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RESUMEN 

Objetivo. Desarrollar tumores mamarios mediante el trasplante ortotópico de células 4T1 en ratones BALB/c de diferente línea en-
dogámica parental. Material y métodos. Se realizó un estudio experimental, células 4T1 (5x104) fueron trasplantadas en la cuarta 

almohadilla de grasa mamaria de ratones hembra BALB/c de la línea endogámica A (LE-A n=4) y línea endogámica B (LE-B n=3). El 
día del trasplante se denominó día inicial (D0), en los días posteriores al trasplante D7, D14, D21 y D28 fue evaluado el crecimiento 
tumoral utilizando un calibrador electrónico. Estadística con prueba t de student. Resultados. En el D28 ambas líneas endogámicas 

desarrollan tumores sólidos con un volumen de 1007.9± 335.6 mm3 (LE-A) y en LE-B 994.0±330.7 mm3 (LE-B) siendo significa-
tivamente iguales P >0.05.  El grado histológico en ambas líneas endogámicas fue de 3 y se observó un aumento del tamaño del 
bazo con 291,6±44,3 mm2 (LE-A) y con 282±18,8 mm2 (LE-B) siendo significativamente iguales P >0.05. Conclusiones. Ambas 

líneas endogámicas (A y B) de la cepa BALB/c desarrollaron tumores sólidos de tamaño, apariencia y características histopatológicas 
similares. 
Palabras clave: Cáncer de mama; modelos murinos; trasplante ortotópico; células 4T1; tumores mamarios.   

 
ABSTRACT 
Objective. Develop mammary tumors by orthotopic transplantation of 4T1 cells in mice of the same BALB/c strain but a different 
parental inbred line. Materials and methods. An experimental study was carried out. 4T1 cells (5x104) were transplanted in the fourth 

mammary fat pad of female BALB/c mice from inbred line A (IL-A n=4) and inbred line B (IL-B n=3). The day of transplantation is 
called the first day (D0), on days’ post-transplantation D7, D14, D21 and D28 tumor growth was assessed using an electronic caliper. 
Statistical design with t student test. Results. On D28 both inbred develop solid tumors with a volume 1007.9± 335.6 mm3 and 

994.0±330.7 mm3 no significant differences were observed P >0.05. The histological grade in both inbred lines was 3 and an increase 
in spleen size 291.6±44.3 mm2 (IL-A) and 282±18.8 mm2 (IL-B) no significant differences were observed P >0.05. Conclusions. Both 

inbred lines (A and B) of the BALB/c strain developed solid tumors of similar size, appearance, and histopathology. 
Key words: Breast cancer; mouse models; Orthotopic transplantation; 4T1 cell; mammary tumors. 

 
 

INTRODUCCION 

En el año en 2020 el cáncer de mama femenino 

(CaMa) ha superado al cáncer de pulmón como 

el cáncer más comúnmente diagnosticado en 

todo el mundo, con un estimado de 2,3 millones 

de casos nuevos (11,7 % de todos los casos de 

cáncer). Desafortunadamente, la incidencia es-

timada de casos aumentará en todo el mundo 

en un 47% estimado hasta el año 20401. En Mé-

xico, en 2020, el cáncer de mama fue la enfer-

medad más frecuente (15.3 %) y la primera 

causa de muerte en mujeres, con un estimado 
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de 29 mil 929 nuevos casos y siete mil 931 

muertes con una tasa de incidencia de 40.5 y de 

mortalidad de 10.6 por 100 mil2. 

 

Durante décadas, la investigación oncológica 

experimental y el desarrollo preclínico de fárma-

cos han utilizado modelos in vitro e in vivo. De 

los modelos in vivo los modelos animales cie-

rran la brecha entre los estudios preclínicos y 

clínicos. En este sentido, los modelos murinos 

juegan un papel clave en la investigación tras-

lacional del cáncer de mama al imitar el creci-

miento y la progresión de tumores mamarios tal 

como ocurre en los humanos3. 

