitometría de bandas de 

interés del Western-blot y normalizando por los niveles detectados de tubulina 

como referencia, confirman este hallazgo (Figura 4.8). Estos mismos efectos se 

observaron también a concentraciones superiores de doxorubicina sobre un 

panel amplio de células de cáncer de mama representativas de los diferentes 

fenotipos moleculares de la enfermedad. 

 

 

 

 
Figura 4.8. Niveles relativos de expresión de MKP-1 y p-ERK en BT-474 tratadas con 

doxorubicina a 5µM durante 1, 2, 4, 8 y 12 horas, tras cuantificación por densitometría de 

bandas de interés de Western blot y normalizando por la expresión de tubulina en cada 

condición. Se observa que la disminución en p-ERK1/2 precede en el tiempo a la de 

MKP-1. A tiempos prolongados, es evidente la inhibición profunda de MKP-1 por la 

doxorubicina y el incremento de la expresión de p-ERK1/2  
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Para confirmar la relevancia de todos estos hallazgos, empleamos a 

continuación un inhibidor selectivo de PKC y de MKP-1, el Ro-31-8220 210. Este 

Ro-31-8220 se utilizó en combinación con las distintas concentraciones de 

doxorubicina, sobre las mismas células BT-474.  

En primer lugar, el tratamiento con Ro-31-8220, utilizado como agente único, 

demostró, como era esperable, una marcada reducción de los niveles de 

expresión de la proteína MKP-1 en las células BT-474 mediante ensayos de 

Western-blot. Esta reducción de MKP-1 se acompañaba de un aumento 

importante y rápido de la expresión de la formas fosforiladas de JNK, mientras 

que el aumento de la forma activa de ERK1/2 se producía de una forma más 

tardía (Figura 4.9). 

 

 

 

 

 

Figura 4.9. Efectos de la combinación de doxorubicina y del inhibidor de MKP-1, Ro-31-

8220, sobre la expresión de MKP-1 y las MAPK, analizados mediante Western blot  

 

 

La exposición de las células BT-474 pre-tratadas con Ro-31-8220 a la 

doxorubicina produjo un aumento persistente de los niveles detectados de la 

forma activa de ERK1/2 (Figura 4.9) y una reducción modesta, aunque 

significativa, de la viabilidad celular comparada con cada una de los 
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compuestos administrados de forma aislada (Figura 4.10). Este resultado 

demostró, de una forma clara, que la combinación de dos compuestos que de 

forma independiente reducen la expresión de MKP-1, probablemente por 

mecanismos moleculares diferentes, provoca una disminución mayor de la 

viabilidad celular que cualquiera de los tratamientos administrado por separado 
210, indicando un potencial interés terapeútico en el tratamiento del cáncer de 

mama. 

 

 

 

 

 

 
Figura 4.10. Efectos de la combinación de doxorubicina y del inhibidor de MKP-1, Ro-31-

8220, sobre la viabilidad celular en BT-474, La combinación de ambos compuestos 

reduce de forma significativa la viabilidad celular respecto a los tratamientos de forma 

separada. Las diferencias se han analizado mediante el test no paramétrico de Wilcoxon 

para muestras pareadas. 
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4.2. Validación de un ensayo de inmunohistoquímica para MKP-

1 utilizando muestras de tejido fijadas en formol y embebidas 

en parafina 

 

En la literatura científica se ha descrito el papel de MKP-1 en relación a la 

historia natural de la enfermedad en algunos tipos de cáncer, utilizando 

ensayos de inmunohistoquímica sobre muestras de tumores fijadas en formol y 

embebidas en parafina, basados en el uso de anticuerpos no testados 

previamente para este uso y empleando metodologías muy dispares. De esta 

forma, algunos de los trabajos publicados han demostrado resultados 

controvertidos e, incluso contradictorios en algunos casos, como en algunos 

estudios recientes sobre el rol de MKP-1 en series de cáncer no microcítico de 

pulmón. En este tipo de tumores se ha citado por algunos grupos que MKP-1 

resulta ser un factor de mal pronóstico relacionado con la resistencia adquirida 

al tratamiento con platino 148, 184, mientras que otros trabajos han descrito MKP-

1 como indicador o factor de buen pronóstico en este mismo tipo de tumores 
182. Por este motivo, consideramos que para llevar a cabo el actual estudio, 

resultaba imprescindible diseñar un ensayo robusto y reproducible, capaz de 

trabajar sobre muestras fijadas en formol y embebidas en parafina, siguiendo 

unos criterios de validación muy estrictos. De esta forma, para establecer este 

ensayo aplicable sobre las muestras de tejido fijadas en formol, se estudió la 

sensibilidad y especificidad de los tres anticuerpos comercialmente disponibles 

contra MKP-1 (V-15, M-18 y C-19, de Santa Cruz Biotech), referenciados de 

una forma más frecuente en la literatura y que han sido utilizados en diversos 

estudios para ensayos de Western-blot, inmunoprecipitación, 

inmunohistoquímica e inmunocitoquímica.  

 

 

4.2.1. Ensayos de inmunocitoquímica sobre las células BT-474 

En los estudios de inmunocitoquímica destinados a la validación de los tres 

anticuerpos seleccionados contra MKP-1 sobre portaobjetos tapizados por una 

monocapa de células BT-474, se realizaron los tratamientos de cada una de las 

placas en las siguientes condiciones:  
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- Control 

- estimulación con EGF a 100 ng/ml, durante 3 horas 

- tratamiento con el inhibidor de proteasoma, MG132, a una concentración 

de 25µM durante 6 horas 

- tratamiento con Ro-31-8220 a una concentración de 10 µM, durante 6 

horas 

- tratamiento con doxorubicina a una concentración de 5 µM, durante 4 

horas 

- tratamiento con cisplatino a una concentración de 10 µg/ml, durante 24 

horas 

 

 

En el estudio de las inmunocitoquímicas, las diferencias observadas en el 

patrón de expresión de MKP-1 en las células y en la modulación de la misma 

por los distintos tratamientos fueron muy llamativas, en función del anticuerpo 

empleado en el ensayo. En primer lugar, el anticuerpo M-18 mostraba un 

patrón de expresión de MKP-1 predominantemente citoplasmático y, de forma 

más débil, nuclear, apreciándose un aumento de la intensidad de la tinción y 

del número de células con expresión en las células tratadas con EGF 

comparadas con las células control. Por el contrario, las células BT-474 

tratadas tanto con Ro-31-8220 como con cisplatino, mostraron una importante 

reducción de la expresión de MKP-1, en términos de número de células con 

tinción como de de intensidad de la misma. Las células tratadas con 

doxorubicina presentaban niveles intermedios de inhibición de MKP-1.  

Los ensayos de inmunocitoquímica sobre las mismas condiciones comentadas 

sobre las células BT-474 y utilizando el anticuerpo C-19 contra MKP-1, 

mostraron un patrón de expresión nuclear débil, de forma difusa, sin 

evidenciarse diferencias en la intensidad de la tinción ni en el número de 

células con tinción en ninguna de las condiciones ensayadas.  

Finalmente, el anticuerpo V-15 mostró una expresión de MKP-1 

fundamentalmente nuclear en las células BT-474, y en adición débilmente 

citoplasmática (Figura 4.11). En las diferentes condiciones experimentales, la 
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modulación de la cantidad de células con tinción y de su intensidad fue similar 

a la observada con el anticuerpo M-18. 

 

 

 

 

 

Figura 4.11. Condiciones ensayadas en inmunocitoquímica para la expresión de MKP-1 

con el anticuerpo V-15, incluyendo control, estimulación con EGF a 100ng/ml durante 3 

horas, tratamiento con el inhibidor de proteasoma, MG132, a 25uM durante 6 horas, con 

Ro-31-8220 a 10uM durante 6 horas, con doxorubicina a 5uM durante 4 horas y con 

cisplatino a 10ug/ml durante 24 horas. El panel superior corresponde a campos 

microscópicos representativos (aumento x200) y el panel inferior a los resultados del 

análisis de imagen realizado con el programa ImageJ. El DMSO corresponde al vehículo 

de MG132 y Ro-31-8220 

 

 

Para confirmar estos resultados y cuantificar los cambios observados, se 

realizó un análisis de imagen sobre 5 campos microscópicos de aumento 

intermedio (x200) obtenidos de los cubreobjetos ensayados para la 

inmunocitoquímica, y que fuesen representativos de cada una de las 

condiciones del experimento. Este análisis de imagen se llevó a cabo con la 

aplicación informática en lenguaje Java, Image-J, siguiendo el procedimiento 

descrito en la literatura 211-213. El análisis se encaminó a medir la densidad 

óptica de la diaminobencidina sumada a la hematoxilina, específica de la 

expresión tinción nuclear de la proteína, con el objetivo de establecer una 
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cuantificación de la expresión en esta localización de MKP-1. Para ello, se 

descompuso la imagen en los colores marrón+rojo y azul según el algoritmo de 

color HDAB. A continuación se convirtió cada uno de las estructuras azules 

correspondientes a los núcleos de las células en máscaras opacas que eran 

representativas de la superficie de estos núcleos, utilizando para ello el 

algoritmo MASK del programa Image-J. Esta máscara nuclear se superpuso a 

la imagen correspondiente al color rojo-marrón mediante el algoritmo IMAGE 

CALCULATION basada en la diferencia matemática de ambas, resultando así 

depurada cualquier tinción de MKP-1 fuera de las estructuras nucleares. Sobre 

la imagen resultante, se midió la densidad en escala de grises de la tinción 

corregida por la superficie que ocupaban los núcleos mediante el algoritmo 

MEASURE, que podía ser exportada a una tabla de Excel, recogiendo los 

datos de la intensidad de grises y la superficie correspondiente. Determinando 

como referencia de la escala, la condición de control de las células BT-474, se 

calcularon los niveles de cada uno de los tratamientos, demostrando de forma 

cuantitativa las diferencias observadas en la expresión de MKP-1 en las tres 

determinaciones. Este análisis demostró de una forma cuantitativa la 

evaluación realizada de forma manual, revelando que en condiciones control, el 

50% de las células BT-474 expresaban MKP-1, en condiciones de 

estimulación, el 80%, el tratamiento con MG132 inducía expresión en el 60%, el 

tratamiento con Ro-31-8220 reducía la expresión al 5%, la doxorubicina y el 

cisplatino al 20% (Figura 4.12). 
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Figura 4.12. Gráfico de barras correspondiente al porcentaje de células BT-474 con 

expresión de MKP-1, en las condiciones ensayadas en inmunocitoquímica (control, 

estimulación con EGF a 100ng/ml durante 3 horas, tratamiento con el inhibidor de 

proteasoma, MG132, a 25uM durante 6 horas, con Ro-31-8220 a 10uM durante 6 horas, 

con doxorubicina a 5uM durante 4 horas y con cisplatino a 10ug/ml durante 24 horas), 

analizadas mediante el programa ImageJ 

 

 

 

4.2.3. Ensayos de inmunocitoquímica sobre fibroblastos 

embrionarios 

Con el objetivo de confirmar la especificidad de los ensayos de 

inmunocitoquímica con los tres anticuerpos disponibles contra MKP-1, se 

utilizaron fibroblastos embrionarios procedentes de ratones silvestres y de 

animales con doble deleción del gen MKP-1. De forma similar a como se 

realizó con BT-474, estas células se crecieron sobre cubreobjetos circulares. 

