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Resumen

Antecedentes: La utilidad del ADN circulante libre (ADNcl), el ADN nuclear (ADNn) y mitocondrial (ADNmt) como posibles bio-
marcadores en cáncer aún sigue siendo controvertida. Objetivo: Determinar la concentración del ADNcl y los niveles de ADNn y 
ADNmt en plasma en pacientes con cáncer de mama (CM). Material y métodos: Se incluyeron 86 mujeres (69 pacientes con 
CM y 17 mujeres como grupo de control). La concentración del ADNcl se determinó por medio de fluorometría y los niveles de 
ADNmt y ADNn, por reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR). Resultados: La concentración de ADNcl fue 
mayor en las pacientes con CM versus el grupo de control (p = 0.001). La concentración de ADNcl se asoció en pacientes mayo-
res de 50 años (p = 0.001). El nivel del ADNn fue mayor en las pacientes con CM versus el grupo de control (p = 0.004). Los 
niveles de ADNmt no mostraron diferencias significativas. Las concentraciones de ADNcl y ADNn mostraron un poder discrimina-
torio significativo (área bajo la curva [AUC] = 0.968, p = 0.001, y AUC = 0.724, p = 0.004, respectivamente). Conclusiones: La 
concentración de ADNcl y la combinación de este y ADNn son marcadores útiles para el diagnóstico de pacientes con CM.

PALABRAS CLAVE: ADN mitocondrial. ADN nuclear. Biomarcador. Cáncer de mama. Diagnóstico.

Analysis of circulating cell-free nuclear and mitochondrial DNA in plasma of Mexican 
patients with breast cancer

Abstract

Background: The usefulness of circulating free DNA (cfDNA), nuclear DNA (nDNA) and mitochondrial DNA (mtDNA) as poten-
tial biomarkers in cancer remains controversial. Objective: To determine the concentration of cfDNA and plasma nDNA and 
mtDNA levels in breast cancer (BC) patients. Material and methods: This study included a total of 86 women (69 patients with 
BC and 17 women as a control group). The cfDNA was determined using fluorometry, and the levels of mtDNA and nDNA were 
quantified using real-time polymerase chain reaction (qPCR). Results: The concentration of cfDNA was higher in patients with 
BC compared to the control group (p = 0.001). A higher concentration of cfDNA was also associated with patients over 50 years 
old (p = 0.001). The level of nDNA was higher in patients with CM compared to the control group (p = 0.004). Levels of mtDNA 
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Introducción

El cáncer de mama (CM) es un problema de salud 
en el mundo. En México se diagnosticaron 27  859 
casos nuevos de CM en 2022, lo que indica una tasa 
de incidencia de 37.9/100 000, con una tasa de morta-
lidad de 9.2/100 000 habitantes.1 En países de ingresos 
bajos o medianos, el diagnóstico de CM se realiza en 
etapas tardías, lo cual genera un tratamiento subóptimo 
posterior a la detección que conduce a una alta tasa de 
mortalidad.2 En cuanto a las técnicas de diagnóstico, 
actualmente la biopsia tisular es considerada el están-
dar de oro en CM; sin embargo, presenta desventajas 
debido a su invasividad, la obtención de resultados 
tardíos y el incremento de los costos. La mastografía 
tiene un sensibilidad que varía de 71 a 44 % en mamas 
densas; la especificidad oscila entre 71 y 92 %.3

En los últimos años, los estudios enfocados en el 
ADN circulante libre (ADNcl) representan un campo de 
investigación prometedor en la práctica clínica debido 
a que es posible obtenerlos mediante biopsias líquidas, 
método que resuelve las limitaciones de la biopsia de 
tejido, ya que el procedimiento del muestreo en la 
biopsia líquida es fácil, económico y repetible.4

Se ha vinculado la concentración del ADNcl con diver-
sos tipos de cáncer, incluido CM, en el cual se ha utili-
zado para detección temprana, pronóstico, respuesta a 
tratamiento y detección de mutaciones asociadas a 
resistencia.5 Por otro lado, también se han estudiado los 
niveles de ADN nuclear (ADNn) y ADN mitocondrial 
(ADNmt), tanto en muestras de tejido como en plasma;6 
sin embargo, se han obtenido resultados contradictorios 
respecto a su relevancia clínica y valor diagnóstico. El 
objetivo de este estudio transversal fue evaluar la can-
tidad de ADNcl, los niveles de ADNmt y ADNn circulan-
tes en plasma de pacientes con CM, para determinar su 
posible utilidad como biomarcadores diagnósticos.