 

Un modelo murino es un ratón de laboratorio 

que se utiliza para estudiar algún aspecto de la 

fisiología o enfermedad humana4, y es utilizado 

en la práctica preclínica porque comparten ca-

racterísticas de mamíferos con los humanos. 

Actualmente hay disponible una amplia varie-

dad de modelos murinos utilizados en el estudio 

del cáncer de mama, incluidos modelos de xe-

noinjertos inmunosuprimidos que utilizan tumo-

res derivados de pacientes o líneas celulares 

humanas establecidas, modelos de carcinóge-

nos inducidos químicamente y modelos de aloi-

njertos inmunocompetentes trasplantados con 

líneas celulares de cáncer de mama de ratón 

singénico5. En los modelos singénicos, se in-

yectan células cancerosas de un donante de tu-

mor murino a un huésped murino inmunocom-

petente, es decir en el mismo tipo de órgano en 

el que se originó el cáncer. En este microam-

biente, las células injertadas se exponen a con-

diciones que simulan las que sustentaron el tu-

mor en su sitio de origen6.   

 

Los ratones BALB/c es una de las cepas endo-

gámicas más utilizadas en estudios de cáncer 

con el fin de para investigar el crecimiento del 

tumor y la respuesta al tratamiento. Se denomi-

nan BALB/c porque derivan de la cepa albina 

Bagg proporcionada por Halsey J. Bagg del Me-

morial Hospital (NY, EE. UU.) en 1913, y c por 

la condición homocigota recesiva del gen C que 

impide la expresión del color7. En estos ratones, 

el modelo más utilizado para inducir tumores 

mamarios es el trasplante ortotópico de células 

4T1 de cáncer de mama triple negativo 

(CMTN)8. El CMTN se caracteriza por la falta de 

expresión del receptor de progesterona [RP], de 

los receptores de estrógeno [RE] y del receptor 

del factor de crecimiento epidérmico humano 2 

[HER2]. Además, es un subtipo de CaMa agre-

sivo, metastásico y recurrente en la población 

femenina con ~15–20%9.   

 

La línea celular 4T1 se aisló originalmente como 

subpoblación 410.4 derivada de un tumor ma-

mario que surgió espontáneamente en ratones 

BALB/cfC3H10. Esta línea celular es altamente 

tumorigénica y es uno de los pocos modelos de 

CaMa con la capacidad de hacer metástasis de 

manera eficiente en los sitios anatómicamente 
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afectados en el ser humano, incluidos los pul-

mones, los huesos, el bazo, el hígado y el cere-

bro con características patológicas como las ob-

servadas en pacientes con cáncer de mama en 

etapa tardía11. 

  

Este modelo de inducción de CaMa en ratón 

proporciona información para comprender la 

base molecular del cáncer. Sin embargo, a pe-

sar de los valiosos datos proporcionados con 

respecto a la biología del tumor, debido al tras-

fondo genético, los modelos de ratón actuales 

no logran modelar con precisión el desarrollo de 

tumores mamarios. Al igual que en los humanos 

en los ratones, el polimorfismo es la caracterís-

tica esencial que hace de cada sea un ser único, 

con diferente susceptibilidad, presentación y 

progresión de la enfermedad12. El estableci-

miento controlado de cruces entre hermanos 

puede garantizar que las variaciones en los cro-

mosomas sexuales y el genoma mitocondrial 

estén igualmente representadas en todos los 

grupos13. 

 

Por lo anteriormente mencionado se han infor-

mado diferencias específicas en la susceptibili-

dad a la carcinogénesis en la cepa endogámica 

de ratón14. Los primeros hallazgos sobre la tu-

morigenicidad del virus del tumor mamario de 

ratón (MMTV) en modelos murinos se discutie-

ron en la conferencia realizada por el Laborato-

rio Jackson donde la Dra. Tatyana Golovkina 

demostró que cepas endogámicas del mismo 

origen, pero con diferencias en una de las regio-

nes de sus genes MMTV tenían diferente inci-

dencia tumoral y metastásica15.  