En primer lugar, se compararon los niveles de expresión de MKP-1 entre 

ambas estirpes celulares mediante un ensayo de Western-blot para verificar las 

diferencias en sus niveles de proteína (Figura 4.13). A continuación, se 
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realizaron las técnicas de inmunocitoquímica, utilizando los tres anticuerpos 

(Figura 4.14). 

 

 

 
 

Figura 4.13. Western blot para expresión de MKP-1 en fibroblastos embrionarios 

silvestres y mutados, células HeLa (carcinoma de cérvix), A549 (adenocarcinoma de 

pulmón) y BT-474. Los niveles de expresión más elevados corresponden a la línea de 

pulmón A549 y los menores a la línea HeLa. De forma llamativa, los fibroblastos mutados 

para MKP-1 demuestran una ausencia total de expresión de MKP-1  
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Figura 4.14. Imágenes representativas de los niveles de expresión de MKP-1 mediante 

inmunocitoquímica en los fibroblastos embrionarios silvestres (WT) y mutados (KO) para 

el gen, utilizando los anticuerpos V-15, C-19 y M-18. Se presentan imágenes 

microscópicas x100 y x250, correspondiendo en cada aumento el panel superior a la 

imagen real y el panel inferior, tras procesamiento de imagen con el programa ImageJ, 

con el fin de evidenciar únicamente en color rojo la expresión nuclear de la proteína 

 

El anticuerpo V-15 demostró una diferencia evidente de expresión de MKP-1 

entre ambas células, confirmando el patrón de expresión predominantemente 

nuclear de la proteína. El anticuerpo M-18 mostró unos niveles semejantes de 

tinción entre ambos tipos de fibroblastos, identificándose una expresión intensa 

a nivel citoplasmático y, de forma más débil, nuclear, y finalmente, el anticuerpo 

C-19 no demostró tinción en ninguna de las células estudiadas. 
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4.2.4. Determinación de las condiciones analíticas del ensayo para MKP-1 

sobre muestras fijadas en formol 

Una vez estudiadas la especificidad y sensibilidad de los anticuerpos contra 

MKP-1 sobre las líneas celulares mediante inmunocitoquímica, se trasladaron 

estos conocimientos generados a los ensayos sobre muestras parafinadas. La 

fijación en formol preserva y estabiliza las proteínas mediante el 

establecimiento de enlaces covalentes entre las proteínas 214. Para detectar 

estas proteínas mediante técnicas de inmunohistoquímica, los enlaces deben 

de romperse mediante métodos denominados de forma genérica como 

desenmascaramiento antigénico (antigen retrieval), que incluyen calentamiento 

de la muestra en diversos tampones a distintos pH, con varias temperaturas o 

digestión enzimática 214, 215.  

Para ello, y utilizando una matriz de tejidos (TMA) que incluía diferentes 

muestras sanas y tumorales (Tabla 4.1) fijados en formol en unas condiciones 

conocidas y controladas, con un tiempo de fijación no superior a 24 horas y uso 

formol tamponado, se estudió el patrón de tinción de los 3 anticuerpos 

mediante inmunohistoquímica. Para establecer las condiciones experimentales 

de la técnica, se diseñó una serie de ensayos en paralelo que recogían todas 

las combinaciones de los diferentes factores que influyen en la técnica: tipo de 

desenmascaramiento (temeperatura, tiempo y método), concentración y tiempo 

de incubación del anticuerpo primario y sistema de detección, según se 

describe en la Tabla 4.2.  
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Tabla 4.1. Muestras incluidas en la matriz de tejidos utilizada como control de las 

condiciones del ensayo de inmunohistoquímica 

 

 

 

Tipo de muestra Número de casos
carcinoma ductal de mama 3
adenocarcinoma de colon 3

carcinoma de pulmón no microcítico 3
linfoma de Hodgskin 1

linfoma difuso de células B 2
melanoma 2

carcinoma escamoso de cabeza y cuello 2
carcinoma urotelial 3

glioblastoma multiforme 2
carcinoma de células claras de ovario 2

carcinoma seroso 2
carcinoma endometrioide 3

carcinoma ductal de páncreas 1
adenocarcinoma gástrico 2

mucosa de colon 2
endometrio 2

piel 2
mama no tumoral 2

hígado 2
riñón 2

amígdala 3
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Tabla 4.2. Condiciones ensayadas en inmunohistoquímica para los anticuerpos contra 

MKP-1, M-18, C-19 y V-15, incluyendo el tipo de desenmascaramiento antigénico, 

características de incubación del anticuerpo primario y sistema de detección utilizado 

 

 

 

 

Anticuerpo Desenmascaramiento antigénico
Sistema de
detección

Dilución del
anticuerpo 
primario

Tiempo de
incubación del
anticuerpo primario

Sin pretratamiento

Baño termostático 95º 40min citrato pH6

Baño termostático 95º 40min citrato pH7.3

Baño termostático 95º 40min EDTA pH8

Baño termostático 95º 40min TRIS pH9

Autoclave 3min citrato pH6
Autoclave 3min citrato pH7.3

Autoclave 3min EDTA pH8

Autoclave 3min TRIS pH9

Sin pretratamiento

95ºC 60min pH8 (cc1st)

95ºC 30min pH8 (cc1st)

95ºC 60min pH6 (cc2st)

Proteasa1, 4min

anti-MKP-1 C-19 (sc-370)

OmniMap

1/1000

1/500

↓

↓

30min TA

60min TA

anti-MKP-1 C-
19 (sc-
370)

EnVision

60min 37ºC

1/100

Anticuerpo Desenmascaramiento antigénico
Sistema de
detección

Dilución del
anticuerpo 
primario

Tiempo de
incubación del
anticuerpo primario

Sin pretratamiento

Baño termostático 95º 40min citrato pH6

Baño termostático 95º 40min citrato pH7.3

Baño termostático 95º 40min EDTA pH8

Baño termostático 95º 40min TRIS pH9

Autoclave 3min citrato pH6

Autoclave 3min citrato pH7.3

Autoclave 3min EDTA pH8

Autoclave 3min TRIS pH9
Sin pretratamiento

95ºC 60min pH8 (cc1st)

95ºC 30min pH8 (cc1st)

95ºC 60min pH6 (cc2st)

Proteasa1, 4min

anti-MKP-1 M-18 (sc-1102)

30min TA

60min TA

60min 37ºC
1/1000

↓

1/200
anti-MKP-1 
M-18          
(sc-1102)

EnVision

1/100

OmniMap

↓

Anticuerpo Desenmascaramiento antigénico
Sistema de
detección

Dilución del
anticuerpo 
primario

Tiempo de
incubación del
anticuerpo primario

Sin pretratamiento

Baño termostático 95º 40min citrato pH6

Baño termostático 95º 40min citrato pH7.3

Baño termostático 95º 40min EDTA pH8

Baño termostático 95º 40min TRIS pH9
Autoclave 3min citrato pH6

Autoclave 3min citrato pH7.3

Autoclave 3min EDTA pH8

Autoclave 3min TRIS pH9

Sin pretratamiento

95ºC 60min pH8 (cc1st)

95ºC 30min pH8 (cc1st)

95ºC 60min pH6 (cc2st)

Proteasa1, 4min

60min 37ºC

anti-MKP-1 V-15 (sc-1199)

30min TA

60min TA

OmniMap

1/100

↓

1/200

↓

1/1000

EnVision

anti-MKP-1    
V-15           
(sc-1199)
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Los resultados de la expresión de MKP-1 de los tres anticuerpos empleados, 

según cada una de las condiciones de la técnica inmunohistoquímica 

ensayadas, revelaron profundas diferencias en el patrón de expresión dentro 

de las células tumorales e, incluso, entre las células normales.  

En las determinaciones inmunohistoquímicas con el anticuerpo M-18 a una 

concentración de 1:200 durante 60 minutos bajo la utilización de tampones de 

desenmascaramiento a pH6, pH7.3 y pH8, mostraron una tinción difusa en 

todos los elementos del tejido, de intensidad similar, y siguiendo un patrón 

combinado citoplasmático y nuclear. De forma característica, la utilización de 

tampón pH6 mediante microondas (MW) mostró de forma adicional un patrón 

de tinción de membrana celular. La utilización de tampón de 

desenmascaramiento a pH9 y mediante autoclave durante 3 minutos, se 

identificó un patrón selectivo de expresión en células tumorales, de mayor 

intensidad que el detectado en el tejido normal de la misma muestra, junto a 

escasa tinción en elementos estromales. Como sistema de detección, se 

empleó EnVision en las condiciones habituales. En estas condiciones 

seleccionadas como óptimas y que se emplearon en los siguientes estudios de 

validación, se pone de manifiesto que el anticuerpo M-18 mostraba una 

expresión de MKP-1 predominantemente citoplasmática, con una mayor 

intensidad de tinción en las células tumorales comparadas con las normales 

(Figuras 4.15 y 4.16).  
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Figura 4.15. Imágenes representativas de inmunohistoquímica utilizando el anticuerpo M-

18, estudiando la expresión de MKP-1, sobre tumores malignos de mama y pulmón  
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Figura 4.16. Detalle de la expresión de MKP-1 por inmunohistoquímica con el anticuerpo 

M-18 en un carcinoma de mama, utilizando el anticuerpo a una concentración de 1:200 

durante 60 minutos tras desenmascaramiento con una solución de desenmascaramiento 

a pH9 y autoclave durante 3 minutos, y EnVision como sistema de detección. Se observa 

expresión fundamentalmente citoplasmática y ocasionalmente nuclear, tanto en las 

células tumorales como, de forma menos intensa, en las células normales 

El anticuerpo C-19 no demostró expresión de MKP-1 en la mayoría de las 

condiciones ensayadas, fundamentalmente cuando se utilizaba 

desenmascaramiento con digestión enzimática. Mediante el uso de las 

diferentes soluciones a pH6, pH7.3, pH8 y pH9, se detectaba una expresión de 

forma difusa y similar en todas las células tumorales y normales de las 

muestras, con un patrón de tinción nuclear y citoplasmático, frecuentemente 

granular (Figuras 4.17 y 4.18), y que se interpretó como inespecífico. Sin 

embargo, para los posteriores estudios de validación, se consideró el 

desenmascaramiento antigénico con solución a pH6 y mediante autoclave 

durante 3 minutos, y el anticuerpo a una dilución de 1:500 durante 30 minutos, 

como la condición de ensayo más reproducible y en la que se puede observar 

una semejanza al patrón esperado según los conocimientos de los modelos 

celulares. 
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Figura 4.17. Imágenes representativas de inmunohistoquímica utilizando el anticuerpo C-

19, estudiando la expresión de MKP-1, sobre tumores malignos de mama y pulmón 
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Figura 4.18. Detalle de la expresión de MKP-1 por inmunohistoquímica con el anticuerpo 

C-19 en un carcinoma de mama, utilizando una solución de desenmascaramiento de pH6 

y autoclave durante 3 minutos, además de EnVision como sistema de detección. Se 

observa expresión exclusivamente citoplasmática similar en células tumorales y 

normales 

Finalmente, el anticuerpo V-15 mostró una expresión de MKP-1 variable entre 

las distintas muestras estudiadas. La expresión fue fundamentalmente nuclear, 

tanto en las células tumorales como, de forma más débil, en las células 

normales, epiteliales y estromales (Figuras 4.19 y 4.20). La tinción mejor 

definida y restringida al patrón de expresión de MKP-1 esperado se consiguió 

mediante la utilización de soluciones de desenmascaramiento a pH9 y con el 

baño termostático durante 40 minutos a 95ºC como sistema de calentamiento, 

con una dilución del anticuerpo a 1:200 incubado durante 60 minutos y 

EnVision como sistema de detección. El uso de soluciones a pH6, pH7.3 y pH8 

reveló tinción similar a la descrita, aunque de menor intensidad y definición. De 

esta forma, se seleccionó esta condición de tratamiento con solución a pH9 y 

con baño termostático para el anticuerpo V-15 como método óptimo para el 

estudio de MKP-1 en muestras parafinadas. 
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Figura 4.19. Imágenes representativas de inmunohistoquímica utilizando el anticuerpo V-