Material y métodos
Población de estudio

Se incluyeron 86 mujeres, de las cuales 69 fueron 
pacientes clínicamente diagnosticadas e histológica-
mente confirmadas con CM subtipos luminal A, 

luminal B y triple negativo de acuerdo con los criterios 
histopatológicos establecidos por la Organización Mundial 
de la Salud y considerados en el Hospital de Ginecología 
y Obstetricia del Centro Médico de Nacional de Occidente, 
del Instituto Mexicano del Seguro Social en Guadalajara, 
Jalisco, México. El estudio fue aprobado por la Comisión 
Nacional de Investigación Científica del Instituto (R-2020-
785-130) y se realizó de acuerdo con los estándares 
éticos nacionales e internacionales. El grupo de control 
incluyó a 17 mujeres aparentemente sanas. Todas las 
participantes incluidas firmaron carta de consentimiento 
informado. Los criterios de exclusión fueron enferme-
dad viral (VIH, hepatitis, etcétera), enfermedad inflama-
toria y síndrome de CM hereditario. En el grupo de 
control, los criterios de exclusión fueron presencia de 
tumores benignos de mama y enfermedades virales. 
Los datos clínicos y anatomopatológicos de las pacien-
tes con CM y del grupo de control fueron obtenidos 
de los expedientes electrónicos.

Purificación y medición de la 
concentración de ADNcl

De todas las mujeres incluidas en el estudio se reco-
lectaron muestras de sangre completa en tubos EDTA; 
en las pacientes con CM, las muestras se obtuvieron 
antes de iniciar el tratamiento (radioterapia, cirugía o 
quimioterapia). Posteriormente, el plasma se separó 
mediante dos pasos de centrifugación a 1000 × g 
durante 10  minutos. A  continuación se purificó 1  mL 
de plasma con QIAmp Circulating Nucleic Acid Kit 
(QIAGEN, Estados Unidos), de acuerdo con las instruc-
ciones del fabricante. La concentración de ADNcl se 
midió mediante Quita Fluoro meter 3.0 (Terma Fisher, 
Waltham, Massachusetts, Estados Unidos), con el kit 
Quita™ desdán HS Assay Kit (rango de cuantificación 
de 10 pg/µL-100 ng/µL).

PCR cuantitativa (qPCR)

Para medir los niveles de ADNmt se realizó la amplifica-
ción de los genes MTND1 y MTND2 y para ADNn, del gen 
RPS18. Para la amplificación de MTND1 se utilizó el ceba-
dor forward 5´-ACGCCATAAAACTCTTCACCAAAG-3´ y 
el reverse 5´-GGGTTCATAGTAGAAGAGCGATGG-3 .́ 

did not show significant differences (p > 0.005). The concentration of cfDNA and nDNA showed significant discriminatory power 
(AUC = 0.968, CI = 0.93-1.00, p = 0.001; and AUC = 0.724, CI = 0.59-0.85, p = 0.004, respectively. Conclusions: The con-
centration of cfDNA and the combination of cfDNA and nDNA are useful biomarkers for diagnosing patients with BC.

KEYWORDS: Mitochondrial DNA. Nuclear DNA. Diagnostic biomarker. Breast cancer. Diagnosis.
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Para la amplificación de MTND2, el cebador forward 
5´-CACACTCATCACAGCGCTAA-3´ y el reverse 
5´-GGATTATGGATGCGGTTGCT-3 .́ Para la amplifica-
ción de RPS18 se empleó el cebador forward 
5´-CGATGGGCGGCGGAAAA-3´ y el reverse 
5´-CAGTCGCTCCAGGTCTTCACGG-3 .́