Las diferencias genéticas entre cepas de rato-

nes han dejado claro que no todos los antece-

dentes son isogénicos, lo que los convierte en 

cepas que imitan pobremente alguna enferme-

dad humana16. Por lo tanto, el objetivo de este 

estudio fue generar y desarrollar tumores ma-

marios mediante trasplante ortotópico de célu-

las 4T1 en ratones de la misma cepa BALB/c, 

pero diferente línea endogámica parental. 

 

MATERIALES Y MÈTODOS 

 

Cultivo de células 4T1 

La línea celular de carcinoma mamario murino 

4T1 fue donada por las Dras. Maricruz Anaya 

Ruiz y Guadalupe Delgado López del Laborato-

rio de Biología Celular del Centro de Investi-

gaciones Biomédicas de Oriente (CIBIOR) del 

Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS). 

Las células de carcinoma mamario murino 4T1 

originalmente fueron adquiridas de la American 

Type Culture Collection (CRL-2539 TM) y se 

mantuvieron en Medio Eagle Modificado de Dul-

becco (DMEM-GIBCOTM) que contenía suero 

bovino fetal al 10 % (SBF-GIBCOTM) con solu-

ción antibiótica/antimicótica al 1% (100 UI/ml de 

penicilina y estreptomicina— GIBCOTM) en con-

diciones de atmósfera húmeda a 37°C y 5% de 

CO2 en un frasco de cultivo de 25 mL. 

Animales 
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Cuatro ratones hembra BALB/c endogámicos 

de dieciséis semanas de edad de la colonia del 

Centro de Investigaciones Biomédicas del Ori-

ente (CIBIOR) fueron denominados línea en-

dogámica A (LE-A), en la que previamente ya 

se ha comprobado el desarrollo de tumores 

mamarios y tres ratones hembra BALB/c en-

dogámicos de treinta y seis semanas de edad 

de la colonia del bioterio del Departamento de 

Investigación y Posgrado en Alimentos (DIPA-

Universidad de Sonora) fueron denominados 

línea endogámica B (LE-B). Las unidades ex-

perimentales fueron alojadas en el Centro de in-

vestigación animal del DIPA en la Universidad 

de Sonora. Inicialmente, los ratones se mantu-

vieron con una dieta estándar para ratones de 

laboratorio (Formulación 5010; Research Diets, 

New Brunswick, NJ, EE. UU.).  LE-A fue acli-

matada durante 1 semana antes de su uso y 

ambos grupos se mantuvieron durante todo el 

estudio en un ambiente controlado: 24±2 °C, 

50±10 % de humedad relativa y ciclos de luz/os-

curidad de 12 horas. Todos los animales reci-

bieron agua y alimentos ad libitum. 

 

Declaración de Ética 

Este estudio fue realizado siguiendo los prin-

cipios de la Guía para el cuidado y uso de ani-

males de laboratorio17 y la Norma Oficial Mexi-

cana NOM-06218. El protocolo fue aprobado por 

el Comité de Ética en Investigación de la Uni-

versidad de Sonora, México (CEI-UNISON 

5/2022). 