15, estudiando la expresión de MKP-1, sobre tumores malignos de mama  
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Figura 4.20. Detalle de la expresión de MKP-1 por inmunohistoquímica con el anticuerpo 

V-15 en un carcinoma de mama, utilizando una solución de pH9 y baño termostático a 

95ºC durante 40 minutos. El anticuerpo primario se diluyó a 1:200 y se incubó durante 60 

minutos, tras lo que se aplicó EnVision como sistema de detección. Se observa 

expresión fundamentalmente a nivel nuclear,  más débil citoplasmática, tanto en las 

células tumorales y de forma menos intensa en las células normales 

 

Como confirmación de que las condiciones seleccionadas, se procedió a 

realizar determinaciones inmunohistoquímicas sobre cortes histológicos 

consecutivos de la misma matriz de tejidos. En estos cortes consecutivos se 

identificaron los diferentes patrones de expresión de MKP-1 utilizando los tres 

anticuerpos. Las Figuras 4.21 y 4.22 revelan las importantes divergencias en 

cuanto a intensidad, patrón y distribución de la expresión de MKP-1 en los 

mismos tumores y sobre el mismo campo microscópico.  Este hecho pone de 

manifiesto la importancia y dificultad de una correcta adecuación y optimización 

de las condiciones experimentales en este tipo de ensayos, así como una 

validación de todos los procesos implicados. 
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Figura 4.21. Imágenes representativas de inmunohistoquímica utilizando el anticuerpo M-

18, C-19 y V-15, estudiando la expresión de MKP-1, sobre secciones consecutivas de 

diferentes tumores malignos, e identificando el mismo campo microscópico. Cada fila 

corresponde a dos muestras tumorales ensayadas. Son evidentes las importantes 

diferencias en la intensidad y patrón de expresión de MKP-1 entre los tres anticuerpos 

para cada tumor 
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Figura 4.22. Imágenes representativas de inmunohistoquímica utilizando el anticuerpo M-

18, C-19 y V-15, estudiando la expresión de MKP-1, sobre secciones consecutivas de 

tumores de mama, a mayor detalle e identificando el mismo campo microscópico. El 

anticuerpo M-18 demuestra expresión predominante en el citoplasma de las células, de 

intensidad fuerte, al anticuerpo C-19 resulta generalmente negativo o débilmente 

positivo de forma nuclear en todas las células incluidas en la muestra, y el anticuerpo V-

15 mostraba expresión nuclear y discretamente citoplasmática en las células, 

fundamentalmente en las tumorales. De forma adicional, puede detectarse que MKP-1 

analizado con V-15 sigue un patrón de distribución heterogéneo en el tumor mientras 

que M-18 y C-19 producen tinciones difusas 

 

A continuación y como demostración de la especificidad del ensayo escogido, 

se utilizaron tejidos procedentes de los ratones silvestres y mutados para MKP-

1, tal y como se describe en la sección de material y métodos 130, para ser 

estudiados por inmunohistoquímica con los tres anticuerpos. Los tejidos 
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escogidos por su estructura anatómica fueron riñon, hígado, pulmón y encéfalo. 

Los anticuerpos M-18 y V-15 (Figuras 4.23 y 4.24, respectivamente) 

demostraron una expresión de MKP-1 en todos los tejidos procedentes de los 

ratones silvestres, de una intensidad débil o moderada, el primero de ellos 

citoplasmático y el segundo predominantemente nuclear. Los tejidos de los 

ratones mutantes para MKP-1 estudiados con el anticuerpo V-15 no mostraron 

ningún tipo de tinción, mientras que analizados con el anticuerpo M-18, 

demostraban una expresión claramente citoplasmática en numerosas células. 

Estos tejidos, ensayados por inmunohistoquímica utilizando el anticuerpo C-19 

contra MKP-1, no mostraron ningún tipo de tinción en las células de los 

diferentes tejidos (Figura 4.25). 

 

 
Figura 4.23. Imágenes representativas de inmunohistoquímica estudiando la expresión 

de MKP-1 en tejido renal y hepático, utilizando el anticuerpo M-18, procedentes de 

ratones silvestres (WT) y mutados (KO) para el gen. Los tejidos del ratón silvestre 

presentan una expresión citoplasmática de intensidad intermedia, en hepatocitos, 

ductos biliares, túbulos renales y urotelio de pelvis renal, acompañada de débil 

expresión nuclear. Los elementos estromales no demostraron expresión evidente. Los 

tejidos de ratones mutados mostraron expresión de MKP-1 de intensidad intermedia en 

ductos y urotelio, no identificándose expresión nuclear en ningún punto. 
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Figura 4.24. Imágenes representativas de inmunohistoquímica estudiando la expresión 

de MKP-1 en tejido renal y hepático, utilizando el anticuerpo V-15, procedentes de 

ratones silvestres (WT) y mutados (KO) para el gen. Los tejidos del ratón silvestre 

presentan una expresión citoplasmática de intensidad intermedia, en hepatocitos, 

ductos biliares, túbulos renales y urotelio de pelvis renal, acompañada de evidente 

expresión nuclear. Los elementos estromales no demostraron expresión evidente. Los 

tejidos de ratones mutados mostraron una ausencia total de expresión de MKP-1. 
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Figura 4.25. Imágenes representativas de inmunohistoquímica estudiando la expresión 

de MKP-1 en tejido renal y hepático, utilizando el anticuerpo C-19, procedentes de 

ratones silvestres (WT) y mutados (KO) para el gen. No se identifica expresión de MKP-1 

en ninguno de los tejidos analizados. Se observa tinción inespecífica en macrófagos de 

estroma en diversos órganos. 

 

La validación de las condiciones de la inmunohistoquímica se completó 

mediante un ensayo en el que se realizó una pre-absorción del anticuerpo 

primario con un péptido antigénico específico suministrado por Santa Cruz: sc-

1199P para V-15, sc-1102P para M-18 y sc-370P para C-19. La pre-absorción 

se llevó a cabo con la adición a la solución del anticuerpo primario del péptido, 

siguiendo las especificaciones del suministrador. En todos los casos estudiados 

mediante este ensayo se demostró una ausencia de tinción absoluta. De forma 

complementaria, se demostró sobre células BT-474 mediante Western-blot la 

especificidad del mismo, pre-incubando de la misma forma el anticuerpo 

primario con el péptido bloqueante sc-370P durante 15 minutos (Figura 4.26). 
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Figura 4.26. Western-blot para MKP-1 con el anticuerpo C-19 en células BT-474 en 

condiciones basales y en tratamiento con doxorubicina durante 4 horas a 

concentraciones de 1 y 5µM. Los tres primeros carriles representan los niveles de MKP-1 

en un ensayo convencional; los tres siguientes, tras pre-incubación del anticuerpo 

primario con el péptido bloqueante específico sc-370P. 

 

En base a los resultados obtenidos en los diferentes experimentos de 

inmunohistoquímica destinados a confirmar la especificidad del ensayo, se 

determinó que el anticuerpo V-15 demostraba una tinción según el patrón 

esperado por el conocimiento acumulado en la literatura, además que los 

ensayos con tejidos procedentes de los ratones confirmaban la misma. Este 

anticuerpo se estandarizó a condiciones de desenmascaramiento antigénico en 

una solución tamponada a pH9, utilizando durante 40 minutos un baño 

termostático que contenía las secciones de tejido. El anticuerpo se utilizó a una 

dilución de 1:200, con una incubación de 60 minutos a temperatura ambiente y 

usando el sistema EnVision como método de detección durante 30 minutos, 

siguiendo las recomendaciones del fabricante.  

La sensibilidad del ensayo de inmunohistoquímica escogido se determinó 

mediante un estudio comparativo de expresión de MKP-1 en una serie de 9 

muestras pareadas de cáncer de mama, de las que se disponía de tumor 

congelado (almacenado a -80ºC) y un bloque de parafina representativo, y que 

fue analizada mediante Western-blot –las muestras congeladas– e 

inmunohistoquímica –las muestras parafinadas–. Las muestras congeladas se 

homogeneizaron, lisaron y se extrajeron las proteínas, tal y como se describe 
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en la sección de Material y Métodos, demostrando mediante un ensayo de 

Western-blot la expresión de MKP-1 en las mismas como una banda de 39kDa, 

aproximadamente, de peso molecular, y con una intensidad variable. Mediante 

inmunohistoquímica se estudiaron las parafinas correspondientes de los 

mismos casos siguiendo el protocolo descrito para V-15. Los niveles de 

expresión de MKP-1 mostraron una correlación excelente en la determinación 

de inmunohistoquímica con la intensidad de las bandas del ensayo de Western 

blot para la mayoría de los casos estudiados (Figura 4.27). 

 

 

 

 

Figura 4.27. Niveles de expresión de MKP-1 en 9 tumores de mama pareados, mediante 

Western blot sobre lisados procedentes de las muestras congeladas, y mediante 

inmunohistoquímica sobre secciones de tejido de los bloques de parafina 

 

 

Mediante estos experimentos se definió un ensayo de inmunohistoquímica 

robusto y con una sensibilidad y una especificidad suficientes para ser 

empleado en muestras de tejido humano fijadas en formol y embebidas en 

parafina. El ensayo tiene como base el uso del anticuerpo policlonal de conejo 

V-15 en las condiciones previamente comentadas, destinado al análisis del 



Resultados 
 

 

 128

patrón de expresión en una serie retrospectiva amplia de tumores de mama 

con seguimiento clínico. 

 

 

4.3. Estudio del patrón de expresión de MKP-1 en tejido 

mamario normal y en lesiones patológicas de la mama 

 

En primer lugar, se estudió el patrón de expresión de MKP-1 mediante 

inmunohistoquímica en una serie de secciones completas de tejido de mama 

que incluían epitelio mamario normal, lesiones no proliferantes de mama y 

lesiones proliferantes. Esta serie estaba compuesta por 30 muestras de mama 

morfológicamente normal, 11 lesiones de hiperplasia ductal usual, 9 lesiones 

de lesión proliferante con atipia (hiperplasia atípica), 18 lesiones de carcinoma 

ductal in situ y 30 tumores epiteliales infiltrantes (Figura 4.28).  

El tejido mamario morfológicamente normal presentó una expresión nuclear de 

MKP-1 en las células de ductos y lobulillos mamarios, de intensidad débil, 

aunque evidente, presente de forma difusa en todas las células estudiadas. En 

ninguno de los casos se identificó expresión citoplasmática de la proteína. De 

forma característica, las células mioepiteliales y basales de las estructuras 

epiteliales mamarias no mostraron MKP-1 detectable en las condiciones 

utilizadas en este ensayo de inmunohistoquímica. Por el contrario, las células 

del estroma mamario normal, como los fibroblastos y las células endoteliales, 

presentaron una expresión nuclear débil de MKP-1. Las lesiones de hiperplasia 

ductal usual incluidas en este primer estudio mostraban expresión similar a la 

observada en el epitelio mamario morfológicamente normal, mientras que las 

lesiones de hiperplasia atípica presentaron una tinción de MKP-1 de una 

intensidad ligeramente superior. En ninguno de los casos se identificó un 

aumento del número de células con expresión de la proteína. 