Se realizaron curvas estándar para el análisis de los 
genes mitocondriales y nuclear. La cuantificación se 
llevó a cabo mediante el instrumento Light Cycler® 96 
(Roche, Mannheim, Alemania), con el kit FastStart 
SYBR Green Master Kit (Roche, Mannheim, Alemania). 
La reacción de qPCR se efectuó con un volumen final 
de 10 μL que contenía 5 μL de FastStart SYBR Green 
Master Mix, 0.1 μL de cada cebador, 2.8 μL de H2O 
grado PCR y 2 μL de la muestra de ADNcl. Se usaron 
diluciones seriales con un factor de dilución 1:10. 
Todas las reacciones se analizaron por duplicado y en 
cada experimento se incluyó un control negativo. Los 
valores de punto de cruce obtenidos de las muestras 
desconocidas se compararon con la curva estándar y 
se calculó el número correspondiente de unidades 
mitocondriales y nucleares.

Análisis estadístico

Los resultados de las concentraciones del ADNcl y 
los niveles de ADNmt y ADNn se muestran como 
medianas con rango intercuartílico (RIC, percentiles 

25 a 75). Se realizó la prueba U de Mann-Whitney 
para comparar dos grupos y la de Kruskal-Wallis para 
comparar más de dos grupos. Para evaluar la utilidad 
diagnóstica como biomarcador del ADNcl, ADNmt y 
ADNn se efectuó análisis de curvas ROC (recei-
ver-operating-characteristic). Los análisis se llevaron 
a cabo con SPSS 25.0 y los gráficos con GraphPad 
Prism 8.

Resultados

Características de las mujeres 
incluidas en el estudio

En la Tabla 1 se describen las características demo-
gráficas y clínicas de las mujeres incluidas en el estudio. 
Se observaron diferencias significativas entre los grupos 
analizados. En la Tabla 2 se detallan las características 
clínicas y anatomopatológicas de las pacientes con CM; 
más de 50 % de las pacientes se diagnosticaron en esta-
dios TNM avanzados.

Concentración de ADNcl, ADNmt y ADNn 
entre los grupos

Los resultados de la concentración de ADNcl y los 
niveles de ADNn y ADNmt en pacientes con CM y el 

Tabla 1. Características demográficas y clínicas de las pacientes con cáncer de mama y del grupo de control

Característica Grupo CM  
n = 69 (100 %)

Grupo de control 
n = 17 (100 %)

p

Media Media

Edad (años) 57.23 33.47 0.001

Peso (kilogramos) 71.01 64.94 0.084

Talla (metros) 1.56 1.62 0.002

Índice de masa corporal 28.85 24.65 0.002

n % n %

Grupo de edad
> 50 años
< 50 años

52
17

75
25

1
16

6
94

0.001

Antecedentes positivos oncológicos 31 44.92 10 58.82 0.304

Diabetes mellitus 2 21 30.4 1 5.8 0.059

Hipertensión arterial 39 56.5 0 0 0.001

Hipotiroidismo 8 11.6 1 5.8 0.681

Obesidad 27 13.1 0 0 0.001

Los valores de p se calcularon mediante la prueba χ2. CM: cáncer de mama.
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grupo de control se muestran en la Tabla  3. En las 
pacientes con CM se observó una cuantificación mayor 
de ADNcl total mayor en comparación con el grupo de 
control (p = 0.001). En la cuantificación del ADNmt no 
se observaron diferencias significativas para MTND1 y 
MTND2 (p = 0.123 y 0.849, respectivamente). En la 
cuantificación del gen nuclear RPS18 se observó signi-
ficación entre los grupos analizados (p = 0.004).

En la Tabla 4 se muestra la asociación de las carac-
terísticas demográficas y clínicas de las pacientes con 

CM con las concentraciones de ADNcl, ADNmt y ADNn. 
Se observó que las pacientes mayores de 50 años pre-
sentaron una mayor concentración de ADNcl en com-
paración con las pacientes de menor edad (p = 0.002). 
Para el resto de las características clínicas no se encon-
tró significación estadística (p > 0.005). Se observó una 
mayor concentración de ADNmt en las pacientes que 
no recibieron terapia versus las pacientes con terapia 
de reemplazo hormonal (p = 0.029, Tabla 5).