Modelo ortotópico de cáncer de mama 

Para el desarrollo del modelo murino de ratonas 

BALB/c con cáncer de mama por trasplante de 

células tumorales 4T1, fue seguida la metod-

ología propuesta por Pulaski y Ostrand-Rosen-

berg8. Fueron inyectadas 5 × 104 células 4T1 

por vía subcutánea en un volumen total de 100 

μL de medio DMEM libre de suero bovino fetal, 

en la cuarta glándula mamaria inguinal derecha 

de las ratonas. El día del trasplante se denom-

inó inicial/día cero (D0). El volumen del tumor 

se midió cada dos días con un calibrador 

después de 7, 14, 21 y 28 días del trasplante de 

las células. El volumen tumoral fue calculado 

según la fórmula: 0,52 × diámetro mayor × 

(diámetro menor)2. Las ratonas fueron anestesi-

adas el día 28 después de la inyección de célu-

las tumorales con 0,15 ml/kg de peso con xi-

lazina/ketamina vía intraperitoneal y fueron sac-

rificadas mediante punción cardíaca después 

de una incisión abdominal y torácica. Los tu-

mores y los bazos fueron extirpados para el 

posterior análisis histológico.  

 

Análisis histológico 

Los tumores fueron fijados en paraformaldehído 

al 10% y procesados en parafina para ser sec-

cionados. Fueron teñidas secciones de tumor 

de 7 μm con hematoxilina y eosina para el exa-

men histológico de tumores primarios. Las sec-

ciones teñidas fueron examinadas y fotografia-

das usando un microscopio Olympus CX31 y 

una cámara Pixera 150Es, para visualizar las 
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imágenes fue utilizado el programa viewfinder 

3.0. El grado histológico fue evaluado por un 

patólogo de acuerdo con los lineamientos del 

Consenso Mexicano para el Diagnóstico y 

Tratamiento del Cáncer de Mama19 que utiliza 

la escala Scarff-Bloom-Richardson (SBR)20 es-

quema para la interpretación morfológica de 

cortes histológicos. La clasificación de Scarff-

Bloom-Richardson se basa en la evaluación mi-

croscópica de los patrones morfológicos y 

citológicos de las células tumorales (grado nu-

clear), incluida la formación de túbulos y la tasa 

mitótica. La suma de estos parámetros es lo que 

califica a cada tumor según el grado I (3-5 pun-

tos, bien diferenciado), grado II (6-7 puntos, 

moderadamente diferenciado) y grado III (8-9 

puntos, poco diferenciado). 

 

Análisis estadístico 

Todos los análisis y gráficos se realizaron con 

el software GraphPad Prism 8.0.1 (Prism Soft-

ware, Irvine, CA, EE. UU.). Después de las 

pruebas de normalidad de Kolmogorov-

Smirnov, los datos se sometieron a la prueba de 

Mann-Whitney. Los datos en gráficos se 

presentan como valores medios y su corre-

spondiente desviación estándar. La diferencia 

entre grupos se consideró significativa cuando 

P<0,05. 

 

RESULTADOS 

Influencia de la cepa BALB/c de diferentes 

líneas endogámicas parentales en el desarrollo 

del crecimiento tumoral in vivo.  

A los 28 días post inyección de células 4T1, am-

bos grupos de ratones de la cepa BALB/c de 

diferentes líneas endogámicas parentales de-

sarrollaron tumores primarios en la región torá-

cica, que generalmente alcanzaban un tamaño 

de 1 cm3 (Figura 1a y 1b). El volumen tumoral 

de LE-A el día 28 fue 969,1±323 mm3 (Figura 

1a) ligeramente superior al de la LE-B con 

955,8±36,6 mm3 (Figura 1b), pero sin diferen-

cias estadísticamente significativas (Figura 1c). 

El carcinoma mamario murino 4T1 induce una 

esplenomegalia.  

 

Figura 1. El crecimiento de tumor sólido en ratones BALB/c de 

diferentes líneas parentales endogámicas inyectadas con célu-
las 4T1 generó una necrosis evidente. A) Ratón BALB/c del 
grupo de LE-A. B) Ratón BALB/c del grupo de LE-B. C) Análisis 
del crecimiento tumoral en cepas endogámicas BALB/c de LE-
A y LE-B trasplantadas con células 4T1. El volumen tumoral se 
midió con calibradores electrónicos y fue calculado con la fór-
mula: 0,52 × diámetro largo × (diámetro corto)2. Cada barra re-
presenta la media ± DS. *Denota diferencias significativas entre 
grupos LE-A (n=4) vs LE-B (n=3), siendo P< 0.05. 
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Observamos bazos más grandes en los ratones 

trasplantados con células 4T1 (Figura 2a y 2b). 