La expresión nuclear de MKP-1 fue más intensa en el carcinoma ductal in situ 

comparada con el epitelio morfológicamente normal (Figura 4.29). Este patrón 

fue detectado en todos los casos de lesiones ductales in situ analizadas. Este 

hecho relevante permitió la definición de sobre-expresión de MKP-1 en base al 

aumento de esta expresión respecto a la referencia del tejido mamario normal.  
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Figura 4.28. Imágenes representativas de la expresión de MKP-1 en lobulillos mamarios 

morfológicamente normales (A y B) e hiperplasia ductal (C). Se representan diferentes 

niveles de expresión en diversos tumores junto a estructuras mamarias preservadas 

adyacentes a los mismos. Los tumores D, E y F muestran una expresión de MKP-1 

menor que el tejido morfológicamente normal, mientras que los tumores G, H e I 

presentan una expresión más elevada. Se observaron casos sin expresión de MKP-1 

detectable por inmunohistoquímica (J), con expresión moderada en aisladas células 

tumorales (K) o débil de forma difusa (L). Los tumores con sobre-expresión de MKP-1 (M 

a R) muestran diferentes niveles de la proteína en el núcleo de las células tumorales y en 

casos con intensa expresión, puede detectarse expresión citoplasmática (P y R) 
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Figura 4.29. Niveles de expresión de MKP-1 en las muestras analizadas correspondientes 

a tejido mamario morfológicamente normal, hiperplasia ductal, carcinoma ductal in situ y 

carcinoma infiltrante. De forma llamativa, los niveles detectados en tejido normal e 

hiperplasia no presentan, en ninguno de los casos estudiados, niveles superiores a un 

Histo-score de 100. Este valor fue seleccionado como umbral para definir la sobre-

expresion de MKP-1 

 

Todas las secciones de tejido mamario estudiadas, representativas de tejido 

morfológicamente normal, cambios de hiperplasia y lesiones de carcinoma in 

situ, procedían de especimenes quirúrgicos de pacientes diagnosticadas de 

carcinoma infiltrante. Los niveles de expresión de MKP-1 en los tumores de 

estas pacientes presentaron un patrón heterogéneo, identificándose 

variabilidad en la intensidad de la expresión en la serie de casos estudiada 

como diferente extensión de la misma entre los tumores. De forma general, la 

sobre-expresión de MKP-1 fue detectada hasta en el 50% de los tumores 

infiltrantes incluidos en la serie, tanto en aquellos analizados sobre una sección 

completa como en los tumores de las matrices de tejidos (Figura 4.29). De 

forma adicional a la expresión nuclear, en algunos tumores se observó la 

presencia citoplasmática de MKP-1 en células epiteliales malignas, aunque de 

una intensidad débil. Todos los casos que presentaron esta característica 

presentaban una expresión nuclear intensa de MKP-1. Este hallazgo puede 

explicarse por la presencia aumentada de la proteína en su forma 
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citoplasmática, en la que se induce su degradación tras ubiquitinización, vía 

proteasoma. En 5 de los casos estudiados sobre sección completa de tejido y 

que contenían lesiones de carcinoma ductal in situ, se detectó una sobre-

expresión de MKP-1 en estas lesiones de carcinoma in situ, mientras que MKP-

1 no era detectable en la lesión infiltrante de la misma paciente.  

El conjunto de todas estas observaciones sugiere que la sobre-expresión de 

MKP-1 es un acontecimiento que acontece precozmente durante la 

transformación maligna de la mama, y que MKP-1 está presente hasta en el 

50% de los carcinomas. 

 

 

4.4. La doxorubicina reduce la expresión de MKP-1 en una 

proporción elevada de tumores humanos de mama 

 

Ya se demostró que la doxorubicina modula la expresión de MKP-1 en un panel 

de líneas celulares de cáncer de mama (Figuras 4.3 a 4.8), reproduciendo 

resultados publicados por otros grupos 178, 216. A continuación, se estudió el 

efecto de la doxorubicina en una serie de tumores de mama procedentes de 

pacientes de nuestro centro. 

Con este último fin, se obtuvieron pequeñas muestras en fresco de tumores de 

mama intervenidos quirúrgicamente, que fueron expuestas de una forma ex 

vivo a la presencia de la doxorubicina a una concentración de 2µg/ml. Este 

modelo se designó como ensayo ex vivo en cáncer de mama para el estudio de 

marcadores. 

 

4.4.1. Ensayo ex vivo en cáncer de mama para estudio de 

marcadores 

En primer lugar, se estudio en este modelo la capacidad de permeación en el 

tejido de moléculas de pequeño tamaño, como la doxorubicina, mediante 

difusión desde el medio de cultivo. Dado que la doxorubicina presenta una 

fluorescencia de emisión roja en excitación a 488 nm 217, se utilizaron 

secciones de 4 µm de tejido, no procesadas ni teñidas, procedentes de los 

tumores incubados con el fármaco para estudiar la difusión del fármaco en la 
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muestra, utilizando para ello un microscopio de fluorescencia Olympus con 

lámpara de mercurio de 100 w y con un filtro de doble paso para el espectro 

verde y rojo.  

Todas las muestras de tumor incubadas durante 24 horas con doxorubicina 

presentaron una intensa y difusa fluorescencia roja por difusión del compuesto. 

Esta doxorubicina se incorporó tanto en el núcleo de las células tumorales 

como en el de las células normales, incluyendo fibroblastos, células mamarias 

epiteliales no tumorales o células inflamatorias (Figura 4.30).  

 

 

 

 

 

Figura 4.30. Imágenes representativas bajo microscopia óptica de fluorescencia de 

secciones del modelo de carcinoma de mama ex vivo, incubados con medio (control) o 

doxorubicina durante 24 horas (aumento x40 en las columnas de la izquierda y x400 en 

las de la derecha). Se observa la presencia del fármaco incorporado en los núcleos de 

las células tumorales expuestas al tratamiento tras 24 horas. Se identifica fluorescencia 

de emisión roja en células tumorales y en células estromales 
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Con el objetivo de definir la zona de difusión en los tejidos y establecer el área 

del tumor expuesta a la doxorubicina, se capturaron mediante una cámara 

digital acoplada al microscopio, Olympus DP50, hasta 100 imágenes 

microscópicas en campo oscuro a través del filtro de doble paso, utilizando un 

objetivo x100. A continuación, en estas imágenes se midió la distancia desde el 

borde físico de la pieza hasta la zona de máxima difusión de la doxorubicina, 

siguiendo la fluorescencia roja, mediante el programa de análisis ImageJ, 

corregido por el aumento y diámetro del campo microscópico empleados. Los 

cálculos demostraron una difusión homogénea de la doxorubicina, con un 

mínimo de 322.42 µm y un máximo de 990.99 µm, siendo la media de 624.13 

µm. Esta distancia fue considerada como la zona susceptible de exposición a la 

doxorubicina y fue utilizada para la evaluación de los efectos moleculares del 

tratamiento en todas las muestras estudiadas (Figura 4.31). 

 
 

Figura 4.31. Distancia desde el borde del fragmento de tumor de máximo penetración de 

la doxorubicina por difusión, medida en 100 puntos mediante el programa de análisis de 

imagen ImageJ (aumento x100), representada como líneas amarillas en cuatro imágenes 

representativas. La media de estas distancias es de 624.13 µm, el máximo de 990.99 µm y 

un mínimo de 322.42 µm  



Resultados 
 

 

 134

La observación de la fluorescencia demostró que el compuesto era capaz de 

penetrar las secciones de tejido incubadas durante 24 horas en presencia de la 

doxorubicina, validando este modelo como un ensayo para evaluar los efectos 

moleculares de un tratamiento sobre un tumor humano, en condiciones ex vivo, 

y manteniendo el contexto de interacción entre la célula tumoral y su 

microambiente. Como confirmación de los efectos celulares de la doxorubicina, 

se realizó una determinación inmunohistoquímica para detectar la expresión de 

la proteína p53 destinada a analizar el daño en el DNA celular producido por el 

fármaco. En todos los casos analizados se observó una inducción de su 

expresión de forma significativa respecto a los correspondientes tumores 

control (p<0.001) (Figura 4.32). 

 

 

 

Figura 4.32. Imágenes microscópicas representativas de la expresión de p53 mediante 

inmunohistoquímica, en muestras pareadas de tumores control y tratados con 

doxorubicina (aumento x400). En todos los casos estudiados se observó un incremento 

significativo de la expresión de p53, tanto en células tumorales como en células 

normales, incluyendo elementos estromales y células linfoides  
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4.4.2. Estudio de los efectos moleculares de la doxorubicina 

sobre MKP-1 y las MAPK en tumores de mama cultivados ex 

vivo 

Los efectos de la doxorubicina sobre MKP-1 y las formas fosforiladas de las 

MAPK se estudió en una serie de 50 tumores procesados para este modelo ex 

vivo. De cada tumor, se obtuvieron 2 fragmentos; el primero de ellos se 

mantuvo durante 24 horas en medio de cultivo y el segundo en medio 

suplementado con la doxorubicina a una concentración de 2 µg/ml, durante el 

mismo tiempo. En las muestras no expuestas a doxorubicina (muestras 

control), se detectó una expresión nuclear de MKP-1 con rango de sobre-

expresión en 23 (46%) de los casos y no sobre-expresada en los 27 (54%) 

restantes. Además de estudiar la presencia de sobre-expresión de MKP-1, se 

cuantificó la misma mediante un Histo-score según se discute en la sección de 

métodos. Analizando todos los casos de forma global, se observó una 

disminución de la expresión de MKP-1 (Figura 4.33), en términos de este Histo-

score, comparando los casos control con los tratados con doxorubicina: media 

de Histo-score de MKP-1: 117 ± 64 (desviación estándar, DS) en las muestras 

control, frente a 72 ± 104 en los tumores tratados (p<0.001).  
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Figura 4.33. Imágenes microscópicas representativas de la expresión de MKP-1 mediante 

inmunohistoquímica, en los tumores control y tratados con doxorubicina (aumento 

x400). Las células que expresan MKP-1 presentan tinción nuclear para la proteína. De 

forma general, se identifica una disminución de los niveles de MKP-1 tras el tratamiento 

en la mayoría de casos estudiados, tanto a nivel de las lesiones infiltrantes como in situ. 

 

 

La expresión de las formas fosforiladas de JNK y de ERK1/2 (Figura 4.34) 

aumentó de forma significativa en los casos tratados con doxorubicina respecto 

a los controles: Histo-score de p-ERK1/2: 49 ± 47 (DS) en los casos control, 

frente a 87 ± 65 en los tratados (p<0.001); e Histo-score de p-JNK: 72 ± 50 en 

los controles, frente a 126 ± 82 en los casos tratados (p<0.001).  
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Figura 4.34. Imágenes microscópicas representativas de la expresión de p-ERK mediante 

inmunohistoquímica, en muestras pareadas de los tumores control y tratados con 

doxorubicina (aumento x400). Las células que expresan la forma fosforilada de ERK 

presentan tinción nuclear para la proteína. Se observa expresión citoplasmática de la 

proteína en células tumorales, que no se considera para el estudio. Así mismo, se 

detecta p-ERK en células estromales. De forma general, se aprecia aumento de la 

expresión de p-ERK en los tumores analizados 

 

 

La expresión de p-p38 fue mayor en las muestras tratadas respecto a los 

controles, pero las diferencias no fueron estadísticamente significativas 

(p=0.29). Este patrón de cambios moleculares inducidos por la doxorubicina fue 

similar al observado en las líneas celulares de mama (Figuras 4.4 a 4.7). 