Análisis de curvas ROC

Para evaluar el potencial diagnóstico de ADNcl, 
ADNmt y ADNn como posibles biomarcadores diag-
nósticos, se empleó el análisis de curvas ROC. ADNcl 
y ADNn mostraron un buen poder de discriminación 
entre las pacientes con CM y el grupo de control 
(p = 0.001 y p = 0.004, respectivamente, Figuras 1A y 1B); 
su combinación también mostró valores óptimos como 
biomarcador (p  = 0.001, Figura  1C). Sin embargo, el 
ADNmt no mostró utilidad como biomarcador para CM 
(Figuras 1D y 1E).

Discusión

Actualmente, las técnicas invasivas para diagnosti-
car el cáncer están siendo reemplazadas por métodos 
con mínima invasividad, como la biopsia líquida, téc-
nica de fácil manejo que permite evaluar tumores 
benignos y malignos. El ADNcl se encuentra en flui-
dos corporales, tanto en condiciones fisiológicas 
como en trastornos patológicos. Se libera por medio 
de apoptosis, necrosis y liberación activa de ADN.7 
En células tumorales dichos procesos ocurren de 
manera más acelerada, por lo tanto, se ha informado 
en estudios que la concentración del ADNcl se incre-
menta en varios tipos de cáncer.8

En nuestro estudio, la edad media de las pacientes 
con CM fue de 57.23 años, consistente con las ten-
dencias establecidas de que todos los CM ocurren en 
mujeres mayores de 50 años, con una media de apa-
rición de hasta 61.8 años.9 Sin embargo, la tendencia 
actual indica que existe una incidencia ascendente de 
casos en mujeres jóvenes (menores de 50 años) con 
peor pronóstico;10 además, para este grupo de pacien-
tes actualmente no se dispone de una alternativa de 
detección sensible, como la mastografía para las muje-
res en edades de 40 a 50 años, por lo cual su detec-
ción tiende a ser tardía.11 A pesar del amplio uso de la 
mastografía para la detección de CM, se han planteado 
serias dudas sobre su valor, ya que un estudio 

Tabla  2. Características clínicas y anatomopatológicas de las 
pacientes con cáncer de mama

Característica Grupo CM
n = 69 (100 %)

Media ± DE

Edad a la menarca (años) 13.57 ± 1.55

Edad a la menopausia (años) 47.29 ± 3.98

Edad a la primera gesta (años) 22.29 ± 5.23

Media

Numero de gestas (media) 4

Receptor de estrógenos (%) 48.91

Receptor de progesterona (%) 34.32

Ki 67 (%) 28.42

n %

Lactancia positiva 30 43.47

Terapia de reemplazo hormonal 46 66.66

 Etapa clínica
I
II
III
IV

14
19
30
6

20
28
43
9

 Subtipo molecular
Luminal A
Luminal B
Triple negativo

20
25
24

29
36
35

 Histología
Ductal
Lobular
Ducto‑lobulillar
Mucinoso
Medular
Her2/neu positivo

63
2
2
1
1
8

91.3
2.8
2.8
1.4
1.4

11.59

Tratamiento recibido
Mastectomía
Quimioterapia
Radioterapia
Terapia endocrina

19
21
41
33

27.53
30.43
59.42
47.82

CM: cáncer de mama; DE: desviación estándar; Her2/neu: human epidermal growth 
factor receptor 2; Ki67: marcador de proliferación Ki‑67.



Rodríguez-Torres DE et al.  ADN circulante en cáncer de mama

429

prospectivo realizado en Canadá estimó que 22 % de 
las mastografías detecta CM invasivos sobrediagnos-
ticados.12 De aquí la importancia de investigar nuevos 
biomarcadores diagnósticos para el CM.