El tamaño del bazo de LE-A el día 28 fue de 

291,6±44,3 mm2 en comparación con LE-B 

282±18,8 mm2 (Figura 2c). 

 

Figura 2. Esplenomegalia en ratones con tumores inducidos 

con células 4T1. A) Fotografía representativa del tamaño del 
bazo de un ratón trasplantado con células 4T1. B) Fotografía 
representativa del tamaño del bazo de un ratón normal sin tras-
plante de células 4T1. C) Análisis del tamaño del bazo en el 
modelo murino. Cada barra representa la media ± DS. *Denota 
diferencias significativas entre grupos LE-A (n=4) vs LE-B (n=3), 
siendo P< 0.05. 

 

Caracterización histopatológica del desarrollo 

de tumores mamarios en dos cepas en-

dogámicas BALB/c 

En la Figura 3a y 3b observamos una sección 

de un tumor primario teñida con Hematoxilina-

Eosina (H-E) que ilustra un área central de ne-

crosis y células neoplásicas. En la periferia del 

tumor se puede observar una zona proliferativa 

de células poco diferenciadas, discohesivas, 

con marcado pleomorfismo nuclear, nucléolos 

eosinofílicos prominentes y numerosas mitosis 

anormales. En la zona central del tumor se ob-

serva necrosis de tipo coagulativo con restos 

celulares y apoptosis. Según la escala SBR, los 

tumores de ambas cepas endogámicas son de 

grado III (Cuadro 1). 

 

Figura 3. Sección de tumor axial teñida con H-E de un 

tumor primario. A) Línea endogámica A; B) Línea endo-

gámica B.  
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Cuadro 1. Parámetros diagnósticos del informe histopatológico de tumores mamarios para determinar el 

grado histológico. 

Tejido 
Grado 

 nuclear1 

Número de    

mitosis2 

(Calificación) 

Formación de  

túbulos  

(Calificación) 

% 

Necrosis 

Grado    

histológico  

SBR3 

LE-A1 3 35(3) 10-75% (2) 80 Grado III 

LE-A2 3 47(3) 10-75% (2) 80 Grado III 

LE-B1 3 57(3) <10% (3) 70 Grado III 

LE-B2 3 48(3) <10% (3) 70 Grado III 

1 Calificación otorgada por la patóloga. 

2 El número de mitosis viene dado por visualización por cada 10 campos de gran aumento en 40x. 

3 SBR: Scarff-Bloom-Richardson. 

 

DISCUSION 

En México el cáncer de mama es la principal 

causa de mortalidad en mujeres de 30 años o 

más21. Los modelos de tumorigénesis mamaria 

en ratones inducidos con células tumorales 

pueden proporcionar información importante 

sobre la base molecular del cáncer de mama 

humano22.   

El objetivo principal de este estudio fue evaluar 

la influencia del fondo de la cepa endogámica 

BALB/c en la inducción de tumores mamarios 

con células 4T1. En el modelo utilizado en este 

estudio, observamos que 28 días después de la 

inyección ortotópica de células 4T1 en ratones 

BALB/c inmunocompetentes, ambos grupos de 

diferentes cepas endogámicas desarrollaron tu-

mores mamarios, tal como se informó en otros 

estudios11,23. 

Los modelos ortotópicos dan como resultado tu-

mores más grandes, tienen una alta capacidad 

metastásica en los pulmones y los ganglios lin-

fáticos y un mayor patrón de crecimiento inva-

sivo con un número más considerable de vasos 

sanguíneos y adipocitos formándose dentro de 

los tumores24. Es así como Zhang et al, destaca 

la idoneidad de la utilización de los modelos or-

totópicos de cáncer de mama en la almohadilla 

de grasa mamaria, ya que involucran el micro-

ambiente tumoral en comparación con los mo-

delos subcutáneos25. 