Sin embargo, estos hallazgos no fueron uniformes en todos los casos 

estudiados. Los niveles de MKP-1 disminuyeron en 39 de los tumores 

expuestos a la doxorubicina, mientras que en los 11 casos restantes, sus 

niveles se incrementaron. Estos efectos de la doxorubicina sobre la expresión 
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de MKP-1 y de las diferentes MAPK se expresaron de forma gráfica mediante 

un análisis de agrupamiento jerárquico no supervisado sobre las medias de 

expresión de cada uno de los marcadores por separado, utilizando una regla de 

afinidad que colocaba los casos con un patrón de expresión de marcadores 

similar más próximos entre sí 207, 208 (Figura 4.35). Este análisis se realizó 

mediante el programa informático en base Java, Genesis, que representa de 

forma arbitraria los aumentos de expresión inducidos por la doxorubicina para 

cada uno de los marcadores en color rojo y las disminuciones en color verde. 

 

 

 

 

Figura 4.35. Análisis de los cambios de expresión inducidos por la doxorubicina en MKP-

1 y las MAPK, mediante el programa informático Genesis. Se representa de forma 

arbitraria los aumentos de expresión en cada uno de los marcadores en color rojo 

(upregulation) y las disminuciones (downregulation) en color verde. El color negro 

representa una no modificación de la expresión 

 

 

De esta forma, únicamente aquellos tumores que disminuían MKP-1 por el 

tratamiento con doxorubicina, mostraron un aumento significativo de la 

expresión de p-ERK1/2 (p<0.001) y p-JNK (p<0.001). Comparando los niveles 

de expresión basales de MKP-1 en los casos control con la capacidad de 

disminuir su expresión ante el tratamiento con doxorubicina, encontramos que 

en los 27 casos que de forma basal no presentaban sobre-expresión de MKP-

1, la doxorubicina inducía una disminución de su expresión hasta alcanzar 

niveles indetectables o casi indetectables mediante el ensayo de 

inmunohistoquímica empleado (MKP-1 Histo-score: 69 ± 21 en los casos 

control, frente a 13 ± 14 en los tumores tratados; p=0.03). En este grupo de 27 
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tumores, el aumento estadísticamente significativo de p-ERK1/2 y p-JNK fue 

importante (p-ERK1/2 Histo-score: 38 ± 44 en casos control, frente a 96 ± 71 en 

los tratados; p<0.001; p-JNK Histo-score: 58 ± 44 in controles, frente a 150 ± 65 

in los tratados; p<0.001). Por el contrario, en los 23 tumores que presentaban 

de forma basal una sobre-expresión de MKP-1, el tratamiento con doxorubicina 

no consiguió modificar de forma significativa su expresión (p=0.24), la de p-

ERK1/2 (p=0.23), de p-JNK (p=0.72) ni la de p-p38 (p=0.32) (Figura IV.36).  

 

 

 

 

 

Figura 4.36. Niveles de expresión de MKP-1, p-ERK, p-JNK y p-p38 en las muestras 

control y tratadas con doxorubicina. Se muestran estos niveles para la serie completa de 

50 casos estudiados y para aquellos tumores con y sin sobre-expresión de MKP-1 en la 

muestra control 

 

 

Estas observaciones sugieren que en tumores de mama humanos, los niveles 

de base elevados de MKP-1 podrían estar relacionados con una menor 

capacidad de la doxorubicina para reducir la expresión de la propia MKP-1, así 

como de aumentar la activación de ERK1/2 y JNK en las células tumorales. 
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4.4.3. Estudio de los efectos en proliferación celular y 

apoptosis de la doxorubicina en tumores de mama cultivados 

ex vivo 

Con el fin de determinar las consecuencias de las modificaciones inducidas por 

la doxorucina sobre la expresión de MKP-1 y de las diferentes MAPK en cáncer 

de mama, se estudiaron la proliferación celular y la apoptosis en estas 

muestras ex vivo. La proliferación se analizó mediante estudio de los niveles de 

expresión de Ki-67 en las células tumorales. De forma general, las muestras ex 

vivo expuestas a la doxorubucina mostraron un descenso de la tasa de 

proliferación comparadas con sus respectivos controles (p<0.001) (Figura 

4.37). La reducción de la proliferación se observó en 36 casos (72%), mientras 

que Ki67 no se modifiicó en 14 tumores (28%) tras 24 horas de tratamiento con 

la doxorubicina. Característicamente, aquellos tumores en los que se producía 

una inhibición de MKP-1 por el tratamiento, se detectaba de una forma 

significativa una mayor reducción de la expresión de Ki-67 en las células 

tumorales, comparada con aquellos tumores que no mostraban inhibición de 

MKP-1 por la doxorubicina (p=0.03). 
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Figura 4.37. Imágenes microscópicas representativas del análisis de proliferación 

mediante inmunohistoquímica, utilizando el anticuerpo contra la proteína Ki-67, en los 

tumores control y tratados con doxorubicina (aumento x400). Las células que han 

entrado en el ciclo celular expresan en el núcleo Ki-67. De forma general se observa un 

descenso del número de células con expresión de la proteína en las muestras expuestas 

a la doxorubicina 

 

 

La apoptosis se estudió mediante dos métodos complementarios, la expresión 

de la forma truncada o activa de la caspasa-3 (Figura 4.38) y mediante el 

ensayo de TUNEL (Figura 4.39). Con ambos métodos, se observó un aumento 

significativo de las figuras de apoptosis en los tumores tratados con 

doxorubicina, tomando como referencia las muestras mantenidas 24 horas en 

medio de cultivo (p<0.001 para ambos marcadores). No se pudieron identificar 

diferencias de aumento de apoptosis entre los tumores que presentaban 

inhibición de MKP-1 por la doxorubicina y aquellos que no modifican o 

aumentaban sus niveles. 
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Figura 4.38. Imágenes microscópicas representativas del análisis de apoptosis mediante 

inmunohistoquímica, utilizando el anticuerpo contra la forma truncada de la caspasa 3, 

en los tumores control y tratados con doxorubicina (aumento x400). Las células 

apoptóticas expresan en el núcleo la forma truncada de la caspasa 3. Se identifica 

aumento de su expresión en todos los casos tratados con doxorubucina respecto a sus 

controles 
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Figura 4.39. Imágenes representativas del análisis de apoptosis mediante la técnica de 

TUNEL en los tumores control y tratados con doxorubicina (aumento x400). Las células 

apoptóticas se marcan en fluorescencia verde intensa. El tejido está contrastado con 

DAPI, en color azul. Se observa aumento de células con fluorescencia verde en todos los 

tumores expuestos a la doxorubucina respecto a sus controles  

 

 

4.5. La expresión de MKP-1, de las formas fosforiladas de las 

MAPK y las variables clínico-patológicas en los tumores de 

mama 

 

Con el objetivo de determinar el papel de MKP-1 en el cáncer de mama, se 

analizó su expresión mediante inmunohistoquímica en una amplia serie 

restrospectiva de 96 tumores infiltrantes, procedentes de pacientes con un 

seguimiento clínico exhaustivo (Tabla IV.3). En esta serie, la mediana de edad 

de las pacientes fue de 63 años (rango: 26-90 años) y la mediana de 

seguimiento clínico fue de 69 meses (rango: 9-128 meses). Cuarenta y tres 
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casos (45%) demostraron sobre-expresión de MKP-1 y 53 tumores (55%), no. 

La media del Histo-score para MKP-1 fue de 85.3 (± 79.5 SD).  

Las siguientes características fueron más frecuentes en los tumores con sobre-

expresión de MKP-1, aunque ninguna de ellas correlacionó de forma 

significativa con MKP-1 (Tabla 4.3): 

- Carcinoma infiltrante de tipo lobulillar 

- Escasa diferenciación (grado III de SBR) 

- Negatividad para receptores de estrógenos 

- Negatividad para receptores de progesterona 

- Sobre-expresión y amplificación de HER2 

- Mayor tamaño tumoral 

- Presencia de ganglios axilares invadidos en el momento del diagnóstico 

- Estadio avanzado 

 

En la serie estudiada, un total de 44 pacientes recibieron tratamiento adyuvante 

sistémico, bien quimioterapia, bien terapia hormonal o ambas. De estas 

pacientes, hasta 24 de ellas (54%) presentaron una sobre-expresión de MKP-1 

en los tumores, mientras que en las 52 pacientes que no recibieron tratamiento 

adyuvante, sólo 17 (33%) tuvieron sobre-expresión de MKP-1. Aunque existen 

diferencias numéricas entre ambos grupos en cuanto a la expresión de MKP-1, 

éstas no fueron significativas (p=0.16), probablemente por el pequeño tamaño 

muestral. En todo caso, la necesidad del tratamiento adyuvante en las 

pacientes con una sobre-expresión de MKP-1 de forma más frecuente podría 

reflejar el hecho de que esta sobre-expresión ocurre con mayor incidencia en 

aquellas pacientes con un estadio avanzado de la enfermedad o con la 

asociación de factores de mal pronóstico, aunque sin alcanzar esa significancia 

estadística.  
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Tabla 4.3. Características clínico-patológicas de la serie de pacientes analizada en el 

estudio, niveles de expresión de MKP-1 detectados y correlación de esta expresión con 

las variables incluidas 

 

 

 

 

 

 

Serie completa (n=96) MKP-1 con baja expresión (n=53) MKP-1 con sobre-expresión (n=43) Valor estadístico (p)

Media de edad, años (rango) 63.3 (26-90)

Media de seguimiento, meses (rango) 69 (9-128)

Estadio inicial del tumor

T1 48 (50%) 29 (60.4%)  19 (39.6%) 0.458

T2 37 (38.5%) 20 (54.1%) 17 (45.9%)

T3 7 (7.3%) 2 (28.6%) 5 (71.4%)

T4 4 (4.2%) 2 (50%) 2 (50%)

Estadio ganglionar

N0 57 (59.4%) 35 (61.4%)  22 (38.6%) 0.144

N1 18 (18.8%) 8 (44.4%) 10 (55.6%)

N2 10 (10.4%) 6 (60%) 4 (40%)

N3 6 (6.3%) 1 (16.7%) 5 (83.3%)

Nx 5 (5.2%) 

Estadio TNM

I 42 (43.8%) 27 (64.3%) 15 (35.7%) 0.223

II 28 (29.2%) 14 (50%) 14 (50%)

III 20 (20.8%) 8 (40%) 12 (60%)

IV 1 (1%) 1 (100%) 0 (0%)

Desconocido 5 (5.2%) 

Terapia adyuvante

            Sí 44 (45.8%) 21 (46.7%) 24 (53.3%) 0.164

            No 52 (54.2%) 27 (61.4%) 17 (38.6%)

Tipo tumoral

Ductal 78 (81.3%) 46 (58.9%) 32 (41.1%) 0.122

            Lobulillar 18 (18.7%) 7 (38.9%) 11 (61.1%)

Grado del tumor

I 24 (25%) 14 (58.3%) 10 (41.7%) 0.554

II 46 (47.9%) 27 (58.7%) 19 (41.3%)

III 26 (27.1%) 12 (46.2%) 14 (53.8%)

Receptores de estrógenos

Negativo 20 (20.8%) 10 (50%) 10(50%) 0.599

            Positivo 76 (79.2%) 43 (56.6%) 33 (43.4%)