El análisis de asociación entre la concentración de 
ADNcl y las características clínicas de las pacientes 
mayores de 50 años indicó una concentración signifi-
cativa de ADNcl (p = 0.002). Este hallazgo es cohe-
rente con la evidencia de que en personas mayores es 
liberada una mayor cantidad de ADNcl, ya que durante 
el envejecimiento a nivel celular predominan procesos 
catabólicos como la apoptosis y la lisis celular. 13

La única característica clínica asociada fue con la 
hormona liberadora de tirotropina: las pacientes que 
no recibieron este tipo de tratamiento tuvieron niveles 
mayores de ADNmt en comparación con quienes sí 
lo recibieron (p = 0.029). El medicamento hormonal 
utilizado en las pacientes incluidas fue la tibolona. 
Recientemente se realizó un estudio de casos y con-
troles en Corea, donde el riesgo de CM disminuyó 
con el uso de tibolona; por otro lado, se observó 
mayor nivel de proliferación de células mamarias en 
mujeres con terapia estrogénica.14 Además, en nues-
tra análisis se observó que la mayoría de las pacien-
tes con CM que no recibieron hormona liberadora de 
tirotropina se encontraban en etapas clínicas avanza-
das (III y IV). En promedio, los niveles de ADNmt en 
estas pacientes se encuentran elevados, lo cual es 
congruente con lo reportado en investigaciones ante-
riores: el contenido de ADNmt en pacientes con CM 
en estadio inicial (estadio I) fue menor que en otros 
estadios.15 Por lo tanto, los resultados obtenidos fue-
ron afectados por el tipo de tratamiento hormonal 
recibido, la duración de este y la etapa clínica en la 
que se encontraban las pacientes.

Por otro lado, la concentración de ADNcl fue signi-
ficativamente mayor en las pacientes con CM, lo que 

coincide con los registros de otros estudios en los 
cuales se empleó la misma metodología de cuantifi-
cación; sin embargo, las concentraciones fueron más 
bajas a las de esta investigación,16 lo cual puede 
deberse al tiempo de procesamiento de las muestras: 
en nuestro estudio fueron procesadas a la brevedad, 
lo cual garantiza una mayor integridad del ADNcl. En 
otras investigaciones, la concentración del ADNcl ha 
sido diferente debido al método de extracción.17,18 Los 
resultados previos más consistentes con nuestros 
hallazgos en la concentración del ADNcl fueron los 
de un grupo de investigadores en Bangladesh, quie-
nes utilizaron fluorometría Quantus y qPCR.19

Se ha propuesto que la cuantificación del ADNcl por 
qPCR puede mejorarse con dos o más genes con 
diferentes longitudes del amplicón.20,21 En la investi-
gación que presentamos se emplearon tres genes 
con la finalidad de discriminar el origen mitocondrial 
(MND1 y MND2) y nuclear (RPS18) del ADNcl.

En el análisis del ADNmt, los resultados no fueron 
significativamente diferentes entre los grupos. Diversos 
autores han empleado otros genes; sin embargo, sus 
resultados han sido contradictorios con los nuestros, 
ya que se han reportado niveles elevados de ADNmt 
en el grupo de control y disminución considerable en 
pacientes con CM (20  5013 GE/mL en el grupo con 
CM versus 52  2115 GE/mL en el grupo de control;16 
así como 654.85  ng/mL en el grupo con CM versus 
1374.79  ng/mL en el grupo de control22). Por otra 
parte, nuestros resultados coinciden con los de un 
análisis de mujeres sirias en el que no se encontraron 
diferencias significativas entre los grupos en relación 
con los niveles de ADNmt y ADNn.6

Respecto a la cuantificación del ADNn, las diferen-
cias significativas entre los grupos coincidió con lo 
reportado por diversos autores respecto a la elevación 
de los niveles de ADNn en CM, incluso con el uso de 

Tabla 3. Comparación de la concentración de ADNcl, ADNn y ADNmt en pacientes con CM y grupo de control

Concentración por fluorometría Grupo CM (n = 69) Grupo de control (n = 17) p

Mediana (P25‑P75) Mediana (P25‑P75)