Se ha reportado que cruces entre cepas endo-

gámicas como un mismo antecedente pueden 

causar modificaciones en la expresión de genes 

relacionados con la tumorigénesis mamaria, 

afectando las interacciones entre el huésped y 

el desarrollo tumoral. Se reconoce comúnmente 

que algunas cepas endogámicas son más sus-

ceptibles mientras que otras son más resisten-

tes a la tumorigénesis mamaria y cruzar estas 
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cepas endogámicas aumenta la latencia tumo-

ral13,26. Teniendo en cuenta estos hallazgos so-

bre los antecedentes genéticos de la misma es-

pecie en la respuesta a la inducción de tumores 

mamarios, se sugiere que en los modelos muri-

nos pueden responder de manera diferente al 

desarrollo de cánceres de mama27.  

Previamente ha sido reportado esplenomegalia 

en ratones con tumores inducidos con células 

4T111 y nuestros resultados concuerdan con lo 

informado por Hunter et al, quienes observaron 

que el tamaño del bazo había aumentado tras 

el trasplante de células28. El aumento de la es-

plenomegalia se ha asociado principalmente 

debido a la hiperplasia granulocítica de células 

como los neutrófilos y los leucocitos11, y con au-

mentos en varias citoquinas inflamatorias deri-

vadas de tumores, como G-CSF, GM-CSF e 

IFN-γ y debido al proceso de eritropoyesis (Gli-

coforina A+) y megacariopoyesis (Factor 

VIII+)28.  

El factor estimulante de colonias de granuloci-

tos-monocitos o la subfamilia de glicoproteínas 

GM-CSF juega un papel crucial en la activación 

de las células inflamatorias, la movilización de 

estas células de la médula ósea a la sangre pe-

riférica y la activación del sistema inmunológico 

da como un resultado una reacción leucemoide. 

Esta reacción se caracteriza por hiperplasia de 

la médula ósea, una granulocitosis de evolución 

rápida que ocurre sin cambios significativos, lin-

fopenia y granulocitos masivos. La reacción leu-

cemoide aparece en el 15% de los pacientes 

con cáncer y se ha propuesto como marcador 

pronóstico para pacientes con CaMa, lo que 

confirma la idoneidad del modelo 4T1 como mo-

delo preclínico de CaMa23.  

Al igual que en los tumores de mama humanos, 

el tumor primario muestra características de 

cáncer de mama de tipo basal. Puede verse 

ilustrando el borde circunscrito de células neo-

plásicas en la periferia y áreas geográficas de 

necrosis, marcada atipia citológica y numerosas 

mitosis (Figura 3a y 3b)11. En México para rea-

lizar la interpretación morfológica de los cortes 

histológicos se utiliza la guía del Consenso Me-

xicano sobre Diagnóstico y Tratamiento del 

Cáncer de Mama, que utiliza el esquema Scarff-

Bloom-Richardson (SBR)19. Estos sistemas 

evalúan las características de las células del te-

jido mamario y determinan el grado de agresivi-

dad del tumor. Los tumores de menor grado (I-

II) tienen un buen pronóstico y pueden ser tra-

tados de forma menos agresiva, con una mejor 

tasa de supervivencia, y lo contrario para las 

neoplasias de mayor grado (III)29.  

 

CONCLUSIONES 

Evaluamos la influencia del fondo genético de la 

subcepa BALB/c en el desarrollo de tumores 

mamarios inducidos por la línea celular tumoral 

4T1. Los resultados de este estudio indican que 

los ratones BALB/c de ambos orígenes en-

dogámicos pueden generar tumores mamarios.  
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