Receptores de progesterona

Negativo 28 (29.2%) 11 (40.7%) 16 (59.3%) 0.084

            Positivo 68 (70.8%) 41 (60.3%) 27 (39.7%)

HER2

Negativo 77 (80.2%) 44 (57.2%) 33 (42.8%) 0.726

Positivo 19 (18.8%) 9 (47.4%) 10 (52.6%)

Recidiva (cualquier localización) 18 (18.8%) 3 (16.7%) 15 (83.3%) <0.001 

Metástasis 14 (14.6%) 1 (7.1%) 13 (92.4%) <0.001

Muerte 13 (13.5%) 0 (0%) 13 (100%) <0.001



Resultados 
 

 

 146

Posteriormente, se analizó la relación entre la expresión de MKP-1 y de las 

formas fosforiladas de las distintas MAPK, ERK1/2, JNK y p38. Todos los 

tumores infiltrantes estudiados expresaron en algún grado las formas 

fosforiladas de ERK1/2, JNK y p38. Las medias de los Histo-scores, y sus 

desviaciones estándar, fueron para la forma fosforilada de ERK1/2 de 58.3 ± 

58.7, para la de JNK de 32.7 ± 47.7 y para la de p38 de 120.6 ± 76.7. De forma 

relevante, se observó una relación significativa directa entre los niveles de 

expresión de MKP-1 en los tumores analizados y de activación de ERK1/2 

(p=0.020) y, de forma inversa, entre los niveles de MKP-1 y de la forma 

fosforilada de p38 (p=0.005) (Figura 4.40). La correlación entre MKP-1 y la 

forma fosforilada de JNK no pudo demostrarse en los tumores incluidos en esta 

serie (p=0.098). 
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Figura 4.40. Correlación entre la expresión de MKP-1 y las distintas proteínas 

fosforiladas de la familia de MAPK, para cada caso de carcinoma de mama. En el eje de 

coordenadas, se indica la expresión de MKP-1 en Histo-score, y en el eje de abscisas, la 

expresión de las distintas formas fosforiladas de las MAPK, también en Histo-score. Se 
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indican las medianas de cada una de las MAPK y el umbral de sobre-expresión de MKP-

1. Se calculó la correlación bivariada mediante el test de Spearman para cada MAPK 

 

 

 

Teniendo en cuenta la definición de sobre-expresión de MKP-1 en los tumores 

de mama, se compararon los niveles cuantitativos de cada una de las formas 

fosforiladas de las MAPK para aquello casos con y sin esta sobre-expresión. 

Así, la expresión de la forma fosforilada de ERK1/2 tenía un Histo-score de 

61.4 (media) ± 54.2 (desviación estándar) en los tumores con sobre-expresión 

de MKP-1, frente a un Histo-score de 55.8 ± 62.4 en los tumores sin sobre-

expresión, siendo esta diferencia estadísticamente significativa (p=0.034). Los 

valores de los Histo-scores de la forma fosforilada de JNK fueron de 29.6 ± 

29.7 en aquellos tumores con sobre-expresión de MKP-1, frente a un Histo-

score de 35.2 ± 41.6 en los tumores sin esta sobre-expresión (p=0.056);  Las 

diferencias entre la expresión de la forma fosforilada de p38 fueron 

significativas (p<0.001) entre los tumores con sobre-expresión de MKP-1, con 

una media de 95.5 ± 71.6, frente a los casos sin sobre-expresión, con una 

media de 140.9 ± 75.4 (Tabla 4.4). Las diferencias observadas fueron 

atribuidas tanto al número de células con expresión de cada una de las 

proteínas estudiadas, como de la intensidad de la tinción de las mismas. 
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Tabla 4.4. Correlación entre la expresión de MKP-1 y las distintas proteínas fosforiladas 

de la familia de MAPK y el marcador de proliferación Ki-67. Se indica el valor medio de 

expresión de cada marcador por Histo-score (HS) y su desviación estándar (SD) y las 

correlaciones calculadas mediante Chi cuadrado 

 

 

 

 

 

 

 

4.6. Sobre-expresión de MKP-1 y recidiva en cáncer de mama 

 

Con el objetivo de determinar el papel pronóstico de MKP-1 en el cáncer de 

mama, se analizó la asociación de los niveles de su expresión y la evolución 

clínica de las pacientes con esta enfermedad. En la serie estudiada, 18 

pacientes presentaron recidiva de la enfermedad. De éstas, 15 (83.3%) 

presentaban tumores con sobre-expresión de MKP-1, mientras que solo 3 

(16.7%), fueron pacientes sin sobre-expresión detectable de MKP-1 en las 

lesiones. La mayoría de las pacientes (15 casos, 83.3%) con recidiva habían 

recibido tratamiento adyuvante sistémico, incluyendo el uso de antraciclinas en 

7 de las 15 pacientes que sobre-expresaban MKP-1 y sólo en una de las 3 

pacientes sin sobre-expresión de MKP-1. Desgraciadamente, estas cifras son 

demasiado pequeñas para realizar un análisis de comparación entre el grado 

Pacientes (%) 96 (100%) 53 (45.2%) 43 (44.8%)

MKP-1
Media HS ± SD 85.3 ± 79.5 20.5 ± 26.5 165.2 ± 39.6

pERK1/2
Media HS ± SD 58.3 ± 58.7 55.8 ± 62.4 61.4 ± 54.2 0.034

pJNK1/2
Media HS ± SD 32.7 ± 36.7 35.2 ± 41.6 29.6 ± 29.7 0.056

pp38
Media HS ± SD 120.6 ± 76.7 140.9 ± 75.4 95.5 ± 71.6 <0.001

Ki67
Media % ± SD 13.8 ± 16.1 12.3 ± 16 14.9 ± 16.3 0.1

*Chi Square test

Serie completa MKP-1 con baja expresión MKP-1 con sobre-expresión Valor estadístico (p)*
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de expresión de MKP-1 y el efecto potencial del uso de las antraciclinas 

adyuvantes sobre el riesgo de recidiva en las pacientes con cáncer de mama.  

El riesgo de recidiva y su asociación con los niveles de expresión de MKP-1 se 

analizó mediante el test de supervivencia de Kaplan-Meier. Este análisis sobre 

el periodo libre de enfermedad confirmó que la sobre-expresión de MKP-1 era 

un factor pronóstico para la recidiva de la enfermedad (Figura 4.41; log-rank 

test, p<0.001). Las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para la recidiva y 

el test de rangos demostraron también que el estadio del tumor primario 

(p=0.035), el grado tumoral (p=0.013), el tamaño tumoral (p=0.025), la 

afectación de ganglios linfáticos axilares (p<0.001), la ausencia de expresión 

de los receptores de estrógenos (p=0.008), la ausencia de expresión de los 

receptores de progesterona (p=0.004) y los niveles bajos de expresión de p-

p38 (p<0.001) se asociaban con un mayor riesgo de recidiva.  

 

 

 

 

 

 

Figura 4.41. Curva de supervivencia libre de enfermedad en la serie de pacientes 

analizadas con cáncer de mama, estratificadas de acuerdo a la sobre-expresión o no de 

MKP-1 
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Los estudios de supervivencia multivariados se calcularon incluyendo todas las 

variables clínico-patológicas y la expresión de MKP-1 (Tabla 4.3). Estos 

análisis multivariados demostraron que la sobre-expresión de MKP-1 (p=0.016) 

fue un factor independiente de mal pronóstico en nuestra serie. Del resto de 

factores clínico-patológicos estudiados, la edad (p=0.015), el tamaño tumoral 

(p=0.050) y la afectación de ganglios linfáticos axilares (p=0.010) fueron 

también factores pronósticos independientes, mientras que los receptores de 

estrógenos (p=0.60), los receptores de progesterona (p=0.99), la sobre-

expresión y/o amplificación de HER2 (p=0.94), el estadio TNM (p=0.72), el 

grado del tumor (p=0.49) y el estado menopaúsico (p=0.19) no se comportaron 

como factores pronósticos independientes (Tabla 4.5).  

 

Tabla 4.5. Riesgos proporcionales siguiendo el análisis multivariado de riesgos de Cox 

para los factores pronósticos en relación a recidiva, en la serie de pacientes con cáncer 

de mama 

 

 

 

Dado que la expresión de la forma fosforilada de p38 fue un factor de mal 

pronóstico en el análisis univariado de supervivencia, se realizó un segundo 

estudio multivariado, incluyendo MKP-1, la misma p-p38 y las variables clínico-

patológicas mencionadas anteriormente. En este análisis, MKP-1 seguía 

demostrando ser un factor pronóstico independiente (p=0.015) mientras que p-

p38 perdía su significancia estadística (p=0.13). Sin embargo, ninguno de los 

pacientes con tumores que no sobre-expresaban MKP-1 fallecieron en el 

momento del análisis, hecho que impide el estudio de MKP-1 como factor 

pronóstico de supervivencia global. 



 

 



 

 



 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. Discusión  
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Los resultados del presente estudio en modelos celulares, tumores humanos 

cultivados ex vivo y en una serie retrospectiva de pacientes con cáncer de 

mama, confirman y extienden los hallazgos previos sobre la relevancia de la 

expresión de MKP-1 y, en general, de las MAPK sobre la sensibilidad a la 

doxorubicina como fármaco anti-tumoral 177, 178, 216.  De forma concreta, el 

trabajo demuestra en que los tumores malignos de mama en seres humanos 

expuestos a la doxorubicina, mediante la utilización de un modelo ex vivo de 

cáncer de mama, MKP-1 es una enzima regulable y que en la mayoría, aunque 

no en todos, de los tumores estudiados, la doxorubicina reduce 

significativamente su expresión. Este hecho de gran relevancia parece 

asociarse de forma constante y característica a un aumento de la activación de 

las vías de señalización celular JNK y ERK1/2, siguiendo un patrón semejante 

al observado en los modelos celulares de cáncer de mama.  

El estudio de la expresión de MKP-1 en una serie retrospectiva amplia de 

casos que incluía tejido mamario morfológicamente sano, lesiones de 

hiperplasia ductal, carcinoma in situ y tumores invasivos de mama, apunta a 

que la sobre-expresión de MKP-1 es un evento común durante la 

transformación maligna de las lesiones del tejido mamario, detectándose ya en 

las lesiones in situ. Por otra parte, la sobre-expresión de MKP-1 en los tumores 

infiltrantes de mama de esta serie se asociaba a niveles significativamente 

bajos de expresión de la forma fosforilada o activa de p38. De forma relevante, 

la sobre-expresión de MKP-1 detectada por inmunohistoquímica ha 

demostrado ser un factor independiente de mal pronóstico en las pacientes con 

cáncer de mama, proporcionando una evidencia clínica novedosa para el uso 

de MKP-1 como un marcador del comportamiento clínico en esta enfermedad.  

 

5.1. La doxorubicina modifica la expresión de MKP-1 y de las 

formas fosforiladas de las MAPK en líneas celulares de cáncer 

de mama   

 

En los modelos celulares de cáncer analizados en la literatura, la inducción de 

la expresión de MKP-1 se produce en las células tumorales ante la exposición 
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a fármacos anti-neoplásicos como el cisplatino o los agentes alquilantes, y de 

forma característica se asocia a una disminución de los niveles de expresión o 

a una inactivación de la vía de señalización de la JNK 128, 178, 184, 218. Sin 

embargo, otros agentes anti-tumorales, como la doxorubicina o la aplidina, 

reducen la expresión de MKP-1, sugiriéndose que esta reducción junto al 

aumento subsecuente de la forma fosforilada de JNK son una manifestación 

del mecanismo de acción anti-tumoral de estos fármacos 176, 178. 