ADNcl, ng/mL 614 (530‑764) 392 (631‑431) 0.001

MTND1 (ADNmt), ng/mL 524.34 (126.53‑2118.19) 345.77 (145.98‑716.39) 0.123

MTND2 (ADNmt), ng/mL 647.65 (133.04‑1670.91) 323.02 (222.65‑878.36) 0.849

RSP18 (ADNn), ng/mL 84.03 (43.06‑146.77) 38.19 (25.61‑66.32) 0.004

Los valores de p se calcularon mediante U de Mann‑Whitney. ADNcl: ADN circulante libre; ADNmt: ADN mitocondrial; ADNn: ADN nuclear; CM: cáncer de mama; 
MTND1: mitochondrially encoded NADH dehydrogenase 1; MTND2: mitochondrially encoded NADH dehydrogenase 2; P25‑P75: percentiles 25 y 75; RPS18: ribosomal protein S18.
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Figura 1. Evaluación de la utilidad diagnóstica por curvas ROC. A: concentración de ADNcl. B: concentración de RPS18. C: concentración de 
ADNcl y RPS18. D: concentración de MTND1. E: concentración de MTND2. El grupo de control se utilizó como comparación.

CBA

D

diferentes genes de referencia como GAPDH: 4678 GE/mL 
en pacientes con CM versus 1298 GE/mL en el grupo 
de control;16 3453.2 copias/μL en pacientes con CM ver-
sus 90 copias/μL en el grupo de control;23 y B2M: 6448 
copias/μL en pacientes con CM versus 6071 copias/mL 
en el grupo de control.6 Los niveles elevados de ADNn 
se han relacionado con la destrucción celular y la apop-
tosis que ocurren en el tumor, procesos que represen-
tan una fuente importante de liberación de ADNcl en 
el plasma.23

En la actualidad, una amplia variedad de biomarca-
dores séricos en las secreciones ductales mamarias 
son utilizados en CM, si bien no son completamente 
adecuados para el diagnóstico, control y terapia del 
CM.24 El más empleado es el antígeno CA 15-3, el 
cual no es recomendado como marcador para el 
diagnóstico del CM, ya que sus niveles en etapas 
tempranas rara vez son más altos de lo normal; su 
uso está más orientado a la vigilancia y seguimiento 
de la respuesta al tratamiento, ya que tiene sensi-
bilidad y especificidad subóptimas (77.15 a 47.3 %, 
respectivamente)25 y se ha reportado AUC (area 
under the curve) = 0.84.26

Otro biomarcador utilizado es el antígeno carci-
noembrionario, que si bien no es específico de este 
tipo de cáncer, se ha relacionado directamente con la 
etapa clínica de CM;27 sin embargo, también presenta 
una sensibilidad y especificidad de 82.0 y 38.3  %, 
respectivamente, y AUC = 0.61.28

En el presente estudio, se encontró un alto valor 
diagnóstico en la concentración de ADNcl, cuya sen-
sibilidad y especificidad alcanzaron 92.75 y 94.11 %, 
respectivamente (Figura  1A). Además, se considera 
que un AUC >  0.90 es indicativa de buena utilidad 
diagnóstica.29 Por lo tanto, el valor de 0.968 que se 
identificó en nuestro estudio indicó que la concentra-
ción de ADNcl tiene buena precisión diagnóstica para 
CM. La combinación de ADNcl y ADNn también 
obtuvo resultados óptimos, ya que la sensibilidad se 
incrementó hasta 98.03 % y la especificidad alcanzó 
81.25  %; además, AUC obtuvo un valor de 0.946 
(Figura 1C), por lo tanto, se podría emplear también 
como biomarcador diagnóstico en CM.

Consideraciones importantes son que la concentra-
ción de ADNcl puede incrementarse ante algunas con-
diciones como inflamación, traumatismos o ejercicio 

E
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excesivo;30 que no disponer de pacientes con subtipo 
molecular HER2 también constituyó una limitación y 
que un tamaño de muestra mayor puede incrementar 
el valor en la búsqueda de nuevos biomarcadores 
para su aplicación futura en la práctica clínica.

Conclusiones

El presente estudio indica que la concentración de 
ADNcl y el análisis combinado de ADNcl y ADNn tie-
nen un valor diagnóstico potencial para CM por su 
alta sensibilidad, especificidad y AUC y pueden cons-
tituir herramientas de detección óptima para ese tipo 
de cáncer.
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