Algunos estudios previos parecen demostrar que MKP-1 actúa como un 

mediador de quimioresistencia en varios modelos celulares de cáncer de mama 
178. En estos estudios se demostró que la sobre-expresión, de forma estable o 

de forma transitoria, de MKP-1 en las células tumorales de cáncer de mama, 

reducía la activación de la vía de JNK y disminuía la capacidad citotóxica de 

agentes alquilantes, como la meclorotamina, de las antraciclinas, como la 

doxorubicina, y de los inhibidores de la formación de los microtúbulos, como el 

paclitaxel. Por el contrario, la reducción de los niveles de expresión de MKP-1 

en los mismos modelos celulares, bien utilizando RNA de interferencia de 

pequeño tamaño o bien empleando inhibidores selectivos de MKP-1, 

aumentaba la sensibilidad a todos los fármacos antes comentados. Además en 

todos los casos, este aumento de la quimiosensibilidad en los modelos 

celulares se asociaba a un aumento en la actividad de la vía de señalización de 

JNK. Algunos experimentos adicionales, en los que se bloqueaba 

farmacológicamente la actividad de JNK o de p38 utilizando inhibidores 

selectivos, demostraron efectos similares a los de la sobre-expresión de MKP-

1, con una reducción a la sensibilidad a los agentes anti-neoplásicos 

estudiados. Por otra parte, el tratamiento combinado en condiciones in vitro con 

doxorubicina y meclorotamina demostró tener un efecto potenciador de la 

eficacia de la quimioterapia sobre la muerte celular, mientras que una inducción 

de la expresión de MKP-1 en estas condiciones de tratamiento, revertía el 

efecto observado de la sensibilidad a la terapia. De forma general, estos 

hallazgos sugieren que una combinación de agentes alquilantes con  

antraciclinas podría tener un efecto potenciador de la actividad o eficacia anti-

tumoral del tratamiento, y que esta potenciación puede deberse, al menos en 
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parte, a una inhibición profunda de la expresión de MKP-1 por la acción de la 

doxorubicina 178, 216.  

Dado que la doxorubicina es un agente quimioterápico utilizado de forma 

universal en la actualidad en el tratamiento del cáncer de mama, resulta por 

tanto una prioridad un estudio en profundidad de los efectos de la doxorubicina 

sobre MKP-1 y de la cinética de la activación de las diferentes MAPK a partir de 

esta modulación de la expresión de MKP-1 57, 216.  En primer lugar, en este 

estudio se ha confirmado que en líneas de cáncer de mama la doxorubicina 

disminuye los niveles de tránscriptos de MKP-1 y también de la misma proteína 

siguiendo un patrón claramente dependiente de la dosis y del tiempo de 

tratamiento. Esta disminución de MKP-1 inducida por la doxorubicina comienza 

a observarse en las células a concentraciones próximas a la IC50. De forma 

llamativa, el descenso detectado de MKP-1 parece preceder en el tiempo a un 

aumento en la expresión de las formas fosforiladas o activadas de ERK1/2 y de 

JNK.  

El papel de JNK en la regulación e inicio de los mecanismos de apoptosis está 

bien establecida en la literatura científica, utilizando diversos modelos 219, 220, 

mientras que las consecuencias de un aumento de la activación de ERK1/2 por 

el tratamiento con doxorubicina están hasta ahora poco caracterizadas en el 

cáncer de mama. Dado que la señalización mediada por ERK1/2 está 

relacionada con la proliferación celular, la migración y la diferenciación, un 

aumento de su actividad de forma persistente probablemente esté asociado a 

un efecto anti-apoptótico en las células 221, siendo responsable de parte de la 

resistencia a las terapias anti-tumorales. 

Mientras que el aumento de las formas fosforiladas de ERK1/2 y de JNK está 

bien constatado que ocurre tras la exposición a la doxorubicina, no se ha 

podido demostrar inducción de la expresión de las formas fosforiladas de p38, 

al menos en algunos de los modelos estudiados. Es posible que, al menos en 

estas líneas de cáncer de mama, la actividad de p38 en condiciones basales 

sea muy baja y que ésta sea mínimamente modificable ante la exposición a 

doxorubicina. Este hecho ha sido demostrado y descrito también por otro grupo 

utilizando al menos dos líneas celulares de cáncer de mama diferentes. En este 

trabajo, el aumento de la expresión de MKP-1 inducido por dexametasona se 
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correlacionó de forma clara con una reducción en la expresión de ERK1/2 y de 

JNK en las células de cáncer de mama, pero no con un descenso detectable de 

p38 222. De la misma forma, en otro estudio previo y utilizando líneas celulares 

de cáncer no microcítico de pulmón, la inhibición de la actividad de MKP-1 

mediante la utilización de un dominante negativo para MKP-1, correlacionó con 

un aumento inducido de las formas fosforildas de JNK, pero no de p38 148. 

 

5.2. La doxorubicina reduce la expresión de MKP-1 en una 

proporción elevada de tumores humanos de mama tratados ex 

vivo 

 

Trabajos de diversos laboratorios han estudiado los efectos de fármacos anti-

neoplásicos sobre cultivos primarios de tumores humanos o directamente sobre 

muestras de tejido tumoral humano, mantenidos durante periodos de tiempo 

variables en ausencia o presencia de los diferentes compuestos 180, 181. En el 

trabajo aquí presentado, hemos evaluado, según un modelo ex vivo, los efectos 

sobre MKP-1 y otras moléculas de la exposición a la doxorubicina, utilizando 

para ellos muestras de tejido tumoral de mama procedentes de pacientes 

intervenidas quirúrgicamente. En este sentido, una serie amplia de muestras de 

tumores malignos de mama fueron incubados ex vivo durante 24 horas con una 

concentración de doxorubicina calculada en base a los niveles séricos medios 

de las pacientes tratadas con esquemas de quimioterapia que incluyen este 

fármaco.  

Mediante técnicas de inmunohistoquímica hemos estudiado en estos tumores 

ex vivo los niveles de expresión de MKP-1 y de las diferentes formas 

fosforiladas de las MAPK, además de la tasa de proliferación celular y del 

índice de apoptosis, comparando los niveles detectados en condiciones control 

–incubados sólo con medio de cutivo– con los tratados con doxorubicina. En 

esta serie de tumores analizada, se observó de forma global un descenso 

significativo de la expresión de MKP-1 en las células malignas, así como un 

aumento de la expresión de las formas fosforiladas de ERK1/2 y de JNK, 

comparando los niveles detectados en las muestras expuestas a la 

doxorubicina con la expresión de los casos control. De forma similar a los 



Discusión 
 

 

 161

hallazgos observados en las líneas celulares y a los resultados de otros 

estudios en la literatura, la forma fosforilada de p38 tampoco se modificó de 

una forma significativa en este modelo 222. 

Analizando de una forma más detallada los cambios moleculares inducidos por 

la doxorubicina en este modelo de cáncer de mama ex vivo, podemos obtener 

otras conclusiones interesantes. Así, el descenso de MKP-1 inducido por la 

doxorubicina se produjo en 39 de los 50 casos estudiados, mientras que en los 

11 casos restantes, los niveles de expresión de MKP-1 no se redujeron por 

este tratamiento, al menos a la dosis estudiada. En aquellos tumores en los 

que se observó un descenso en la expresión de MKP-1, se detectó de forma 

característica y constante un aumento significativo en las células tumorales de 

la expresión de las formas fosforiladas de ERK1/2 y de JNK, además de una 

reducción significativa de la proliferación de las células tumorales en este 

modelo ex vivo.  

Comparando los niveles detectados en condiciones de control con los cambios 

observados por el tratamiento con la doxorubicina, se constató que aquellos 

tumores que presentaban de forma basal unos niveles elevados o de sobre-

expresión de MKP-1 en sus células, no eran capaces de reducir su expresión 

ante el tratamiento con doxorubicina, pudiendo incluso aumentar esta MKP-1.  

Los mecanismos por los que se produce esta resistencia a nivel molecular a la 

doxorubicina no están caracterizados, pero puede hipotetizarse que en 

aquellos tumores de mama que de forma constitutiva expresan niveles 

elevados de MKP-1, y que éstos no sean modificables, por los mecanismos 

que sean, la capacidad de la doxorubicina de aumentar la eficacia citotóxica de 

los agentes alquilantes podría estar reducida de forma significativa 178. 

Independientemente del mecanismo que este implicado, podría postularse que 

una reducción de los niveles de MKP-1 podría aumentar, por tanto, la 

capacidad de la doxorubicina de producir un efecto citotóxico importante en el 

tumor. Este postulado queda apoyado por los hallazgos sobre células BT-474 

pre-tratadas con Ro-31-8220, un compuesto que reduce la expresión de MKP-

1, en las que la sensibilidad a muerte celular por la doxorubicina está 

aumentada por la inhibición de la fosfatasa. No solo mediante este experimento 

utilizando el Ro-31-8220 como inhibidor de MKP-1 puede apoyarse este 
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postulado, sino que un gran número de evidencias en diferentes modelos 

sugieren unas conclusiones idénticas 210. De esta forma, se ha observado un 

aumento de la citotoxicidad por la doxorubicina en líneas tumorales de cáncer 

de mama en las que se ha inducido una supresión genética de MKP-1 o 

también en fibroblastos procedentes de embriones de ratón doble deficiente 

para MKP-1, que presentan mayor sensibilidad a este fármaco 178. 

Se ha descrito también que la expresión de MKP-1 aumenta en modelos 

celulares como respuesta al tratamiento con radioterapia, limitando sus efectos 

apoptóticos y actuando como un mecanismo de radioresistencia 223. De forma 

interesante, MKP-1 también se ha propuesto como un mediador intermedio de 

supervivencia celular dependiente de JNK, que sería modulado por la 

señalización a través de la cascada de señalización de NF-kB. Así, una 

inhibición de MKP-1 podría actuar como un mecanismo mediado por JNK de 

sensibilización al tratamiento en estos modelos 223.  

El papel de MKP-1 como factor de quimioresistencia también ha sido descrito 

en otros sistemas celulares, como en los de cáncer de ovario y de cáncer no 

microcítico de pulmón, ambos en relación al tratamiento con cisplatino 148, 149, 

218. En este sentido, nuestro grupo ha observado un aumento dramático de la 

sensibilidad al tratamiento con cisplatino en líneas humanas de cáncer no 

microcítico de pulmón cuando se reduce de forma simultánea la actividad de 

MKP-1, mediante el uso de RNA de interferencia, y actividad de la vía de NF-

kB, mediante el uso de un inhibidor químico selectivo de IKKa 224. Sin embargo, 

una cooperación similar a ésta, entre NF-kB y MKP-1 como mediadores de 

quimiosensibilidad, no ha sido aún descrita en el cáncer de mama.  

La complejidad del estudio de las fosfatasas en cáncer, sin embargo, podría ser 

mucho mayor de lo descrito hasta el momento y analizado en este trabajo. 

Otros miembros de la misma familia de MKP-1 también se han relacionado con 

la sensibilidad a diversos fármacos anti-tumorales. En este sentido, MKP-3 se 

ha descrito que está sobre-expresada en una proporción importante de tumores 

de mama y que este aumento de expresión parece relacionarse con una 

resistencia a fármacos inhibidores selectivos de los receptores de estrógenos, 

como el tamoxifeno 225. 
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5.3.. MKP-1 se sobre-expresa en una proporción importante de 

tumores de mama humanos, y esta sobre-expresión es un 

evento precoz en el proceso de la transformación maligna de la 

mama 

 

Hasta la fecha, hay dos trabajos en la literatura que describen el papel de MKP-

1 en tumores malignos de mama 167, 179. En el primero de ellos, se han 

estudiado los niveles de expresión de MKP-1 a nivel de proteína, mediante un 

abordaje de técnicas de inmunohistoquímica, y de ensayo de RNA mensajero, 

mediante hibridación in situ, utilizando cortes de tejido procedentes de bloques 

de parafina. En este trabajo, se han comparado los niveles de expresión de 

MKP-1 entre el epitelio no tumoral y las lesiones malignas en diferentes 

localizaciones. Los autores describen que en fases iniciales de la 

carcinogénesis en colon, próstata y vejiga se detecta una sobre-expresión de 

MKP-1, y que ésta se pierde cuando se alcanzan estadios más avanzados de 

la lesión o cuando se estudian muestras tumorales procedentes de metástasis 

de las neoplasias analizadas 167. Sin embargo, en este trabajo, en los tumores 

de mama estudiados se detecta una expresión elevada de MKP-1 tanto en las 

lesiones proliferantes con atipia de la mama, como en las lesiones malignas 

escasamente diferenciadas e incluso en las tejidos metastáticos analizados.  

De forma similar a nuestro estudio, en un número importante de casos se 

detectó una co-expresión en las células tumorales de MKP-1, ERK-1 y de ERK-

2, aunque los autores no encontraron ninguna correlación entre los niveles de 

expresión la MKP-1 y las ERK ni analizaron de forma pronóstica estos 

hallazgos 167.  En las diferentes series de tumores estudiadas, los autores 

identifican un grupo de 15 tumores de mama en los que, aunque la actividad 

enzimática de ERK-1 era elevada, los niveles de MKP-1 eran indetectables por 

los métodos empleados. De forma muy interesante, en ninguno de estos 15 

tumores se observaron deleciones de la región 5q35-ter, que contiene el locus 

del gen MKP-1, ni mutaciones en el dominio catalítico de MKP-1. Estos datos 

en conjunto parecen indicar que MKP-1 podría ser un marcador precoz de la 

transformación maligna en un gran número de tumores, aunque los estudios 
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sobre cáncer de mama también han puesto de manifiesto que la expresión de 

MKP-1 es detectable en estadios avanzados de la enfermedad (31,32).  

En este trabajo, hemos estudiado mediante inmunohistoquímica los niveles de 

expresión de MKP-1 y de las formas fosforiladas de las distintas MAPK 

(ERK1/2, p38 y JNK) en una serie de tumores malignos de mama procedentes 

de pacientes con seguimiento clínico, con el objetivo de determinar cuál es el 

verdadero papel de MKP-1 como factor pronóstico y predictivo de respuesta en 

esta enfermedad. 

 

5.4. La expresión de MKP-1 en los tumores de mama analizados 

correlaciona con los niveles de actividad de las MAPK, ERK1/2 

y p38 

 

El patrón de expresión de MKP-1 que hemos observado en una serie de 

muestras que incluyen desde tejido mamario normal hasta lesiones infiltrantes, 

confirma que la sobre-expresión de esta MKP-1 ocurre durante la 

transformación maligna en la mama 167. El tejido mamario histológicamente 

normal presenta expresión nuclear difusa pero débil de MKP-1, tanto en las 

células ductales como en los lobulillos mamarios. Por el contrario, las lesiones 

de carcinoma in situ presentan una sobre-expresión constante de MKP-1. En 

los tumores infiltrantes o invasivos, la sobre-expresión de MKP-1 ocurre en 

cerca del 50% de los casos. De forma característica, la sobre-expresión de 

MKP-1 en algunas de las muestras estudiadas se detecta a nivel de las 

lesiones de carcinoma ductal in situ pero no de la lesión infiltrante. Este 

hallazgo está en concordancia con un estudio previo ya publicado 167 y es 

similar al patrón descrito para otras alteraciones moleculares como en el caso 

del oncogén HER2, que es detectada hasta en el 60-80% de las lesiones in situ 

en la mama y sólo en el 20-25% de las lesiones invasivas 226. De una forma 

similar a la que se ha postulado para HER2, este hallazgo indica que la sobre-

expresión de MKP-1 podría no ser suficiente para una progresión uniforme 

desde un carcinoma ductal in situ hasta la lesión verdaderamente infiltrante 167.  
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5.5. La sobre-expresión de MKP-1 en cáncer de mama es un 

factor de mal pronóstico y correlaciona con recidiva de la 

enfermedad   

 

En relación a los tumores infiltrantes de mama estudiados, los factores clínico-

patológicos adversos fueron más frecuentes en las pacientes con lesiones con 

sobre-expresión de MKP-1 (Tabla IV.3), sugiriendo una posible asociación 

entre la sobre-expresión de MKP-1 y factores de mal pronóstico. Sin embargo, 

esta conclusión debe ser tomada con cautela, dado que no hay correlaciones 

estadísticamente significativas.  

También se estudió la relación entre MKP-1 y las formas fosforiladas de las 

MAPK. La única asociación estadística significativa que se ha encontrado ha 

sido entre los niveles elevados de expresión de MKP-1 y los niveles bajos de la 

forma activada de p38. De forma adicional, los niveles detectados en nuestra 

serie con sobre-expresión de MKP-1 de la forma fosforilada de JNK fueron 

bajos, mientras que los de la forma fosforilada de ERK1/2 estaban 

aumentados, tal y como se ha descrito en otros trabajos 179.  

De forma global, estos hallazgos sugieren que en el cáncer de mama en 

humanos, MKP-1 podría defosforilar o inactivar JNK y a p38, mientras que no a 

ERK1/2. De hecho, una expresión o actividad elevada de ERK1/2 puede darse 

en tumores de mama con sobre-expresión de MKP-1, indicando que, al menos 

en parte, la actividad de ERK1/2 podría ser responsable de la expresión 

aumentada de MKP-1 58, 167. 

Otros estudios que hayan abordado el papel de MKP-1 como factor pronóstico 

en procesos neoplásicos aún son limitados. En pacientes con tumores 

malignos de ovario, la sobre-expresión de MKP-1 en el tumor se ha asociado 

con un periodo libre de enfermedad menor 174. Por el contrario, en una serie 

con pacientes con cáncer no microcítico de pulmón, la sobre-expresión de 

MKP-1 se ha relacionado con un mejor pronóstico 182. Estos resultados 

contradictorios podrían justificarse por los diferentes roles de MKP-1 en las 

distintas neoplasias, a diferencias inherentes a las poblaciones estudiadas o los 

diferentes abordajes metodológicos empleados. 
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En este trabajo, se establece una asociación entre la sobre-expresión de MKP-

1 y un riesgo aumentado de recidiva en cáncer de mama. En la serie estudiada, 

de un total de 18 pacientes con recidiva de la enfermedad, 15 (83.3%) 

presentaron sobre-expresión de MKP-1 en los tumores primarios. Esta 

diferencia en el riesgo de recidiva de la enfermedad fue estadísticamente 

significativa en el análisis de supervivencia de Kaplan-Meier. En nuestra serie 

no es factible estudiar el impacto de los tratamientos adyuvantes sobre la 

importancia del papel de MKP-1 como factor pronóstico en la enfermedad dado 

que la inclusión de pacientes no siguió un criterio sistemático por grupos sino 

que se realizó sobre un periodo de tiempo determinado. En el estudio 

multivariado incluyendo todas las variables clínico-patológicas recogidas, la 

sobre-expresión de MKP-1 resulto ser un factor pronóstico independiente. 

Estos resultados proporcionan una nueva evidencia del papel de MKP-1 como 

factor pronóstico en el cáncer de mama. Así, se ha demostrado que la 

doxorubicina reduce en tumores humanos los niveles de expresión de MKP-1, y 

que este hecho se acompaña de un aumento en la expresión de las formas 

fosforiladas o activadas de ERK1/2 y de JNK.  Además, se ha corroborado que 

la sobre-expresión de MKP-1 ocurre durante la transformación maligna de la 

mama y que es un factor pronóstico independiente en las pacientes con cáncer 

de mama. De forma conjunta, estos resultados añaden una relevancia clínica al 

concepto de que MKP-1 puede ser utilizada como potencial diana terapéutica 

en el cáncer de mama.  
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Los resultados obtenidos en el trabajo aquí presentado analizan el papel de 

MKP-1 en el cáncer de mama sobre la sensibilidad a la quimioterapia de las 

células tumorales, y permiten concluir que: 

 

1. La doxorubicina modificó la expresión de MKP-1 y de las formas 

fosforiladas de las MAPK en líneas celulares de cáncer de mama:  El 

tratamiento con doxorubicina a las dosis estudiadas disminuyó la expresión de 

MKP-1 en los modelos estudiados. De forma dependiente a esta reducción de 

MKP-1, el tratamiento con doxorubicina aumentó la expresión de las formas 

fosforiladas de las MAPK (ERK1/2, p38 y JNK). Además, el aumento de 

expresión de MKP-1 observado en las diferentes condiciones podría deberse, 

al menos en parte, a una respuesta de retroalimentación negativa a la actividad 

de ERK1/2 como vía de señalización intracelular. 

 

2. La doxorubicina redujo la expresión de MKP-1 en una proporción 

elevada de tumores humanos de mama:  tras la validación de un ensayo de 

inmunohistoquímica para MKP-1 para muestras de tejido fijadas en formol y 

embebidas en parafina, y sobre un modelo o ensayo ex vivo de cáncer de 

mama desarrollado por nuestro grupo para el estudio de marcadores, puede 

concluirse que el tratamiento con doxorubicina inhibió MKP-1 en la mayoría de 

los tumores estudiados, y que esta reducción se asoció a un aumento de la 

expresión de las formas fosforiladas de ERK1/2, JNK y p38, a un aumento de la 

apoptosis y a una reducción de la proliferación de las células tumorales. 

 

3. MKP-1 se sobre-expresó en una proporción importante de tumores de 

mama humanos, y esta sobre-expresión fue un evento precoz en el 

proceso de la transformación maligna de la mama:  el estudio del patrón de 

expresión de MKP-1 en tejido mamario normal y en lesiones patológicas de la 

mama, permite confirmar que la sobre-expresión se observó en lesiones 

malignas in situ y se conservaba en las infiltrantes, alcanzando el grado de 

sobre-expresión en el 50% de los tumores invasivos.  
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4. La expresión de MKP-1 en los tumores de mama analizados 

correlacionó significativamente con los niveles de actividad de las MAPK, 

ERK1/2 y p38: en la serie de pacientes estudiada, la expresión de MKP-1 

mostró una correlación significativa positiva con la expresión de la forma 

fosforilada de ERK1/2, sugiriendo que, in vivo, MKP-1 podría actuar como un 

mecanismo de control de la actividad de esta vía. Además, MKP-1 correlacionó 

significativamente, de forma inversa, con la expresión de la forma fosforilada de 

p38, confirmando que la actividad de esta vía está, al menos en parte, también 

regulada por MKP-1.  

 

5. La sobre-expresión de MKP-1 en cáncer de mama fue un factor de mal 

pronóstico y correlacionó con la recidiva de la enfermedad:  La sobre-

expresión de MKP-1 en cáncer de mama parece conferir mal pronóstico a las 

pacientes con cáncer de mama, reduciendo el periodo de supervivencia libre de 

enfermedad frente a las pacientes que no la sobre-expresan, probablemente 

mediando la sensibilidad a la quimioterapia en estas pacientes.  
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